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RESUMO

FIOROTTI, Larissa Lima, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, julho de 2021.
Caracterizacao fisico-quimica e potencial bioativo de mel de abelhas sem ferréo
e africanizada ocorrentes no Espirito Santo. Orientadora: Prof2. Dr2 Denise
Coutinho Endringer.

O mel, proveniente do néctar das flores, € um importante produto das abelhas, com
propriedades adocante e terapéutica. No entanto, a composicao fisico-quimica do mel
pode variar conforme uma série de fatores, que podem estar direta ou indiretamente
relacionados com as abelhas e o meio em que vivem. O conhecimento sobre a
composi¢éo quimica e a atividade bioldgica do mel de espécies de abelhas ocorrentes
no Espirito Santo ainda é escasso. O objetivo desse estudo foi analisar as
caracteristicas fisico-quimicas e avaliar as atividades antioxidante, citotdxica e
guimiopreventiva de cancer do mel de abelhas sem ferrdo e com ferrdo, comparando
entre espécies e estacdes sazonais (seca e chuvosa). Os parametros fisico-quimicos
avaliados foram: acucares redutores e totais, solidos sollveis totais, umidade, pH,
acidez total, polifendis totais, flavonoides, ESI-FT-ICR MS (Espectrometria de Massas
com lonizaco por eletrospray e Ressonancia Ciclotrénica de fons por Transformada
de Fourier). A atividade antioxidante foi investigada pelos métodos de DPPH (2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl) e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e os efeitos
citotoxicos foram avaliados pelo método colorimétrico do MTT. Para avaliagcdo do
efeito quimiopreventivo de cancer foram empregados o ensaio de indugéo da quinona
redutase e o ensaio de inibigcdo de NF-kB (Fator de Transcricdo Nuclear Kappa B). Os
resultados obtidos apontaram que os méis avaliados possuem teores de acucar
redutor que variaram de 36,22% a 66,85%, acUcar total de 39,18% a 68,92%, solidos
soluveis totais de 68,20% a 70,63%, umidade de 22,93% a 31,10%, pH de 3,17 a 4,07
e acidez livre de 20,96 a 171,84 mEq kg. Os valores de méis de abelha sem ferréo
para acucares redutores demostraram que 60% das amostras obtiveram teores
inferiores ao minimo recomendado pela legislacdo estadual (IDAF); para a acidez
livre, 50% das amostras apresentaram valores acima do recomendado. Quanto a
avaliacdo de sazonalidade, os acucares redutores e totais, pH e acidez livre nédo
apresentaram diferenca significativa entre as estacdes, entretanto sélidos sollveis
totais e umidade apresentaram valores maiores nas estacfes chuvosa e seca,
respectivamente. Os valores de polifendis e flavonoides variaram de 14,68 a 99,97
mMgEAG.100 g* e 4,52 a 13,27 mgQE.100g?, respectivamente, e ndo apresentaram
diferencas estatisticas de acordo com a estacao sazonal amostrada. De acordo com
0 espectro de massa, identificou-se agucares, acidos fendlicos, flavonoides, xantona,
cumarina, naftoquinona, epicatequina e fenol simples nos méis analisados. Os meis
apresentaram valores de FRAP que variaram de 125,2 a 394,36 umol Fe 11 100 gt e
de DPPH (ICso0) que variaram de 16,25 a 64,4 mg.mL, e apenas FRAP apresentou
diferenca significativa para as diferentes estagbes amostradas. Vale destacar que os
méis desse estudo ndo apresentaram citotoxicidade e os méis de Melipona
quadrifasciata e Tetragona clavipes coletados na esta¢cao seca, apresentaram inducao
da quinona redutase. Neste sentido, 0 mel de Melipona capixaba coletado na estacdo
seca apresentou inibigcdo do NF-kB acima de 70%. Os dados obtidos demonstram uma
variagdo da composicao fisico-quimica e potencial bioativo dos méis das abelhas
analisadas, de modo que estas observagdes encontradas apontam uma necessidade
da elaboracdo de uma legislacdo que considere caracteristicas dos méis de acordo
com as espécies, sazonalidade e ecossistemas.

Palavras-chave: mel, caracteristicas fisico-quimicas, antioxidante, quimioprevencao
de cancer, estacao sazonal.



ABSTRACT

FIOROTTI, Larissa Lima, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, july 2021.
Physicochemical characterization and bioactive potential of stingless bee and
africanized honey occurring in Espirito Santo. Advisor: Prof. Dr2. Denise Coutinho
Endringer.

Honey, which comes from the nectar of flowers, is an important product of bees, with
sweetening and therapeutic properties. However, the physical-chemical composition
of honey can vary according to a number of factors, which may be directly or indirectly
related to bees and their environment. The knowledge about the chemical composition
and biological activity of honey from bee species occurring in Espirito Santo is still
scarce. The aim of this study was to analyze the physicochemical characteristics and
evaluate the antioxidant, cytotoxic and cancer chemopreventive activities of stingless
bee honey, comparing between species and seasonal seasons (dry and rainy). The
physicochemical parameters evaluated were: reducing and total sugars, total soluble
solids, moisture, pH, total acidity, total polyphenols, flavonoids, ESI-FT-ICR MS
(Electrospray lonization Fourier Transform lon Cyclotron Ressonance Mass
Spectrometry). Antioxidant activity was investigated by DPPH and FRAP methods and
cytotoxic effects were evaluated by MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) colorimetric method. To evaluate the cancer chemopreventive effect,
the quinone reductase induction assay and the NF-kB (Fator de Transcricdo Nuclear
Kappa B) inhibition assay were employed. The results obtained indicated that the
honeys evaluated have reducing sugar contents that ranged from 36.22% to 66.85%,
total sugar from 39.18% to 68.92%, total soluble solids from 68.20% to 70.63%,
moisture from 22.93% to 31.10%, pH from 3.17 to 4.07 and free acidity from 20.96 to
171.84 mEq kg-1. The values of reducing sugars showed that 66% of the samples had
levels lower than the minimum recommended by the state legislation (IDAF); for the
free acidity, 50% of the samples had values above the recommended. As for the
evaluation of seasonality, reducing and total sugars, pH and free acidity did not show
significant differences between the seasons; however, total soluble solids and humidity
showed higher values in the rainy and dry seasons, respectively. The values of
polyphenols and flavonoids ranged from 14.68 to 99.97 mgEAG.100 g and 4.52 to
13.27 mgQE.100g*, respectively, and showed no statistical differences according to
the seasonal sampling. According to the mass spectrum, sugars, phenolic acids,
flavonoids, xanthone, coumarins, naphthoquinone and epicatechins were identified in
the honeys analyzed. The honeys presented values of FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) that varied from 125.2 to 394.36 umol Fe Il 100 g** and DPPH (2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl) that varied from 16.25 to 64.4 mg/mL, and only FRAP
presented significant difference for the different stations sampled. It is worth noting that
the honeys in this study showed no cytotoxicity and the honeys from Melipona
guadrifasciata and Tetragona clavipes collected in the dry season, showed induction
of quinone reductase. In this sense, the honey from Melipona capixaba collected in the
dry season showed inhibition of NF-kB above 70%. The data obtained show a variation
in physicochemical composition and bioactive potential of the honeys of the bees
analyzed, so that these observations indicate a need for the development of a
legislation that considers characteristics of honeys according to species, seasonality
and ecosystems.

Keywords: honey, physicochemical characteristics, antioxidant, cancer

chemoprevention, seasonal.



1. INTRODUCAO

1.1 Abelhas e suaimportancia econémica e ecolégica

Os produtos produzidos pelas abelhas, principalmente, mel, prépolis e pélen,
tém importancia ecolodgica, sécio econémica (pelo valor alimenticio) e terapéutica,
sendo um grupo de animais de interesse comercial e de pesquisa (JAFFE et al., 2015).
Além disso, o papel das abelhas, como agentes polinizadores, é fundamental para a
manutencdo do equilibrio dos ecossistemas (VILLAS-BOAS, 2012; BRASIL, 2017;
AME, 2019).

Dentre os produtos das abelhas, o mel é classificado como um alimento
funcional rico em carboidratos (AVILA et al., 2018) e uma fonte promissora de
compostos ativos, por possuir diversas propriedades terapéuticas (RAO et al., 2016).
Os demais produtos das abelhas como o pdlen, coletado nas flores é rico em
proteinas, vitaminas e flavonoides (TOMAS-LORENTE et al., 1992) e a proépolis,
produzida a partir de resinas vegetais coletadas pelas abelhas nas plantas, é utilizada
nos ninhos como prote¢do (KUSTIAWAN et al., 2014). Além disso, a propolis tem sido
utilizada em tratamentos médicos e, prevencao de doencas principalmente por suas
atividades antibacterianas, anti-inflamatérias, antioxidantes e anticancer (RAO et al.,
2016).

Os produtos gerados pelas abelhas sao provenientes de dois grupos, ambos
pertencentes a familia Apidae (Hymenoptera-Insecta), o grupo das abelhas sem ferrao
abelhas (ASF) que compreende as tribos Meliponini e Trigonini e, o grupo das abelhas
africanizadas que compreende uma Unica espécie da tribo Apini, a Apis mellifera
Linnaeus, 1758 (NOGUEIRA-NETO, 1997; SILVEIRA et al. 2002). Essas abelhas séao
eussociais, possuindo divisdo de trabalho entre rainha, operarias e machos (VILLAS-
BOAS, 2012). A préatica da criagdo das ASF para aquisicdo de seus produtos é
chamada de Meliponicultura, diferente da criagéo racional das abelhas africanizadas,
que € designada como Apicultura, esta atividade com maior producdo e
comercializacado em varios paises (NOGUEIRA-NETO, 1997; VIT et al., 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/plant-resin

1.2 Abelhas sem ferrao

As ASF compreendem mais de 500 espécies em todo o mundo, sendo que mais
de 200 espécies estao distribuidas por todo o Brasil e 39 aparecem no Estado do
Espirito Santo (LAVINAS et al., 2018; BRASIL, 2019). Essas abelhas sao encontradas
principalmente em regides tropicais e subtropicais, na América do Sul, América
Central, Africa, sudeste da Asia e no norte da Oceania, com destaque para a inser¢éo
desse grupo de organismos nas culturas dos povos indigenas e maias (VIT et al.,
2012; HRNCIR et al., 2016). Como exemplo, no Brasil, os indigenas coletavam o mel
nos locais onde eram identificadas as colbnias na floresta e portanto, consumiam esse
mel (CAMARGO et al., 2017). Esses insetos possuem tamanhos variados e sdo de
facil manuseio por nédo terem ferrdo (NOGUEIRA-NETO, 1997).

No Brasil, dentre as ASF, Melipona quadrifasciata é encontrada nas regides
sudeste e sul e nos estados da Bahia e Mato Grosso do Sul; Melipona mondury nas
regides sudeste e sul e no estado da Bahia; Tetragona clavipes nas regides sudeste
e sul e nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Bahia, Goids, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Para e Piaui; Tetragonisca angustula nas regides
sudeste e sul e nos estados do Amapda, Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Maranhéao,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Paraiba, Para, Pernambuco e Roraima (MOURE,
2013). A espécie Melipona capixaba € encontrada apenas na Mata Atlantica do
Espirito Santo, principalmente em locais com altitude entre 700 m e 1.000 m
(RESENDE et al., 2008). Neste sentido, sabe-se que a distancia média de
forrageamento de 500 m é observada para espécies de abelhas menores e 700 m
para abelhas grandes (CELLA et al., 2017). O género Melipona faz distancias
méaximas de voo estabelecidas em 1.200m e 2.700m (KERR, 1987; ARAUJO et al.,
2004; KUHN-NETO et al., 2009; SILVA et al., 2014; CORREIA et al., 2017).
Tetragonisca angustula faz distancias maximas de voo aproximadamente em 623 a
853m (VAN NIEUWSTADT; RUANO IRAHETA, 1996).

A distribuicdo local das abelhas é influenciada por diversos fatores bioticos e
abidticos e, consequentemente, estas variaveis também afetam os produtos das
abelhas (SILVEIRA et al., 2002). O mel produzido pelas ASF sdo armazenados em
potes, diferente do mel produzido pela Apis mellifera que é armazenado em favos
(OLIVEIRA et al., 2017). Normalmente, os potes de alimento das ASF tem uma forma

oval e apresentam diferentes tamanhos de acordo a espécie, onde o0 mel e pdlen séo
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armazenados separadamente. Portanto, uma col6nia de abelhas sem ferrdo contém
os potes de potes de mel e potes de polen (Figura 1) (VILLAS-BOAS, 2012). Os potes
das ASF séo construidos com cerume, material produzido por cera branca com a
propolis e a cor pode variar de amarelo a marrom, de acordo com a quantidade da
prépolis utilizada na mistura. No caso da abelha Apis mellifera os favos séo feitos
apenas de cera, que é produzida pela secrecdo das abelhas pelas glandulas
existentes em seu abdome (VILLAS-BOAS, 2012).

Figura 1.Potes de recursos de ninho de abelha sem ferrdo: A- Cerume, B- Vazio, C- Mel, D-
Pélen, E- Pdlen fermentado (beebread) (Fonte: AL-HATAMLEH et al., 2020).

Apesar da importancia ecoldgica e econémica para a sociedade, as abelhas
estdo desaparecendo devido as alteracdes ambientais, como desmatamento e uso
indiscriminado de agrotéxicos (BROWN; OLIVEIRA, 2014). Dentre as ASF, destaca-
se a espécie Melipona capixaba Moure & Camargo, 1994, que estda ameacada de
extingdo, classificada nas categorias de risco nacional “Em Perigo (EN)” (ICMBIO,
2018) e estadual (Espirito Santo) “Vulneravel (VU)” (INMA, 2019). Esta espécie é
nativa do Espirito Santo e ha apenas um artigo publicado em 2012 (LAGE et al., 2012)
com poucas informacdes sobre as caracteristicas fisico quimicas do mel desta
espécie, sem avaliar suas propriedades bioativas.

Nos ultimos anos, houve um aumento do interesse de comercializacdo e
consumo do mel de ASF (CHUTTONG et al., 2016). As ASF produzem menos mel se

comparado com a Apis mellifera, produzindo e armazenando 1-5 kg de mel por ano



(CHUTTONG et al., 2016; AVILA et al., 2018). Além disso, os méis de ASF sdo menos
comercializados e possuem um custo mais elevado (AVILA et al., 2018).

No levantamento bibliografico acerca de estudos com mel de ASF no mundo
(com restricao temporal de 1955 a 2020 e estratégia de busca: abelhas sem ferrdo e
mel/stingless bee and honey), verificou-se 558 estudos, sendo a primeira publicacao
com mel de abelha sem ferrdo observada em 1955, 78 publicacbes observadas em
2019 e 65 em 2020 (Figura 2). De acordo com esse resultado, de 1955 a 2003 houve
poucas publicacdes sobre essa tematica, entretanto observa-se que os ultimos nove
anos (2012 a 2020) concentraram cerca de 70% das publicagbes, indicando o
interesse em estudos com méis de ASF. O Brasil € considerado o pais que mais
publica estudos relacionados a mel de ASF, seguido da Malasia, com 85 publicacdes
(Figura 3).

Mimero de Publicagbes
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Figura 2. Publicagdes de mel de abelhas sem ferrdo de 1955 a 2020 levantadas no Brasil (gerada
a partir do Banco de Dados do Scopus).
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Figura 3. Publicacdes de mel de abelhas sem ferrdo por pais (gerada a partir do Banco de
Dados do Scopus).

As ASF collhem o néctar com a lingua onde permanece até chegar a colmeia e
entregue as abelhas operarias que armazenam em potes de mel. Para formacéo do
mel, ocorre modificacdo no néctar, onde ha conversédo enzimatica da sacarose, pela
enzima invertase, em glicose e frutose. Posteriormente, ocorre a converséo da glicose
em acido glucdnico, pela da enzima glicose-oxidase, no qual essa enzima reduz a sua
atividade no mel, quando o pH esté abaixo de 5,5. Ocorre também a desidratacdo do
néctar, onde a agua sofre evaporacao (KERR et al., 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997,
BERGAMO et al., 2019).

O mel é armazenado nos potes para o amadurecimento, produzindo um mel
com textura mais liquida, além de cor e sabor diferentes (BILUCA et al., 2016; AVILA
etal., 2018). O mel das ASF possui menos acucar e maior teor de umidade em relacéo
ao da Apis mellifera, o que pode aumentar a fermentacdo (BASTOS; SAMPAIO,
2013). As caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de cada mel variam de acordo
com as espécies, a localizacdo das plantas e as condi¢cdes ambientais que as abelhas
vivem (LIU et al., 2013). O mel de ASF se armazena em potes produzidos de cerume
(cera e propolis), portanto tem maior contato com a prépolis, podendo apresentar
maior atividade antimicrobiana e propriedades biolégicas em comparacdo ao mel da
Apis mellifera (AVILA et al., 2018). Diante desse contexto, 0 mel de ASF exerce
capacidade antioxidante, quimiopreventiva e antimicrobiana, podendo ser utilizado no
tratamento de doencas cardiovasculares, cancer, catarata e doencas inflamatorias
(LIU et al., 2013).



Alguns estados brasileiros estdo desenvolvendo parametros de qualidade para
comercializar de forma regular o mel das ASF. Em abril de 2019, foi aprovado no
Espirito Santo o regulamento para méis de ASF pelo IDAF (Instituto de Defesa
Agropecuaria e Florestal do Espirito Santo) (Tabela 1) (BRASIL, 2019). No entanto, a
nivel nacional ndo h4 uma regulamentacéo especifica para méis de ASF, apenas para
as abelhas Apis mellifera e essa falta de informacg&o quanto a caracteristica fisico-
quimica pode levar a alteragéo e falsificacdo do mel (ZULKHAIRI-AMIN et al., 2018).

Tabela 1. Parametros relacionados as caracteristicas fisico-quimicas do mel de abelhas sem
ferrdo e respectivos limites de sua composi¢cao, no Espirito Santo.

Caracteristicas Fisico-quimicas Limites

Acucares redutores Minimo 60g/100g
Umidade Méximo 40g/100g
pH Amplitude 2,9 a 4,5
Acidez livre Méaximo 50 mEqg/Kg

Fonte: IDAF (2019)

1.3 Abelha africanizada

No Brasil, as abelhas Apis mellifera provenientes da Europa foram introduzidas
pelos padres jesuitas no Século XIX. Posteriormente, em 1956, outra subespécie de
abelha Apis mellifera, proveniente da Africa, foi trazida para o Brasil. Dessa forma, as
subespécies de abelhas Apis mellifera se cruzaram e deram origem a abelha
amplamente conhecida como africanizada, com grande capacidade de reproducéo e
alta producédo de mel (SABBAG; NICODEMO, 2011). As abelhas africanizadas
ocorrem em diversos ecossistemas como areas florestais, formacfes vegetativas
abertas e areas urbanas (OLIVEIRA; CUNHA, 2005). As abelhas Apis mellifera
ocorrem em todos os estados do Brasil (SILVEIRA et al., 2002) e podem ter um raio
de voo de até 10 km de distancia de suas col6nias, contudo, restringem a coleta de
alimentos em um raio de 1700 m (ROUBIK, 1989; WINSTON, 2003).

As abelhas Apis mellifera produzem em média 20 kg de mel por colmeia, 4 a 5
vezes mais que as ASF (CHUTTONG et al., 2016), e cujo mel possui menor teor de
umidade e maior teor de acucar comparado ao mel de abelha sem ferrdo
(EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005; DE ALMEIDA ANACLETO et al., 2009).
Para uso adequado em sua comercializagcdo, o mel de Apis mellifera segue a
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legislacéo nacional, conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do
Mel na Instrucdo Normativa N°11 de 20 de outubro de 2000 do Ministério da
Agricultura e Abastecimento (BRASIL, 2000), e legislacdo internacional (CODEX
ALIMENTARIUS, 2001) (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros brasileiros e internacionais relacionados as caracteristicas fisico-
quimicas do mel de abelha Apis mellifera.

Caracteristicas Fisico-

o Legislacao Brasileira Legislacao Internacional
Quimicas
Acucar redutor (%) Minimo 65 Minimo 60
Umidade (%) Méaximo 20 Méaximo 20
Acidez livre Maximo 50 Maximo 50

Fonte: BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001

De acordo com o IBGE (2018), no Brasil, a regido sul € a maior produtora de
mel da Apis mellifera, seguida da regido nordeste e sudeste. Na regido sudeste, no
estado do Espirito Santo, que representa o total de 0,5% da regido Sudeste, 0
municipio de Santa Teresa produziu a maior da quantidade de mel quando comparado
aos demais municipios do estado como Santa Leopoldina, Santa Maria de Jetiba, Vila
Velha e Vitéria (Tabela 3). Importante destacar que o mel comercializado por meio da
Apicultura pode auxiliar na geracdo ou complementacdo de renda dos produtores e
suas familias, podendo contribuir para a preservacdo dessas abelhas e,

consequentemente da flora e fauna existente (SILVIA, 2015).

Tabela 3. Produgéo de mel de abelha africanizada no Brasil de acordo com as regifes do pais
e municipios do Espirito Santo, em 2018.

Localidades Total de mel de abelha
(Tonelada)
Brasil 42346
Regiédo Norte 890
Regido Nordeste 14213
Regido Sudeste 9239
Regido Sul 16475
Regido Centro-Oeste 1527
ES-Santa Leopoldina 2
ES-Santa Maria de Jetiba 12
ES-Santa Teresa 24
ES-Vila Velha 10
ES-Vitéria -

Fonte: IBGE, 2018



1.4 Mel

O mel é classificado como floral quando € obtido do néctar de flores (BRASIL,
2000). O mel floral pode ser dividido em dois grupos, mel monofloral que € produzido
a partir do néctar de uma Unica espécie de planta ou com maior concentracao de pdélen
no mel de uma espécie de planta, ou heterofloral que é produzido a partir do néctar
de diversas espécies de plantas, sendo identificado como mel silvestre (BRASIL,
2000). O sabor, aroma e composi¢ao quimica, podem ser modificados de acordo com
composicao floristica de cada regiao, condicdes ambientais, climaticas e espécies de
abelhas (COSTA et al., 2018).

O mel € uma importante substancia altamente nutritiva, considerada liquida e de
sabor adocicado (NAILA et al., 2018). Este produto pode incorporar diversos
componentes, como graos de pélen, cera, pequenas partes do corpo das abelhas e
muitas outras substancias com propriedades biologicas (SANT'ANA et al., 2012).

Dentre esses componentes, o mel contém aproximadamente 70 a 80% de
carboidratos e 10 a 20% de agua e outros componentes, incluindo compostos
fenolicos, flavonoides, proteinas, minerais, vitaminas e &acidos organicos
(OUCHEMOUKH et al.,, 2007; NORDIN et al.,, 2018). Os flavonoides tém papel
importante na atividade antioxidante do mel, removendo os radicais livres (ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2012).

O mel também é considerado uma importante fonte de calorias, uma vez que
100 g de mel fornecem aproximadamente 300 kcal (CRISTINA et al., 2004). Em
relacdo aos carboidratos, a frutose e glicose estdo presentes em maior quantidade e,
em menor guantidade estédo as proteinas (CIANCIOSI et al., 2018). Entre os minerais
presentes no mel, encontra-se potassio, calcio, cobre, ferro, magnésio, manganés,
fésforo, sédio, zinco, selénio e, a abundancia desses minerais no mel pode variar de
acordo com a origem floral e regido geografica (BOGDANOV et al., 2008). O mel
também contém pequenas quantidades de vitaminas, como acido ascorbico (C),
tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), acido pantoténico (B5) e piridoxina (B6)
(CIANCIOSI et al., 2018).

Diante disso, o mel possui um alto valor medicinal, desde os tempos antigos,
onde o0s egipcios, chineses, gregos e romanos utilizavam o mel como tratamento

medicinal para curar doencas cardiovasculares, gastrointestinais e feridas (RAO et al.,



2016), além do uso como adocante natural e devido as suas funcionalidades
nutricionais (GUERRINI et al., 2009).

1.4.1 Caracteristicas fisico-quimicas do mel

De acordo com a revisdo bibliografica, a Tabela 4 contém os dados fisico-
quimicos referentes aos meéis de diferentes espécies de abelhas sem ferréo

compiladas.

AclUcares

O mel é um alimento com grandes teores de acgUcares, produzido pelas abelhas
a partir do néctar, que é transformado pela acdo de enzimas. A composic¢ao do acucar
depende principalmente da natureza botanica do mel, origem geografica e clima
(ESCUREDO et al., 2014). Dentre os aclUcares no mel, destacam-se 0s
monossacarideos (glicose e frutose), os quais sao acucares redutores, formados a
partir da hidrolise da sacarose pela acdo da enzima invertase, secretada pelas
abelhas e sua concentracao depende da fonte do néctar. Os principais dissacarideos
encontrados no mel sdo a maltose e a sacarose (LAZAREVIC et al., 2017). Importante
ressaltar que uma alta concentracdo de sacarose pode significar uma amostragem
prematura de mel (mel ndo maduro), pois a sacarose pode nao ter sido totalmente
convertida em glicose e frutose pela agdo da enzima invertase (OZCAN et al., 2006).

O teor de acucar redutor dos méis de abelhas sem ferrdo pode variar de 13 a
78% (DUARTE et al., 2012; CHUTTONG et al., 2016) (Tabela 4).Geralmente, o mel
com maior teor de glicose (logP -2,6) tende a cristalizar mais rapido do que a frutose,
devido a maior solubilidade em agua da frutose (logP -2,8) (BABARINDE et al., 2011).
Portanto, de acordo com Nayik et al. (2019), a cristalizacdo do mel depende da

concentracdo de agucar, além do teor de umidade e razéo glicose e umidade.



OH OH O OH O

HO

OH OH OH OH

Glicose Frutose

Figura 4. Estrutura molecular da glicose e frutose

A glicose e frutose sdo monossacarideos e sao acucares redutores porque tém
grupos carbonila e cetona livres e podem ser oxidados na presenca de um agente
oxidante em uma solugcdo alcalina. Os dissacarideos que nao apresentam essa
propriedade sem serem hidrolisados por ligacdes glicosidicas sdo chamados de
acucares nao redutores. Os acUcares redutores podem ser determinados
principalmente na reducdo de ions de cobre em solugfes alcalinas (solucdo de
Fehling) (SILVA et al., 2003).

Neste método, o cobre no reagente de Fehling (uma solucéo alcalina de sulfato
de cobre em tampao tartarato de sodio e potassio) é reduzido a 6xido cuproso (Figura
5). A solucéo de Fehling é primeiro padronizada com uma solucéo de glicose a 1%.
Depois disso, o fator de conversao é calculado para ser usado como um parametro
na analise da amostra relevante (SILVA et al., 2003).

CHO COONG
men COOMNa

H{T]\\ Cakor HOOH
+ . i Hzo .
’/[ o4 MaOH ——am + + CuyO
A

HI HCOH

O COOK
Figura 5.Método Lane-Eynon

Solidos soluveis totais

Os niveis de agucares no mel estéo relacionados com os valores de Solidos
Solaveis Totais (SST) °Brix (grau Brix), medido pelo refratdmetro, tornando-o indicador
de adulteracdo (KAMAL et al., 2019), no qual, altos valores de agucar aumentam 0s
valores de SST (BILUCA et al., 2016).
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E um método fisico para medir o contetido de sélidos sollveis em uma amostra.
E baseado em um sistema de classificacdo de equipamentos e é particularmente
adequado para a industria agucareira, mais precisamente, normalmente é usado para
analisar acucares em solugdes (SILVA et al., 2003).

Geralmente, os méis de ASF possuem menores valores de SST em comparacao
aos méis produzidos por Apis mellifera (KAMAL et al., 2019), pois estao diretamente
relacionados ao elevado conteddo de &gua encontrado em seus meis e,
consequentemente, menor teor de acucar (SOUSA et al., 2016). Os valores de SST
podem variar de 62,2 a 74,7 °Brix (LAGE et al., 2012; SOUSA et al., 2016) (Tabela 4).

Umidade

O conteudo de umidade pode influenciar nas propriedades fisicas do mel, como
viscosidade, sabor, conservacdo e cristalizacdo (ESCUREDO et al.,, 2013). A
Legislacéo atual sobre mel (Nota Normativa n® 11, Em 2000, o MAPA) 5 estabeleceu
um método oficial para analise de parametros fisicos e quimicos do Codex
Alimentarius. O teor de umidade do mel € medido pelo método de refracdo Chataway,
que € analisado pelo indice de refracdo. Esta metodologia analisa indiretamente o teor
de umidade (CANO; FELSNER; BRUNS, 2007).

No mel, a umidade pode ser alterada pelo amadurecimento, condi¢cdes
climaticas, composicao do néctar e, apos a retirada do mel (CHIRIFE et al., 2006).
Neste sentido, a temperatura, umidade da origem geografica durante a producao do
mel e manipulacdo dos meliponicultores na época da colheita podem influenciar
nessas variacoes do teor de umidade do mel (ZAREI et al., 2019). Em uma estacao
chuvosa, por exemplo, o mel pode sofrer um processo de fermentagcdo maior se
comparado com a estacéo seca (KARABAGIAS et al., 2014).

O teor de umidade dos méis de ASF pode variar de 23,3% a 41% (SILVA et al.,
2013; CHUTTONG et al., 2016) (Tabela 4). O mel com alta umidade tem maior
probabilidade de fermentar e quando excessiva pode dificultar seu armazenamento e
sua preservacao, reduzindo a vida util do mesmo e alterando seu sabor (KAVANAGH
et al., 2019). Importante ressaltar que comercialmente, as industrias utilizam o teor de
umidade para avaliar a estabilidade de microrganismos do mel (KAVANAGH et al.,
2019).
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pH e acidez

O pH é importante para possivel crescimento microbiano, pois a maioria das
bactérias crescem em um ambiente neutro e levemente alcalino, enquanto leveduras
e bolores crescem em um ambiente acido (pH= 4,0-4,5) e ndo proliferam em meio
alcalino (SILVA et al., 2009). O pH dos méis de ASF podem variar de 3,1 a 6,38
(Tabela 4) (BILUCA et al., 2016; DE SOUSA et al., 2016).

A acidez do mel tem relacdo com os acidos organicos presentes, que podem
ser provenientes do néctar e da fermentacdo de alguns acucares por leveduras,
ocorrendo a formacao de &cido acético, enquanto a producdo do acido glucénico é
devido a conversao da glicose pela acdo da enzima glicose oxidase (BERGAMO et
al., 2019). Esse valor de acidez nos méis pode ser influenciado pela fonte floral e
espécie de abelha (DE SOUSA et al., 2016). A acidez livre do mel de ASF é mais
elevada quando comparada com o mel da Apis mellifera, o que justifica 0 sabor mais
acido desse tipo de mel (VIT et al., 2004), podendo variar de 16,2 a 136,8 mEq kg-1
(BILUCA et al., 2016; KEK et al., 2017) (Tabela 4).
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Tabela 4. Composicao fisico-quimica de méis de espécies de abelha sem ferrdo e africanizada (N: nimero de amostradas utilizadas) compilada
na literatura em diversos paises.

AcUcar redutor AcUcar total Umidade Acidez livre

C 0 . L
Nome cientifico N (%) (m/m) (%) (m/m) Brix (%) (%) (m/m) PH (MEq kg-1) Pais Referéncia
Apis mellifera NI 4,43 NI NI NI 70,91 19,79 Brasil DUARTE et al., 2012
eEEiTEETE L 1 NI NI NI 28,87 3,27 NI Malasia FADZELLY et al., 2017
9 3 NI NI NI 33,24 3,26 136,8 Malasia KEK et al., 2017
Homotrigona fimbriata 1 22 NI NI 41 3,3 NI Tailandia CHUTTONG et al., 2016
ng'ii‘;terf’;;‘a 2 29e188  29e19 NI 31e32 3,6e34 NI Tailandia ~ CHUTTONG et al., 2016
Lepidotrigona terminata 1 13 66 NI 30 3,5 NI Tailandia CHUTTONG et al., 2016
Melipona spp NI 34,83-78,95 NI NI NI NI NI Brasil DUARTE et al., 2012
Melipona asilvai 11 66007620 67728499 NI 2680-32,00 327-4,38 2150-80,50 Brasi Do A-MEIDASOUZAetal,
. . 5 60,14 NI NI 28,8-39,1 3,67-3,88 63,8-139 Brasil BILUCA et al., 2016
Melipona bicolor 4 NI NI NI 36,18 NI NI Brasi  NASCIMENTO et al., 2015
1 53,1 61,4 NI 22,8 NI NI México RAMON-SIERRA et al., 2015
Melipona beecheii 1 NI NI NI 28.62 32 415 Cuba ALVAREZ-ZSOLigREZ etal.,
Melipona capixaba 9 NI NI 62,20-72,8 25,84-36,04 3,30-3,80 25,0-107,0 Brasil LAGE et al., 2012
Melipona marginata 6 NI NI NI 28,3-38,2 3,37-4,01 42,4-120 Brasil BILUCA et al., 2016
ViEaErE el 2 65,8-69,1 NI NI 29,6 e 29,9 3,81-6,56 16,2 e 106 Brasil BILUCA et al., 2016
P y 11 NI NI 63,0-71,0 NI 3,17-5,67 2,07-122,50 Brasil LAGE et al., 2012
12 54,9-69,6 NI NI 27,5-43,5 3,33-4,26 21,4-106 Brasil BILUCA et al.,2016
Melipona quadriasciata NI NI 70,03 NI 28,50 3,62 NI Brasil DUARTE et al., 2012
1 60,06 NI NI 30 3,74 NI Brasil DUARTE et al., 2012
Mellpona seminigra 5 43,22.74,08 NI NI 23383312 3,14-4,28 44,57-49,97 Brasil SILVA et al., 2013
Melipona subnida 12 NI NI 71,1-74,7  23,9-28,9 3,1-5,3 NI Brasil DE SOUSA et al., 2016
eGSR 2 57,3-70,2 NI NI 23,7-23,8 4,24-5,31 31,4-50,9 Brasil BILUCA et al.,2016
9 g 28 43 NI NI NI 3,72 NI Argentina  PUCCIARELLI et al., 2014
Tetragona clavipes 1 48,41 NI 73,4 25,2 4,52 91,2 Brasil BILUCA et al., 2016
Trigona spp 1 63,7 70,6 NI 25 NI NI México RAMON-SIERRA et al., 2015

NI= n&o informado
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1.4.2 Compostos fendlicos em mel de abelha sem ferréo

Os polifendis sdo compostos quimicos que podem ser divididos em flavonoides
(flavonais, flavonas, flavanonas, antocianidinas, antocianinas e isoflavonas) e néo
flavonoides (acidos fendlicos, taninos, quinonas entre outros). Os polifendis séo
produtos do metabolismo secundario da planta, enquanto os produtos dos
metabolismos primarios sao por exemplo aminoacidos, lipideos e carboidratos simples
(CIANCIOSI et al., 2018).

Na Tabela 5, observa-se a presenca de compostos fendlicos em méis de
diversas espécies de abelhas no Brasil. Com os resultados desses estudos, pode-se
verificar que existe uma grande variacdo na composi¢cao de compostos fendlicos dos
méis de abelhas sem ferrdo do Brasil; portanto, € importante avaliar cada mel como

um produto individual. As estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos

presentes em mel sdo mostradas na Figura 6 e 7.

Tabela 5. Compostos fendlicos amostrados em méis de espécies de abelhas sem ferrao,
amostrados com diferentes metodologias em paises distintos.

Taxon Composto fendlico Metodologia Local Referéncia
Acido p-cumérico, acido cafeico, acido
L ferulico, acido 4-amino-benzoico, acido . BILUCA et
Meliponinae N o I HPLC Brasil
clorogénico, acido vanilico, taxifolina, al., 2020
narigenina, quercetina
_ _ Acido p-cumarico, _auqlo feru_llco,_ acido LC-ES|- . BRAGHINI
Melipona bicolor clorogénico, taxifonila, apigenina, Brasil
L L X . . MS/MS et al., 2019
acido salicilico, naringenina, crisina
Acido benzoico, acido cafeico, acido p-
Melipona mardinata cumarico, acido ferulico, acido HPLC-UV- Brasil BORSATO
b 9 sinapico, acido cafeico, miricetina, ESI-MS etal, 2014
apigenina, Kaempferol
Acido gaélico, acido 3,4-di-
. - hidroxibenzdéico, acido vanilico, acido
Melipona seminigra . . o L . SILVA et
; salicilico, acido siringico, cumarico, HPLC/UV Brasil
merrillae L O s . ) al., 2013
acido cinamico, taxifolina, naringenina,
luteolina
Melipona subnitida Acido ferulico, acido elagico, acido p-
Ducke cumarico, acido 3,4 — hidroxibenzoico . DE
. ’ . S . ) ’ HPLC/UV Brasil SOUSA et
Melipona scutelaris miricetina, quercetina, catequina,
. i L al., 2016
Latrelle kaempferol, naringegina, crisina
Melipona bicolor, ) )
Me_llpon_a Acido p-cumarico, quercetina e HPLC-PDA  Brasil AVILA et
guadrifasciata, hesperitina al., 2019

Melipona marginata,
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Essas substancias do contetdo fendlico podem ser fundamentais na atividade
antioxidante do mel. Os compostos fendlicos estabilizam os radicais livres quando
liberam hidrogénio de um de seus grupos hidroxila e, o grau de atividade esta
relacionado ao niumero de seus grupos hidroxila (RICE-EVANS; MILLER, 1996). Além
disso, esses compostos tém sido amplamente estudados e sdo de importancia para
meédicos e nutricionistas, pois sdo compostos com relevantes efeitos biolégicos
(HAVSTEEN, 2002).

Cluercetina Crisina

Luteolina Apigenina

kKaempferal

Figura 6.Estruturas quimicas de alguns flavonoides encontrados em mel de abelhas.

0

Acido gdlico Acido cafeico Acido p- cumérico Acido fertlico
Figura 7.Estruturas quimicas de alguns acidos fendlicos encontrados em mel de abelhas.
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1.4.3 Atividade quimiopreventiva do mel

Na ultima década, ha uma crescente atencdo em pesquisas associadas aos
produtos naturais e sua quimioprevencédo, como o mel, pela alternativa atrativa de
prevencao anterior ao estagio em que se classifica como cancer (SPORN; SUH, 2000,
2002). Para melhor compreenséao desse sistema, é importante de inicio conceituar a
carcinogénese, considerada um processo de formacao do cancer que ocorre de forma
lenta, levando anos para a proliferacdo da célula cancerosa (SPORN; SUH, 2000,
2002). Segundo estes autores, 0 processo da carcinogénese envolve trés estagios
(Figura 8), no qual o primeiro estagio é a iniciacdo, onde ocorre a exposicao aos
agentes cancerigenos, alterando os genes, mas ainda ndo ha formacao do tumor. No
segundo estagio ou promocao, a célula esta geneticamente alterada e sofre acao de
agentes carcindégenos, transformando a célula em maligna. Para isso, é necessario
um longo contato com agentes carcinGgenos e, caso ocorra a suspensao do contato
€ possivel interromper o processo nesse estagio. No terceiro estagio ou progressao,

ocorre uma multiplicacao irreversivel das células alteradas e o cancer esté instalado.

Mutacao
v o
Iniciacao Promogao
Q) —— X ®
. ‘
o reparo do G Promera;ao Prohferagao 0
DNA celular celular (@)
\ Progressao
Morte celular Proliferagio metastase
(Apoptose) celular

Cancer

Figura 8. Estagios da carcinogénese (Fonte: Instituto Nacional de Cancer-INCA).

As principais causas de cancer sdo mutacdes genéticas, genes herdados,
fatores ambientais e estilo de vida (ANAND et al., 2008). O Instituto Nacional de
Cancer (INCA) estima a incidéncia de 625 mil novos casos de cancer no Brasil para
cada ano do triénio 2020-2022, se tornando uma das doencas mais frequentes,
associada a uma alta taxa de mortalidade (BADOLATO et al., 2017).

16



A quimioprevencédo do cancer se deve pelo uso de agentes para a inibigdo ou
retardo da carcinogénese antes da progressdo (SPORN; SUH, 2000). As acdes
guimiopreventivas de alimentos podem ser em funcéo da presenca de compostos com
diversos efeitos sobre as vias mecanisticas da carcinogénese (SAUNDERS;
WALLACE, 2010).

Os compostos quimiopreventivos da dieta, como os compostos fendlicos,
podem atuar como indutores de enzimas desintoxicantes. Além disso, a regulacéo de
enzimas de fase | e enzimas de fase desintoxificagdo de fase Il, podem atuar na
prevencao do inicio do cancer e evitar a ativacao de procarcinogénios. A inducéo de
enzimas de fase Il atua na protecdo contra os efeitos toxicos e neoplasicos de
carcindgenos. A NAD (P) H: quinona redutase faz parte dessas enzimas de fase Il
(NAIR et al.,2007). Desta forma, a inducdo da quinona redutase (QR) é um
biomarcador util para quimioprevencédo. As principais fun¢des da QR sdo diminuir a
formacéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e elevar a enzima desintoxificante
de fase Il (YANG; LIU, 2009). Para avaliacdo da inducdo da QR é utilizada a linhagem
celular derivada de hepatocarcinoma murino (Hepa 1clc7), que contém quantidades
de QR induziveis e facilmente mensuraveis de indutores de enzimas de fase 2 (YANG,;
LIU, 2009).

Os radicais livres desempenham um papel significativo na inducéo da formacéao
de cancer, portanto o mel por ter propriedades antioxidantes pode ter o potencial de
impedir o desenvolvimento de cancer (VALKO et al., 2007). A inibicdo do mel na
expansao tumoral também pode ser justificada pela modulacdo do estresse oxidativo,
pela presenca de flavonoides e acidos fendlicos no mel (PYLER, 1982).

A inflamagédo também tem papel significativo na iniciagdo de cancer. Neste
sentido, o NF-kB patrticipa da via inflamatéria e € ativado no processo cancerigeno
(WANG; CHO, 2010). A ativagao de NF-kB, subsequentemente, resulta na indugao de
varias proteinas e genes inflamatérios, incluindo ciclooxigenase-2 (COX-2), proteina
C reativa e mediadores inflamatoérios ou citocinas como a interleucina 1 (IL-1), IL-6 e
TNF-a. Todas essas vias e mediadores pro-inflamatérios exercem importancia na

etiologia relacionada a inflamacao do cancer (EREJUWA et al., 2014).
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1.4.4 Atividade antioxidante

Os radicais livres sdo espécies quimicas que contém um elétron
desemparelhado na sua Orbita mais externa, sdo altamente instaveis, por isso
precisam doar ou retirar um elétron de outra molécula para se estabilizarem
(KISHORE et al., 2011). A luz solar, polui¢ao, estresse e alimentos processados sao
fatores que podem aumentar a quantidade dos radicais livres e consequentemente,
ocasionar reacfes em cadeia no corpo e destruir células, podendo desencadear
doencas (TUKSITHA et al., 2018).

Uma menor producdo de antioxidantes e aumento de ERO pode ocorrer na
presenca de uma doenca, que é chamado de estresse oxidativo (PIZZINO et al.,
2017). Ha um crescente interesse e pesquisa com agentes naturais para combater o
desequilibrio nesse estresse oxidativo (NIMSE; PAL, 2015), pois acredita-se que uma
dieta rica em alimentos antioxidantes auxilie na maior longevidade (CHANG et al.,
2016). Neste sentido, os alimentos antioxidantes auxiliam no controle de reacfes
oxidativas, atuando em atividades quimiopreventivas (ALVAREZ-SUAREZ et al.,
2010). Os antioxidantes sdo moléculas que inibem a oxida¢cédo de outras moléculas,
pois doam um elétron aos radicais livres, neutralizando o dano as células, além de
acidos nucléicos, proteinas e lipidios (KISHORE et al., 2011; CIANCIOSI et al., 2018).

Nos ultimos anos, aumentou-se o interesse na determinacdo da atividade
antioxidante do mel (ZAREI et al., 2019), no qual os pesquisadores apontam que
esses componentes responsaveis pela atividade antioxidante do mel variam de acordo
com a origem floral e geografica do mel (ALJADI; KAMARUDDIN, 2004). Essa
capacidade antioxidante do mel contribui para a prevencédo de varios disturbios
agudos e cronicos, como inflamatorios, alérgicos, trombdticos, diabéticos,
cardiovasculares, cancer e outros (AHMED et al., 2018).

Gheldof e Engeseth (2002) relataram que os polifendis do mel podem ter
importante atividade antioxidante. Um estudo realizado em S&o Paulo com méis de
Apis mellifera revelou alta correlacdo entre atividade antioxidante e polifendis
(NASCIMENTO et al., 2018).

Diferentes métodos para determinar a capacidade antioxidante em méis podem
ser empregados, incluindo o método de desativacdo de radicais livres DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil), o poder antioxidante redutor do ferro (FRAP, do inglés Ferric
Reducing Antioxidant Power) (BILUCA et al.,, 2020a). O método DPPH é muito
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utilizado para avaliacéo da capacidade antioxidante (OLIVEIRA, 2015). Na presenca
de um antioxidante doador de H*, ocorre reducéo do radical DPPH (KEDARE; SINGH,
2011), ocorrendo uma mudanca de cor de roxo para amarelo. Quanto maior a
descoloracéo, maior a doacédo de H* e atividade antioxidante da amostra (REDDY et
al., 2012).

1.5 Hipd6tese

A hipotese deste estudo € que a espécie de abelha e a sazonalidade alteram a
composicdo fisico-quimica do mel, suas propriedades antioxidantes e

quimiopreventivas de cancer.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e propriedades bioativas de méis de

abelhas sem ferrdo e africanizadas no Espirito Santo.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente os méis de abelhas sem ferrdo e abelhas
africanizadas e verificar padrdes interespecifico e sazonal,

e Avaliar os compostos fenadlicos e atividade antioxidante dos méis de abelhas
sem ferrdo e abelhas africanizadas e verificar padrbes interespecifico e
sazonal;

e Determinar a atividade citotoxica in vitro em cultura de células dos méis de
abelhas sem ferrdo e abelhas africanizadas;

e Descrever a atividade quimiopreventiva in vitro empregando bateria de ensaios
dos méis de abelha sem ferrédo e abelhas africanizadas e verificar padrbes

interespecifico e sazonal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Grupo estudado

As espécies selecionadas para este estudo foram as abelhas sem ferrédo (ASF)
Melipona quadrifasciata (MQ), Melipona mondury (MM), Melipona capixaba (MC),
Tetragona clavipes (TC) e Tetragonisca angustula (TA) e a abelha africanizada Apis

mellifera (AM). As espécies de ASF ja foram identificadas.

3.2 Area de estudo e delineamento da coleta de amostras

As amostras de mel dos ninhos das ASF (20°05'52"S e 40°36'56"0) e Apis
mellifera (20°07'41"S e 40°36'59"0) foram coletadas em propriedades particulares no
municipio de Santa Leopoldina e Domingos Martins, Espirito Santo, no qual os ninhos
das ASF e de Apis mellifera distaram entre si cerca de 3,4 km de distancia (Figura 9).
A regido estudada é composta pela Floresta Ombréfila Densa e por plantas arbéreas
frutiferas (araca una, jabuticaba, jambo e pitanga) e de interesse econdmico
(eucalipto) e herbaceas (assa-peixe e camara), contidas nas propriedades rurais
estudadas (CARDOSO et al., 2021).

Como critério de inclusdo para o meliponario e apiario selecionado foi: facil
acesso e estar distribuido em é&reas preservadas, longe de areas poluidas, de
depdsitos de lixo, de criadouros de animais e de regides com uso de agrotoxicos e
adubos quimicos.

O mel maduro foi retirado por sucgéo com seringa nos potes (ASF) e favos (AM),
acondicionados em potes plasticos e armazenados sob protecdo da luz e a
temperatura 8°C. Vale ressaltar que o mel de Apis mellifera foi empregado como
controle. A primeira coleta foi realizada na estacdo chuvosa (setembro 2019) e a
segunda coleta na estacdo seca (fevereiro 2020) (INCAPER, 2019, 2020). As
amostras de mel foram identificadas por espécie, data e local de coleta, e retiradas

diretamente das colmeias.

20



5 s J
‘ & ;
y L ol
~
Luxembdfgo ¥
N
'

Figura 9.Distribuicdo dos pontos de coleta dos Ninho de ASF e AM, no municipio de Santa
Leopoldina, Espirito Santo, sudeste do Brasil (Fonte: Google Earth e Wikipedia)
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3.3 Caracterizacao fisico-quimica

3.3.1 Acucares redutores e totais

Os acuUcares redutores e a sacarose aparente foram determinados conforme o
método descrito por Lane; Eyon. Portanto, 2,5 g da amostra de mel foi diluida em 250
mL de agua destilada e posteriormente titulou a solugdo em 10 mL do licor de Fehling
(formado pela solucdo de Fehling A e B) e 30 mL de agua destilada. A solucéo de
Fehling A é formada pelo sulfato de cobre Il e a solu¢do de Fehling B € uma solucgéo
de tartarato de sddio e potassio aquoso). A determinacdo do acUcar redutor envolveu
a reducdo da solucdo de Fehling com uma solugcédo de acucares redutores do mel.
Para a determinacdo dos agucares totais, 50 mL da solucéo inicial foram transferidos
para um baldo volumétrico de 100 mL com 5 mL de acido cloridrico e, posteriormente
colocado em banho maria a 68° C/ 5 min. Depois neutralizou a amostra com hidréxido
de sédio (35%) utilizando papel tornassol como indicador e completou o volume do
baldo com agua destilada. A amostra foi submetida a titulagdo com licor de Fehling
conforme descrito anteriormente (AOAC, 2016). O resultado foi expresso como (%)

m/m. As analises foram realizadas em triplicatas.

3.3.2 Soélidos soluveis

A determinacao dos sélidos soluveis totais (SST, expresso em °Brix) foi avaliado

com o auxilio de um refratdmetro digital de bancada de acordo com as normas da
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AOAC (2016), obtido da conversdo do indice de refracdo para °Brix (ANEXO 1). As

analises foram realizadas em triplicatas.

3.3.3 Umidade

Os teores de umidade dos méis de abelhas sem ferrdo foram determinados
pelo do método refratométrico, método recomendado pela Association of Official
Analytical Chemists - AOAC (2016), As amostras de meéis foram analisadas em
refratdmetro, a temperatura ambiente (25°C) e apricou-se 0 método de correcdo de +
ou - 0,00023 para cada grau de temperatura diferente, obtido pela converséo do teor
de umidade através da Tabela de Chataway (ANEXO 2). As andlises foram realizadas

em triplicatas.

3.3.4 pH e Acidez livre

O pH foi determinado utilizando um potenciometro digital com uma solucdo
preparada com 10 g de amostra de mel diluida em 75 mL de agua destilada (AOAC,
2016). As analises foram realizadas em triplicatas.

A acidez livre foi avaliada, a partir de titulacdo simples com NaOH 0,05 M, em
volume até atingir o pH 8,5. As analises foram realizadas em triplicata e a acidez livre
expressa em mEQ.Kg' de mel (AOAC, 2016). As andlises foram realizadas em

triplicatas.

3.4 Determinacgéo de polifenadis totais e flavonoides

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado por
espectrofotometria, utilizando o método de Folin-Ciocalteu. Para cada amostra de mel
foi preparada uma solugédo com agua destilada numa proporcéo de 1:10. Aliguotas de
0,5 mL desta solucdo de mel foi adicionada para tubos de ensaio, adicionando 2,5 mL
de solugdo Folin-Ciocalteu (10%) e 2 mL de carbonato de sodio (7,5%).
Posteriormente a absorbancia foi avaliada no comprimento de onda de 760 nm apdés
2 horas de repouso. Foi definida a curva de calibracéo utilizando o &cido galico como
padréo com concentracdes variando de 10 a 140 mg.ml* para determinar o contetido

de polifendis. Os resultados foram expressos em miligrama equivalente de acido
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gdlico por 100g de amostra de mel (mg EAG g?') (SINGLETON et al., 1999). As
analises foram realizadas em triplicatas.

O conteudo de flavonoides totais foi determinado conforme o meétodo
colorimétrico com cloreto de aluminio. Foi preparada uma solucdo de mel com agua
destilada (1:10) e uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para tubo de ensaio
(triplicata), adicionando 2 mL de agua destilada e 0,15 mL de nitrito de sédio (5%).
Apos 6 min, foi adicionado 0,15 mL de cloreto de aluminio (10%), deixando em
repouso por 6 min, na sequéncia foram adicionados 2 mL da soluc¢éo de hidroxido de
sédio (4%) e &gua destilada até o volume final de 5 mL. A leitura da solucéo foi
realizada em espectrofotdbmetro a 510 nm de absorvancia. O conteddo de compostos
fendlicos na amostra foi obtido a partir da constru¢cdo de uma curva de calibracao (0,1
— 10 pg.mL%, utilizando a quercetina como padréo. Os resultados foram expressos em
miligrama equivalente de quercetina por 100 g de amostra de mel (mg QE g&?)
(WOISKY; SALATINO, 1998). As analises foram realizadas em triplicatas.

3.5 Composic¢ao quimica por ESI-FT-ICR MS

Para a preparacao dos extratos, amostras de mel (1 g) foram adicionadas a 1
mL de solucéo de cloreto de sddio 2% m/v. Apds, a solucdo de mel diluida foi agitada
de forma constante por 1 minuto no Vortex, em seguida, foi particionada cinco vezes
com 2 mL de acetato de etila, totalizando 10 mL de fase organica, as quais foram
filtradas em papel filtro, concentradas em evaporador rotativo (40°C) até secagem total
e, posteriormente o residuo foi suspenso em 1 mL de metanol:agua (70:30) e
analisado (TRAUTVETTER et al., 2009).

O espectrometro FT-ICR MS (modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha) foi utilizado na anélise da composicéo quimica. Os espectros foram obtidos
no modo negativo em uma faixa de massa m/z 150-1500. As condi¢des da fonte de
ESI foram: presséo de gas nebulizador de 1,5 Bar, voltagem capilar de 4,0-4,4 kV, e
a temperatura de transferéncia capilar de 200°C. O tempo de acumulacao dos ions foi
de 0,010-0,030 s. Cada espectro foi adquirido pela acumulacdo de 16 varreduras
(scans), no qual os espectros foram obtidos com alta resolucdo (4 M) e erros de
massas menores do que 1 ppm, fornecendo férmulas moleculares inequivocas para
os ions moleculares de carga Unica. Todos os espectros de massa foram calibrados

externamente usando arginina (m / z de 150 a 1500). Os espectros de massa foram
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processados usando o software Data Analysis (Bruker Dantonics, Bremen, Alemanha)
(OLIVEIRA et al., 2019). As férmulas estruturais dos compostos foram obtidas pelo
software Chemspider Database (www.chemspider.com). As analises foram realizadas

em triplicatas.

3.6 Determinacéao da atividade antioxidante

3.6.1 DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A determinacédo da capacidade antioxidante pelo método DPPH foi realizada de
acordo com Bobo-Garcia et al. (2015). Preparou-se uma solucdo metandlica de DPPH
(200 pM) para apresentar, aproximadamente, 0,9 de absorbéncia, no comprimento de
onda de 517 nm. Adicionou-se na microplaca 80 uL de controle da solugcéo de mel (0,5
g.mL1) com metanol 80% e agua. Posteriormente, adicionou uma aliquota de 160 uL
da solucdo DPPH e incubou por 1 h e 30 min, a temperatura ambiente e depois
realizou a leitura a 517 nm. O resultado da atividade antioxidante foi expresso como a
capacidade de sequestrar/reduzir o radical DPPH, (ICs0), ou seja, a quantidade de
compostos antioxidantes necessarios para reduzir em 50% a concentracao inicial do

DPPH. As analises foram realizadas em triplicatas.

3.6.2 FRAP (Poder antioxidante de reducéo férrica)

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método que se baseia na medida da
capacidade dos antioxidantes (redutores) da amostra em reduzirem, em meio acido
(pH 3,6), o complexo Fe3+ / tripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe2+, de intensa cor
azul (BENZIE; STRAIN, 1996). Os resultados calculados com base na equacao de
reacdo do padrdo aquoso de FeS0O4.7H20 (25-600 pumol L) e expressos em umols
equivalentes a Fe (1) por 100 g* de mel. As andlises foram realizadas em triplicatas.

3.7 Determinagéo da atividade citotoxica

Para investigar a viabilidade celular foi utilizado o método do MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) proposto por MOSMANN (1983). Neste

estudo foram empregadas culturas de células fibroblastos (L929) e RAW264.7. As
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culturas foram incubadas com diferentes concentragdes das amostras por 24 horas a
37°C em atmosfera de 5% de CO2. Apos esse periodo a cultura foi incubada com o
MTT por 2 h e em seguida adicionou-se 100uL de dimetilsulféxido (DMSO) por 30 min
com agitagdo para dissolugao dos cristais de formazana. A leitura da absorbancia das
placas foi realizada em leitor de ELISA - Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay- Elisa Spectracount Packad — EUA), utilizando-se filtros de

595 nm. As andlises foram realizadas em triplicatas.

3.8 Avaliacao da atividade quimiopreventiva de cancer

3.8.1 Ensaio in vitro de indugcdo da quinona redutase

O ensaio de indu¢do da quinona redutase foi realizado segundo método descrito
por Pezzuto et al. (2005). Para a avaliacdo de amostras como indutores da enzima
quinona redutase, foi empregada cultura de hepatoma de rato, Hepalclc7, ATCC
CRL 2026™. As células foram semeadas em duas placas estéreis, transparentes, de
96 pocos a uma densidade de 1 x 104 células. mL, marcadas como “Proteina” e “QR
ensaio”, respectivamente. Apds pré-incubacdo de 24 h, o meio de cultura inicial foi
removido e adicionado nova aliquota (190 pyL) de meio de cultura. Em cada placa
foram adicionados 10 uL da solugdo da amostra, na concentracédo de 20 yg. mL?, 10
ML das solugdes da curva de diluicdo de 4’-bromoflavona (concentragdes finais de
50,0 uM a 0,4 uM) (controle positivo) e 10 uL de solugdo de DMSO a 10% em PBS
(controle negativo). As placas foram incubadas, por 48 h, em estufa de COa.

ApdOs a incubacdo, o meio de cultura foi removido da placa “Proteina”, em
seguida, foi adicionado 200 pL de cristal violeta a 2% em etanol e foi incubado a
temperatura ambiente, por 10 min. Em seguida, a placa foi lavada em agua corrente,
com fluxo baixo, por 2 min, seca em capela e apos, foi adicionado a cada poco da
placa “Proteina”, 200 yL de SDS a 0,5% em 50% de etanol. A incubagdo foi a
temperatura ambiente, sob agitacdo, 10 ciclos/min, por 5 a 10 min. Em seguida, a
absorbancia foi determinada em 595 nm. O valor de absorbancia do controle negativo
foi de 1,0.

De maneira semelhante, apos a 48 h de incubacdo, o meio de cultura foi
removido da microplaca “QR ensaio” e foram adicionados 50 pyL de solugdo de
digitonina a 0,8%. A placa foi incubada em estufa comum, a 37°C, por 10 min, seguida

de incubacdo a temperatura ambiente, sob agitacdo, 10 ciclos/min, por 10 min. Em
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seguida, foi adicionada a mistura reacional (200 pL) composta por 28 ml de H20; 1,5
mL de Tris-HCI, 0,5 M, pH 7,4; 200 pL Tween 20 a 1,5% V/V; 20 yL FAD 7,5 mM; 200
ML G-6-P 150 mM; 18 uL NADP 50 mM; 20 mg BSA; 9 mg MTT; 60 U G-6-PH; e 30
ML Menadiona 50 mM. A incubacéo foi realizada em temperatura ambiente, a placa
“QR ensaio” foi agitada com 10 ciclos/min, no periodo de 5 min. A absorbancia foi
determinada em leitor de microplacas no comprimento de onda de 595 nm. O valor de
absorbancia controle foi de 0,4, obtido para o controle negativo.

A atividade indutora da QR foi expressa como DC (dobro da concentracdo
requerida para a atividade especifica da QR). Para o célculo de DC foi aplicado, a
cada valor de absorbancia lido na placa “QR ensaio”, a seguinte equacgao:

DC=[(A1 x /5) / AT] x 3.247

Onde:

A1= absorbancia da solucdo na presenca do indutor, lido na placa “QR ensaio”
(AAmostra - ABranco)

AT= absorbancia da solugdo na presenga do indutor, lido na placa “Proteina”
(AAmostra - ABranco)

O denominador 5 refere-se ao tempo de incubacéo a temperatura ambiente e o
denominador 3,247 é a razdo entre a constante de proporcionalidade do cristal violeta
pelo coeficiente de extingdo do MTT no comprimento de onda 595 nm.

Os resultados foram apresentados como média. Foram consideradas ativas as
amostras que apresentaram valor DC superior a 2. As analises foram realizadas em

triplicatas.

3.8.2 Ensaio de atividade inibitéria de NF-xB

O ensaio inibicdo de NF-kB foi realizado segundo descrito por (HOMHUAL et
al., 2006). Para o ensaio foi empregada a linhagem celular 293-NF-xB (linha celular
293 derivada de rim humano, 293, 12-PTA-5554), transfectada com o gene reporter
de NF-xB luciferase, foram semeadas em uma placa de 96 pocos a uma densidade
de 1 x 10* células por 48 h. Os méis foram testados na concentracéo de 100 pg. mL-
1. Apés o tratamento, as células foram incubadas por mais 6 h com TNF-a (5 ng. mL-
1). Em seguida, o ensaio de luciferase foi realizado usando o sistema de ensaio Luc
da Promega® de acordo com as instru¢des do fabricante. A atividade da luciferase foi

monitorada empregando o leitor de microplacas, com absorcdo a 515 nm. Os
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resultados foram expressos como porcentagem da atividade inibitéria do NF-kB. Na-
tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK) foi usada como um controle positivo;
ICs0= 3,8 nM.

Para o calculo da porcentagem de inibicdo de NF-xB, a cada valor de
luminescéncia lido foi aplicado a equacgao representada abaixo:
% Inibicdo NF-kB= 100 — (LA x 100/LT)
Onde:
LA= luminescéncia da solugao na presencga do inibidor
LT= média do valor de luminescéncia da solugéo do controle negativo.

Os resultados foram expressos como porcentagem da atividade inibitéria do NF-

kB. As analises foram realizadas em triplicatas.

3.9 Analise dos dados

Os resultados descritivos foram expressos como valores minimo e maximo,
mediana, média, desvio padrdo e abundéancia relativa. Para a avaliagdo das
comparagdes das amostras nesse estudo, antes verificou-se as premissas de
normalidade, pelo teste Shapiro-Wilk, e homogeneidade das variancias, pelo teste de
Levene. Ao verificar que tais premissas ndo foram corroboradas, analises nao
paramétricas de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn a 95% de significancia foram
realizadas para as avaliagdes interespecificas das caracteristicas fisico-quimicas
(exceto para agucar redutor), atividade antioxidante, polifendis, flavonoides, quinona
redutase e NF-xB. Para a analise de sazonalidade, foi utilizado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney e ANOVA (post-hoc de Tukey) a 95% de significancia.
A variavel que seguiu as premissas supracitadas foi o agucar redutor, no qual foi
utilizado o teste paramétrico ANOVA e a significancia da diferenca entre as médias foi
determinada pelo teste post-hoc de Tukey, ajustado para multiplas comparag¢des onde
valores de p<0,05 foram considerados significativo. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o Programa Past versao 4.05.

Regressao polinomial foi feita utilizando o Microsoft Excel, para avaliar a relagao
entre as variaveis polifendis e flavonoides com DPPH e FRAP e, a forca dessa relacao

por meio da observagdo do R? de acordo com Vieira (1980).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas fisico-quimicas

4.1.1 Acucar redutor e total e Sélidos Soluveis Totais

Anélise Interespecifica

Para acucar redutor e total, os valores médios encontrados para as diferentes
espécies variaram de 36,22% + 2,71 a 66,85% + 1,40 e 39,18% + 0,87 a 68,92% =+
2,42, respectivamente, apresentando diferenca significativa entre as espécies (p=
2,7E-10; p= 1,425E-05) (Tabela 6). Dentre as espécies, o mel de TC apresentou o
menor valor de acucar em relacdo as outras espécies (p=1,49E-10). Vit et al. (1998)
também encontraram menores valores de acucar redutor para a tribo Trigonini. De
acordo com Nogueira-Neto (1997), a maioria das espécies pertencentes a tribo
Trigonini evitam colher néctar ricos em agucar, comportamento de forrageio do grupo
gue pode justificar esse resultado.

Nesse contexto, AM apresentou maior valor de acgulcar total (72,13%) quando
comparado com TA (59,49%) e TC (39,18%) (p=0,003; p=5,361E-05). De acordo com
Marchini et al. (2007), o mel de abelha Apis mellifera apresentou valores de acucar
total de 76,56%, indicando que os valores de acUcar deste mel sdo maiores as abelhas
sem ferréo.

Dentre as abelhas sem ferrdo, 60% apresentaram valor médio de agucar redutor
acima de 60%. De acordo com o IDAF (2019), os méis de abelha sem ferrdo devem
atingir um valor minimo de 60% de agucar redutor. Desta forma, a maioria das
amostras de méis de ASF avaliadas neste estudo estd em conformidade com a
legislacdo estadual. Contudo, Tetragona clavipes apresentou valor de acucar redutor
abaixo do recomendado desta legislacdo, esse resultado pode ser devido as
caracteristicas fisico-quimicas deste mel, como o elevado teor de umidade observado
nas amostras. Valores de acUcar redutor menores para mel da tribo Trigonini
comparado a tribo Meliponini sdo observados na literatura (BOGDANOV et al., 1996;
DE ALMEIDA ANACLETO et al., 2009; ECHEVERRIGARAY et al., 2021). No entanto,
mais estudos sobre avaliacdo de acucar redutor em mel de Tetragona clavipes sao
necessarios para a compreensdo de um padrdao de valores e de fatores que

influenciam nessa dindmica. Desta forma, compreender com mais clareza essa

28



caracteristica do mel desta espécie podera possibilitar de sugerir que para este mel,
o valor minimo de 60% de acucar redutor recomendado talvez ndo seja adequado.

Quanto as amostras de mel de Apis mellifera, obteve-se uma média de 64,58%,
que estd de acordo com a legislagdo que preconiza o valor minimo recomendado
(65%) de acucar redutor (BRASIL, 2000). Em estudo, Kadri et al. (2016) identificaram
maiores valores de aguUcares redutores em méis de Apis mellifera do Estado do
Espirito Santo com média de 73,49%.

Os valores médios de SST encontrados para as espécies de ASF foram de
68,20 (TA) a 70,63 (MM) °Brix (p=0,0007), com destaque para TA e TC que
apresentaram menor valor comparativamente a AM (75,43 °Brix) (p=0,002;
p=0,00008) (Tabela 6). Esses resultados do SST maior em AM podem estar
relacionados com o teor de umidade, visto que o mel desta espécie obteve menor
umidade e, consequentemente, maior valor de SST. O SST (°Brix) é encontrado em
maior concentracdo em méis com menor umidade (BILUCA et al., 2016). Os valores
de SST corroboraram com os estudos realizados em Santa Catarina (BILUCA et al.,
2016) e na Bahia (SOUZA et al., 2006) para as ASF e no Rio Grande do Sul para Apis
mellifera (MARCOLIN et al., 2021).

Sazonalidade

As médias do acuUcar redutor entre as estacBes foram préximas, 59,20% na
estacdo seca e 59,27% na chuvosa, assim como as médias do acUcar total, 61,64%
na chuvosa e 62,47% na seca, no qual esses elementos ndo apresentaram diferenca
significativa entre as esta¢cfes (redutor p=0,812; total p=0,824) (Figura 10). Ao
analisar as espécies de ASF separadamente entre as estacdes, 60% dos meis
apresentaram maiores valores de acguUcar redutor na estacdo chuvosa (Tabela 7).
Esses resultados do acucar redutor difere dos resultados de Duarte et al. (2012, 2018),
cujo autores observaram que o mel de ASF coletado em Alagoas durante a estagao
seca, apresentou maior valor de acucar redutor (66,73%) comparado a estacao
chuvosa (59%). Resultado semelhante foi encontrado no estudo de Francois et al.
(2018), que justificam esta observagdo indicando possivelmente que os agucares
redutores e total podem estar mais acessiveis em plantas na estacdo seca comparada
a chuvosa.

No entanto, AM mesmo apresentando valores proximos entre as estacdes, a

estacdo chuvosa também apresentou valor médio de acucar redutor maior (64,93%)
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comparado a seca (64,23%) (Tabela 7). Esse resultado corrobora com o estudo de
Jacob (2014) e Marcolin et al. (2021), cujo autores observaram que o mel Apis

mellifera apresentou maiores valores de agucar redutor na %\stagéo chuvosa.
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Figura 10. Porcentagem de acucar redutor (A) e total (B) para méis de abelhas avaliados nas
estacfes seca e chuvosa, no Espirito Santo. Letras iguais indicam diferencas néo
significativas entre as médias de acordo com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA=
Tetragonisca angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona
mondury; MQ= Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera.

Os méis coletados na estacdo chuvosa obtiveram maiores valores de SST
(71,10 °Brix), sendo significativamente diferentes dos méis coletados na estagéo seca
(69,74 °Brix) (p=0,003) (Figura 11). Dentre as espécies, o0s valores de SST dos méis
de ASF também foram maiores na estacdo chuvosa comparada a seca, contudo, 0s
méis de Apis mellifera apresentaram maiores valores de SST na estacao seca (77,20

°Brix) em relacéo a estacao chuvosa (73,70 °Brix) (Tabela 7). Maiores valores de SST
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em méis de ASF na estacdo chuvosa e em meéis de AP na estacdo seca foram

relatados por Marcolin et al. (2021) no Rio Grande do Sul.
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Figura 11.Valores de solidos sollveis totais (°Brix) para méis de abelhas avaliados nas
estacbes seca e chuvosa, no Espirito Santo. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre as médias de acordo com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA=
Tetragonisca angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona
mondury; MQ= Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera.

4.1.2 Umidade

Andlise Interespecifica

Os valores médios de umidade encontrados para os méis das diferentes
espécies variaram de 22,93% (AM) a 31,10% (TC) (p=0,000164), no qual as abelhas
sem ferrdo apresentaram maiores valores comparados a AM (Tabela 6). Importante
ressaltar que, os méis de TA e TC foram os de maior umidade observados (valores
acima de 30%) e significativamente diferente de AM (22,93%) (p=0,006; p=0,00005).
Batiston et al. (2020) também encontraram resultados semelhantes de umidade no
mel da Tetragona clavipes (30%). Esses resultados comprovam que o mel produzido
pelas diferentes espécies de abelhas pode conter teores de umidade distintos. Vargas
(2006) disserta que umidade acima de 20% em méis pode aumentar 0 processo
fermentativo desse produto. Portanto, quando o mel tem um alto teor de umidade,
ocorre a proliferacédo da levedura que fermenta aglcares e consequentemente, auxilia

na formacéo de alcool, dioxido de carbono e acido acético e, desta forma, podendo
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aumentar a acidez do mel e a possivel alteracdo no sabor do mel (VILLACRES-
GRANDA et al., 2021).

A variacdo de 27,67% a 31,10% de umidade do mel observada nas ASF foi
adequada segundo a determinacdo do IDAF (2019). Visto que, esse 6érgao
regulamentador pontua que a umidade dos méis de ASF deve ter valores maximos de
até 40%. Portanto, as amostras das ASF desse trabalho estdo em conformidade com
a legislacéo estadual, visto que valores acima do recomendado podem aumentar a
proliferagdo de microrganismos, fermentacdo e assim, o mel pode se tornar
inapropriado para o consumo (SILVA et al., 2013). Essa variacdo da umidade dos méis
de ASF observada neste estudo, também foi relatada em outros trabalhos (ALMEIDA
SOUZA et al., 2004; CARVALHO et al., 2009; BILUCA et al., 2016).

Nesse contexto, o mel de AM obteve umidade média (22,93%) acima do
recomendado pela legislacéo brasileira (20%). Essa umidade observada neste estudo
também foi maior comparada ao estudo de Kadri et al. (2016), que encontraram
valores variando de 16,4% a 19,4% para meéis de AM em Muqui, no estado do Espirito

Santo.

Sazonalidade

A umidade média foi maior estatisticamente na estacdo seca (28,6%)
comparada a estacdo chuvosa (27,46%) (p=0,055) (Figura 12). Ao analisar
separadamente as espécies, os valores de umidade dos méis de ASF, exceto para
TC foram maiores na estacdo seca comparada a chuvosa (Tabela 7). Duarte et al.
(2012, 2018) também observaram mel de ASF com maior umidade na estacdo seca
(30,50%) comparativamente a chuvosa (27%). Contudo Marcolin et al. (2021)
encontraram maiores valores de umidade para o mel coletado na estacédo chuvosa.
Para Apis mellifera, observou-se que o mel amostrado na estagcéo chuvosa (24,46%)
foi maior comparativamente a estacdo seca (21,4%) (Tabela 7). Resultado
semelhante foi encontrado por Francois et al., (2018) em méis de abelha Apis
mellifera. A influéncia da estacdo sobre essa variagdo da umidade nos méis das
abelhas sem ferrdo e africanizadas em regiéo tropical é relatada na literatura (LAGE
et al.,, 2012; PENG KEK et al., 2017; KUMAR et al., 2018; YEGGE et al., 2021).
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Figura 12. Porcentagem da umidade para méis de abelhas avaliados nas esta¢des seca e
chuvosa, no Espirito Santo. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as médias
de acordo com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA= Tetragonisca angustula; TC=
Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ= Melipona
quadrifasciata; AM= Apis mellifera.

4.1.3 pH

Andlise Interespecifica

Os valores médios de pH encontrados para méis das diferentes espécies
variaram de 3,37 (MM) a 4,07 (TA) (p=0,005) (Tabela 6), ou seja, todas as amostras
apresentaram acidez. Dentre as espécies, o mel de MM e MQ apresentaram menores
valores em relagéo as outras espécies (p=0,007; p=0,007). De acordo com Aroucha
et al. (2019), o pH de méis de Melipona geralmente € menor comparado ao mel da
Apis mellifera. Nesse cenario, o pH baixo observado para as abelhas sem ferrdo e
africanizada pode aumentar a vida util do mel durante seu armazenamento, devido ao
controle no crescimento de microrganismos e, consequentemente, no aumento de sua
estabilidade (NASCIMENTO et al., 2015; GELA et al., 2021).

As amostras de ASF apresentaram valor médio de pH 3,59. Valores
semelhantes também foram encontrados por Pucciarelli et al. (2014) para méis de
Tetragonisca angustula na Argentina (pH médio= 3,72), por Silva et al. (2013) para
Melipona subnitida (3,33) na Paraiba, Brasil. De acordo com o IDAF (2019), os méis
devem apresentar valores de pH entre 2,9 e 4,5, portanto, os resultados desse estudo

estdo de acordo com a legislacdo estadual. Nesse contexto, o mel da AM apresentou
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valor médio de 3,62. Os valores de pH para AM nado sdo padronizados pela legislacédo

nacional e internacional.

Sazonalidade

O valor médio de pH dos méis amostrados foi maior na estacdo chuvosa (3,63)
comparativamente a seca (3,55), contudo ndo apresentou diferenca significativa
(p=0,837) (Figura 13). Ao avaliar separadamente, os méis de 80% das espécies de
abelha sem ferrdo apresentaram maiores valores de pH na estacao chuvosa (Tabela
7). Marcolin et al. (2021) corroboram com esse estudo por também observarem maior
valor de pH na estacéo chuvosa para mel de ASF na estacéo seca e para mel de Apis
mellifera. Mahmoudi et al. ( 2012), que avaliaram o mel de abelha Apis mellifera em

diferentes esta¢des, também observaram maior pH na estacao seca.
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Figura 13.Valores de pH para méis de abelhas avaliados nas esta¢fes seca e chuvosa, no
Espirito Santo. Letras iguais indicam diferengas néo significativas entre as médias de acordo
com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA= Tetragonisca angustula; TC= Tetragona clavipes;
MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ= Melipona quadrifasciata; AM= Apis
mellifera.

4.1.4 Acidez livre

Analise Interespecifica
O valor médio de acidez livre encontrado nos méis das diferentes espécies

variou de 20,96 (MQ) a 171,84 (TC) mEq kg (p=6,344E-05) (Tabela 6). Em ASF, os
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valores de acidez encontrados para méis no Brasil variaram de 2,07 a 139 mEq kg
(ALMEIDA et al., 2004; LAGE et al., 2012; BILUCA et al., 2016). Dentre as espécies,
o mel de TC apresentou um valor maior significativo de acidez livre comparado as
espécies TA, MM e MQ (p=0,02; p=0,001; p= 0,0002). No estudo de Vit et al. (1998),
maiores valores de acidez foram observados para 0s méis da tribo Trigonini.

Dentre as espécies de ASF, 60% apresentaram valor médio de acidez adequado
segundo o 6rgao regulamentador. De acordo com o IDAF (2019), os méis de ASF
devem apresentar um valor de acidez maximo de 50 mEq kg. Observa-se que o mel
de TC apresentou valor de acidez cerca de 3 vezes (171,84 mEq kg?) ao designado
pela legislacdo estadual. Batiston et al. (2020) relataram valores cerca de 2 vezes
(112,87 mEq kg?) ao valor de referéncia e em relacdo as outras espécies avaliadas
no estudo. Estes dados indicam que € necessério uma revisédo dos valores por espécie
e que para TC, claramente o valor é superior ao recomendado atualmente. O mel de
TC também apresentou maiores teores de umidade e, portanto, pode contribuir na
acidez, devido a maior producao de acido gluconico pela atividade da glicose oxidase
quando o mel esta com maior teor de umidade (NOGUEIRA-NETO, 1997; MOREIRA,
DE MARIA, 2001; PUCCIARELLI et al., 2014).

Comparativamente a TC, a amostra de mel de AM, também apresentou uma
acidez média (56,86 mEq kg) superior ao recomendado (50 mEq kg?) de acordo com
legislacéo brasileira. Importante destacar que um estudo do Espirito Santo encontrou
valores de acidez em méis de AM variando de 16,8 a 19,2 mEq kg-1, ou seja, variacdo
compreendida pela legislagdo (KADRI et al., 2016).

Sazonalidade

Os valores médios de acidez para méis foi de 62,93 e 63,37 mEq kg para a
estacdo seca e chuvosa, respectivamente, ndo apresentando diferencga significativa
(p=0,837) (Figura 14).

Dentre os méis de ASF, as espécies MC, MM e TC apresentaram maiores
valores na estacéo seca (Tabela 7), semelhante ao encontrado por Duarte et al. (2012;
2018), que observaram que méis de Melipona coletados em Alagoas durante a
estacdo seca, apresentaram maiores valores de acidez comparado a estagado
chuvosa. No entanto, para mel de abelha Apis mellifera, maiores valores de acidez

foram encontrados para a estacdo chuvosa (64,24 mEqg kg?) comparado a estacéo
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seca (45,48 mEq kg?), corroborando com o padrdo encontrado também por Marcolin
et al. (2021).

Essas variacdes nos valores de acidez de méis dentre as espécies encontradas

nesse estudo, também s&o descritas na literatura. Mudangas na acidez livre podem

ser devido as diferentes fontes de néctar disponiveis em cada estacdo sazonal (ODDO
et al., 2008; FEAS et al., 2010).
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Figura 14.Valores de acidez livre (mEq kg™) para méis de abelhas avaliados nas estacdes
seca e chuvosa, no Espirito Santo. Letras iguais indicam diferencas nado significativas entre
as médias de acordo com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA= Tetragonisca angustula;
TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ= Melipona

guadrifasciata; AM= Apis mellifera.

Tabela 6. Caracteristicas fisico-quimicas nas amostras de méis de abelhas avaliadas por espécie no Espirito
Santo (TA= Tetragonisca angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona
mondury; MQ= Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera).

AclUcar

AcUcar

Espécie redutor Total SST Umidade pH Acidez livre
o H 0, -1

% (m/m) 9%(m/m) (°Brix) % (m/m) (mEq kg™)

TA 58,18+ 5,02°b 59,49 +4,28b.¢ 68,20+1,51°> 30,01+1502 4,0+0,342 41,19+ 11,51°"
TC 36,22+ 2,71°¢ 39,18 + 0,87¢ 68,57 +0,89 31,10+0,852 3,53+0,082 171,84+3,772

MC 66,85+ 1,402 67,24+ 1,41 ab 70,18+ 0,802b 27,67 +1,482> 357+0,262 54,88+ 3,25 ab

MM 66,61+ 4,742 68,92+2,422ab  70,63+1,51aP 28,16+0,802P 3,37+0,22b 33,19+15,79°b
MQ 63,00+ 2,52ab 650+2,03abc  70,12+1,192b 2848+1,40aP 3,38+0,21° 20,96+1,16°
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AM 64,58+ 3,62 2

72,13+2,832

75,43+ 1,942

22,93 +1,68°

3,62+0,21¢2

56,86+ 13,66 2P

Valores expressos como média + desvio padréo. ¢ Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
entre as médias de acordo com teste de Dunn (p<0,05).

Tabela 7. Caracteristicas fisico-quimicas nas amostras de méis de abelhas avaliadas por espécie e
estacao sazonal no Espirito Santo (TA= Tetragonisca angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona
capixaba; MM= Melipona mondury; MQ= Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera).

Espécie/lE AclUcar Acucar total SST (°Brix) Umidade pH Acidez livre
stacéao redutor % % (m/m) % (m/m) (mEq kg™)
(m/m)
TAseca ©62,68x117%  6306+0,0° 66,9+ 0,30 ¢ 31,36 0,25 2 4,1+0,432 37,29 + 11,22¢
TA chuvosa 53,68 +0,9P 55,92+276°¢ 69,6 £ 0,054 28,64 + 0,15 ¢ 3,88 + 0,092 48,92 + 3,5 ¢d
TCseca 34,77 +2,93¢ 38,54 +0,1¢ 67,6 £0,58 ¢ 30,4 +0,58"P 3,48 £ 0,882 175,42 + 3,88 2
TC chuvosa 37,67 +1,86¢ 39,78 £+0,87¢ 69,3 + 0,084 31,790,122 3,6+0,082 170,18 + 1,78 2
MC seca 65,87 +1,32 66,4 + 1,7 ab 69,4 + 0,23 ¢ 29,01 £ 0,2 ¢cd 3,44 £ 0,152 58,16 £ 0,11 ¢
MC chuvosa 67,84 + 0,572 68,0702 71,9+0,15¢ 26,32 £ 0,1f 3,7+0,15¢2 51,59+1,25¢
MM seca 64,6 +5,962 66,99 * 0,282b 69,4 + 0,26 ¢ 28,85+ 0,26 ¢ 3,31+£0,2 @ 47,63 + 2,4 ¢d
MM chuvosa 68,62 +2,912 70,85+1,842 70,9+0,28¢ 27,46 +£0,32¢ 3,5+0,07 @ 18,85+ 0,65¢
MQ seca 63,09+3,332 65,37 +2,6ab 69 + 0,057 ¢ 29,74 + 0,35P¢ 3,32+£0,112 199+1,25¢
MQ chuvosa 62,91 +£2,192 64,67 + 1,792 71,2+0¢ 27,21+0¢ 3,56 £ 0,012 214+1¢
AMseca 64,23+5592 74,48+0,8732 77,2+0,2¢2 21,4+0h 3,78 £0,112 45,48 + 2,06 °d
AM chuvosa 64,93 +1,082 69,76 +1,662 73,7+0,05" 24,46 £ 0,11 ¢ 3,46 £ 02 69,24 +1,57°

Valores expressos como média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre
as médias de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

4.2. Compostos fendlicos e atividade antioxidante

4.2.1 Polifendis e flavonoides

Andlise Interespecifica

Para o conteudo fendlico, os valores médios encontrados para as diferentes
espécies de mel variaram de 14,68 (MC) a 99,97 (TC) mg EAG.100 g e foram
diferentes estatisticamente (p=0,00001) (Tabela 8). Dentre as espécies de abelhas, o

mel de TC apresentou maior valor de polifendis comparado a MC, MM e MQ

(p=0,0002; p=0,008; p=0,0005). Os valores de polifendis obtidos nesse estudo sdo

semelhantes aos encontrados por Biluca et al. (2016), 10,3 a 98,0 mg EAG 100 g.

Para os flavonoides, os resultados médios variaram de 4,52 a 13,27

mgQE.100g™? entre as espécies (p=0,0005) (Tabela 8). Semelhante ao resultado de
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polifendis observou-se que para flavonoides, o mel da espécie TC também apresentou
maior valor comparado a MC, MM e AM (p=0,0002; p=0,012; p=0,042). De maneira
similar, DUARTE et al. ( 2018) analisaram os teores de polifendis e flavonoides de mel
de ASF e observaram que o mel da Tetragona clavipes obteve maiores valores
comparados as outras espeécies.

Esse resultado do mel da espécie Tetragona clavipes ter maiores valores de
polifendis e flavonoides, comparado as demais espécies de abelhas avaliadas, pode
estar relacionado a prépolis contida nos ninhos desta espécie. Os materiais contidos
nos potes que armazenam o mel sao prépolis e cera (NOGUEIRA-NETO, 1997).
Pyrzynska e Biesaga (2009) apontaram que variacées no conteudo fendlico entre as
amostras de mel podem ser devido as diferentes fontes de néctar da composicéo de

plantas distintas geograficamente.

Sazonalidade

Os valores médios de polifendéis foram de 42,48 e 48,72 mgEAG.100 g* para a
estagdo seca e chuvosa e de flavonoides foram de 6,47 e 8,55 mgQE.100g* para a
estacdo chuvosa e seca, ndo houve diferenca estatistica (p=0,886; p=0,205) (Figura
15). 60% dos méis de abelha sem ferrdo apresentaram maiores valores de polifendis
na estacao chuvosa e para flavonoides na estacao seca. Para o mel de Apis mellifera,
polifendis e flavonoides foram maiores na estacdo seca (Tabela 9). As abelhas
coletam resinas, seiva e substratos de plantas para a nidificagao principalmente no
periodo de chuvas, podendo influenciar na variagdo de polifendis presentes no mel
entre as estacdes sazonais, pois este elemento esta em contato direto com 0s potes
feitos de resina (NASCIMENTO et al., 2019). Francois et al. (2018), ao analisarem
meis coletados na estacao seca e chuvosa, também constataram maiores valores de
polifendis no periodo chuvoso. Estes autores também encontraram maiores teores de
flavonoides na estacdo seca. O estresse hidrico pode aumentar os metabdlitos
secundarios, principalmente os flavonoides e assim, contribui na abundéancia de
metabalitos, pois os flavonoides sédo conhecidos por protegerem as plantas (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Neste sentido, essa variagdo dos polifendis e flavonoides na composicéo do mel
entre as estacdes pode ser devido as diferencas dos fatores abioticos existentes em
cada estacado e suas relacbes com a biossintese de plantas visitadas pelas abelhas,

pois, fatores como intensidade de luz, temperatura, umidade, precipitacdo podem
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influenciar diretamente na concentracdo de polifendis e flavonoides na planta
(NASCIMENTO et al., 2019). Fatores bidticos como a composicéo floristica entre as
estacdes também podem estar influenciando nos valores de polifendis e flavonoides
do mel (GODFREY, 2018). a
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Figura 15. Valores de polifendis (A) e flavonoides (B) para méis de abelhas avaliados nas
estacbes seca e chuvosa, no Espirito Santo. Letras iguais indicam diferencas né&o
significativas entre as médias de acordo com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA=
Tetragonisca angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona
mondury; MQ= Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera.
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4.2.2 DPPH

Analise Interespecifica

Para os resultados de DPPH, o valor de ICso para o mel das diferentes espécies
variou de 16,36 (TC) a 64,4 mg.mL? (MQ) (p=0,00003) (Tabela 8). Essa variacdo
também foi relatada por outros estudos (OLIVEIRA et al, 2012
KHONGKWANMUEANG et al., 2020). Dentre as espécies avaliadas, os valores de
DPPH em méis de TC, TA e AM foram significativamente menores de MC e MQ
(p=0,018; p=0,005; p=0,024). No estudo de Aroucha et al. (2019), também foi
identificado que o mel de Apis mellifera apresentou maior atividade antioxidante para
DPPH quando comparado com o mel de Melipona.

Uma forte relacdo entre DPPH e teor total de polifendis foi observada para as
amostras de méis (R?= 0,94), no qual menores valores de DPPH estéo relacionados
com maiores valores de polifendis obtidos (Figura 16A). O mel da espécie TC, por
exemplo, apresentou maior atividade antioxidante no método de DPPH e também
apresentou maiores valores de polifendis. Esses resultados estdo em concordancia
com o trabalho de Boussaid et al. (2018) e Degirmenci et al. (2020), que observaram
uma correlacéo entre a atividade de eliminacao do radical DPPH e a quantidade de
polifendis totais. A atividade antioxidante do mel pode ser atribuida aos seus
compostos fendélicos (DEGIRMENCI et al., 2020). Além disso, sabe-se que uma maior
atividade antioxidante é encontrada em meéis escuros, pela maior quantidade de
polifendis (WILCZYNSKA, 2014), e foi observado nesse estudo que o mel de TC e AM
sdo mais escuros comparado a MC e MQ.

De acordo com os valores de flavonoides totais e DPPH, foi observada uma baixa
relacdo (R?= 0,27) (Figura 16B). Esse resultado, sugere que os flavonoides ndo sédo

0S principais componentes que exercem a atividade antioxidante dos méis estudados.
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Figura 16. Relacdo dos polifendis (A) e flavonoides (B) com DPPH dos méis de abelhas
avaliados, no Espirito Santo.

Sazonalidade

O valor médio do mel de ICso para DPPH foi de 41,07 mg.mL? na estacéo
chuvosa e 38,05 mg.mL* na estacdo seca e ndo houve diferenca significativa entre
as estacOes (p=0,457) (Figura 17). 80% dos méis de abelha sem ferrdo e o mel da
Apis mellifera apresentaram maior atividade antioxidante de DPPH na estacdo seca
(Tabela 9). A atividade antioxidante pode modificar de acordo com os fatores sazonais
e ambientais (BIESAGA; PYRZYNSKA, 2013; WILCZYNSKA, 2014).
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Figura 17. Valores de DPPH para méis de abelhas avaliados nas estacfes seca e chuvosa,
no Espirito Santo. Letras iguais indicam diferencas ndo significativas entre as médias de
acordo com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA= Tetragonisca angustula; TC= Tetragona
clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ= Melipona quadrifasciata;
AM= Apis mellifera.

4.2.3 FRAP

Andlise Interespecifica

Para FRAP, os valores médios encontrados para méis de diferentes espécies
de abelhas variaram de 125,2 (MC) a 394,36 (AM) umol Fe Il 100g* (p=0,0001)
(Tabela 8). Dentre as espécies, o0 mel de AM foi significativamente maior comparado
a MC, MM e MQ (p=0,0002; p=0,009; p=0,019).
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Uma relagcdo moderada foi observada entre os valores de FRAP e o teor total de
polifendis obtidos para as amostras de mel (R>=0,64) (Figura 18A). No entanto, para
o contelido de flavonoides totais e FRAP foi observada uma relacdo baixa (R?=0,11)
(Figura 18B). De acordo com os resultados, os compostos fendélicos contribuiram para
a capacidade antioxidante dos méis avaliados e os flavonoides podem n&o ser
considerados os principais componentes que exercem a atividade antioxidante dos

méis estudados.
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Figura 18. Relacdo dos polifendis (A) e flavonoides (B) com FRAP dos méis de abelhas
avaliados, no Espirito Santo.

Sazonalidade

Os valores médios de FRAP para méis foi de 200,7 e 254,19 umol Fe Il 100g*
para a estacdo chuvosa e seca, respectivamente, apresentando diferenca significativa
entre as estagbes (p=0,019) (Figura 19). Todas os méis de ASF apresentaram
maiores valores de FRAP para a estagéo seca, contudo para o mel de Apis mellifera
o maior valor foi na estacao chuvosa (Tabela 9). Na estacéo seca, o0 estresse hidrico
pode aumentar a concentracdo e a composi¢cdo de metabdlitos secundarios como
forma de protecdo das plantas, e consequentemente aumentar a atividade
antioxidante deste mel (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Figura 19. Valores de FRAP para méis de abelhas avaliados nas estacfes seca e chuvosa,
no Espirito Santo. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as médias de
acordo com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA= Tetragonisca angustula; TC= Tetragona
clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ= Melipona quadrifasciata;
AM= Apis mellifera.

Tabela 8. Polifendis, flavonoides, capacidade antioxidante por captura de radical (DPPH) e
reducdo férrica (FRAP) em amostras de mel de abelhas avaliadas no Espirito Santo (TA=
Tetragonisca angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona
mondury; MQ= Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera).

Espécie Polifendis Flavonoides DPPH FRAP
P (mg EAG 100 g ) (mgQE.100g7) (IC s0) (umol Fe?*100 g)
TA 59,94 + 6,52 ab 7,58 +1,23ab 19,99 +7,41b 244,62 + 91,46 ab
TC 99,97 £ 21,742 13,27 + 4,09 & 16,25+2,62b 274,02 + 70,74 ab
MC 14,68 + 6,48 b 452+1,20°" 63,23+ 7,662 125,20 + 40,28 "
MM 20,97 +1,70° 5,85+1,33° 54,60 + 5,39a.p 162,18 + 22,83 °
MQ 18,59 + 2,07 ° 7,40 + 1,00 ab 64,40 + 6,66 164,30 + 3,49 b
AM 59,45 + 1,35 ab 6,44 + 2,35b 18,00 + 3,08 394,36 + 52,54 2

Valores expressos como média +desvio padrdo. 2P Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre as médias de acordo com teste de Dunn (p<0,05).

Tabela 9. Polifendis, flavonoides, capacidade antioxidante por captura de radical (DPPH) e
reducao férrica (FRAP) em amostras de mel de espécies de abelhas avaliadas de acordo
com a estacdo sazonal no Espirito Santo (TA= Tetragonisca angustula; TC= Tetragona
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clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ= Melipona quadrifasciata;
AM= Apis mellifera).

- Polifendis i
Efacio  (moEASIoOg [T (Co) ol Fe100g%)
TA seca 54,31 +1,27f 75+£1,85°b 26,64+194c¢ 328,05+4,73°¢
TA chuvosa 65,55 + 3,12 cd 7,65+0,6° 13,33 +0,92 ¢ 161,18 +1,89f
TC seca 80,34 +4,15° 16,92 £ 1,332 14,42 £2,39¢ 338,46 £6,91°
TC chuvosa 119,58+ 3,22 9,61 +0,23b 18,06 + 1,22 cd 209,57 +1,36
MC seca 20,58 £ 0,239 5,61 + 0,21b¢ 56,81 +4,41° 165,95+ 1,71°f
MC chuvosa 8,77 +£0,33h 343+£0¢ 69,65+1,942 88,44 £ 0,53 "
MM seca 2251+0¢9 6,21 +1,8b¢ 53,76 £ 6,30 ° 182,9+3,1¢
MM chuvosa 19,42 + 0,28 ¢ 5,49 + 0,89 bc 55,43 +555%b 141,44+ 1,929
MQ seca 16,82+ 1,149 6,51 + 0,00 bec 60,36 + 0,90 ab 167,28 + 1,53 f
MQ chuvosa 20,35 % 0,249 8,28+ 0,37" 68,43+7,812 161,32+ 1,16f
AM seca 60,3 + 0,25 de 8,63+0,78" 16,29 £ 0,27 ¢ 346,36 £ 3,85°P
AM chuvosa 58,6+ 1,51 ef 435+0,21°¢ 21,51 +1,78¢d 442,25+ 22

Valores expressos como média + desvio padrado. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
significativas entre as médias de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

4.3 Composicado quimica pelo ESI (-) FT-ICR MS

De acordo com a Tabela 10, compreende-se que a composi¢cdo do mel pode
variar de acordo com a espécie de abelha e a sazonalidade. Observa-se que a glicose,

ion [C¢H,,ClO4] de m/z 215 e sacarose, ion [C,,H,,0,,] de m/z 341 foram identificados
em todas as amostras analisadas. O 3,4,5-Trimethoxycinnamic acid ion [C12H1305]
de m/z 237, 2',3,4,5'-Tetramethoxychalcone ion [C1gH190s5] de m/z 327, Sinapinic
acid-O-glucuronide isomer ion [C17H19011] de m/z 399, Ethyl 3-[3-hydroxy-6-
(hydroxymethyl)-4-oxo-4H-pyran-2-yl]-3-(3-isobutoxy-4-methoxyphenyl)propanoate
ion [C22H270g] de m/z 419, Lethedoside A ion [C24H25011] de m/z 489, Methyl 3-
[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4-oxo-4H-chromen-8-yl]-3-[4-hydroxy-3,5-
bis(2-methyl-2-propanyl)phenyl]propanoate ion [C33H35010] de m/z 591 e 5'6'-
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Dihydroxy-2,2',4,4'-tetramethoxy-5,6-dioxo-5,6-dihydro-1,1'-binaphthalene-7,7'-

diyl)di(2R)-1,2-propanediyl diacetate ion [C34H35012] de m/z 635 foram identificados
apenas na amostra TA seca. E o composto 3,4,5-Trimethoxycinnamic acid é um &cido
fendlico com propriedades antitumorais, analgésicas e anti-inflamatodria descritas na
literatura (ABD EL-GHANY, 2017). O Sinapinic acid-O-glucuronide isomer,
comumente encontrado em alimentos, também possui atividades antioxidantes e
antimicrobianas (NIU et al.,, 2020). O composto 2',3,4,5'-Tetramethoxychalcone
pertence a classe das chalconas, que sdo moléculas conhecidas pelas propriedades
anticancer e antioxidantes (SIIMA et al., 2020). Os compostos Lethedoside A e Methyl
3-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4-oxo-4H-chromen-8-yl]-3-[4-hydroxy-3,5-
bis(2-methyl-2-propanyl)phenyl]propanoate pertencem a classe dos flavonoides.
Portanto, considerando a presenca desses compostos no mel TA seca, pode-se
observar que a atividade antioxidante ligeiramente aumentada dessa amostra esteja
relacionada a composicdo quimica diferente das demais amostras analisadas.

O composto 2-(2,3-Dihydroxy-4-methoxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3,6-dimethoxy-
2,3-dihydro-4H-chromen-4-one, ion [C18H1709] de m/z 377, um flavonoide, foi
identificado em todas as amostras testadas, enquanto o composto 5-Hydroxy-3-(4-
hydroxyphenyl)-8,8-dimethyl-6-(3-methyl-2-buten-1-yl)-2,3-dihydro-4H,8H-
pyrano[2,3-flchromen-4-one ion [C25H2505] de m/z 405, s6 néo foi identificado na
amostra TC seca. Para o mel de TA chuvosa, foram encontrados o composto 2-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-3,5-dihydroxy-10-isopropyl-9,10-dihydro-4H,8H-pyrano|2,3-
flchromene-4,8-dione, ion [C21H170g] de m/z 397, que também é um flavonoide, e 0
composto 2-Acetyl-8-hydroxy-1,7-bis(3-methylbutyl)-9-ox0-9H-xanthene-3,6-diyl
dibenzoate, ion [C3gH370g] de m/z 633, uma xantona que tem propriedades
antioxidantes e pode auxiliar no tratamento do cancer (SANTOS et al., 2003). O
composto 3-(4-Hydroxyphenyl)-5-methoxy-8,8-dimethyl-10-(3-methyl-2-buten-1-yl)-2-
oxo-2H,8H-pyrano[3,2-g]lchromen-4-yl acetate, ion [C2gH2707] de m/z 475 é uma
cumarina com propriedades anticoagulante, anticancer, antioxidante e anti-
inflamatorio (FRANCO et al.,, 2020). O composto 6-O-[(2E)-3-(4-Hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2-propenoyl]-B-D-fructofuranosyl 6-O-acetyl-a-D-glucopyranoside é
um acido fendlico que foi encontrado na espécie TC nas duas estacoes.

Também foram identificados quercetina, cumarina, acido cafeico, Kaempferol,
Catequina, naringina. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Biluca

et al. (2020), apresentando os compostos como, acido cafeico, narigenina e quercetina
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em méis de abelha sem ferrdo. Sousa et al. (2016) encontrou compostos como, 2,4-
dihidroxibenzoico, ferulico, elagénico, miricetina, catequina, rutina, kaempferol,
hesperetina e crisina. Portanto, compostos como flavonéides encontrados nos meis
avaliados, contribui para afirmar que o mel pode ser importante na dieta e pode ajudar
a prevenir possiveis efeitos adversos a saude (NASCIMENTO et al., 2018).

Os flavonoides sdo metabdlitos secundéarios encontrados em produtos naturais
e auxiliam no controle de doencas inflamatérias cronicas, além de possuirem
propriedades antioxidantes (SILVA et al., 2021). Considerando que o mel é produzido
a partir da coleta pelas abelhas de diferentes néctares de acordo com a variedade de
plantas da regido, é esperada que haja uma grande variacao no perfil de flavonoides
entre as amostras de mel, principalmente pelas diferentes condi¢cdes climaticas e
espécies avaliadas (SILVA et al., 2021).
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Tabela 10. Compostos quimicos identificados pelo ESI (-) FT-ICR MS dos méis das espécies de abelhas sem ferréo e acordo com a estacao
sazonal no Espirito Santo (TA= Tetragonisca angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ=

Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera).

[M-H]" Formula Mo_lecular DBE Erro Possivel Composto Méis
(m/z) [M-H] (ppm) quimico TA [TA | TCTC[MC[MC | MM | MM | MQ | MQ | AM | AM
2 9 2 19 2 9 2 9 2 9 2 9
163.04016 C9H703 6 -0,56 Acido p-cumarico ND ND | ND |ND| ND | ND ND ND ND ND D D
179.03505 C9H704 6 -0,40 Acido cafeico ND ND | ND [ND| ND [ ND ND ND ND ND D ND
179.05617 C6H1106 1 -1,40 Glicose ND ND | ND |[ND| D |ND ND D ND ND
195.05133 C6H1107 1 -1,53 Acido gluconico ND ND | ND [ND| ND [ ND ND ND ND D
215.03299 CgH12ClOg - -0,95 Glicose D D D D | ND | ND ND ND ND ND ND ND
237.07703 C12H1305 6 -0,77 [3,4,5-Trimethoxycinnamic acid ND D ND [ND| ND | ND ND ND ND ND ND ND
285.04057 C15H906 11 -0,86 Kaempferol ND ND D |[ND| ND | ND ND D ND D ND D
289.07206 C15H1306 9 -1,03 Catequina ND ND | ND |ND| ND |ND ND ND ND ND ND D
293.10343 C15H1706 7 -1,25 Cumarina ND ND | ND [ND| ND [ND ND ND ND ND D ND
301.03574 C15H907 11 -1,04 Quercetina ND D D D | ND |ND ND D D D D D
327.12405 C19H1905 10 | 076 |2 '3’4';;6;;?:2&“0" D |[ND| D |D|NDIND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
4-Hydroxy-3,5-
345.11966 C15H210g 5 -1,61 dimethoxybenzyla-L- |D | ND| D | D|ND|ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
galactopyranoside
377.08594 C18H1709 8 1,87 Acido c salvianico ND ND | ND | D | ND |[ND ND ND ND ND ND ND
2-(2,3-Dihydroxy-4-
methoxyphenyl)-5,7-
377.08628 C1g8H1709 10 | 4,05 dinydroxy-3,6-dimethoxy- |© | P | P | D | ND|ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
2,3-dihydro-4H-chromen-4-

a7




one

395.09688

C18H19010

3,77

Methyl 4-(B-L-
glucopyranosyloxy)-1,5-
dihydroxy-2-naphthoate

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

397.09398

C21H170g

13

-2,74

2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5-
dihydroxy-10-isopropyl-9,10-
dihydro-4H,8H-pyrano[2,3-
flchromene-4,8-dione

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

399.09376

C17H19011

-1,18

Sinapinic acid-O-glucuronide
isomer

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

405.17129

Co5H2505

13

-1,34

5-Hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-
8,8-dimethyl-6-(3-methyl-2-

buten-1-yl)-2,3-dihydro-4H,8H-
pyrano[2,3-flchromen-4-one

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

419.17168

CooH270g

-1,28

Ethyl 3-[3-hydroxy-6-
(hydroxymethyl)-4-oxo-4H-
pyran-2-yl]-3-(3-isobutoxy-4-
methoxyphenyl)propanoate

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

475.17699

CogH2707

15

-1,62

3-(4-Hydroxyphenyl)-5-methoxy-
8,8-dimethyl-10-(3-methyl-2-
buten-1-yl)-2-oxo-2H,8H-
pyranol[3,2-g]chromen-4-yl
acetate

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

489.14102

Co4H25011

12

-1,60

Lethedoside A

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

539.13903

C24H27014

11

1,60

Flavonol hexosideo hidratado

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

539.13981

C24H27014

11

1,52

4-Hydroxy-7-methoxy-3-
0xo0-1,3-
dihydronaphtho[2,3-
c]furan-5-yl 6-O-B-D-
xylopyranosyl-3-D-
glucopyranoside

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

559.16515

C24H31015

3,03

-O-[(2E)-3-(4-Hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2-propenoyl]-B-
D-fructofuranosyl 6-O-acetyl-a-

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
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D-glucopyranoside

579.17154

C27H31014

12

0,67

Naringina

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

591.22487

C33H35010

16

-2,20

Methyl 3-[2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trinydroxy-4-oxo-4H-
chromen-8-yl]-3-[4-
hydroxy-3,5-bis(2-
methyl-2-
propanyl)phenyl]propano
ate

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

615.10839

C39H1908

30

0,15

Quercetina galoil
hexosideo isbmero

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

633.24919

C39H370g

21

0,32

2-Acetyl-8-hydroxy-1,7-bis(3-
methylbutyl)-9-ox0-9H-
xanthene-3,6-diyl dibenzoate

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

635.21464

C34H35012

17

-1,95

5',6'-Dihydroxy-2,2',4,4'-
tetramethoxy-5,6-dioxo-5,6-
dihydro-1,1'-binaphthalene-7,7'-
diyl)di(2R)-1,2-propanediyl
diacetate

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

713.1141

C36H25016

24

0,99

(2R,2'R)-2,2'-[(6,9,10-
Trihydroxybenzo[kl]xanthene-
1,2-diyl)bis(carbonyloxy)]bis[3-
(3,4-dihydroxyphenyl)propanoic
acid]

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

*DBE: nimero de instauragcdo da molécula

**ND: ndo detectado
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4.4Viabilidade celular e atividade quimiopreventiva

4.4.1 Viabilidade celular (MTT)

O efeito das amostras sobre a viabilidade celular, pelo método MTT, nas linhagens
de fibroblastos (L929) e macrofagos (RAW 264.7), indicou que todos 0s méis néo
apresentaram citotoxicidade nas concentracdes avaliadas (500 ug.mL?) (Tabela 11).
No estudo de Biluca et al. (2020), os méis de abelha sem ferrdo também nao foram

citotoxicos.

4.4.2 Inducéo da Quinona Redutase

Andlise Interespecifica

As amostras de méis, independente da sazonalidade, foram avaliadas in vitro
guanto ao seu potencial para induzir a quinona redutase, uma enzima quimioprotetora
de fase Il representativa. Os valores encontrados para méis das diferentes espécies
apresentaram DC meédio de 1 (p=0,71) (Tabela 11). Diante desses resultados,
nenhuma amostra de mel, avaliada em conjunto, apresentou DC maior que 2, quando

avaliados de acordo com a espécie.

Sazonalidade

Os valores médios da inducdo da quinona redutase foram de DC iguala 1 £ 0,2
e 1 £ 0,3, para a estacao seca e chuvosa (p=0,013) (Figura 20). De acordo com a
estacao coletada, o mel da espécie MQ e TC coletados na estacao seca, foram ativos,
com DC igual a 2 (Tabela 12). Esse resultado do mel da espécie Tetragona clavipes,
pode estar relacionado aos maiores valores de polifendis e flavonoides (FAHEY;
STEPHENSON, 2002).
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Figura 20. Valores de inducdo da quinona redutase para méis de abelhas avaliados nas
estacdes seca e chuvosa, no Espirito Santo.

4.4.3 Atividade inibitéria de NF-xB

Andlise Interespecifica

Para a inibicdo da ativacdo de NF-kB, os valores médios encontrados para 0s
méis das diferentes espécies variaram de 29,5 a 63%, contudo ndo foram
significativamente diferentes (p=0,087). Os resultados demonstram que todos 0s méis
tém potencial atividade anti-inflamatoria (Tabela 11). As amostras ndo apresentaram

resposta dose dependente.

Sazonalidade

Os valores médios da inibicdo do NF-kB dos méis foram de 39,8% a 51,5%,
para a estacdo chuvosa e seca, respectivamente, contudo n&o apresentaram
diferenca significativa (p=0,08) (Figura 21). Os meéis amostrados nesse estudo séo
considerados inibidores moderados do NF-xB, sendo a espécie MC da estacdo seca
considerada forte inibidora por ter apresentado inibicao de 72,33% (Tabela 12). Essa
maior inibicdo do NF-xB no mel a estacdo seca, pode ser justificado pela maior
producdo de metabdlitos secundarios na estacdo seca (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).
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Figura 21. Valores de inibicdo do NF-xB para méis de abelhas avaliados nas estagfes seca
e chuvosa, no Espirito Santo. Letras iguais indicam diferencas ndo significativas entre as
médias de acordo com teste de Mann-Whitney (p < 0,05). TA= Tetragonisca angustula; TC=
Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ= Melipona
quadrifasciata; AM= Apis mellifera.

Tabela 11. Viabilidade celular, inducdo da Quinona Redutase e inibicdo do NF-xB em
amostras de mel de espécies de abelhas avaliadas no Espirito Santo: TA= Tetragonisca
angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ=
Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera.

Viabilidade celular  Viabilidade celular Quinona Redutase

Espécie (L929) (%) (RAW 264.7) (%) (DC) NF-«B (%)
A 107,19 £ 8,01 100,3 + 2,33 12027 29,50 17,437
TC 98,93 + 4,80 107,2 + 4,73 140,22 47,4+ 14,152
MC 110,34 + 5,98 98,81 + 6,12 140,22 57,6 + 23,14 2
MM 116,64 + 7,37 103,71 + 6,43 140,22 49,6 + 14,68 2
MQ 115,59 + 14,17 104,96 + 2,91 14032 63+ 10,49 2
AM 97,77 + 4,31 96,32 + 3,95 140,22 38,6 + 30,87

Valores expressos como média + desvio padrdo. 2 Letras iguais ha mesma coluna indicam néo
diferencas significativas entre as médias de acordo com teste de Dunn (p<0,05).
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Tabela 12. Viabilidade celular, inducdo da Quinona Redutase e inibicdo do NF-kB em
amostras de mel de espécies de abelhas avaliadas no Espirito Santo: TA= Tetragonisca
angustula; TC= Tetragona clavipes; MC= Melipona capixaba; MM= Melipona mondury; MQ=
Melipona quadrifasciata; AM= Apis mellifera, de acordo com as estacdes sazonais.

Espécie Veiar  cduar  Redutmse N
(L929) (%) (RAW 264.7)(%) (DC) 0
TA seca 108,75 + 0,98 101,7 + 2,68 1+0.3 21,33+ 23,43
TA chuvosa 100,35z 1,09 98,85 + 1,06 1+0,1 37,70+ 3,21
TC seca 102,70 + 2,12 111,05 + 0,91 2+0,1 37,00 + 14,14
TC chuvosa 95,15 + 2,75 103,35 + 2,61 1+0,0 54,30 + 10,96
MC seca 107,75 + 8,98 103,40 + 0,42 1+0,2 72,33 13,57
MC chuvosa 113,40 + 0,98 91,85 + 8,69 1+0,0 35,50 + 12,02
MM seca 116,20 + 12,58 108,10 + 1,13 1+0,3 56,33 + 7,50
MM chuvosa 116,80 + 2,12 99,30 + 6,78 1+0,1 43,00 + 18,68
MQ seca 126,80 + 9,75 97,20 + 11,59 2+0,4 65,70 * 8,50
MQ chuvosa 104,40 + 2,12 106,85 + 0,63 1+0,2 59,00+ 9,19
AM seca 94,85 + 3,04 97,30 + 6,50 1403 65,33 + 14,57
AM chuvosa 100,65 + 3,60 95,35 +£0,35 1+£0,0 12,00 + 6,08

Valores expressos como média + desvio padréo.

5. CONCLUSAO

As caracteristicas fisico-quimicas dos méis variaram entre as espécies de
abelhas avaliadas. Neste sentido, algumas das caracteristicas do mel para as abelhas
sem ferrdo foram distintas comparadas aos valores determinados pela legislacéo
estadual do Espirito Santo.

Diante desse contexto, considerando o valor do acUcar redutor, umidade e
acidez avaliado em mel da espécie Tetragona clavipes abaixo do recomendado, sédo
necessarios mais estudos para a compreensao desta caracteristica e avaliar a
possibilidade de sugerir que para o mel desta espécie seja alterado o limite minimo
recomendado desses parametros. Para a determinacdo do novo valor, um maior
volumes de determinacdes deve ser realizado.

O mel de TC apresentou maiores valores de polifendis e flavonoides e maior
atividade antioxidante pelo método de DPPH, comparativamente as outras espécies.
O conteudo fendlico e a atividade antioxidante (DPPH e FRAP) dos méis indicam uma
variacao entre as espécies. Observa-se uma alta relacdo entre polifendis, DPPH e
FRAP, porém, para flavonoides néo foi observada essa relacédo, sugerindo que podem

NAo ser 0s principais componentes que exerceram a atividade antioxidante dos méis.
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Os meéis ndo apresentaram citotoxicidade. Em relagcéo a inducdo da Quinona
Redutase e NF-«B, 0s resultados desse trabalho caracterizaram o mel de MQ e TC,
guando coletados em época seca, como indutor de quinona redutase e MC como
maior inibidor do NF-«B. Portanto, os resultados apresentados indicam que o mel
destas espécies de abelhas tem uso potencial na quimioprevencéo do céncer, e seu
consumo deve ser incentivado.

No geral, o periodo sazonal (seca e chuvosa) influenciou as caracteristicas
fisico-quimicas, SST e umidade, FRAP e Quinona Redutase. Contudo, essa avaliagdo
sazonal apresentou outras distingdes ao observar diferentes espécies de abelhas.

Portanto, deve-se estabelecer parametros exclusivos para os meéis de cada
espécie de abelha sem ferrdo, além de considerar os efeitos das variaveis ambientais
como a sazonalidade, para proporcionar uma maior qualidade e comercializagao
deste produto.

De maneira geral, algumas variaveis das caracteristicas fisico-quimicas,
conteudo fendlico, viabilidade celular e atividades quimiopreventivas nao
apresentaram padrdes entre espécies ou entre as estacbes sazonais. Portanto,
importante ressaltar que € necessaria uma amostragem maior (maior abundancia de
amostras, outros meses compreendidos nos periodos sazonais e outras espécies)
para compreender melhor a existéncia de algum padrdo sobre os méis de abelhas
sem ferrdo e africanizada no estado do Espirito Santo.

E necessaria uma compilacéo e verificacdo de todas as caracteristicas fisico-
guimicas em diversas regides do Brasil e de diferentes espécies para a validacdo de
parametros para méis de abelha sem ferrdo. Essa compilacdo também deve levar em
consideracdo os diferentes periodos sazonais, pois essa variavel pode mudar de
acordo com a umidade, temperatura, precipitacédo e composicao floristica do local e

assim, modificar essas caracteristicas.
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7 ANEXOS
ANEXO 1- TABELA PARA TRANSFORMAR INDICE DE REFRAGAO PARA BRIX (%)

Bric Densidade S Densidade
(20°C) (20°C)
1.0 1,0039 49.0 1,22652
20 1,0078 50.0 1,23202
3.0 1.01173 51.0 1.23756
4.0 1,01569 52.0 1,24313
5.0 1,01968 53.0 1.24874
6.0 1.02369 54.0 1.25439
7.0 1,02773 55.0 1,26007
8.0 1,03180 56.0 1.26580
9.0 1,03580 57.0 1.27158
10. 1,04003 58.0 1,27736
1.0 1,04418 59.0 1.28320
12.0 1,04837 60.0 1.28908
13.0 1,05259 61.0 1,29498
14.0 1,05683 62.0 1,30093
15.0 1,06111 63.0 1.30694
16.0 1,06542 64.0 1,31297
17.0 1,06976 65.0 1.31905
18.0 1,07413 66.0 1.32516
19.0 1,07853 67.0 1.33129
20.0 1,08297 68.0 1.33748
21.0 1,08744 69.0 1.34371
22.0 1,09194 70.0 1.34997
23.0 1,09647 71.0 1.35627
24.0 1,10104 72.0 1.36261
25.0 1,10564 73.0 1.36900
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26.0
27.0
28.0
29.0
30.0
31.0
32.0
33.0
34.0
35.0
36.0
37.0
38.0
39.0
40.0
41.0
42.0
43.0
44.0
45.0
46.0
47.0
48.0

1,11027
1,11493
1,11963
1,12436
1,12913
1,13394
1,13877
1,14364
1,14855
1,15350
1,15847
1,16349
1,16853
1,17362
1,17874
1,18390
1,18910
1,19434
1,19961
1,20491
1,21026
1,21564
1,22106

74.0
75.0
76.0
77.0
78.0
79.0
80.0
81.0
82.0
83.0
84.0
85.0
86.0
87.0
88.0
89.0
90.0
91.0
92.0
93.0
94.0
95.0

1,37541
1,38187
1,38835
1,39489
1,40146
1,40806
1,41417
1,42138
1,42810
1,43486
1,44165
1,44848
1,45535
1,46225
1,46919
1,47616
1,48317
1,49022
1,49730
1,50442
1,51157
1,51876
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ANEXO 2- TABELA DE CHATAWAY

indicede  Umidade Indicede Umidade Indice de Umidade
Refracédo a (%) Refracao (%) Refracao (%)

20°C a 20°C a 20°C

1,4740 25,0 1,4840 21,0 1,4940 17,0
1,4745 24,8 1,4845 20,8 1,4946 16,8
1,4750 24,6 1,4850 20,6 1,4951 16,6
1,4755 24,4 1,4855 20,4 1,4958 16,4
1,4760 24,2 1,4860 20,2 1,4961 16,2
1,4765 24,0 1,4865 20,0 1,4966 16,0
1,4770 23,8 1,4870 19,8 1,4971 15,8
1,4775 23,6 1,4875 19,6 1,4976 15,6
1,4780 23,4 1,4880 19,4 1,4982 154
1,4785 23,2 1,4885 19,2 1,4987 15,2
1,4790 23,0 1,4890 19,0 1,4992 15,0
1,4795 22,8 1,4895 18,8 1,4997 14,8
1,4800 22,6 1,4900 18,6 1,5002 14,6
1,4805 22,4 1,4905 18,4 1,5007 14,4
1,4810 22,2 1,4910 18,2 1,5012 14,2
1,4815 22,0 1,4915 18,0 1,5018 14,0
1,4820 21,8 1,4920 17,8 1,5023 13,8
1,4825 21,6 1,4925 17,6 1,5038 13,2
1,4830 21,4 1,4930 17,4 1,5044 13,0

Fonte: A.O.A.C. (1995)
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