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MEL DE ABELHA JANDAIRA (Melipona subnitida) DO ESTADO DO RIO GRANDE
DO NORTE. PINHEIRO, Carolina de Gouveia Mendes da Escdssia. Mel de abelha jandaira
(Melipona subnitida) do Estado do Rio Grande do Norte. Mossord: Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, 2016. 132f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal), Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, 2016.

RESUMO: A abelha jandaira (M. subnitida Ducke) é encontrada no Nordeste brasileiro. O
seu mel é caracterizado pela grande quantidade de dgua (umidade) e coloracdo predominante
clara. As caracteristicas do mel podem ser influenciadas por diversos fatores, como: espécie,
florada, temperatura, colheita e estocagem. E sua qualidade pela presenca de microrganismos,
pesticidas e outros. Objetivou-se caracterizar o mel de abelha jandaira produzido no semiarido
do Estado do Rio Grande do Norte. Para isso, avaliou-se 35 amostras provenientes de trés
mesorregides do estado, de 12 municipios, as quais foram coletadas diretamente dos
meliponarios. Sendo avaliada a composicdo do mel (umidade, Aa, pH, HMF, acidez livre,
sacarose, acUcares redutores, solidos insollveis, cinzas e cor) e a influéncia da florada;
realizou-se analise qualitativa e quantitativa do polen (melissopalinologia); verificou-se o
efeito do periodo de estocagem (Mo, Mi2, M1g) sobre suas caracteristicas; e pesquisou-se a
presenca de microrganismos e pesticidas no mel. As amostras do mel de abelha jandaira
apresentaram umidade elevada, média de 24,4%. A coloracdo foi predominante clara (branco
d"agua e extra branco). Houve predominancia de p6len de plantas nativas do bioma Caatinga,
como a Mimosa tenuiflora e M. arenosa, entre outras e predominio de mel unifloral. Durante
a estocagem verificou-se que a umidade e pH reduziram, ja o HMF, acidez livre e a cor
aumentaram no fim do periodo de estocagem. Com relagdo aos microrganismos pesquisados
verificou-se contaminacdo por fungos e leveduras, Clostridium perfringens, C. botulinum
Tipo C e diferentes espécies de Bacillus. Observou-se contaminacdo por pesticidas em 25
amostras de mel, sendo todos da classe dos organofosforados. O mel de abelha jandaira
produzido no semiarido do Estado do Rio Grande do Norte apresentou parametros que nao
podem ser comparados com as legislacdes existentes, além de contaminacdo por
microrganismos e pesticidas. Portanto, sugere-se a criacdo de uma instrugdo normativa que
aborde a identidade e qualidade do mel de abelha jandaira, a qual contemple também o
periodo de validade do produto, limites aceitaveis de microrganismos e pesticidas, para que o
produto oferecido a populagdo seja de qualidade. Além disso, para a manutencao da florada
nativa e consequente preservacao da abelha jandaira, se faz necessaria a fiscalizagdo constante
para evitar o uso de pesticidas e o desmatamento nas areas de bioma Caatinga.

Palavras-Chave: Estocagem. Mel. Meliponineos. Melissopalinologia. Microbioldgico.
Pesticida.



HONEY BEE JANDAIRA (Melipona subnitida) OF RIO GRANDE DO NORTE
STATE. PINHEIRO, Carolina Gouveia Mendes da Escossia. Honey bee jandaira (Melipona
subnitida) of Rio Grande do Norte. Mossoro: University Federal Rural of the Semi-Arid,
2016. 132s. Thesis (Doctorate in Animal Science), University Federal Rural of the Semi-Arid,
2016.

ABSTRACT: Jandaira bee (M. subnitida Ducke) is found in Brazilian northeastern. Your
honey is characterized by the large amount of water (moisture) and clear color predominant.
The honey characteristics can be influenced by several factors such as species, flowering,
temperature, harvesting and storage. In addition, its qualityis marked by the presence of
microorganisms, pesticides and others. This study aimed to characterize the Jandaira honey
produced in the semiarid region of Rio Grande do Norte. In order to do this, we evaluated 35
samples from three mesoregion state of 12 cities, which were collected directly from
meliponary. The honey composition (moisture, Aw, pH, HMF, acidity, sucrose, reducing
sugars, insoluble solids, ash and color) and the influence of flowering were evaluted;
qualitative and quantitative analysis of the pollen (melissopalynology) was conducted; the
effect of storage period (MO, M12, M18) on their characteristics was observed; and the
presence of microorganisms and pesticides in honey was researched. Samples of Jandaira
honey presented high moisture, an average of 24.4%. Staining was a predominantly clear
(white and extra white). There was a predominance of pollen from native plants of the
Caatinga biome, such as Mimosa tenuiflora and M. arenosa, among others and the
predominance of unifloral honey. During the storage it was found that moisture and pH
reduced, while the HMF, the acidity, and the color increased at the end of the storage period.
Regarding to the investigated microorganisms there was contamination by fungi and yeasts,
Clostridium perfringens, C. botulinum type C and different species of Bacillus.
Contamination was observed by pesticides in 25 honey samples, all in the organophosphates
class. The Jandaira honey produced in the semiarid region of Rio Grande do Norte State
presented parameters that cannot be compared with existing legislation, and contamination by
microorganisms and pesticides. Therefore, we suggest the creation of a normative instruction
that addresses the identity and quality of Jandaira honey, which also contemplates the product
validity period, acceptable limits of microorganisms and pesticides so that the product offered
to the population would have a good quality. In addition to maintaining native flowering and
consequent preservation of Jandaira bee, the constant monitoring is necessary to avoid the use
of pesticides and deforestation in the areas of Caatinga.

Keywords: Storage. Honey. Stingless bees. Melissopalynology. Microbiological. Pesticide.



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos estabelecidos para o mel da abelha Apis mellifera e
padrdes propostos para 0 mel das abelhas Sem ferrdo..........ccovvveiieeieeie s 33

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do mel das abelhas sem ferrdo do Brasil,
provenientes de compilagéo de dados de pesquisas realizadas sobre este assunto, nos anos de

2004 8 2016......eeeeeeeieeieieee et ettt bt Rt Re bt n ettt re et reer s 36
CAPITULO II
Tabela 1 - Cores do mel a partir dos valores observados na Escala Pfund.................ccco.... 50

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas e de cor do mel de abelha jandaira (Melipona
subnitida) provenientes de municipios do Estado do RN, 2013..........cccccevereveieinsecneeennns 53

Tabela 3 — Médias e padrdes (legislacBes) das caracteristicas fisico-quimicas das amostras de
mel de jandaira provenientes do semiarido NOrdestino............ccceeveiiiicieecc s 54

CAPITULO Il

Tabela 1- Origem botanica do mel de abelha jandaira na Caatinga, Rio Grande do Norte,
Brasil. Os dados representam a andlise quantitativa das amostras. As letras de A a L
representam as localidades das amostras (A: Alto do Rodrigues, B: Barcelona, C: Galinhos,
D: Tibau, E: Governador Rosado, F: Jandaira, G: Mossoro, H: Pau dos Ferros, I: Riachuelo, J:
Sédo Francisco do Oeste, K: Sdo Paulo do Potengi, L: Serra do Mel) e 0os nimeros representam
os meliponarios amostrados em cada localidade. Em cada amostra, 0s tipos polinicos
predominantes (com ocorréncia maior que 45%) foram destacados em cinza. Os tipos
polinicos com maior abundancia total (A), acima de 4%, foram destacados em negrito. Os
tipos polinicos com maiores valores de frequéncia relativa (Fr) foram destacados em negrito.
* plantas com anteras poricidas, as quais disponibilizam apenas pdlen para as abelhas. Em
localidade R: RUral; U: UrDana...........oooiiiiiiii ittt 68

CAPITULO IV

Tabela 1- Médias das caracteristicas fisico-quimicas e cor do mel de abelha jandaira (M.
subnitida) nos tempos 0, 12 e 18 meses de eStOCAGEM........c.ecvveeirieiieerieecie et sie e 83

Tabela 2 - Correlagdo de Perarson (r) das caracteristicas fisico quimicas do mel de abelha
jandaira (M. subnitida) nos diferentes tempos de eStOCAGEM........cccvevvereerieiieeieeie e 86



CAPITULO V

Tabela 1 - Primers iniciadores e pares de bases utilizados nas PCR para a pesquisa de

Clostridium perfingens, C. difficile @ C. botulinum.............ccccooveiiiiii 9
Tabela 2 - Microrganismos pesquisados no mel de abelha jandaira (Melipona subnitida)
criadas na regido semiarida do Brasil, nos meses de agosto a novembro de 2013................... 98
CAPITULO VI

Tabela 1 - Niveis de pesticidas detectados no mel de abelha jandaira (Melipona subnitida)
provenientes do SeMiArido NOFAESTINO..........c.ccviiiiie i 109

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1 - Distribuicdo de espécies de abelhas sem ferrdo nos diferentes estados brasileiros..30

Figura 2 - Distribuicdo dos géneros/subgéneros das abelhas sem ferrdo que tiverem seu mel
avaliado por diferentes autores de 2004 @ 2016............cccveiieiiieiiie i 35

Figura 3 - Percentual de inadequacdo das amostras do mel das abelhas sem ferrdo, com
relacdo a legislacéo brasileira para o mel de A. mellifera e a proposta brasileira para 0 mel de
abelhas nativas, a partir de resultados de trabalhos publicados de 2004 a 2016....................... 40

CAPITULO I

Figura 1 - Percentual de inadequacdo das caracteristicas fisico-quimicas das amostras do mel
de abelha jandaira (Melipona subnitida) provenientes do semiarido nordestino brasileiro, em
relacdo a legislacdo brasileira e ao Codex Alimentarius, de agosto a novembro de 2013........ 52

Figura 2 - Percentual da distribuicdo da cor do mel nas amostras de abelha jandaira (Melipona
subnitida) provenientes do semiarido nordestino de agosto a novembro de 2013................... 56

Figura 3 - Influéncia da zona de procedéncia (rural ou urbana) das amostras de mel de
jandaira (Melipona subnitida) e a caracteristica do mel do Estado do RN, 2013.................... 57

Figura 4 - Influéncia do pdlen predominante na caracteristica de acidez livre no mel de abelha
jandaira (Melipona subnitida) do Estado do RN, 2013..........ccccooeiieiiiiieieeie e 58



Figura 5 - Influéncia do municipio de procedéncia, do Estado do RN, das amostras de mel de
jandaira (Melipona subnitida) em relacdo a cor e agucares redutores, 2013............c.cceevvenen. 59

CAPITULO 11l

Figura 1 - Locais de coletas das amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) com
identificacdo dos tipos de pélen predominantes (>45%), de agosto a outubro de 2013, no
BIOMA CAALINGA. ... ettt ettt sttt e bt b e e se e bt ebe st e beebeeneenre e e enes 73

Figura 2 - Grdos de polen predominantes e secundarios (A - Mimosa arenosa/Mimosa
caesalpiniifolia, B - Mimosa tenuiflora, C - Myracrodruon urundeuva, D - Pityrocarpa
moniliformis, E - Borreria verticillata, F - Chamaecrista duckeana; G - Psidium guavaja, H -
Ziziphus joazeiro, | — Tipo Gliricidia sepium e J - Waltheria rotundifolia) observados nas
amostras do mel de abelha jandaira do semiarido do Rio Grande do Norte, agosto a outubro de

CAPITULO IV

Figura 1- Médias das caracteristicas do mel de abelha jandaira (M. subnitida) nos diferentes
tempos de analise. (A) Umidade; B) Atividade de agua; C) pH; D) Acidez livre; E) HMF

(Hidroximetilfurfural); F) Escala Pfund (COr)........cccoieiieiiicieecc e 84
Figura 2 - Cores das amostras de mel de jandaira (Melipona subnitida) apds longo periodo de
LSS (0107210 {1 1 PRSP R PR PPR 85
CAPITULO V

Figura 1 - Percentual de microrganismos anaerobios observados através da PCR (Clostridium
sp.) e Sequenciamento (Bacillus) nas amostras de mel de abelha jandaira, oriundas do
SEMIANTTO GO RNt ettt e et e bt enbenbenre e 99

Figura 2 - Caracteristicas microscopicas das colonias de Bacillus isoladas do agar sangue e
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina. A - B. cereus; B - B. licheniformis C - B.
SUDTITIS. ..ttt b et r et R et beene e nre e teenne s 100

CAPITULO VI

Figura 1 - Locais de coleta das amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) para
pesquisa de residuos de PESTICIAAS. .......c.ciiiiieii ettt 106

Figura 2 - Percentual de amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) com
pesticidas detectados em desconformidade com as regulamentacbes nacional e
1L g = Vo o] - | SRR OPPRN 111



LISTA DE SIGLAS

°C Graus Celsius

pL Microlitro

A Abundancia

Aa Atividade de agua
Ac Acidez livre

ANOVA Anélise de variancia
ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AQUAVET Laboratério de doengas de animais aquaticos

AR Acucares redutores

ASA Abelhas semiéarido

ASF Abelhas sem ferrédo

Au Ausente

Bee Lab Laboratorio de Ecologia Comportamental
BHI Brain Heart Infusion

BOD Camara incubadora de demanda bioquimica do oxigénio
BR Brasil

cbp Gene da toxina beta C. perfringens

CCD Desordem do Colapso da Colonia

CdtB Toxina binaria C. difficile

CE Collision Energy (Energia de coliséo)

Cin Cinzas

CMM Cooked Meat Medium

cpa Gene da toxina alfa Clostridium perfringens

cpb2 Gene da toxina beta-2 C. perfringens



cpe
CXP
Dia
DNA
EC
EG
ESI
etx
EU

Fr

HMF

ia

IAL
IASC
IDIARN
IN

JAN

Kg

Km

kV
LANAGRO
LC

LIA

LIPOA

Gene da toxina enterotoxina C. perfringens
Collision Cell Exit Potential ( Potencial de Saida da Cela de Colis&o)
Atividade diastésica

Acido Desoxirribonucléico

European Commission

Escala Gothe

lonizagéo por eletro spray

Gene da toxina épsilon C. perfringens
European Union

Frequéncia relativa

Grama

Hora

indice de Shanon-Wiener
Hidroximetilfurfural

Gene da toxina iota C. perfringens
Instituto Adolfo Lutz

Instituto de Apicultura de Santa Catarina
Instituto de Defesa e Inspecdo Agropecuédria do Rio Grande do Norte
Instrucdo Normativa

Jandaira

Quilograma

Quildmetro

Quilovolt

Laboratorio Nacional Agropecuario
Cromatografia liquida

Agar lisina ferro

Laboratdrio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal



LMR
LOD
Log

LOQ

Min
min
mL
mm
mmol
MO
MRM

MS

Na
NaOH
Nd
Nde

nm

Limite maximo de residuo
Limite de Detec¢éo
Logaritmo

Limite de Quantificagédo
Melipona

Momento zero

12 meses pos-colheita
18 meses pos-colheita
Méaximo

Média

Miliequivalente
Miligrama

Minas Gerais

Minimo

Minutos

milimetros

milimetros

Milimol

Mossord
Monitoramento de Reacdes Mdltiplas
Espectro de massas
Normalidade

Né&o analisado
Hidroxido de sodio

Né&o determinado

Né&o detectado

Nandmetro



NMP Numero mais provavel

PBS Phosphate buffered saline
PCA Agar padrio para contagem
PCR Reacdo em cadeia da polimerase
pH Potencial Hidrogenidnico

Pl Pdlen isolado importante

P1O Pdlen isolado ocasional

PNCR Programa de Controle de Residuos e Contaminantes de Alimentos
PP Pélen predominante

ppb Partes por bilhdo

PS Pdlen secundério

PSA Amina priméria-secundaria

psi Paper Spray lonization

r Correlacédo de Pearson

R Rural

RCM Reinforced Clostridial Medium
RN Rio Grande do Norte

RNA Acido ribonucléico

Rpm Rotacdo por mimuto

RT Regides tropicais

S Sul

s.a Sem ano

Sac Sacarose

Sc Scaptotrigona

SFO Séo Francisco do Oeste

Sl Sélidos insoluveis

SM Serra do Mel
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TcdA
TcdB
TE
TRA
TSI

U

UFC
UFERSA
UFLC
UFMG
Um
UPLC

UV-VIS

pum

Agar Sulfito Polimixina Sulfadiazina
Trigona

Toxina A Clostridium difficile

Toxina B C. difficile

Tris Edta

Tempo de Retencdo Aproximada

Agar triplo agtcar ferro

Urbana

Unidade formadora de col6nias
Universidade Federal Rural do Semi-Arido
Cromatdgrafo Liquido Ultra Rapido
Universidade Federal de Minas Gerais
Umidade

Ultra Performance Liquid Chromatography
Ultravioleta visivel

Oeste

Micrémetro
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1 INTRODUCAO GERAL

As abelhas pertencem a familia Apidae e subfamila Apinae, havendo separacdo das
diferentes abelhas a partir da distribuigdo em tribos. Podendo ser classificada em uma das 20
tribos existentes. As abelhas sem ferrdo (ASF), ou meliponineos, estdo inseridas na tribo
Meliponini, a qual apresenta mais de 30 géneros de abelhas (CAMARGO; PEDRO, 2013).

As ASF sdo mais observadas em regides tropicais, como no norte da Austrélia,
Africa, sudoeste asiatico e na maior parte da América Latina (VILLAS-BOAS, 2012).
Havendo no Brasil mais de 300 espécies, distribuidas em 27 géneros, principalmente nas
regides Nordeste e Norte (KERR; BUBLITZ FILHO, 1999; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA,
2002; SOUSA et al., 2013). No bioma Caatinga, que no Brasil localiza-se no semiarido dos
estados do Nordeste brasileiro e norte de Minas Gerais, além de algumas partes da América
do Sul, a familia Apidae apresenta 45 géneros distribuidos em 114 espécies (ZANELLA,
2000; BRASIL, 2016). De acordo com Imperatriz-Fonseca (2012) entre as ASF observadas
no semiarido a mais utilizada pelo homem da caatinga sdo as abelhas jandaira (Melipona
subnitida Ducke).

Koffler et al (2015) ao avaliarem a producdo de mel das abelhas jandaira constataram
que a produgdo anual de mel por coldnia variou de 0 a 1,8 litros. Sendo essa afetada
negativamente pela divisdo da col6nia e altas temperaturas do ambiente. Perceberam aumento
na producdo com a suplementacdo alimentar e com os altos indices pluviométricos.
Verificaram também que as abelhas jandaira suportam condicdes extremas de clima. Fato esse
corroborado por Maia-Silva et al (2015) que relataram a adaptacdo das abelhas jandaira as
condi¢des climaticas adversas e a disponibilidade de alimento, através da variacdo no

comportamento das coldnias (forrageamento de p6len e producéo de cria).

A criacdo das ASF, chamada meliponicultura, foi inicialmente tida como atividade
recreativa, sendo hoje considerada uma atividade produtiva vidavel (manejo simples,
investimento inicial e de manutencdo baixo). Além disso, permite o desenvolvimento
sustentavel da agricultura, através da polinizacdo e conservacdo da vida nativa
(VENTURIERI; RAIOL; PEREIRA, 2003; CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006).

A criacdo da abelha jandaira tem as vantagens observadas na criacao das demais ASF,

como: comercializa¢do das coldnias, através da sua divisdo e a producéo de mel (KOFFLER
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et al., 2015). O mel produzido pelas ASF apresenta um alto valor comercial, devido ser

considerado, tradicionalmente, um produto terapéutico (CAMARA et al., 2004).

De acordo com Rao et al (2016) ainda existem poucos relatos dos beneficios do mel
das ASF, havendo alguns estudos sobre as atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatoria e contra catarata. Os autores propdem a ampliacdo dos estudos com o mel de
ASF para a investigacdo do potencial bioldgico e farmacoldgico, como ja existe para alguns
tipos de mel (mel de Tualang e mel de Manuka). Alves et al (2012) avaliaram, através de
questionario, a crenca popular sobre o valor medicinal de animais e/ou alimentos por eles
produzidos. Havendo relatos das propriedades do mel das seguintes ASF: Partamona cupira,
M. subnitida, Tetragonisca angustula e Cephalotrigona capitata, sendo o mel da jandaira
utilizado no combate a dor de garganta, gripe, dor de ouvido e rouquidao.

As abelhas produzem o mel “a partir do néctar das flores ou das secre¢cdes procedentes
de partes vivas das plantas ou de excre¢des de insetos sugadores de plantas” (BRASIL, 2000).
Sendo seus aspectos avaliados a partir da normas estabelecidas pelas legislacdes sobre a
identidade e qualidade do mel (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001), porém as

mesmas tratam apenas do mel da abelha africanizada (Apis mellifera).

Os parametros a serem pesquisados no mel sdo: quanto a maturidade (umidade,
acucares redutores e sacarose aparente), pureza (sélidos insolGveis em &gua, minerais ou
cinzas e polen), e deterioragdo (acidez livre, atividade diastasica e hidroximetilfurfural -
HMF), além das caracteristicas sensoriais (BRASIL, 2000).

De maneira geral, a umidade do mel das ASF € mais alta que a da abelha A. mellifera
(BIJLSMA et al., 2006). Com relagdo as demais caracteristicas existem divergéncias entre os
relatos. O mel das abelhas sem ferrdo ndo apresenta regulamentacdo nacional nem
internacional que permita sua comercializagdo formal (ALMEIDA-MURADIAN, 2013). A
maior dificuldade é devido as variacGes observadas nas caracteristicas do mel de acordo com
0s géneros desse tipo de abelhas, sendo proposta por alguns autores a divisdo das ASF em trés
géneros (Melipona, Scaptotrigona e Trigona) (VIT; MEDINA; ENRIQUEZ, 2004).

Porém, outros fatores, além da espécie de abelha, podem causar variacdo na
composicdo do mel, como: os ambientais (solo, condi¢des climaticas e tipo de florada
visitada) e os de producdo (estadio de maturacdo, processamento e armazenamento) (SILVA;
QUEIROZ; FIGUEIREDO, 2004).
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O periodo de estocagem também pode afetar as caracteristicas do mel, principalmente
quando associado as condi¢fes de tempo e temperatura, sendo a cor do mel e o
hidroximetilfurfural (HMF) as mais comumente alteradas (GONZALES; BURIN, BUERA,
1999; MELO; DUARTE; MATA, 2003).

J& com relacdo a qualidade do mel, essa pode ser influenciada por problemas de
contaminacdo durante a producdo, colheita e processamento. Esta pode ser por diferentes
contaminantes, como: microrganismos, pesticidas, metal pesado e material radioativo (AL-
WAILI et al., 2012).

Embora o mel de Apis ndo seja um alimento ideal para o desenvolvimento de
microrganismos, devido a baixa atividade de agua e a presenca de componentes com
propriedades antibacterianas, como o peroxido de hidrogénio, ha relatos de contaminagéo por
fungos e bactérias formadoras de esporos (SNOWDON; CLIVER, 1996). Estudos mostram
qgue a presenca de fungos e leveduras trazem efeitos positivos para as colonias de ASF
(MENEZES et al., 2015; ROSA et al., 2003). As pesquisas microbioldgicas no mel das ASF

ainda sdo raras.

Outro problema para o mel de jandaira pode ser o uso descontrolado de pesticidas,
para aumentar a produtividade agricola, que pode causar prejuizos ao ambiente, espécies
animais e seres humanos (AL-WAILI et al., 2012), pois podem levar a morte de abelhas e
atingir a populacdo humana e animal, j& que a polinizacdo pode reduzir e consequentemente
afetar a quantidade de alimentos ofertados, além da possibilidade de contaminar o ambiente
(&4gua e solo) e alimentos, como o mel. Para controlar esse tipo de contaminagdo, no Brasil,
existe o programa de controle de residuos e contaminantes de alimentos — PNCR, que ¢

aplicado entre outros produtos ao mel (BRASIL, 2007).

Diante do exposto, verificou-se a necessidade de realizar uma pesquisa sobre o mel
das ASF. E realizar uma ampla investigacdo sobre a qualidade do mel da abelha jandaira (M.
subnitida).

No capitulo | verifica-se uma compilacdo de varios trabalhos, publicados entre 2004 a

2016, sobre as caracteristicas fisico-quimicas e cor do mel das ASF.

O capitulo 1l trata-se das caracteristicas fisico-quimicas e cor do mel de abelha
jandaira produzido no semiarido nordestino, como também da influéncia boténica nessas

caracteristicas. J& no capitulo 111 pesquisou-se sobre os tipos polinicos coletados pela abelha
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jandaira no semiarido nordestino. No capitulo IV avaliou-se a influéncia de diferentes

periodos de estocagem sobre as caracteristicas do mel de abelha jandaira.

Nos capitulos V e VI verifica-se analises microbiologicas e a pesquisa de pesticidas no

mel de abelha jandaira, respectivamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar o mel de abelha jandaira (M. subnitida Ducke) produzido no Estado do
Rio Grande do Norte.

2.2 Especificos

a) Determinar a composi¢cdo do mel de abelha jandaira do Estado do Rio Grande do
Norte e verificar a influéncia botanica sobre as caracteristicas do mel;

b) Realizar a analise de melissopalinologia (estudo dos grdos de pélen) do mel de
abelha jandaira do Estado do Rio Grande do Norte;

c) Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e cor do mel de abelha jandaira do Estado
do Rio Grande do Norte, durante a estocagem;

d) Avaliar a qualidade microbiolégica do mel de abelha jandaira produzido no Estado
do Rio Grande do Norte;

e) Investigar a presenca de pesticidas no mel de abelha jandaira produzido no do
Estado do Rio Grande do Norte.
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3 CAPITULO | - CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DO MEL DAS
ABELHAS SEM FERRAO (MELIPONINEOS) DO BRASIL: REVISAO

3.1 Introducéo

De acordo com Contrera, Menezes e Venturieri (2011) a meliponicultura, criagéo de
abelhas sem ferrdo (ASF), era considerada uma atividade de lazer. No entanto atualmente
tornou-se uma atividade produtiva viavel e rentavel, especialmente para os agricultores de
baixa renda. As ASF sdo encontradas em regides de clima tropical, e no Brasil, s&o mais
frequentes nas regides Norte e Nordeste (VILLAS-BOAS, 2012; SOUSA et al., 2013).

Existem vérias espécies de ASF, que produzem mel, porém sua comercializagcdo é
limitada, pois as legislacdes que tratam da identidade e qualidade do mel (BRASIL, 2000;
CODEX ALIMENTARIUS, 2001), que determinam as caracteristicas fisico-quimicas
(umidade, agUcares redutores, cinzas, sacarose, hidroximetilfurfural, sélidos insollveis, acidez
livre e atividade diastasica) do mel ndo consideram as particularidades do mel dessas abelhas.
De acordo Marchini, Geni e Moreti (2004) essas analises contribuem na fiscalizacéo, além de
serem fundamentais no controle da qualidade do produto comercializado, protegendo o

consumidor de adquirir um alimento adulterado.

O mel de ASF, mesmo sem adulteracdo, apresenta caracteristicas distintas daquelas
observadas no mel das abelhas africanizadas (Apis mellifera). De acordo com alguns trabalhos
(SOUZA et al., 2004a; EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005; ALVES et al., 2011;
OLIVEIRA; SANTOS, 2011; HOLANDA et al., 2012; MONTE et al., 2013; ALMEIDA-
MURADIAN et al., 2013; SILVA et al., 2013; SOUSA et al., 2013) o principal parametro que
ndo ¢ atendido pelo mel das abelhas nativas € a umidade, que na maioria das vezes €é superior
aos 20% recomendado pelas legislagdes (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001),
porém existem estudos que mostram outros critérios que devem ser revistos para o0 mel destas
abelhas (ALVES et al., 2011; HOLANDA et al., 2012; MONTE et al., 2013; OLIVEIRA,
RIBEIRO; OLIVEIRA, 2013).

Para facilitar a compreensdo das caracteristicas do mel das ASF e corroborar com
pesquisas sobre essas abelhas, elaborou-se uma revisdo, através da compilacdo de dados de

trabalhos publicados.
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3.2 Material e Métodos

Para elaboracdo desta revisao realizou-se ampla pesquisa em sistema de busca (google
académico) e nas bases de dados (Science direct e Scientific Electronic Library Online -
Scielo), sendo utilizados os seguintes descritores para pesquisar 0s artigos: mel; abelhas sem
ferrdo; mel de abelhas nativas sem ferrdo; meliponineos; caracteristicas do mel de abelhas
sem ferrdo; caracteristicas fisico-quimicas do mel e caracteristicas fisico-quimicas do mel das

abelhas sem ferrdo.

Os dados utilizados para elaboragdo da tabela das caracteristicas fisico-quimicas do
mel das ASF do Brasil foram obtidos de 20 trabalhos, publicados entre os anos de 2004 a
2016.

3.3 Revisdo de literatura

3.3.1 Abelhas sem ferréo (ASF)

As ASF, ou meliponineos, sdo mais observadas em regides tropicais do mundo, como
norte da Australia, Africa, sudoeste asiatico e na maior parte da América Latina (VILLAS-
BOAS, 2012). No Brasil, as regides Nordeste e Norte concentram as maiores ocorréncias
dessas abelhas (SOUSA et al., 2013), havendo mais de 300 espécies de ASF distribuidas em
27 géneros (KERR; BUBLITZ FILHO, 1999; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). Na

figura 1 observa-se a distribuicdo de algumas espécies de ASF no Brasil.

Figura 1 - Distribuicdo de espécies de abelhas sem ferrdo nos diferentes estados brasileiros.

Legenda:

Amazdnia
Caatinga
Cerrado

Mata Atlantica

Pampa

- 4 Pantanal
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1 Melipona subnitida, Melipona asilvai e Scaptotrigona sp; 2 Friseomelitta varia, Melipona
rufiventris, Scaptotrigona spp., Melipona mandacaia; 1 e 3 Melipona rufiventris, Melipona scutellaris,
Melipona quadrifasciata e Tetragonisca angustula; 4 Melipona compressipes manaoensis, Melipona
seminigra merrillae e Melipona rufiventris paraenses; 5 Friseomelitta sp., Melipona compressipes
fasciculata, Melipona compressipes manaoensis, Melipona rufiventris flavolineata, Melipona
melanoventer, Melipona seminigra pernigra, Melipona seminigra (Tapajos sub sp.), Scaptotrigona
nigrohirta, Tetragona clavipes e Tetragonisca angustula. 6 Melipona crinita, Melipona eburnea
fuscopilosa, Melipona flavolineata, Melipona grandis e Tetragonisca weyrauchi e 7 Melipona
compressipes fasciculata e Melipona fulva.

Mapa (Fonte: IBGE, adaptado SFB, 2016), Informacdes adaptadas de Cortopassi-Laurino et al., 2006.

As ASF nidificam na natureza, em ocos de arvores, fendas de rochas, cavidades no
solo e ninhos de formigas e cupins (SOUZA et al., 2009). Porém, as altera¢fes do seu habitat
devido ao desmatamento, uso indiscriminado de agrotoxico, entre outros, tem causado a
extincdo dessas abelhas. Por outro lado, a criagdo racional em corticos poderd reduzir ou
mitigar esse problema, principalmente se associado ao maior controle das causas da
diminuicdo/eliminacdo da populagéo das abelhas (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO,
1996).

3.3.2 Mel

O mel é descrito como o alimento “produzido pelas abelhas, a partir do néctar das
flores ou das secregOes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecdes de insetos
sugadores de plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias
especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia” (BRASIL, 2000).

Para o mel das ASF deve-se substituir as palavras “favos da colmeia” por “potes da colénia”.
p p

Nos ultimos anos o consumo do mel tem aumentado significativamente em todo o
mundo, em virtude da busca pelo consumo de produtos naturais, como também devido ao
aumento nos padrdes de vida (BERTOLDI, 2008). Entre os méis comercializados tém-se o da
abelha africanizada (A. mellifera) e de ASF (Meliponini). O mel das ASF é bastante
apreciado, sendo utilizado até com fins medicinais, nas areas onde sdo produzidos (LIRA et
al., 2014). De acordo com Rao et al (2016) estudos com mel de ASF mostram atividades
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e contra catarata. Os autores recomendam mais
estudos com o mel dessas abelhas, para investigar se ainda existem mais beneficios, como os

citados para o mel de Manuka.

3.3.3 Legislacao
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As legislacbes sobre a identidade e qualidade do mel (BRASIL, 2000; CODEX
ALIMENTARIUS, 2001; MERCOSUL, 1999) tratam apenas do mel da abelha africanizada
(A. mellifera), tornando-se um problema para os meliponicultores interessados em
comercializar seu produto, j& que esse apresenta caracteristicas diferentes do estabelecido
pela regulamentacdo. De acordo com a legislacdo brasileira vigente, os parametros a serem
pesquisados sdo: quanto a maturidade (umidade, acUcares redutores e sacarose aparente),
pureza (sélidos insolGveis em agua, minerais ou cinzas e polen), e deterioracdo (acidez livre,
atividade diastésica e hidroximetilfurfural - HMF), Tabelal (BRASIL, 2000).

Quanto as caracteristicas de maturidade, a umidade deve ser avaliada no mel, ja que se
for elevada (> 20%), o risco de fermentacdo do produto € maior, caso haja contaminag&o.
Portanto sdo necessarios cuidados para evitar a contaminacdo do mel durante a manipulacéo e
armazenamento (SOUZA et al., 2004a). Os agUcares redutores do mel sdo representados pela
glicose e frutose sendo esses relacionados aos aspectos de viscosidade, dogura e cristalizagédo
do mel (ALVES et al., 2005). Ja o teor de sacarose aparente esta relacionado a transformacéo
da sacarose em glicose e frutose pela acdo da enzima invertase. Portanto valores elevados de
sacarose sdo relacionados a coleta prematura do mel (AZEREDO; AZEREDO;
DAMASCENO, 1999).

Os parametros de pureza estdo relacionado a presenca de elementos que podem ter
contaminado o mel, durante sua producéo. Os solidos insoliveis no mel relaciona-se com 0s
residuos (cera, patas ¢ asas de abelhas) que podem “contaminar” o mel, durante a coleta e
beneficiamento, assim como os habitos das abelhas (SILVA et al., 2006; VILLAS-BOAS;
MALASPINA, 2005). As cinzas do mel refletem os minerais contidos no produto, sendo a
sua quantidade e variedade influenciada pelos aspectos ambientais (solo), geograficos e
botanicos no qual o mel foi produzido (CHAVES; GOMES; COSTA, 2012; FINOLA,
LASAGNO. MARIOLLI, 2007).

A qualidade do mel é relacionada principalmente aos parametros de deterioracdo. A
acidez livre do mel é relacionada com a producdo do &cido glucénico, causada pela agdo da
enzima glicose-oxidase sobre a glicose, além das lactonas, estéres e alguns ions inorganicos,
como o fosfato (FINOLA; LASAGNO; MARIOLLI, 2007), porém essa pode ser alterada pela
presenca de microrganismos. A atividade diastasica é influenciada pela origem geogréfica e
floral do produto. Podendo ser alterada (elevada) sob condigdes de armazenamento longo ou
elevadas temperaturas (FALLICO et al., 2006). O hidroximetilfurfural (HMF) pode ser
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formado pela desidratacdo das hexoses causada por meio acido (BELITZ; GROSCH, 1992),
sendo sua formacéo acelerada durante estocagem inadequada, ou superaquecimento (MELO;
DUARTE; MATA, 2003; ALMEIDA-MURADIAN; STRAMM; ESTEVINHO, 2014).
Existindo relatos sobre a toxicidade atribuida ao 5-HMF (BILUCA et al., 2014).

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos estabelecidos para o mel da abelha Apis mellifera e

padrdes propostos para 0 mel das abelhas sem ferréo.

Pardmetros Apis mellifera Apis mellifera Abelhas sem Melipona (M)/
ferrdo
(IN (CODEX STAN (Brasil)® Scaptotrigona (Sc)/
n°11/2000)! 12-19811, 2001)?
Trigona (T)
(Guatemala, México e
Venezuela)*
Umidade (%) Max. 20,0 Max. 20%* Méx. 35,0 Méx. 30,0
Acucares redutores Min. 65,0 Min. 60,0* Min. 50,0 Min. 50,0
9/100g
Sacarose ¢/100g Méx. 6,0 Méx. 5,0 Max. 6,0 Méx. 6,0
Max. 2,0 (Sc)
Sélidos Insoluveis Méx. 0,1 Méx. 0,1 Méx. 0,4 Nd
(%)
Cinzas (%) Méx. 0,6 Nd Max. 0,6 Max. 0,5
Acidez livre Maéx. 50,0 Maéx. 50,0 Max. 85,0 Max. 70,0 (M)/
(mEqg/kg)
Méx. 85,0 (Sc)/
Max. 75,0 (T)
Atividade Min. 8,0 Min. 8,0 Min. 3,0 Min. 3,0/
diastasica (EG)
Min. 3,0* Min. 3,0* Min. 7,0 (T)
HMF (mg/kg) Méax. 60,0 Méx. 40/ Maéx. 40,0 Méx. 40,0
Max. 80 (RT)

Max. - Maximo; Min. - Minimo; Nd - ndo determinado * - particularidades, RT- regides tropicais.

Fonte: !Brasil (2000); 2Codex Alimentarius (2001); *Villas-Boas e Malaspina (2005); *Vit, Medina e
Enriquez (2004).

De acordo com varios autores, tanto a legislacdo brasileira, quanto a internacional, ndo
sdo adequadas para avaliar ou fiscalizar todas as caracteristicas do mel de meliponineos (VIT;
MEDINA; ENRIQUEZ, 2004; VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005). Vit, Medina e

Enriquez (2004), sugeriram, ainda, dividir as ASF em trés géneros, (Melipona, Scaptotrigona
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e Trigona) para elaboracdo de uma legislacéo especifica para cada um desses grupos. Por isso,

esses autores propuseram novos valores para 0s parametros deste mel (Tabela 1).

Portanto verifica-se que ha diferencas dos valores do parametros dentro da mesma
especie (A. mellifera) de locais distintos e as divergéncias sdo maiores entre as legislacdes
existentes para a Apis e as propostas para o mel das abelhas sem ferrdo (BRASIL, 2000;
CODEX ALIMENTARIUS, 2001; VIT; MEDINA; ENRIQUEZ, 2004; VILLAS-BOAS;
MALASPINA, 2005). De maneira geral para o mel das ASF ha propostas de aumento para a
umidade, solidos insollveis e acidez livre. Ja para acucares redutores, atividade diastasica e
HMF as propostas sdo para reducdo dos valores. Existem também particularidades devido ao

género da abelha ou condig6es de producdo (Tabela 1).

3.4 Resultados e Discussao

Nos trabalhos analisados (20) verificou-se que 24 espécies de abelhas sem ferrdo
tiveram seu mel avaliado, sendo algumas relatadas em mais de um trabalho, como a Melipona
compressipes, Melipona rufiventris, Melipona seminigra, Melipona scutellaris, Melipona
subnitida, Melipona quadrifasciata, Tetragonisca angustula, Scaptotrigona Sp e
Scaptotrigona bipunctata totalizando 47 amostras (médias) avaliadas. O género Melipona
pode ser subdividido em 4 subgéneros (Michmelia, Melikerria, Melipona e Eomelipona)
(CAMARGO; PEDRO, 2013). A partir dos trabalhos avaliados elaborou-se a distribuicdo das

ASF que tiveram suas amostras de mel avaliadas (Figura 2).

Ao avaliar os trabalhos sobre as caracteristicas fisico-quimicas do mel das ASF
(Tabela 2) verificasse que o parametro umidade é um fator limitante para que esse mel atinja
o0s requisitos da legislacdo. Além desse, percebesse, em alguns trabalhos, que os agucares
redutores, solidos insollveis, acidez livre e atividade diastasica também podem interferir no
atendimento aos padrdes da legislagédo do mel. De acordo com Costa et al (2013) a umidade
do mel depende da origem floral e a espécie da abelha que o produz.

Mesmo com resultados fora do recomendado pela legislacdo, os autores sdo unanimes
em recomendar o consumo do mel das ASF. Alguns apenas indicam o cuidado durante a
manipulacdo (coleta e no processo de armazenamento) para reduzir a contaminacéo
microbiana. Como também, o processamento do mel através da desumidificacdo, para que a

umidade reduza e o risco de fermentacdo diminua. Porém, existem divergéncias quanto aos
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efeitos desse processamento, pois segundo Chaves, Gomes e Costa (2012) o sabor do mel nao
¢ alterado, j& para Sodré et al (2008) que avaliaram o mel sem tratamento e tratado

(pasteurizacdo e desumidificacdo) ndo houve mudanca no sabor, cristalizacao e aceitabilidade.

Figura 2 - Distribuicdo dos géneros/subgéneros das abelhas sem ferrdo que tiverem seu mel
avaliado por diferentes autores de 2004 a 2016.
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Os dados compilados sobre as caracteristicas fisico-quimicas do mel de diferentes
espécies de abelhas sem ferrdo, obtidos nos trabalhos analisados, estdo na Tabela 2.

Alguns trabalhos que avaliaram a atividade diastasica ndo verificaram valores, e de
acordo com o0s autores, isso ndo indica adulteragdo do produto. E sim, que o mel das ASF
apresenta essa peculiaridade, portanto eles afirmam que esse parametro ndo é tdo importante
para as abelhas nativas como para as abelhas africanizadas (ALMEIDA-MURADIAN et al.,
2013; OLIVEIRA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2013).

Nos trabalhos que pesquisaram a atividade da dgua (Aa) no mel de ASF essa variou de
0,65 a 0,75 (ALMEIDA-MURADIAN; MATSUDA; BASTOS, 2007; MONTE et al., 2013;
SILVA et al., 2013; COSTA et al., 2013). O mel das ASF apresenta Aa baixa, agua livre no

alimento, o que dificulta o desenvolvimento de microrganismos.
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Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do mel das abelhas sem ferrdo do Brasil,
provenientes de compilacdo de dados de pesquisas realizadas sobre este assunto, nos anos de

2004 a 2016.
Espécies de Um AR Sac HMF  pH Ac Dia Cin SlI Autor/Ano
abelhas sem mEq/kg
ferrio %  g/100g g/100g mg/Kg EG % %
Melipona 295 68,89 4,70 2,44 3,27 41,64 Na Na Na  Souzaetal.,
asilvai 2004a
Melipona 30,7 683 Na Na Na Na Na 0,21 Na Souzaetal,
compressipes 2004b
manaosensis
Melipona 26,7 60,40 0,15 Na 3,74 23,88 Na Na Na Almeida-
compressipes Muradian;
manaosensis Matsuda e
Bastos, 2007
Melipona 24,0 50,13 1,45 3,14 3,15 145,28 Na 0,10 0,29 Alvesetal.,
compressipes 2011
Melipona 26,0 Na Na 35,8 3,66 85,0 Na Na Na Monteetal.,
compressipes 2013
Melipona 29,6 52,70 54 Na 4,10 Na Na 0,0 Na Sousaetal.,
compressipes 2013
fasciculada
Melipona 23,9 75,5 Na Na Na Na Na 0,2 Na  Souzaetal.,
rufiventris 2004b
paraenses
Melipona 21,7 65,6 <0,074 <031 421 38,2 <3 Na Na Bilucaetal.,
rufiventris 2016
mondory
Melipona 27,0 72,4 Na Na Na Na Na 0,3 Na Souzaetal.,
seminigra 2004b
merrillae
Melipona 30,4 61,49 0,18 Na 3,78 26,54 Na Na Na Almeida-
seminigra Muradian;
merrillae Matsuda e
Bastos, 2007
Melipona 25,3 Na Na 18,92 4,66 28,33 Na 0,17 0,01 Evangelista-
scutellaris Rodrigues et
al., 2005
Melipona 23,0 51,23 3,51 38,08 3,25 26,93 Na 0,03 0,05 Alvesetal,
scutellaris 2011
Melipona 25,1 Na Na 55,0 3,69 83,0 Na Na Na Monteetal.,
scutellaris 2013
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Melipona 354 49,80 53 Na 4,10 Na Na 0,0 Na Sousaetal.,
scutellaris 2013
Melipona 234 62,7 <0,074 <0,31 4,52 28,7 <3 Na Na Bilucaetal.,
scutellaris 2016
Melipona 255 96,48 2,38 Nd 3,83 Na Na 0,2 Na  Sousaetal.,
scutellaris 2016
Melipona 28,8 74,82 2,91 5,79 3,27 43,48 Na Na Na Alvesetal,
mandacaia 2005
Melipona 34,7 60,14 <0,074 <0,31 3,77 91,62 <3 Na Na Bilucaetal.,
bicolor 2016
Melipona 27,0 61,17 0,78 8,64 3,67 20,55 Na 0,03 0,02 Alvesetal.,
subnitida 2011
Melipona 26,4 Na Na 47,9 2,51 52,0 Na Na Na Monteetal.,
subnitida 2013
Melipona 24,8 50,97 4,86 7,56 Na 32,49 Nd 0,02 Na Almeida-
subnitida Muradian et
al., 2013
Melipona 23,2 57,68 Na 13,67 3,34 41,58 Na 0,07 Na Silvaetal.,
subnitida 2013
Melipona 31,1 52,60 3,7 Na 4,40 Na Na 0,20 Na Sousaetal.,
subnitida 2013
Melipona 25,9 Na Na Na 3,27 Na Na Na Na Costaetal.,
subnitida 2013
Melipona 26,4 97,11 1,85 Nd 3,95 Na Na 0,2 Na Sousaetal.,
subnitida 2016
Melipona 28,1 52,80 6,6 Na 3,80 Na Na 058 Na Sousaetal.,
quadrifasciata 2013
Melipona 325 61,77 <0,074 <0,31 3,71 42,53 ~4,29 Na Na Bilucaetal,
quadriasciata 2016
Melipona 32,7 63,5 <0,074 <0,31 3,67 79,82 <3,0 Na Na Bilucaetal.,
marginata 2016
Melipona 29,8 6745 <0,074 <0,31 5,19 61,1 ~82 Na Na Bilucaetal,
mondury 2016
Melipona 23,8 60,68 2,65 27,38 3,60 31,88 1,43 0,21 0,02 Holandaet
fasciculata al., 2012
Melipona 30,9 Na Na 4484 2,87 0,105 Na 1,36 Na Chaves,
fulva Gomes e

Costa, 2012
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Melipona 28,8 64,00 58 Na 3,50 Na Na 0,10 Na Sousaetal.,
quinquefascia 2013
ta
Tetragonisca 24,4 55,46 0,95 9,39 4,10 45,23 32,28 0,39 Na  Anacleto et
angustula al., 2009
Tetragonisca 25 53,0 Nd 55,6 4,2 69,06 Nd 0,36 2,86 Oliveira;
angustula Ribeiro;
Oliveira,
2013
Tetragonisca 29,0 63,45 3,96 1,93 4,13 71,68 Na Na Na Lira et al,
angustula 2014
Tetragonisca 23,8 63,75 <0,074 <0,31 4,78 41,15 ~26,3 Na Na Biluca et al.,
angustula 2016
Tetragona 25,2 48,6 <0,074 <0,31 4,28 91,2 19,1 Na Na Biluca et al.,
clavipes 2016
Trigona 344 56,6 <0,074 <0,31 3,44 46,7 <3 Na Na Biluca et al.,
fuscipennis 2016
Scaptotrigona 28,3 46,30 15 Na 5,10 Na Na 0,30 Na Sousaetal.,
sp 2013
Scaptotrigona 27,2 54,88 6,33 2,94 3,66 81,01 Na Na Na Lira et al,
sp 2014
Scaptotrigona 24,0 62,95 <0,074 <0,31 448 48,95 ~3,62 Na Na Biluca et al.,
bipunctata 2016
Scaptotrigona 24,7 60,01 4,65 485 3,97 38,57 Na 0,83 0,27 Oliveirae
bipunctata Santos, 2011
Scaptotrigona  >25 65,3 Nd 27,8 3,4 98,43 Nd 0,18 1,97 Oliveira;
depilis Ribeiro;
Oliveira,
2013
Nannotrigona 34,7 42,20 10,2 Na 5,00 Na Na 0,60 Na Sousaetal.,
testaceicornis 2013
Friseomelitta 19,6 67,62 11,93 Na 3,98 1,77 Na Na Na Silva et al.,
varia 2009
Friseomelitta 27,9 49,70 5,9 Na 3,50 Na Na 0,30 Na Sousaetal.,
flavicornis 2013
Friseomelitta 17,3 49,10 51 Na 3,50 Na Na 1,10 Na Sousaetal.,
doederleini F. 2013
Meédias 27,2 60,96 2,79 26,4 3,86 51,83 7,31 0,32 0,69
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Minimo 173 42,20 Nd 0 2,51 0,105 Nd 0,02 0,01

Méaximo 354 97,11 11,93 4484 510 14528 32,28 136 286

Um-Umidade; AR-Acucares redutores; Sac-Sacarose; HMF-Hidroximetilfurfural; Ac-Acidez livre;
Dia-Atividade diastasica; Cin-Cinzas; SI-Solidos insolGveis; Na- ndo analisado; Nd — ndo detectado.
Valores em negrito estdo em desacordo com a legislacdo de mel (BRASIL, 2000). Para calculo das
médias foram considerados os valores >25- 26; Nd — 0; <0,074 - 0,073; <0,31 - 0,3; < 3- 2,9.

Ao comparar os valores das médias gerais das caracteristicas fisico-quimicas (Tabela
2) com a legislacdo brasileira para o mel de A. mellifera (BRASIL, 2000) verifica-se
desacordo dos valores de umidade, acucares redutores, acidez livre e solidos insoluveis. A
umidade sO esteve abaixo de 20% nas amostras de mel das espécies Friseomelitta varia e
Friseomelitta doederleini. Com relacdo aos aclcares redutores estiveram de acordo onze
amostras de mel de abelhas sem ferrdo. A sacarose foi maior no mel das espécies M.
guadrifasciata, Scaptotrigona sp, Nannotrigona testaceicornis e F. varia. Ja a acidez livre foi
maior em doze amostras de mel de abelhas sem ferrdo. Valores maiores de cinzas foram
observados no mel de Melipona fulva, Scaptptrigona bipunctata e F. doederleini. Embora ndo
seja exigido pela legislacdo foi observado em alguns trabalhos o pH dos méis variando de
2,51 a 5,10.

Fazendo uma comparacdo dos valores das médias gerias (Tabela 2) com as propostas
para as abelhas sem ferrdo (VILLAS-BOAS; MALASPINA 2005) verifica-se que a todos 0s
parametros estariam de acordo (umidade, agUcares redutores, sacarose, HMF, acidez livre,
atividade diastasica e cinzas), com excec¢do dos sélidos insoluveis. Alguns autores relatam que

a atividade diastasica ndo é adequada para avaliacdo do mel de ASF.

Na Figura 3 pode-se observar a porcentagem de amostras que estariam fora do padrédo
estabelecido pela legislacdo e a proposta para 0 mel de abelhas sem ferrdo. Neste sentido, o
percentual elevado de inadequacdo observada para sélidos insollveis e atividade diastasica
ndo devera ser tida como regra no mel das ASF, pois estes parametros foram avaliados em
poucas amostras, oito e 15, respectivamente. Porém o percentual maior em desacordo para o
HMF em relagdo a proposta do que a legislacdo existente merece maior reflexdo, se realmente
na proposta para a regulamentacdo do mel de abelhas sem ferrdo deve haver a reducéo para 0s
40mg/Kg.

Dos trabalhos avaliados, dez pesquisaram a cor do mel das abelhas sem ferrdo, através

desses foi possivel verificar ampla variacdo da cor, do branco d"agua ao ambar escuro, porem
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pode-se constatar que boa parte do mel era claro (ALVES et al., 2005; SIIVA et al., 2009;
ANACLETO etal., 2009; ALVES et al., 2011; HOLANDA et al., 2012; MONTE et al., 2013;
ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013; SOUSA et al., 2013; LIRA et al., 2014; SOUSA et al.,
2016).

Figura 3 - Percentual de inadequagdo das amostras do mel das abelhas sem ferrdo, com
relacdo a legislacédo brasileira para o mel de A. mellifera e a proposta brasileira para o0 mel de
abelhas nativas, a partir de resultados de trabalhos publicados de 2004 a 2016.

M Legislacdo Proposta
95,70%
73,20%
60% 60%
50%
37,50%
[v)
> 11,50% 11,50%
14,60% 12,50% 11% 11% 12,90%
0% 3,23%
: N [ —
Umidade  Acgucares Sélidos Acidez Atividade  Sacarose Cinzas HMF
redutores insollveis diastasica

Legislacio (BRASIL, 2000); Proposta (VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005).

3.5 Conclusédo

No Brasil pode-se observar grande quantidade de abelhas sem ferrdo, e o mel dessas
apresenta de maneira geral elevado valores de umidade e solidos insolUveis, porém valores
mais baixos sdo observados para agucares redutores e atividade diastasica, ao compara-se com
o mel de Apis mellifera. Portanto, se no futuro for criada uma instru¢do normativa especifica

para 0 mel das ASF se faz necesséria atencdo as particularidades do mel dessas abelhas.
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4 CAPITULO 1l - CARACTAERI'STICASA DO MEL DE ABELHA JANDAIRA
(Melipona subnitida) E A INFLUENCIA BOTANICA

4.1 Introducéo

As abelhas sem ferrdo (ASF) sdo comumente observadas em regibes tropicais e
subtropicais. S80 responsaveis em alguns locais pela polinizacdo da vegetacdo nativa
(MICHENER, 2007). H& mais de 300 espécies, distribuidas em 27 géneros no Brasil (KERR;
BUBLITZ FILHO, 1999; SILVEIRA et al., 2002). As maiores ocorréncias, no Brasil, sdo nas
regibes Nordeste e Norte (SOUSA et al., 2013) e entre as ASF tem-se a abelha jandaira
(Melipona subnitida Ducke), que sdo observadas em todos os estados do Nordeste brasileiro
(CAMARGO; PEDRO, 2013).

O principal produto da criagdo de meliponineos/ASF (meliponicultura) € o mel que, de
acordo com as legislacbes que abordam a identidade (padrdo) do mel, é definido como:
“alimento naturalmente doce produzido pelas abelhas, a partir do néctar das flores ou de
outras secregdes, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias
especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia” (BRASIL, 2000;
CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EU, 2001). Para a correta definicdo do mel ds ASF ¢

necessario substituir as palavras “favos da colmeia” por “potes da colonia”.

Variagdes na composicdo fisica e quimica do mel sdo comuns, devido aos diversos
fatores que podem interferir nas caracteristicas do mel, como: condi¢des climéticas, estadio de
maturacdo, espécie de abelha, processamento e armazenamento, além do tipo de florada
visitada (SILVA; QUEIROZ; FIGUEIREDO, 2004).

As variagdes relacionadas a florada foram relatadas no mel de Apis mellifera com
predominancia de pdlen de caju, com coloracdo escura, acidez total elevada, além do odor
caracteristico, sendo tais informagdes importantes para ajudar na caracterizagdo do mel,

podendo contribuir com a valorizagao do produto regional (BENDINI; SOUZA, 2008).

Tais variagdes tornam o controle de qualidade do mel mais dificil, j& que as
caracteristicas fisico-quimicas devem esta em conformidade com as normas vigentes: quanto
a maturidade (agucares redutores, umidade e sacarose aparente), pureza (sélidos insolveis em
agua, minerais ou cinzas e poblen), e deterioracdo (acidez livre, atividade diastésica e

hidroximetilfurfural - HMF) (BRASIL, 2000). Porém a legislacdo nao é adequada para todos
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os caracteres do mel de ASF, reforcando a necessidade do desenvolvimento de um padrédo
proprio para esse tipo de mel (OLIVEIRA; SANTOS, 2011; ALVES et al., 2011).

O mel de abelha jandaira (M. subnitida) apresenta boa aceitacdo no Nordeste do
Brasil, porém este produto sofre entraves comerciais, pela inexisténcia de legislacéo aplicavel,
gue seja condizente com o mesmo. Tendo em vista tal problema, o presente trabalho teve o
objetivo de determinar as caracteristicas fisico-quimicas e a cor do mel de abelha jandaira
produzido no semiarido nordestino, como também verificar a influéncia da origem boténica e

da procedéncia (rural e urbana/municipio) sobre essas caracteristicas do mel.

4.2 Material e métodos

Foram coletadas amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) de
35 meliponérios, provenientes do semidrido nordestino do Brasil, localizados entre as
coordenadas: S04°56'35,9" W037°18'31,5" a S06°02'08,0" W038°14'50,7", no periodo de
agosto a novembro de 2013 (APENDICE A).

Coletou-se aproximadamente 500 mL/amostra, de maneira asséptica direto dos
corticos, através de seringa estéril. As amostras foram acondicionadas em embalagem de
plastico com tampa, e armazenadas em caixas térmicas e mantidas a temperatura de 25 °C +1
°C.

Foram analisadas as caracteristicas do mel (umidade; sélidos insolUveis; acidez livre;
acucares redutores; sacarose; hidroximetilfurfural; cinzas; atividade de &gua; pH e cor) no
Laboratorio de Inspecéo de Produtos de Origem Animal — LIPOA, localizado na Universidade
Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA.

Verificou-se também a influéncia da origem botéanica sobre as caracteristicas fisico-
quimicas e a cor do mel de abelha jandaira. Para a analise coletou-se 10 mL/amostra em tubos
falcon estéreis e foram encaminhadas para o Bee Lab - Laboratério de Ecologia
Comportamental da UFERSA.

4.2.1 Umidade
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O teor de umidade foi avaliado pelo refratbmetro digital portatil da marca Atago,
modelo PAL-22S. Foram seguidas as instru¢cdes do fabricante do aparelho, como branco
utilizou-se a agua destilada. As amostras foram avaliadas em duplicata. Os resultado foram

expressos em porcentagem.

4.2.2 Solidos InsolUveis

Pesou-se 20 gramas da amostra de mel (pl) e essa foi diluida, com agua a 80 °C, e
filtrada em papel filtro (previamente seco em estufa a 135 °C por uma hora e dessecado por 35
minutos e pesado) (p2). Apos a filtragdo o papel foi para estufa, a 135 °C/1h, e dessecado/35
minutos e pesado (p3). Para calcular a porcentagem de sélidos insollveis em agua, fez-se a
diferenca do peso do papel (p3-p2), dividido pela massa da mostra (p1), o valor da divisao foi
multiplicado por 100 (IASC, [s.a]; Adaptado de ALMEIDA-MURADIAN; BERA, 2008).
Esta analise foi realizada em duplicata. Foi expresso o resultado em porcentagem.

4.2.3 Acidez Livre

A determinagdo da acidez livre foi feita de acordo com Almeida-Muradian e Bera
(2008) e IAL (2008), foram pesadas 10 gramas de cada amostra de mel, essas foram diluidas
em 75 mL de agua destilada. Em seguida titulou-se com hidréxido de sédio (NaOH) 0,05N
cessando essa quando o pH indicava 8,5. As analises foram realizadas em duplicata. Para
calcular os valores da acidez livre utilizou-se a seguinte férmula: Acidez livre = (mL de
NaOH utilizado - mL branco) x 50/massa da amostra. Os resultados foram expressos em
mEQ/Kg.

4.2.4 Acucares redutores

A determinacdo de agUcares redutores foi baseada no método modificado de Lane e
Eynon (IAL, 2008). Inicialmente padronizou-se as solugbes de Fehling A e Fehling B
utilizando a solucéo-padrdo de acucar invertido. Para o procedimento pesou-se dois gramas da
amostra em seguida dilui com agua destilada e transferiu para um baldo volumétrico de 200
mL (d1) e completou-se o volume com agua. Foram transferidos 50 mL da solugdo para um
baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume (d2). Pipetou-se a quantidade de
solugédo A e B, determinada na padronizacdo, para um baldo e adicionou-se sete mL de &gua.

Na bureta foi colocada a solu¢do de mel diluida (d2) e adicionou-se 15 mL no baldo. Este
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ficou em aquecimento, e quando estava em ebulicdo moderada, contou-se dois minutos e
adicionou-se um de solugédo de azul de metileno e completou-se a titulacéo, até a descoloragéo
do indicador, este volume gasto da solucdo de mel (V mL) foi anotado. Repetiu-se a titulagéo,
usando a quantidade de mL determinada na padronizagao de cada solugéo de Fehling, (25 - V
mL) de &gua e adicionou-se o volume da solucdo diluida de mel gasto na titulacdo preliminar
menos 1,5 mL. Aqueceu-se a solucéo até a ebulicdo. Adicionou-se um mL de solucéo de azul
de metileno e foi completada a titulacdo, adicionando gota a gota a solucéo diluida de mel até

a descoloragéo do indicador.

Apos a titulacdo fez-se os calculos onde dividiu-se 2000 pela multiplicacdo do peso e
volume gasto da solucdo de mel. Esta anélise foi realizada em duplicata. E os resultados
expressos em g/100g.

4.2.5 Sacarose Aparente

A sacarose aparente foi pesquisada apds a inversdo por hidrdlise acida, pelo método
modificado de Lane e Eyon (IAL, 2008). Para isso, mediu-se 50 mL da solugdo de mel (d1)
obtida no item 4.2.4 para um baldo volumétrico de 100 mL. Adicionou-se 25 mL de &gua.
Aqueceu-se a 65 °C em banho-maria. Apos a retirada do banho adicionou-se dez mL de
solucdo de acido cloridrico 5N. Esperou-se a solucdo resfriar naturalmente até a temperatura
ambiente. Em seguida foi realizada a neutralizacdo com solugdo de hidroxido de sodio 5N,
usando papel indicador de pH. Finalizando o preparo colocando a solugdo em baldo de 100
mL e completando o volume com agua. Apds o preparo da solucdo realizou-se o

procedimento de titulacdo como descrito no item 4.2.4.

Com os resultados obtidos na titulagdo calculou-se o valor através da divisdo de 2000
pela multiplicagcdo do peso e volume gasto da solucdo de mel menos o valor obtido dos
acucares redutores. Esta andlise foi realizada em duplicata. Os resultados foram expressos em
0/100g.

4.2.6 Hidroximetilfurfural
Pesou-se cinco gramas do mel, sendo em seguida diluido e colocado em baldo de 50

mL, formando a solucdo de mel. Separou-se dois tubos de ensaio, em cada um, pipetou-se

dois mL da solugdo de mel e cinco mL da solugéo de P-toluidina. Em um dos tubos (tubo
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branco), adicionou-se um mL de agua destilada, e no outro (tubo teste), um mL de solucéo de
acido barbitarico. Em seguida foi realizada a leitura em espectrofotometro UV-VIS 200-
1000nm banda:5nm da marca Biospectro, modelo SP-220, em absorbancia de 550 nm. O
valor da absorbancia foi multiplicado por 192 para determinar o valor do HMF em mg/Kg
(IASC, [s.a)).

4.2.7 Atividade de 4gua

Esta andlise foi determinada através do medidor de atividade de agua da marca Testo
modelo 650. Foram seguidas as instrugdes do fabricante do aparelho. Sendo o resultado

expresso em porcentagem.

4.2.8 pH

Para avaliar o pH do mel, foram pesadas 10 gramas de cada amostra de mel, essas
foram diluidas em 75 mL de &gua destilada, em seguida utilizou-se o medidor de pH,

previamente calibrado (IAL, 2008). Esta analise foi realizada em duplicata.

4.2.9 Cinzas

Para determinacdo das cinzas inicialmente os cadinhos foram mantidos em mufla a
600 °C por uma hora, em seguida colocou-o0s no dessecador por 30 minutos. Os cadinhos
foram tarados (p1) e pesou-se cinco mL do mel (p2). Os cadinhos foram para estufa a 105 °C
por quatro horas e depois para mufla a 600 °C por cinco horas, sendo em seguida mantidos em
dessecador por 30 minutos, para serem pesados novamente (p3) (Adaptado de ALMEIDA-
MURADIAN; BERA, 2008; IASC, [s.a]; IAL, 2008). A porcentagem de cinza foi
determinada pela diferenca do peso do cadinho (p3-pl) dividido pelo peso da amostra (p2) e
multiplicado por 100. Esta analise foi realizada em duplicata e os resultados expressos em

porcentagem.

4.2.10 Cor

Para verificar a cor do mel utilizou-se o fotémetro medidor, com parametro da cor do

mel, da marca Hanna, modelo HI 83221. A andlise foi realizada de acordo com as
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recomendacdes do fabricante. O valor obtido em graus Pfund, determinado em milimetros
(mm), foi relacionado a cor correspondente (Tabela 1) (CAMARGO et al., 2006).

Tabela 1 - Cores do mel a partir dos valores observados na Escala Pfund.

Coloracéao Escala de Pfund
Banco d"agua 0 até 8 mm
Extra branco Mais de 8a 17 mm
Branco Mais de 17 a 34 mm
Extra @mbar claro Mais de 34 a 50 mm
Ambar claro Mais de 50 a 85 mm
Ambar Mais de 85 a 114 mm
Ambar escuro Mais de 114 mm

Fonte: CAMARGO et al. (2006) modificado.

4.2.11 Analise polinica

As amostras foram preparadas (diluidas e centrifugadas) para a aplicacdo da técnica de
acetolise (ERDTMAN, 1952). Em seguida as laminas foram montadas e observadas ao
microscopio. Os tipos polinicos presentes no mel foram determinados por comparacao com 0
laminéario referéncia da Palinoteca ASA (Abelhas Semiarido) da UFERSA e as descricdes
obtidas em literatura especializada (BARTH, 1989; SILVA, 2007; SILVA et al., 2010). Em
sequida realizou-se a contagem de 400 grdos (LOUVEAUX; MAURIZIO; VORWOHL,

1978) e verificou-se o pblen que foi mais frequente nas amostras de mel.

4. 2.12 Andlise de dados (Estatistica)

Os resultados das caracteristicas do mel foram expostos de maneira descritiva. Para
avaliar a influéncia da zona (rural e urbana), municipio, e do polen predominante nas
caracteristicas do mel (umidade, atividade de &gua, aclcares redutores, sacarose, acidez livre,
pH, HMF e cor) de abelha jandaira, a anélise estatistica foi conduzida no programa Sigma
Plot for Windows 12.5 (Systat Software Inc.,USA).

A influéncia da zona (rural e urbana) foi avaliada através do teste Mann-Whitney em
nivel de significancia inferior a 5%. Ja para avaliar a influéncia do polen predominante sobre
as caracteristicas do mel, as amostras foram classificadas em quatro categorias (A, B, C e D),
onde A era representada pelo mel com podlen predominante de Mimosa tenuiflora, B

polifloral, C plantas herbaceas e D outras plantas arbdreas. Também foi pesquisada a
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influéncia da procedéncia da amostra de mel, com relacdo ao municipio de producdo do mel,
sobre as caracteristicas do mel. Para realizacdo dessa analise apenas 27 amostras (das 35)
foram consideradas, pois as demais amostras eram provenientes de municipios com amostras
em quantidade insuficiente. Todos esses dados foram analisados atraves do teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis (ANOVA), em diferentes niveis de significancia, sendo todos

inferiores a 5%.

4.3 Resultados e Discussao

Comparando-se os resultados obtidos no presente estudo (Tabela 2) com a legislagdo
existente para mel de A. mellifera (BRASIL, 2000), verificou-se como principais problemas:
umidade, sélidos insollveis, acidez livre, acucares redutores e sacarose (Figura 1). Se
utilizada como base essa legislagcdo, 100% das amostras estariam em desacordo, com 8,57%
das amostras em desacordo apenas em um parametro, 42,86% das amostras em dois
parametros (umidade e solidos insollveis), 37,14% das amostras irregulares em trés analises e
11,43% em mais de trés andlises. JA& com relacdo as demais legislacbes (CODEX
ALIMENTARIUS, 2001; EU, 2001) as caracteristicas fisico-quimica que estavam em

desacordo foram: umidade, sélidos insolUveis, acidez livre e sacarose.

A média da umidade do mel foi 24,4%, havendo variacéo de 19,8 a 27,6% (Tabela 2).
Ao comparar com as legislacfes (maximo de 20%) a média da umidade no mel de jandaira
estava acima do estabelecido, estando apenas uma amostra dentro do recomendado (BRASIL,
2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EU, 2001). Os resultados da umidade estavam de
acordo com o observado por diversos autores, 0s quais também encontraram valores de
umidade maiores no mel de abelha jandaira, com médias de 26,4 e 31,1% (MONTE et al.,
2013; SOUSA, et al., 2013).

Para Monte et al (2013) a alta umidade no mel dos meliponineos (ASF) é
consequéncia da baixa taxa de desidratagdo do néctar durante o processo de transformagéo em
mel. Alguns autores sugerem que o teor maximo da umidade deveria ser de 30% para 0s
meliponineos (VIT; MEDINA; ENRIQUEZ, 2004; ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013). Se
utilizada essa porcentagem como parametro para a umidade, todas as amostras do mel de

abelha jandaira no presente estudo estariam adequadas.
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Figura 1 - Percentual de inadequacéo das caracteristicas fisico-quimicas das amostras do mel
de abelha jandaira (Melipona subnitida) provenientes do semiarido nordestino brasileiro, em
relagdo a legislagdo brasileira e ao Codex Alimentarius, de agosto a novembro de 2013.

M Brasil [0 Codex Alimentarius

97;14% 97,14%
91,43%91,43%

42,86% 42,86%

2,86%2,86% 0% 0% 0%

(s]

Umidade Sélidos Acidez Acucares  Sacarose HMF Cinzas
Insoluveis livre redutores aparente

* Codex Alimentarius ndo apresenta valores para cinzas no mel. Foi considerado o valor do HMF para
0 Codex de 80mg/Kg.

Os valores de solidos insoltveis no mel de jandaira apresentaram variacéo de 0,05% a
0,82% com média de 0,36% (Tabelas 2 e 3). De acordo com as legisla¢cdes (BRASIL, 2000;
CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EU, 2001) o mel deve ter no maximo 0,1% e o mel
prensado 0,5%. Estando as amostras de mel de abelha jandaira em sua grande maioria (32
amostras) com valores de solidos insollveis acima do recomendado, mesmo com a coleta
realizada de maneira asséptica. Diferente do observado no trabalho de Almeida-Muradian et
al (2013) no qual os valores de solidos insoltveis foram baixos em conformidade com a
legislacao.

O valor de solidos insoluveis avalia a qualidade higiénica do mel, ja que determina as
impurezas/sujidades do mel, tais como: residuos de cera, patas e asas das abelhas, além de
outros elementos inerentes do mel ou do processamento (SILVA et al., 2006).
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Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas e de cor do mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) provenientes de municipios do Estado do RN,

A B C D E F H ] L Min | Méx
Parametros

1 1 1 1 1 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8 1 1 2 1 2 3 4 5 1 2 1 2 3 4 5
Umidad 205|228 | 239 | 239 26 25,2 249 | 274 20,9 216 | 245 236 | 244 26,2 22,2 26,7 23,4 26,3 26,6 252 | 236 | 245 24,7 22,9 253 239 251 235 19,8 27,6 26 234 24,4 274 26,2 198 | 27,6
midade
Atividade de 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,8 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,6 0,7 0,7 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,8 0,8 0,65 | 0,77
Agua

67 0] 120 33 11 26 21 38 68 29 54 37 30 47 10 12 38 15 12 6 16 0 0 24 20 1 40 14 4 7 46 133 23 84 41 0 133
Cor
Acucares 63,1 | 784 | 635 | 76,3 | 66,0 74,6 744 63,9 66,0 68,0 | 76,6 68,3 | 69,9 73,5 75,5 70,7 725 72 71,4 70,7 | 72,7 | 76,1 74,1 72,2 71,4 73,3 74,6 79,4 7 74,4 66,7 64,1 68,7 64,3 59,5 595 | 794
redutores

4,0 12 1,6 11 21 05 33 08 2,6 28 11 11 09 1,6 03 35 13 03 05 0,7 08 32 08 31 05 1,0 05 25 03 73 2 1 2,6 08 4 03 73
Sacarose
Acidez 67 | 215 | 723 | 335| 718 60,8 441 70,3 448 37,3 | 483 39,5 63 64,5 34 52 453 69,5 48 38,8 | 383 | 335 59,3 44 51,5 30 52,5 38,8 35,5 243 83,8 50 49 52,5 55,8 215 838
livre
H 34 37 51 35 33 34 34 38 4,0 35 35 3,6 34 35 35 34 34 33 34 34 35 35 33 34 34 35 3,6 35 34 35 34 38 34 37 34 33 51
p

01 0,02 | 0,45 | 0,01 0 0,05 0,11 0,15 0,05 0,01 | 0,05 0,08 | 0,03 0,05 0,04 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 | 0,03 | 0,03 0,01 0,03 0,01 0 0,07 0,02 0,01 0,01 0,11 0,06 0,1 0,05 0,03 0| 045
Cinzas
S6lidos 0,7 0,4 0,2 0,4 0,4 0,3 0,3 0,05 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2 0,3 05 0,5 0,3 0,4 0,5 0,5 04 | 0,82 0,5 0,3 0,5 0,7 0,2 0,2 0,3 0,4 0,4 0,4 0,2 0,4 0,3 0,05 | 0,82
Insoltveis

60,1 1,2 0,2 1,2 038 1,2 29 04 38 0,6 75 8,6 31 15 1,3 13 13 09 09 0,6 1,3 0,2 13 04 1 13 15 038 0,6 0 13 23 0,6 6 0| 601
HMF

R R R R R U R R R R U U U V] U U U U U U R R R V] U R R R R R R U R R R
Localidade

*Dado perdido; R — Zona Rural; U — Zona Urbana; Med — Média; Min — Minimo; Max — Maximo.
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Villas-Bdas e Malaspina (2005) propuseram alteracdo para o valor de sdélidos
insoltveis no mel de meliponineos para no maximo 0,4%, desta forma a média do mel de
jandaira do presente trabalho estaria de acordo com o recomendado e apenas 25,71% das
amostras estariam fora do recomendado. Essa alteracdo seria importante e necesséria, visto
que a forma de armazenamento do mel nos corticos é diferente do observado nas colmeias de
abelha A. mellifera, favorecendo a presenca de impurezas no mel, como resina e cera
(SOUZA; CARVALHO; ALVES, 2008), além do que o processo de coleta, normalmente
naquele mel ndo passa pelos processos verificados no mel de A. mellifera (centrifugacéo e

filtracdo), podendo contribuir com o maior valor dos sélidos insoluveis.

Tabela 3 — Médias e padrdes (legislacBes) das caracteristicas fisico-quimicas das amostras de
mel de jandaira provenientes do semiarido nordestino.

Médias do )
mel de Brasil Codex Stan 12/2001/
Parametros jandaira IN n°11/2000 EU Honey 110/2001
(desvios) Apis melifera Apis mellifera
Umidade 24,4 (£1,9) Max. 20% Maéx. 20%*
Sélidos insolaveis 0,36 (£0,17) Max. 0,1¢g/100g Max. 0,19/100g
Acidez Livre 49,3 (+ 14,8) Max.50mEq/kg Max. 50mEq/kg
Acucares ) )
71,0 (x4,87) Min. 659/100g Min. 60g/100g*
Redutores
Sacarose aparente 1,76 (+1,46) Max. 6g /100g* Max. 5g /100g*
) Maéx. 40mg/Kg e 80mg/Kg
HMF 3,47 (£10,1) Méx. 60mg/Kg
(RT)
Cinzas 0,05(%0,08) Max. 0,6% -
Atividade de agua 0,72 (x0,0) - -
pH 3,53 (20,3) - -

Max. - Maximo; Min. - Minimo; *particularidades; - ndo ha parametros determinados; RT - Regido
tropical

Os valores da acidez livre variaram de 21,5 a 83,8 mEqg/Kg, com média de 49,3
mEQ/Kg, estando de acordo com as recomendacfes (Tabelas 2 e 3). Silva et al (2013)
também descrevem uma grande variacao na acidez livre do mel de abelha jandaira de 24,5 a
93,5 mEg/Kg. Almeida-Muradian et al (2013) observaram média de 32,49 mEqg/Kg em mel de
abelhas jandaira.
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Segundo Vit, Medina e Enriquez (2004) a acidez do mel de meliponineos costuma ser
mais alta que da A. mellifera, e isso pode ser verificado pelo sabor. A acidez também pode ser

relacionada ao estado de deterioracdo do mel, aumentando com a fermentacao.

Com relacéo a atividade de agua verificou-se uma variacéo de 0,65 a 0,77. E o pH do
mel avaliado variou de 3,3 a 5,1 (Tabela 2). O valor de pH pode ser relacionado com a
composicdo floristica, pode ser influenciado pelo pH do néctar, composi¢do do solo ou a
associacdo de espécies vegetais coletadas pela abelha para formar o mel (CRANE, 1983).
Sabe-se que o desenvolvimento de alguns microrganismos, como bactérias, pode ser

influenciado quando os valores de Aa e pH s&o baixos (GOMES et al., 2010).

Os valores dos acgucares redutores variaram de 59,5 a 79,4%, com média de 71,0%
(Tabelas 2 e 3). A glicose e a frutose s&o os principais agucares encontrados no mel, a frutose
pode estar presente em maior quantidade, sendo uma das responsaveis por algumas
caracteristicas do mel como dogura e alta higroscopicidade (MOREIRA; MARIA, 2001;
CRANE, 1983).

Os valores para sacarose aparente variaram de 0,3% a 7,3% com média de 1,76%
(Tabelas 2 e 3). Esses valores foram inferiores aos observados por Almeida-Muradian et al
(2013). Valor elevado de sacarose pode ser devido a colheita prematura do mel, antes da
transformacdo completa da sacarose do mel em glicose e frutose pela acdo da invertase
(AZEREDO; AZEREDO e DAMASCENO, 1999; SOUZA et al., 2009). Ao avaliar as
exigéncias nas legislaces em relacdo a sacarose apenas uma amostra estaria em desacordo
(BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EU, 2001).

Ao avaliar o HMF do mel de abelha jandaira observou-se variacdo de zero a 60,1 mg
de HMF/Kg, com média de 3,47mg de HMF/Kg (Tabelas 2 e 3), estando em conformidade
com as recomendagbes (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; EU, 2001).
Outros autores também observaram valores baixos de HMF no mel de abelha jandaira
(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013).

A formacdo do hidroximetilfurfural € devido a acdo dos acidos que causa a
desidratacdo das hexoses (BELITZ; GROSCH, 1992). Valores altos de HMF podem ser
devido ao armazenamento prolongado em temperatura ambiente, e/ ou em embalagens sem
protecdo de luz, ou devido ao superaquecimento (MELO; DUARTE; MATA, 2003;
ALMEIDA-MURADIAN; STRAMM; ESTEVINHO, 2014).
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Ao avaliar o teor de cinzas observou-se uma variacao de zero a 0,45%, com média de
0,05% (Tabelas 2 e 3). A legislacdo determina valor para cinzas proveniente de flores no
méaximo de 0,6% (BRASIL, 2000), no mel de Apis. Foi observado, em pesquisas realizadas
em diferentes regides, que normalmente a quantidade de cinzas no mel de abelha jandaira ndo
tem sido superior ao preconizado pela legislacdo (ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013;
SILVA et al., 2013; SOUSA et al., 2013).

Ao avaliar a cor das amostras de mel de abelha jandaira foi observada uma variacéo de
zero a 133 mm da escala Pfund (Tabela 2). No percentual de distribuicdo das amostras de mel
em relacdo a cor do mel de abelha jandaira verifica-se coloracdo predominante clara
(51,42%), variando entre branco d"&gua e extra branco (Figura 2). Foram observadas amostras
de mel com cor branco, extra ambar claro, ambar claro e &mbar escuro. Almeida-Muradian et
al (2013) também observaram predominancia de cor clara (extra branco e branco) no mel de
abelha jandaira, porém Monte et al (2013) observaram colora¢do mais escura (&mbar claro e
ambar).

Figura 2 - Percentual da distribuicdo da cor do mel nas amostras de abelha jandaira (Melipona

subnitida) provenientes do semiarido nordestino de agosto a novembro de 2013.
Ambar escuro

Ambar 5,71%
0%

Branco d’agua
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Branco
14,29%

A cor do mel depende da sua composicdo, variando de quase incolor, neste caso o
sabor é suave e é pobre em minerais, até ambar escuro, no qual o sabor é forte, rico em
minerais, apresenta também maior atividade antioxidante e compostos fenolicos (BRASIL,
2000; LACERDA et al., 2010; WILCZYNSKA, 2014). No presente trabalho verificou-se,



57

através da correlacdo de Pearson (0,6), que o teor de cinzas foi menor em mel de jandaira

mais claro e mais alto no mel de jandaira mais escuro.

Ao avaliar se diferentes aspectos influenciavam as caracteristicas fisico-quimicas e cor
do mel, verificou-se que a zona de procedéncia (rural ou urbana) das amostras de mel de
jandaira influenciou significativamente no parametro sacarose (Mann Whitney, P = 0,04).
Sendo essa maior na zona rural que na zona urbana, com mediana de 1,96 e 0,979/100g,
respectivamente (Figura 3). As demais caracteristicas ndo foram influenciadas pelos fatores

relacionado a localizacéo da zona de producédo do mel.

Figura 3 - Influéncia da zona de procedéncia (rural ou urbana) das amostras de mel de
jandaira (Melipona subnitida) e a caracteristica do mel do Estado do RN, 2013.
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Foi realizada categorizacdo das amostras com relacdo ao seu pélen predominante,
onde A (Pdélen Mimosa tenuiflora) compreendeu 20 amostras, B (Po6len polifloral) seis
amostras, C (Pdlen herbaceas) quatro amostras e D (Pdlen arbdreas) cinco amostras.
Verificou-se que o mel de espécies herbaceas (C) foi mais acido do que mel polifloral (B)
(Kruskal-Wallis, P=0,024), com médias de 66,3 e 38,6 mEqg/Kg, respectivamente (Figura 4).
As demais caracteristicas ndo foram influenciadas pelo tipo de pélen predominante presente

no mel.

Sousa et al (2016) ao trabalharem com mel de ASF (M. subnitida e M. scutellaris)
constataram que o mel de joazeiro (Ziziphus joazeiro), classificada como arvore, apresenta

altos valores para °Brix, proteina, cinza, cor (escala Pfund) e pH em relacdo aos outros tipos



58

polinicos estudados. Mostrando que as caracteristicas do mel séo influenciadas pela fonte

floral.

Figura 4 - Influéncia do polen predominante na caracteristica de acidez livre no mel de abelha
jandaira (Melipona subnitida) do Estado do RN, 2013.
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Para avaliar a influéncia da procedéncia das amostras de mel (municipios) sobre as
caracteristicas do mel, considerou-se as amostras procedentes de quatro municipios: JAN —
Jandaira (sete amostras), MO — Mossord (oito amostras), SFO — Sdo Francisco do Oeste (sete
amostras) e SM — Serra do Mel (cinco amostras) e verificou-se efeito na cor e agucares
redutores (Figura 5A e 5B). A cor foi mais escura nas amostras provenientes do municipio de
Serra do Mel do que de S&o Francisco do Oeste (Kruskal-Wallis, P= 0,012), com medianas de
46 e 14, respectivamente. E o inverso foi observado nos valores de agucares redutores, com
maior (Kruskal-Wallis, P= 0,007) valor observado em S&o Francisco do Oeste do que Serra
do Mel, com medianas de 74,35 e 64,31, respectivamente. As demais caracteristicas do mel
ndo foram influenciadas pelos fatores envolvidos com o municipio de procedéncia das

amostras.
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Figura 5 - Influéncia do municipio de procedéncia, do Estado do RN, das amostras de mel de
jandaira (Melipona subnitida) em relacdo a cor e agucares redutores, 2013.

140

: |
120 4

100

80 4

60

Cor

40 1
20 -
i
04
JAN MO SFO SM
B 85

80 -
3
o 75
8
3
el
o
g 70 -
= T
o
3
& 654

o 1

55 : - . :

JAN MO SFO SM

JAN - Jandaira; MO — Mossoré; SFO — Sédo Francisco do Oeste; SM — Serra do Mel

4.4 Conclusao

O mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) do semiarido nordestino apresenta
caracteristicas que o difere do mel da abelha A. mellifera, principalmente em relacdo a
umidade, solidos insoluveis, acidez e acucares redutores. Portanto seria interessante a

elaboracdo de uma instrucdo normativa adequada para o mel das abelhas sem ferréo.

Ao avaliar aspectos como: zona e municipio de procedéncia e influéncia polinica sobre
as caracteristicas fisico-quimicas e cor do mel de abelha jandaira (M. subnitida) verificou-se

que 0s mesmos podem alterar algumas caracteristicas do mel.
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5 CAPITULO Il - ORIGEM BOTANICA DO MEL DA ABELHA JANDAIRA
(Melipona subnitida) NA CAATINGA

5.1 Introducéo

As abelhas coletam recursos alimentares nas flores durante a polinizagdo, como: o
néctar (fonte energética), o pélen (fonte proteica), entre outros, havendo uma relacdo de
mutualismo entre elas. Essa relacdo garantiu o sucesso na polinizacdo cruzada, possibilitando
diferentes combinac6es de fatores hereditarios e aumento na producdo de frutos e sementes
(IMPERATRIZ-FONSECA; CONTRERA; KLEINERT, 2004; SANTOS; AGUIAR;
MELLO, 2010; COUTO; COUTO, 2002), como no plantio da goiaba (ALVES; FREITAS,
2007). De acordo com Cruz et al (2004) as abelhas sem ferrdo (ASF) podem realizar

polinizacdo de culturas agricolas, sob cultivo protegido.

O mel é produzido a partir do néctar das flores, e durante a sua coleta as abelhas
forrageiras podem “contaminar-se” com os grdos de polen aderidos ao corpo (pelos, pernas,
asas), ocasionando o seu aparecimento nas amostras de mel (BARTH, 1989; BASTQOS, 2002).
Para verificar a origem botanica, ou seja, identificar o pélen coletado pelas abelhas e a partir
dai determinar as plantas utilizadas (néctar) para produzir o mel, existe a linha de pesquisa
chamada melissopalinologia. As andlises das amostras de mel podem ser realizadas de duas
maneiras: qualitativa e quantitativa. A avaliagdo qualitativa pode fornecer informacdes sobre
a caracterizacao do mel, como: origem botanica e regional. A analise quantitativa acrescenta a
participacdo de cada planta na formacdo do mel. A qualidade final do mel também sera
influenciada pela caracteristicas do néctar e o tempo de maturagdo do mel. Portanto, a
utilizacdo desse estudo poderd melhorar a comercializacdo dos produtos da meliponicultura ao
agregar informacbes aos produtos das colbnias (BARTH, 1989; OLIVEIRA; BERG;
SANTOS, 2010).

Além disso, a identificacdo das espécies vegetais, que contribuem para a producdo do
mel, é fundamental para se conhecer as plantas fornecedoras de recursos florais para as
abelhas de uma determinada regido, para preserva-las e multiplica-las, e dessa forma
contribuir com a conservacdo das abelhas e com a sustentabilidade da meliponicultura
(MORETI et al., 1998; SANTOS JUNIOR; SANTOS, 2002; CARVALHO; MARCHINI,
1999).
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Sendo uma alternativa para a sustentabilidade de faunas e floras nativas a reducao de
areas cultivadas, ja que essas podem causar impacto negativo na diversidade (GIULIETTI et
al., 2016), como também a conscientizacdo dos meliponicultores, através de capacitacdo, para
0 repasse destas informacdes, como forma de estimular melhorias na criagdo/desempenho das
ASF (MAIA et al., 2015).

Verificou-se a necessidade de identificar as espécies visitadas pela abelha jandaira,
devido seu importante papel (polinizacdo de plantas nativas e cultivadas, producdo de mel e
educacdo ambiental) para o semiarido brasileiro, e dessa forma, auxiliar na elaboracdo de
planos de manejo e uso sustentavel das espécies de plantas. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi investigar a origem botanica do mel produzido pela abelha jandaira (Melipona
subnitida) em diferentes localidades geogréaficas do bioma Caatinga.

5.2 Material e Métodos

A éarea de estudo foi a regido do semiarido do nordeste brasileiro caracterizado por
periodo chuvoso e periodo seco (com chuvas nulas ou escassas), com dominio morfoclimatico
da Caatinga, sendo caracterizada pelas altas temperaturas e vegetacdo tipica (ZANELLA,
MARTINS, 2003; ALVARES et al., 2013; MORO, 2016).

A abelha jandaira é uma espécie de abelha sem ferrdo (Apidae, Meliponini) encontrada
em todos os estados do nordeste brasileiro (CAMARGO; PEDRO, 2013). O seu ciclo de
desenvolvimento e a longevidade sdo aproximadamente 42 dias e 90 dias, respectivamente,
sendo maior que o da abelha Apis mellifera. Apresenta raio de voo (coleta de pdlen, néctar,
entre outros recursos) de cerca de 3 km. E seu mel é armazenado em potes, sendo esse

produzido em menor quantidade do que em col6nias de A. mellifera (BRUENING, 2001).

5.2.1 Amostras

Foram coletadas amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) de 35
meliponarios (APENDICE B), provenientes de 12 municipios, sendo estes pertencentes a trés
mesorregides do Estado do Rio Grande do Norte. Coletou-se aproximadamente 10
mL/amostra, de maneira asséptica direto das coldnias, através de seringa estéril. As amostras
foram acondicionadas em tubos falcon estéreis e encaminhadas para o Bee Lab - Laboratério

de Ecologia Comportamental da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).
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5.2.2 Preparacédo das amostras - Andlise polinica

Inicialmente foram adicionados 8 mL da amostra de mel, 4 mL de agua destilada em
tubo falcon (15 mL) e centrifugou-se a 2000 rpm/15 minutos. Descartou-se o liquido e

acrescentou-se 4 mL de alcool a 70%, sendo novamente centrifugado por 5 minutos.

5.2.2.1 Acet6lise

Para a andlise polinica, as amostras de mel foram preparadas utilizando-se o processo de
acetolise, APENDICE C, no qual adicionou-se em cada amostra 4 mL de &cido acético
glacial, centrifugou-se 2000 rpm/15 minutos e descartou-se o sobrenadante. Em seguida
adicionou-se 4 mL da mistura de acetolise (acido sulfurico e anidro acético - 1:9). As
amostras foram para banho maria 100 °C/5 minutos, posteriormente foram centrifugados,
3000 rpm/3 minuto e eliminado o sobrenadante. Adicionou-se ao tubo 10 mL de agua
destilada e uma gota de alcool a 70%, centrifugou-se e foi eliminado o sobrenadante.
Acrescentou-se 4 mL da mistura (dgua destilada mais glicerina — 1:1) que permaneceu por até
24 horas. Centrifugou, descartou-se o sobrenadante e virou os tubos em papel filtro
(ERDTMAN, 1952).

5.2.2.2 Montagem das laminas

Utilizou-se pedacos de gelatina para recolher o material nos tubos. Colocou-se a
gelatina com o material em lamina de microscopio e por cima a laminula. Em seguida foram

colocadas em chapa aquecedora para fusdo da gelatina (98 °C/ até o derretimento da gelatina).

5.2.2.3 Andlise dos graos de pélen

As laminas foram analisadas por dois métodos:

a) Método qualitativo - os tipos polinicos presentes no mel foram determinados por
comparacdo com o laminéario referéncia da Palinoteca ASA (Abelhas Semiarido) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido e as descricdes obtidas em literatura especializada
(BARTH, 1989; SILVA, 2007; SILVA et al., 2010).

b) Método quantitativo — realizou-se a contagem consecutiva de 400 graos de pélen/amostra e

foram determinadas as classes de ocorréncia: polen predominante (PP - > 45% do total de
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gréos), polen secundario (PS - 16 a 45%), polen isolado importante (PII - 3 a 15%) e pdlen
isolado ocasional (PIO - < 3%) (LOUVEAUX; MAURIZIO; VORWOHL, 1978). As
amostras com um tipo polinico superior a 45% foram consideradas monoflorais (BARTH,

2013). A diversidade polinica foi estimada pelo indice de Shannon-Wiener (H”).

5.3 Resultados e Discussao

Ao realizar a andlise qualitativa dos grdos de pdélen nas amostras de mel da abelha
jandaira (M. subnitida) registrou-se 16 familias de plantas, sendo essas distribuidas em 57
diferentes tipos polinicos, havendo alguns grdos de polen indeterminados, conforme
APENDICE D.

As espécies mais frequentes (Fr: frequéncia relativa), na analise qualitativa foram:
Mimosa tenuiflora (9,7% das amostras), M. arenosa/M. caesalpiniifolia (9,1%),
Chamaecrista duckeana (8,8%), Psidium guajava (6,4%), Pityrocarpa moniliformis (5,8%),
Waltheria rotundifolia (5,8%), Senna obtusifolia (5%), Myracrodruon urundeuva (4,7%),
Waltheria sp. 1 (4,7%) e Borreria verticillata (3,9%) (Tabela 1).

Ao estimar os valores quantitativos verificou-se que a maior riqueza polinica foi
proveniente de uma amostra do municipio de Sdo Francisco do Oeste (Meliponario 2), com
16 tipos diferentes, e a maior diversidade polinica (H” = 2,0) ocorreu na amostra proveniente
do municipio de Serra do Mel (Meliponario 3). Os menores valores registrados tanto para a
riqueza, quatro tipos polinicos diferentes, quanto para a diversidade (H’ = 0,1), foram da
mesma amostra (Meliponario 3) do municipio de Sdo Francisco do Oeste (Tabela 1).
Portanto, 0 mesmo municipio ndo contribuiu para a riqueza de maneira semelhante, pois a
riqgueza numa determinada area do municipio foi diferente de outra area de estudo do mesmo
municipio. Demonstrando diferencas na composicdo floristica entre os dois meliponarios

estudados.

Na analise quantitativa, os tipos polinicos com maiores valores de abundéancia total (A)
nas amostras foram: M. tenuiflora (51,99%), M. arenosa/M. caesalpiniifolia (9,64%), C.
duckeana (8,85%), B. verticillata (5,59%) W. rotundifolia (5,31%) e Tipo Gliricidia sepium
(4,66%) (Tabela 1), sendo esses e a espécie M. urundeuva (aroeira) 0s tipos polinicos

predominantes registrados nas amostras de mel de jandaira (Figura 1).
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No total, 29 amostras (82,9%) apresentaram mel monofloral e seis amostras foram
consideradas polifloral (Figuras 1 e 2). O mel polifloral foi proveniente de seis meliponarios,
referentes a cinco municipios, Mossord (Meliponéario 1), Barcelona (Meliponario 1), Sao
Francisco do Oeste (Meliponario 1), Pau dos Ferros (Meliponario 1) e Serra do Mel
(Meliponario 2). As imagens das plantas que foram classificadas como poélen
predominante/dominante e secundario podem ser vistas no ANEXO A. Das 35 amostras
avaliadas, verificou-se que o pdlen da M. tenuiflora (jurema-preta) esteve presente em todas

as amostras, sendo pélen predominante em 57,1% e secundario em 25,7% das amostras.

Na categoria tipos polinicos secundarios (16 a 45%) foram registrados: M. tenuiflora
(25,7% das amostras), C. duckeana (11,4%), Ziziphus joazeiro (8,57%), M. arenosa/M.
caesalpiniifolia (8,57%), W. rotundifolia (5,71%), Tipo Gliricidia sepium (5,71%), P.
moniliformis (2,86%), Borreria verticillata (2,86%) e P. guajava (2,86%). Algumas amostras

apresentaram mais de um polen secundarios e outras nenhum.

Na categoria tipos polinicos isolados importantes (3 a 15%) verificou-se: C. duckeana
(51,4% das amostras), M. arenosa/M. caesalpiniifolia, W. rotundifolia e P. guajava em
37,1%, 20% e 20% das amostras, respectivamente. J& para o poélen isolado ocasional
observou-se: M. arenosa/M. caesalpiniifolia (45,7%), Waltheria sp. 1 (48,6%), P.
moniliformis (45,7%), P. guajava (42,9%), Senna obtusifolia (40%) e M. urundeuva (37,1%).

Algumas espécies de plantas registradas nas amostras de mel, sé disponibilizam pdélen
aos visitantes florais, sendo verificada no presente estudo seis espécies com anteras poricidas
(plantas de pdlen): C. duckeana (Fr=8,8%, A= 8,85%), C. supplex (Fr=0,3%, A=0,01%),
Chamaecrista sp. 1 (Fr=0,6%, A=0,07%), S. obtusifolia (Fr=5%, A=1,1%), S. trachypus
(Fr=0,8%, e A=0,06%), Solanum sp. (Fr=0,3%, A=0,01%), (Tabela 1). Embora a espécie C.
duckeana tenha sido frequente e abundante nas amostras, a mesma provavelmente néo
contribuiu com as principais caracteristicas fisico-quimicas determinadas pela legislacédo
(BRASIL, 2000), com excecdo do parametro cinza (minerais presentes no mel). Porém,
provavelmente para a nutricdo das abelhas essas espécies contribuiram com maior teor

proteico.
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Tabela 1- Origem botanica do mel de abelha jandaira na Caatinga, Rio Grande do Norte, Brasil. Os dados representam a analise quantitativa das amostras. As letras de A a L
representam as localidades das amostras (A: Alto do Rodrigues, B: Barcelona, C: Galinhos, D: Tibau, E: Governador Rosado, F: Jandaira, G: Mossord, H: Pau dos Ferros, I:
Riachuelo, J: Sdo Francisco do Oeste, K: S8o Paulo do Potengi, L: Serra do Mel) e os nimeros representam os meliponarios amostrados em cada localidade. Em cada
amostra, os tipos polinicos predominantes (com ocorréncia maior que 45%) foram destacados em cinza. Os tipos polinicos com maior abundancia total (A), acima de 4%,
foram destacados em negrito. Os tipos polinicos com maiores valores de frequéncia relativa (Fr) foram destacados em negrito. * plantas com anteras poricidas, as quais
disponibilizam apenas pdlen para as abelhas. Em localidade R: Rural; U: Urbana.

A |B C D |E F G H | J K L
Tipos Polinicos
1 1 1 1 1 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8 1 1 2 1 2 3 4 5 1 2 1 2 3 4 5 A(%) | Fr(%)

Alternanthera tenella 13 |03 1303 25 23(08 0,3 0,3 1303 0,64 |30
Anacardium occidentale 1008 0,3 0,06 |08
Anadenanthera colubrina 3,0 0,3 0,3 1,3 05125 0,22 1,7
Azadirachta indica 55 0,3 50(30(18|05(03|046 |19
Borreria sp. 1 0,3 2,8 0,09 |06
Borreria sp. 2 0,3 0,5 0,02 (0,6
Borreria verticillata 03(03 |05 03(03]03 05 |03 20(10(48 |44 73|91 559 |39
Chamaecrista duckeana * 16 |43 |15 |98(11 |53 |14 |[03|15 |95 [33]|70 12 (0,840 (15 | 28|46 |60(12 |40(33 |18(16 |10 23 13|25 ]40|58|08|60|885 |88
Chamaecrista sp. 1 * 2,0 0,5 0,07 |06
Chamaecrista supplex * 0,3 0,01 |03
Citrulus lanatus 0,3 0,01 (03
Eucalyptus sp. 1 1,0 0,3 2,0 0,3 08175(034 |17
Eugenia uniflora 1,0 0,3 0,308 0,5 0,5 6,310,308 03031 |28
Leucaena leucocephala 18|10 03103 0,5 0,3 0,3 0,5 014 |22
Mangifera indica 05001 (03
M"Egzza?’;fr’]‘ﬁf;/la 8519803 |05]11 75|13 |10|10 |20 |82 |453 |48|35|11 [23]63]05]|75]20 95 |43]15|25 23/05(57 93]03|18 |15|05|18]|964 |91
Mimosa filipes 2,3 0,5 0,5 0,09 |08
Mimosa quadrivalvis 0,3 0,3 0,01 (0,6
Mimosa sensitiva 0,5 0,3 0,31]0,3 03/004 (14
Mimosa tenuiflora 61 |35 97 |76 (43|66 [69 |94 (69 |87 [11 (268 |78 |93 (27 |75 [87 |39 [75 |82 (39 |56,3 (40 |67 (62 |10(|65 |31 |37 |51 |23(53|29 (13|83 |51,99 |9,7
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Tipos Polinicos A B C D | E F H J L
1 |1 1 1 |1 |1 2 3 4 |5 |6 |7 1 (2 |3 |4 |5 (6 |7 |8 (1 |1 2 [1 ]2 |3 [4 (5 |1 |2 |1 |2 |3 |4 |5 [A% |Frn

Myracrodruon urundeuva 0353 (10 |33 0,3 10(05 (4803 0,3 0,8 08(03[13(05 038138 2,07 |47
Pityrocarpa moniliformis 1,810,3 0,3 0,3 0,310,3 4305 0,3 0,308 35103 35|115(08 1519524 |108(03]|154 |58
Psidium guajava 03(05 (03 12 |17 38 115|148 |05(08(13|18(08(08|08]|03 7,01(03 05|48 |13 |15 |05 280 |64
Senna obtusifolia * 3,3 1,8 0,3 0,3 0,8 1,3 0,8 13138 [45(03(15 25113 08(25(0,8 0,5 1,18 |[5,0
Senna trachypus * 05105 1,0 0,06 |08
Solanum sp. * 0,3 0,01 |03
Spondias tuberosa 0,3 0,3 0,3 0,3 0,03 11
Turnera melochioides 30 009 j03
Waltheria rotundifolia 24 9365 03 |43 (2803 1,0 58(33|05|11 (78(08]|03]|238]|48 13 1503 34 531 |58
Waltheria sp. 03]10 1.8 03 |03 0,3 03(13]03 10(03(05 20 |15 05 03 18 0,38 |47
Ziziphus joazeiro 0,3 55 0,5 31 17 | 34 2,52 1,7
Tipo Albizia 0,3 0,3 0,01 |06
Tipo Alternanthera 0,3 0,01 |03
Tipo Aspilia 03(001 |03
Tipo Centrosema 0,3 2,3 0,3 0,08 |08
Tipo Chaetocalyx scandens 0,5 3,0 0,10 |06
Tipo Chamissoa 33 1,0 030803 0813 0,3 022 |22
Tipo Combretum 0,3 0,01 |03
Tipo Gliricidia sepium 0,5 23 99 |53]29 6,8 466 |17
Tipo Gomphrena 0,3 0,01 |03
Tipo Lantana camara 1,3 0,3 0,3 0,810,8 0,09 14
Tipo Myrcia 0,3 001 |03
Tipo Neptunia plena 0,31]0,3 0,3 1,0 18 0,10 |14
Tipo Pterocarpus 0,3 0,5 0508 006 |11
Tipo Syzygium cumini 1,0 0,03 |03
Indeterminado 12 0,3 0,01 0.3
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Tipos Polinicos A B C D | E F H J L

1 |1 1 1 |1 |1 2 3 4 |5 [6 |7 1 ]2 |3 (4 |5 |6 |7 [8 |1 |1 2 |1 |2 (3 |4 |5 |1 (2 (1 |2 |3 [4 |5 |A% |Fr%
Indeterminado 22 0,3 001 (03
Indeterminado 37 0,3 0,01 |03
Indeterminado 5 0,3 0,01 (03
Indeterminado 8 0,5 0,01 |03
Shannon-Wiener (H”) 13/16 |02 (0915|111 |10 |03 |11/05|07|15 |08|04(17|09|06|12|10/|0,7(13|13 |12|12|14|01|12|14|10/|12|16|17|20/(05]|0,7
Riqueza de espécies 1 |11 |6 11 |10 |10 |9 8 14 |8 |10 |13 |6 |9 |12 |9 |7 |11 |10 |10 |9 |9 9 |14 |16 |4 |11 |11 |11 |11 |13 |13 |14 |12 |10
Localidade R |R R R |R |U R R R |R |U |U Uu|Uu |U | U |U |U|U |U|R |R R |U |U |R |R |R |R |R |R U |R |R [R

1 7 30 11 |22 | 28 29 31 |32 (33 34 |3 20 |21 |2 8 9 10 |12 |13 |18 |3 4 14 |15 |16 |17 |19 |5 6 23 |24 |25 |26 |27

Codificagdo das amostras
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O presente trabalho corrobora com a afirmativa de Barth (2004) que os meliponineos
visitam um grande nimero de espécies de plantas, como as espécies nativas (M. urundeuva,
M. tenuiflora, M. arenosa) e cultivadas (Psidium guajava, goiaba), entre outras. Também
constatado por Pinto, Albuquerque e Régo (2014) ao avaliarem o mel de abelha jandaira
proveniente do Maranhdo identificaram 50 tipos polinicos, pertencentes a 29 familias, 39

géneros e 28 espécies. Os autores ndo identificaram quatro tipos polinicos.

Estudos demonstraram que a abelha jandaira visita preferencialmente espécies nativas
da Caatinga para coleta de polen e néctar (PEREIRA et al., 2014; LIMAO, 2015; MAIA-
SILVA et al., 2015). Portanto é necessaria a preservacdo e o plantio de espécies nativas na
Caatinga proxima aos meliponarios, para auxiliar a abelha jandaira na produgdo do mel
(MAIA-SILVA et al., 2012). Felipe Neto (2015) ao avaliar a influéncia da paisagem sobre a
qualidade do mel da abelha jandaira na Caatinga verificou que as areas de caatinga preservada
devem ser mantidas e protegidas, assim como as matas secundarias (em processo de

reconstrugdo) para que essas sirvam como refagio futuro para os polinizadores.

Outros estudos também registraram a predominancia de espécies nativas da Caatinga no
mel de abelha jandaira, M. caesalpiniifolia e Crotalaria sp.; M. caesalpiniifolia; e
Alternanthera sp. (BARTH et al., 2013; SILVA et al., 2013; ALMEIDA-MURADIAN et al.,
2013). Ja Santos, Kill e Aradjo (2006) ao avaliarem a flora apicola de interesse para a A.
mellifera, nas areas de vegetacdo nativa, como fornecedoras de néctar durante o periodo
chuvoso destacaram-se as herbaceas: Borreria verticillata, Waltheria rotundifolia, Merremia
aegyptia, Jaquemontia confusa, Hypenia salzmanni. J4& no periodo seco destacaram-se as
arboreas Schinopsis brasiliensis, Amburana cearensis, Myracrodruon urundeuva e

Sideroxylon obtusifolium.

Silva et al (2014) ao avaliarem o pdlen predominante de duas amostras de polen de
abelha jandaira, proveniente da Paraiba, verificaram em uma a presenca de Senna sp. (94,5%)
e na outra Chamaecrista sp. (39,2%) e Mimosa tenuiflora (43,5%). Novais, Lima e Santos
(2010) e Moreti et al (2000) ao avaliarem o polen e o mel, respectivamente, da abelha A.
mellifera, do nordeste brasileiro, também verificaram a importancia da familia Fabaceae para
essas abelhas. Resultado semelhante ao observado no presente estudo com o mel de abelha

jandaira. Isso se deve ao fato que a familia Fabaceae € muito abundante na Caatinga.

A grande frequéncia de M. tenuiflora (jurema-preta) pode ser devido ao longo periodo

de floracdo dessa espécie, mesmo sendo esse irregular, quanto aos aspectos da periodicidade
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de floracdo e padrdo de ocorréncia, havendo relatos de floragcdo entre os meses de novembro a
fevereiro (BAKKE et al., 2006; LIMA, 1996). Porém, a grande quantidade observada merece
destaque, pois a M. tenuiflora é uma das primeiras espécies a se instalar em areas degradadas
(MAIA-SILVA et al., 2012), demostrando que as areas estudadas apresentam espécies de
vegetacdo primaria, como a jurema-preta. Esse fato explica a predominéncia de jurema-preta
nas amostras. A floracdo em massa dessa especie € muito atrativa para as abelhas, pois
permite que as forrageiras coletem grande quantidade de polen e néctar, favorecendo o
aumento do estoque de alimento das colénias (LIMAO, 2015; MAIA-SILVA et al., 2015).

Nossos resultados indicam que a espécie M. urundeuva (aroeira), espécie nativa da
Caatinga com floracdo no periodo seco, embora tenha sido predominante, ndo foi frequente
nas amostras de mel de jandaira. Devido ao seu valor ecoldgico principalmente para as
abelhas, por fornecer recursos florais na estacdo seca, quando esses sdo reduzidos (MAIA-
SILVA et al., 2012), é fundamental o plantio dessa espécie em areas de Caatinga. No estudo
de Roque e Loiola (2013) foi verificado que a populacéo local utiliza a aroeira tanto com fins
medicinais, como para exploracdo de sua madeira, para producdo de portas, mourdes entre
outros, devido a sua resisténcia. Provavelmente devido a sua exploracdo ndo sustentavel para

fins comerciais, essa planta é considerada ameacada de extingdo (BRASIL, 2008).

A Waltheria rotundifolia (malva) € uma importante fonte de néctar no periodo chuvoso,
considerada uma espécie subarbustiva perene, encontrada na Regido Nordeste do Brasil,
podendo ocupar areas de lavouras, pastagens e areas ocupadas com fruticultura (SANTOS;
KILL; ARAUJO, 2006; MOREIRA; BRAGANCA, 2011). Plantas herbaceas sdo importantes

no entorno dos meliponarios.

Recomenda-se também o plantio proximo aos meliponarios de Pityrocarpa
moniliformis (catanduva) e Ziziphus joazeiro (juazeiro), pois estas além de serem espécies
nativas podem contribuir com a producdo de mel de ASF (MAIA-SILVA et al., 2012). Além
disso, o juazeiro pode ser utilizado para diversos fins, alimenticio, forrageiro e medicinal
(ROQUE; LOIOLA, 2013). Alvarez et al (2012) sugeriram a utilizagdo de plantas nativas da
Caatinga com importancia ecoldgica na arborizacdo urbana, entre elas recomendam aroeira e
juazeiro, as quais sdo fontes importantes de recursos florais para as abelhas. Espécies arboreas

proporcionam além de flores para as abelhas, areas com sombra.
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Figura 1 - Locais de coletas das amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) com identificacdo dos tipos de pdlen predominantes
(>45%), de agosto a outubro de 2013, no Bioma Caatinga.
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A espécie Psidium guajava (goiabeira) apresenta producdo de destaque na fruticultura
brasileira, sendo importante para incrementar sua participacdo no mercado a utilizacdo de
agentes polinizadores, como as abelhas (ALVES; FREITAS, 2006). Portanto, conforme
observou-se no presente estudo as plantas frutiferas podem ser utilizadas como fonte de

recursos para as abelhas, e contribuir para incrementar a meliponicultura regional.

As abelhas coletam recursos florais ao visitarem as plantas, porém nem todas as
espécies de plantas oferecem os mesmos recursos, havendo uma classificacdo das plantas em:
plantas nectariferas, plantas poliniferas e plantas poliniferas-nectariferas (VILLANUEVA,
2002). De acordo com Machado e Lopes (2003) as plantas com anteras poricidas, polinizadas
por vibracdo, apresentam apenas poOlen como recurso. Essas plantas, principalmente os
géneros, Senna e Chamaecrista, sdo fundamentais para as colbnias de jandaira,
predominantemente durante a estagdo chuvosa (MAIA-SILVA et al., 2015).

Figura 2 - Grdos de polen predominantes e secundarios (A - Mimosa arenosa/Mimosa
caesalpiniifolia, B - Mimosa tenuiflora, C - Myracrodruon urundeuva, D - Pityrocarpa
moniliformis, E - Borreria verticillata, F - Chamaecrista duckeana; G - Psidium guavaja, H -
Ziziphus joazeiro, | — Tipo Gliricidia sepium e J - Waltheria rotundifolia) observados nas
amostras do mel de abelha jandaira do semiarido do Rio Grande do Norte, agosto a outubro de
2013.
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5.4 Conclusao

A analise polinica do mel de abelha jandaira (M. subnitida), proveniente do bioma
Caatinga, revelou a importdncia das espécies nativas (M. tenuiflora, M.
arenosa/caesalpiniifolia, M. urundeuva, P. moniliformis, Z. joazeiro, entre outras) para a
producdo do mel. Além disso, demonstrou a abelha jandaira pode servir como um potencial
polinizador de um grande nimero de plantas nativas da Caatinga. Contudo, a biodiversidade
do bioma Caatinga deve ser preservada e restaurada quando necessario, devendo-se, para isso,
conscientizar as pessoas da importancia da manutencgéo e cultivo de plantas nativas e protecao

das abelhas.
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6 CAPITULO IV - ESTOCAGEM DE MEL DE ABELHA JANDAIRA (Melipona
subnitida) DO SEMIARIDO

6.1 Introducéo

O mel das abelhas sem ferrdo (ASF), como a jandaira (Melipona subnitida Ducke) é
utilizado como alimento e medicamento natural no tratamento de algumas doencas
(BIJLSMA et al., 2006). Este produto apresenta particularidades quando comparado com o
mel da abelha africanizada (Apis mellifera), como umidade elevada e coloragdo predominante
clara, além de outras diferengas. N&o existindo legislacdes especificas para o mel das ASF,
pela falta de informacfes sobre sua composicdo e também devido as particularidades
observadas entre as diferentes espécies dessas abelhas (ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013;
SILVA etal., 2013; SOUSA et al., 2013).

As ASF apresentam mel com vida de prateleira menor, provavelmente devido a fatores
como: o tipo de néctar coletado, que pode apresentar grande quantidade de agua; associado ao
fato da operculacdo dos potes de mel ocorrer quando ainda ha umidade elevada do mel, o que
facilita a fermentacdo (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005).

A vida de prateleira dos alimentos pode ser avaliada pela determinagdo das suas
caracteristicas fisico-quimicas e verificacdo do atendimento as normatizaces. No mel essas
permitem avaliar diversos aspectos, como: maturidade (agucares, sacarose e umidade), pureza
(solidos insoluveis, cinzas e polen) e deterioracdo (acidez livre, atividade diastésica,
hidroximetilfurfural) (BRASIL, 2000). Essas podem ser modificadas mais rapidamente se o
produto for mantido sob condi¢fes inadequadas de estocagem e embalagem (PAIVA et al.,
2012; NOMBRE et al., 2010).

Portanto o conhecimento do comportamento das caracteristicas do mel de abelha
jandaira durante a estocagem é fundamental para se estimar a vida de prateleira desse produto.
Sendo assim, 0 objetivo do presente trabalho foi analisar as caracteristicas do mel de abelha

jandaira durante a estocagem.

6.2 Material e Métodos
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Foram avaliadas 35 amostras de mel de abelha jandaira (M. subnitida Ducke),
coletadas no semiarido do nordeste brasileiro, de forma asséptica, com auxilio de seringas e
espatulas esterilizadas, sendo acondicionadas em frascos transparentes de plasticos estéreis, e
mantidos sob a protecdo da luz, com temperatura média de 25 °C. As amostras foram
avaliadas em trés momentos, logo apds a colheita (Mo), 12 meses pés-colheita (M12) e 18

meses pos-colheita (Mss).

As amostras foram analisadas quanto as caracteristicas de umidade, atividade de agua

(Aa), pH, acidez livre, hidroximetilfurfural (HMF) e cor.

O teor de umidade foi avaliado com o auxilio do refratdmetro digital portatil da marca
Atago, modelo PAL-22S. Para determinar a atividade de 4gua do mel utilizou-se o medidor de
atividade de agua da marca Testo modelo 650. A cor foi medida através de fotbmetro
medidor, com parametro da cor do mel, da marca Hanna, modelo HI 83221. O valor obtido
em graus Pfund em milimetros (mm) foi comparado com tabela de determinacdo da cor do
mel. Para todos os equipamentos utilizados foram seguidas as instrugdes do fabricante, sendo

0S mesmos previamente calibrados.

Para avaliar o pH foram pesadas 10 gramas de cada amostra de mel, essas foram
diluidas em 75 mL de agua destilada, em seguida utilizou-se o medidor de pH, previamente
calibrado (1AL, 2008). A determinacdo da acidez livre foi realizada de acordo com Almeida-
Muradian e Bera (2008) e 1AL (2008), na qual as amostras pesadas e diluidas para medicao do
pH foram utilizadas. O medidor de pH foi mantido nas amostras enquanto ocorria a titulacdo
com hidroxido de s6dio (NaOH) 0,05N, até pH 8,5.

Para a avaliacdo do HMF pesou-se cinco gramas de cada amostra de mel, sendo em
seguida diluido e colocado em baldo de 50 mL. Pegou-se dois tubos de ensaio, em cada um,
pipetou-se dois mL da solucdo de mel e cinco mL da solucdo de P-toluidina. Em um dos tubos
(tubo branco), adicionou-se um mL de agua destilada, e no outro (tubo teste), um mL de
solucdo de acido barbitarico. Em seguida foi realizada a leitura em espectrofotdmetro UV-
VIS 200-1000nm banda:5nm da marca Biospectro, modelo SP-220, em absorbéancia de 550
nm. O valor da absorbancia foi multiplicado por 192 para determinar o valor do HMF em
mg/Kg (IASC, [s.a]).

6.2.1 Andlise estatistica
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A analise estatistica foi realizada em ambiente R (R Core Team, 2015). Os
pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias foram testados
segundo Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Todas as analises foram conduzidas a
probabilidade de 5%.

No intuito de identificar diferencas significativas nos parametros (umidade, pH, Aa,
Acidez livre, HMF e Escala Pfund - Cor) das amostras de mel nos diferentes tempos
(momento zero — Mo, 12 meses — M12 e 18 meses — M1g p0s coleta) foi utilizada uma repeated
measures ANOVA (medidas repetidas no tempo). Quando encontradas diferencas o teste de
comparagGes multiplas Dunnett foi utilizado, também a 5% de probabilidade. Foi realizada
correlacdo de Pearson, entre os parametros fisico-quimicos, cor e o tempo de armazenamento

das amostras de mel, para os dados.

6.3 Resultados e Discussao

Ao avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e cor do mel de abelha jandaira (M.
subnitida), Tabela 1, verificou-se que houve diminui¢do da umidade e pH, além de aumento

da acidez livre, HMF e cor, durante o periodo de estocagem.

A umidade reduziu apds 18 meses de estocagem, grande parte dos dados esteve
préximo a média geral (Figuras 1A). A atividade de 4gua (Aa) ndo apresentou comportamento
homogéneo, verificou-se aumento (M12) e depois diminuigdo (Mig), sendo que este ndo foi
diferente do momento inicial (FIGURA 1B). Os valores de acidez livre, pH, e cor (escala
Pfund) apresentaram distribuicdo semelhante, com alguns valores discrepantes acima da
média. Durante as andlises de estocagem o pH reduziu (Figura 1C) e a cor aumentou
(escurecimento) (Figura 1F). A acidez livre e 0 HMF foram mais elevados com 18 meses de
estocagem (Figuras 1D e 1E), porém a maioria dos valores discrepantes de HMF estava acima

da média.

A umidade reduziu durante o armazenamento (Tabela 1). Almeida-Muradian, Stramm,
Estevinho (2014) ao avaliarem as caracteristicas do mel de M. subnitida armazenado em
diferentes temperaturas, ndo verificaram diferenga estatistica entre os momentos de anélise

para umidade (0, 4, 8 e 12 meses).
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Os valores da atividade de agua (Aa) variaram, nos diferentes periodos de analises. A
variacdo observada para Aa sdo semelhantes aos observado por Silva et al (2013), ao

avaliarem o mel de M. subnitida até seis meses pos colheita.

O pH variou de 3,25 a 5,07 (Mo), 3,07 a 4,78 (M12), 3,07 a 4,55 (M1s), havendo
diminuicdo no valor (p < 0,05), nos diferentes tempos de estocagens. O valor do pH pode
influenciar na textura e na vida de prateleira do mel, j& que valores baixos de Aa e pH pode
manter condicdes para o desenvolvimento de fungos e leveduras osmofilicas (TERRAB et al.,
2004; GOMES et al., 2010).

Tabela 1 - Médias das caracteristicas fisico-quimicas e cor do mel de abelha jandaira (M.
subnitida) nos tempos 0, 12 e 18 meses de estocagem.

Tempo (més)
0 12 18

Umidade (g/100g mel)  24,49a (+1,79)  23,93b (1,63) 23,43C (+1,44)
pH 3,51a (+0,28) 3,43b (£0,29) 3,37¢ (+0,25)

Aa 0,71b (+0,03) 0,74a (+0,03) 0,72b (£0,02)

Acidez livre (mEqg/kg

mel) 50,89b (+19,63)  48,98b (+18,53)  57,30a (+20,92)

HMF (mg/kg mel) 4,18c (x11,00) 9,75b (£14,73) 20,77a (x16,56)

Escala Pfund — Cor
(mm)
Letras diferentes na mesma linha significa diferenca estatistica em nivel de significancia de 5% nos
periodos de estocagem.

29,40c (+27,28)  40,46b (+32,81)  46,46a (33,61)

A acidez livre variou de 24,3 a 83,8 mEqg/kg (Mo), 20 a 119 mEqg/kg (M12), 31,0 a
1415 mEqg/kg (M1s). Silva et al (2013) verificaram acidez inferior ao apresentado no presente
estudo para o mel de jandaira em analise realizada até seis meses pos colheita. Almeida-
Muradian, Stramm e Estevinho (2014) ndo verificaram variacéo significativa na acidez do mel

de abelha jandaira mantido em temperatura ambiente por 12 meses.

A acidez do mel pode estar relacionada com o tempo de colheita (maturidade do mel)
elou fatores climaticos, que favorecem as reacGes que sdo capazes de liberar compostos
acidos no mel (PUCCIARELLI et al., 2014).
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Figura 1 - Médias das caracteristicas do mel de abelha jandaira (M. subnitida) nos diferentes
tempos de andlise. (A) Umidade; B) Atividade de agua; C) pH; D) Acidez livre; E) HMF
(Hidroximetilfurfural); F) Escala Pfund (Cor).
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E de acordo com Ananias, Melo e Moura (2013) valores de acidez acima do permitido
também podem estar relacionados com caracteristicas de origem do produto, como: espécies

de abelha, floracdo e clima ou regido.

A média do HMF foi mais elevada no maior tempo de estocagem. Resultado
semelhante foi relatado por Moura et al (2011) que observaram aumento do valor do HMF no
mel de A. mellifera no maior tempo de estocagem, e verificaram que o mel quando mantido
sob refrigeracdo, retarda o aparecimento do HMF. Corroborando com a conclusédo de Melo,
Duarte, Mata (2003) de que o HMF pode ser afetado pelo tipo de embalagem, temperatura e
periodo de estocagem que o mel é submetido. Porém, diferente do observado por Almeida-
Muradian, Stramm e Estevinho (2014) que ao avaliarem o mel de M. subnitida, estocado em
temperatura ambiente, ndo verificaram diferenca estatistica no maior periodo de estocagem

(12 meses).

Com relacdo a cor houve variacdo de 0 a 133mm (Mo), 0 a 150mm (M12 e Msg), na
qual o Omm corresponde a cor Branco d’agua e os valores 133 ¢ 150mm a cor Ambar escuro,
cores estabelecidas na escala Pfund (Figura 2). Portanto houve escurecimento do mel durante
0 periodo de estocagem, com média variando do Branco, no tempo 0, para o Extra ambar
claro com 18 meses. De acordo com Mehryar; Esmaiili; Hassanzadeh (2013) a temperatura, o
tempo de armazenamento e a forma da colheita afetam a cor do mel. No mel de meliponineos
hd predominéncia de cor clara, 0o que pode resultar numa alta aceitacdo no mercado
internacional (ALVES et al., 2005).

Figura 2 - Cores das amostras de mel de jandaira (Melipona subnitida) apés longo periodo de
estocagem.

A B

A - Extra Branco; B - Branco; C - Ambar Claro; D - Ambar Claro; E - Ambar Claro; F - Ambar; G -
Ambar escuro.
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Observou-se correlacdo entre Aa e umidade ambas diminuiram; a acidez livre e HMF
como também, acidez livre e cor aumentaram. O pH e a cor apresentaram comportamento

inverso, ou seja, 0 pH diminuiu e a cor aumentou (Tabela 2).

O HMF e a cor aumentaram durante a estocagem, resultado também observado por
Visquert, Vargas e Escriche (2014) ao avaliarem os efeitos das condi¢cdes de armazenamento
pos-colheita sobre os parametros de cor e de frescor do mel de A. mellifera, verificaram que o
maior periodo de estocagem e as altas temperaturas fizeram com que o HMF e a cor
aumentassem. Almeida-Muradian; Stramm; Estevinho (2014) observaram que durante a

estocagem, a cor do mel de M. subnitida é menos afetada em temperatura ambiente.

Tabela 2 - Correlacdo de Perarson (r) das caracteristicas fisico quimicas do mel de abelha
jandaira (M. subnitida) nos diferentes tempos de estocagem.

Variaveis Tempo Aa HMF | Umidade pH Acidez Cor
Tempo 1,00 0,11 0,41 -0,26 -0,21 0,11 0,22
Aa 1,00 -0,16 0,67 0,05 0,03 0,06
HMF 1,00 -0,33 -0,10 0,69 0,55
Umidade 1,00 -0,01 0,02 -0,11
pH 1,00 -0,01 0,59
Acidez 1,00 0,56
Cor 1,00

Considerando-se correlacdes moderadas ou fortes aquelas acima de |0,5|. Valores em negrito indicam
correlagéo.

Embora a umidade tenha reduzido com o tempo de estocagem, o valor superior a 20%,
preocupa, ja que favorece o processo de fermentacdo. E isso pode ter ocorrido, ja que
observou-se elevagdo da acidez e reducdo do pH. Além disso, as caracteristicas de HMF e cor
também foram alteradas com o periodo de estocagem, mas essas estiveram de acordo com a
legislacdo existente para o mel de A. mellifera. Por ja existirem relatos de umidade e acidez
mais alta no mel de ASF, em uma legislacdo prépria para o mel deste tipo de abelhas, esses
parametros sdeveriam seriam alterados, como também deveria ser exigido um maior controle
das caracteristicas microbiolégicas do mel, j& que a acidez pode ser proveniente do
desenvolvimento de microrganismos, o que poderia afetar (diminuir) o prazo de validade do

mel.

6.4 Conclusao
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O mel de abelha jandaira (M. subnitida) durante os diferentes periodos de estocagem
(0, 12 e 18 meses) apresentou diminuicdo da umidade e pH, além do aumento do HMF, cor e
acidez livre. Portanto, caso ndo ocorra a avaliagdo microbioldgica do mel de jandaira a vida
de prateleira deveria ser inferior aos 18 meses, j& que as caracteristicas de deteriogdo
comecaram a aumentar o que pode alterar a qualidade do produto.
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7 CAPI':I'ULO V - SEGURANCA MICROBIOLOGICA DO MEL DE ABELHA
JANDAIRA (Melipona subnitida) PRODUZIDO NO SEMIARIDO BRASILEIRO

7.1 Introducéo

O mel apresenta caracteristicas que dificultam o desenvolvimento de microrganismos,
como a atividade antimicrobiana e baixa atividade de agua, porém mesmo com estes
parametros intrinsecos, pesquisas comprovaram sua contaminagdo com microrganismos
(SOUZA et al., 2009; SNOWDON, 1999).

Ha relatos da atividade antimicrobiana do mel de abelhas sem ferrdo (ASF) contra
diversos microrganismos, sendo esses provenientes de cepas e focos infecciosos (BORSATO
et al., 2013; GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005), além do efeito cicatrizante
em feridas pelo uso do mel de Melipona subnitida, provavelmente devido a acdo na defesa
imunoldgica e da propria atividade antimicrobiana (ALVES et al., 2008).

O mel das ASF apresenta elevada umidade, que aumenta a probabilidade de
deterioracdo microbiana, quando comparado ao mel de Apis mellifera, porém sua elevada

acidez pode minimizar o efeito negativo (HOLANDA et al., 2012).

Segundo Snowdon e Cliver (1996) as contamina¢fes do mel podem ser primarias
(pblen, o aparelho digestivo das abelhas, poeira, ar, terra e néctar) e secundarias (pos-
colheita). Os microrganismos no mel podem ser 0s comuns a esse; 0s que indicam qualidade

sanitaria; e 0s que podem causar doengas.

Nesse sentido, merecem atencdo as leveduras, fungos e as bactérias formadoras de
esporos, como as dos géneros Clostridium e Bacillus (FINOLA; LASAGNO; MARIOLI,
2007). Porém a grande maioria dos trabalhos sobre microbiologia do mel de ASF apenas
avaliam fungos, leveduras e coliformes (SOUZA et al., 2009; MATOS et al., 2011; MONTE
et al., 2013), e poucos avaliaram outros microrganismos (PUCCIARELLI et al., 2014,
ZAMORA; ARIAS, 2011). Mesmo sabendo-se do risco para as criangas menores de um ano
de idade de ingerirem o mel, pela possibilidade de producéo da toxina botulinica no intestino
(KETCHAM; GOMEZ, 2003). No Brasil, as formulas infantis com adicdo de mel, deve ser
designado como férmula infantil de seguimento para criangas de primeira infancia (de 1 a 3
anos de idade), além do mel passar por prévio tratamento para destruir os esporos de C.
botulinum (ANVISA, 2011).



91

O mel de abelha jandaira (M. subnitida), embora seja um alimento bem aceito pelos
consumidores do nordeste do Brasil, sofre alguns entraves, devido a inexisténcia de uma
regulamentacdo que torne possivel sua comercializacdo. Ha ainda um nudmero reduzido de
trabalhos que abordem a pesquisa de microrganismos, dificulta o conhecimento de sua
contaminacdo. Por estes motivos objetivou-se pesquisar microrganismos aerobios e

anaerdbios no mel de abelha jandaira produzido na regido semiarida do Brasil.

7.2 Material e Métodos

As amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) foram coletadas
assepticamente, com auxilio de seringas e espatulas estéreis, e acondicionadas em frascos
plasticos estéreis. Coletou-se 35 amostras, de meliponicultores diferentes, provenientes de 12
municipios da regido semiarida do nordeste Brasileiro, durante agosto a outubro de 2013.
Pesquisou-se nas amostras microrganismos aerébios (Coliformes a 45 °C, Bactérias mesofilas,
Staphylococcus sp, Salmonella spp., Fungos e Leveduras), no laboratorio de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA) e microrganismos anaerdbios (Clostridium perfringens, C. botulinum, C. difficile
e Bacillus) no Laboratoério de Bacteriose e Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e os Bacillus no Laboratério de doencas de animais aquaticos (AQUAVET) da
UFMG.

7.2.1 Microrganismos aerobios

Para a pesquisa dos microrganismos aerébios (Coliformes a 45 °C, Bactérias
mesdfilas, Staphylococcus sp, Salmonella spp., Fungos e Leveduras) pesou-se 25 gramas da
amostra de mel, e diluiu-se em 225 mL de agua peptonada (10!). Em seguida foram
realizadas as diluicGes sucessivas até 1073, sendo as analises realizadas de acordo com o
recomendado pela instru¢cdo normativa n® 62/2003 do Ministério da Agricultura, a qual
descreve os métodos analiticos oficiais para andlises microbiolégicas para controle de
produtos de origem animal e agua (BRASIL, 2003).

Na pesquisa de Salmonella incubou-se a diluigdo 10 em estufa a 36 °C por 20 horas,
sendo depois incubada em caldos Rappaport-Vassiliadis, Tetrationato e Selenito Cistina por

24 horas a 41 °C em banho-maria. Em seguida os caldos foram repicados para placas
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contendo agar Rambach e agar Salmonela Shigella e incubadas a 36 °C por 24 horas. As
placas com coldnias foram repicadas para tubos contendo agar triplo agtcar ferro (TSI) e agar
lisina ferro (LIA) e incubadas por 24 horas a 36 °C. As amostras positivas, nos dois tubos,
foram repicadas para tubos com &gar uréia e incubadas a 36 °C por 24 horas. Sendo
consideradas positivas as amostras que nao apresentaram reagdo a uréia.

A determinacdo de coliformes a 45 °C foi realizada pela técnica do numero mais
provavel (NMP/g), em serie de trés tubos, com caldo Escherichia coli e foram incubados em
banho-maria a 45 °C por 48 horas.

Na pesquisa de bactérias mesofilas, Staphylococcus, utilizou-se a técnica de
plagueamento em profundidade. O &gar padréo para contagem (PCA) foi usado para pesquisa
de Bactérias mesofilas e para Staphylococcus o agar Baird Parker suplementado com emulséo
de gema de ovo e telurito a 1%. As placas foram mantidas a 36 °C durante 48 horas.

Para a pesquisa de fungos e leveduras utilizou-se a técnica de plagueamento em
superficie em agar batata dextrose acidificado (acido tartarico a 10%), sendo as placas

mantidas em BOD por cinco dias a 25 °C.

7.2.2 Microrganismos anaerobios

Para a pesquisa de clostrideos foram pesadas 25 gramas da amostra de mel, sendo essa
diluida em 225 mL de PBS. Esta diluicdo foi homogeneizada, sendo entdo pipetado um mL
em tubos contendo caldo Cooked Meat Medium (CMM) e caldo Reinforced Clostridial
Medium (RCM). Estes tubos foram submetidos a choque térmico, 80 °C por 10 minutos,
depois resfriados a 37 °C e incubados em camara de anaerobiose (ThermoScientific, EUA) a
37 °C.

7.2.2.1 Técnica convencional

Para a pesquisa de C. perfringens os tubos de CMM e RCM, que estavam na camara
de anaerobiose, com turvacdo em 24 horas (APENDICE E) foram repicados para o agar
Sulfito Polimixina Sulfadiazina (SPS), e incubados na camara de anaerobiose a 37 °C por 24
horas. As placas com crescimento de colénias foram selecionadas para realizacdo da
coloracdo de Gram. Colbnias que apresentaram bastonetes gram-positivos foram submetidas a
extragdo do DNA, para realizagdo da PCR. Para isso, selecionou-se duas col6nias das placas
de agar SPS e essas foram depositadas em eppendorf com agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore,
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EUA). Os eppendorfs foram mantidos em agua fervente por 20 minutos sendo depois
centrifugado (BAUMS et al., 2004). Coletou-se aproximadamente 300 puL do sobrenadante

para serem utilizados como DNA molde na PCR multiplex da genotipagem de C. perfringens.

Ja para a pesquisa de C. botulinum os tubos de CMM e RCM permaneceram
incubados em camara de anaerobiose a 37 °C por seis dias. Os tubos turvados foram repicados
para placas contendo Agar Muller-Hinton suplementado com 5% de sangue ovino e Agar
Gema de Ovo (GLASBY; HATHEWAY, 1985). Em seguida as placas foram incubadas em
camara de anaerobiose a 37 °C por 48 horas. As placas com crescimento de col6nias foram
selecionadas para realizacdo da coloracdo de Gram. As col6nias que apresentaram bastonetes
gram-positivos foram submetidas a extracdo do DNA, para realizagdo da PCR, conforme
Baums et al (2004). Coletou-se aproximadamente 300 puL do sobrenadante para serem

utilizados como DNA molde para as PCRs de C. botulinum.

7.2.2.2 Técnica Molecular

7.2.2.2.1 Clostrideos - Extracdo de DNA e realizacdo da PCR diretamente do caldo CMM

Os tubos de CMM, com crescimento, ap0s a incubacdo por seis dias foram
selecionados, e pipetou-se um mL do caldo em eppendorf e foram centrifugados. O conteido
do eppendorf foi ressuspendido com TE (tris edta). O material foi aquecido em termobloco a
98 °C por 20 minutos, e submetido novamente a centrifugacdo, sendo extraida a parte liquida,
para realizacdo da PCR das seguintes espécies de Clostrideos: C. perfringens, C. difficile e C.

botulinum.

7.2.2.2.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR multiplex foi utilizada para a pesquisa de Clostridium perfringens, como cepas
padrdes utilizou-se, tipo A (ATCC 3624), tipo B (ATCC3626), tipo C (ATCC3628), tipo D
(ATCC 3629) e tipo E (ATCC 27324). Foram utilizados iniciadores especificos para detec¢do
das toxinas alfa (cpa), beta (cbp), beta-2 (cpb-2), épsilon (etx), iota (ia) e enterotoxina (cpe).
(Tabela 1). O protocolo utilizado constituiu-se de desnaturacdo inicial 95 °C por 5 min, com
ciclo de desnaturacdo 95 °C por 60s, anelamento 48 °C por 60s e extensdo 72 °C por 60s,

sendo repetido 40 vezes, e a extensao final foi 72 °C por 8 minutos (VIEIRA et al., 2008).
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Clostridium difficile também foi pesquisado por uma técnica de PCR multiplex
utilizando-se a cepa padrédo (ATCC 9689) como controle da pesquisa de um gene constitutivo
de C. difficile (tpi) e suas toxinas: Toxina A (TcdA), Toxina B (TcdB) e toxina binaria
(CdtB). A reacgéo seguiu-se com desnaturacao inicial foi de 95 °C por 5 min, e o ciclo foi de
desnaturacéo 95°C por 30s, anelamento 52 °C por 30s e extensdo 72°C por 30s, sendo repetido
35 vezes, e a extensdo final foi de 72 °C por 10 minutos. As informacg6es sobre os iniciadores
estdo na Tabela 1 (SILVA etal., 2011).

Para a pesquisa de C. botulinum utilizou-se dois protocolos de PCR: um para a
pesquisa dos tipos A, B, E e F, com reacdo de desnaturacdo inicial a 95 °C por 15 min,
seguido de ciclos de desnaturagdo 95 °C por 30s, anelamento 56 °C por 30s e extensédo 72 °C
por 90s, sendo repetido 35 vezes, e a extensdo final foi 72 °C por 7 min (MEDICI et al.,
2009). A reacdo para a pesquisa dos tipos C e D seguiu-se o protocolo de Prévot et al (2007),
com desnaturacéo inicial a 95 °C por 15 min, e o ciclo foi de desnaturacdo 94 °C por 30s,
anelamento 55 °C por 30s e extensdo 72 °C por 30s, sendo repetido 40 vezes, e a extensao
final foi 72 °C por 10 min. Os primers iniciadores e tamanho dos fragmentos utilizados para a

pesquisa de C. botulinum podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Primers iniciadores e pares de bases utilizados nas PCR para a pesquisa de
Clostridium perfingens, C. difficile e C. botulinum.

Tipo Primers Sequéncia (5°- 37) Pares de base
C. perfringens Ccpas GCT AAT GTT ACT GCC GTT GA 324
cpa CCT CTG ATA CAT CGT GTA AG
T
C. perfringens cpbs GCGAATATGCTGAATCATCTA 196
cpb GCAGGAACATTAGTATATCTTC
r
C. perfringens etxs GCGGTGATATCCATCTATTC 655
otx CCACTTACTTGTCCTACTAAC
r
C. perfringens ias TTTTAACTAGTTCATTTCCTAGTTA 298
ia TTTTTGTATTCTTTTTCTCTAGATT
T
C. perfringens cper GGAGATGGTTGGATATTAGG 233
cpe GGACCAGCAGTTGTAGATA
r
C. perfringens cpb2s GAAAGGTAATGGAGAA 573
GCAGAATCAGGATTTT
cpb2;
C. difficile tpis AA AGA AGC TAC TAA GGG TACAAA 210
ipi CAT AAT ATT GGG TCT ATT CCTAC
r
C. difficile tcdAs AGATTCCTATATTTACATGACAATAT 365/110
tedA GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT
:
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C. difficile tcdBs GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA 160
tcdB ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT
.
C. difficile cdtB¢ TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 262
cdiB CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG
.
C. botulinum A ioas GGGCCTAGAGGTAGCGTARTG? 101
i0a TCTTYATTTCCAGAAGCATATTTT?
r
C. botulinum B cbmlbs CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA 205
CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG
cbmlby
C. botulinum C csl.2¢ TCCTCGAGTTACAAGCC 169
cas2; CAGGAAAGGGTATATCTG
C. botulinum D ds2; TTAGACTATACAGCATCCC 264
das2, TAACTTGTGGACGAATCC
C. botulinum E cbhmlet CCAAGATTTTCATCCGCCTA 389
GCTTATTGATCCAAAACGGTGA
cbhmle,
C. botulinum F cbmif; CGGCTTCATTAGAGAACGGA 543
chmlf TAACTCCCCTAGCCCCGTAT
g

AR=CouT:"Y=A0uG

7.2.2.2.3 Bacillus

As placas que apresentaram coldnias com morfologia diferente do estabelecido para 0s
Clostrideos, item 7.2.2.1, as colbnias foram coradas pela técnica de Gram, como também
inoculadas em caldo BHI e em seguida repicadas em Agar Sangue e incubadas a 37 °C por 48

horas.

Utilizou-se o kit comercial DNeasy (QlAamp DNA mini kit, Qiagen) para extrair o
DNA total das amostras. O gene 16S RNA ribossémico foi amplificado e sequenciado
utilizando-se os primers universais C70 (5-AGAGTTTGATYMTGGC-3) e B37 (5-
TACGGYTACCTTGTTACGA-3) (FOX et al., 1995). O kit comercial (Wizard PCR Preps
kit, Promega) foi usado para purificacdo dos produtos de PCR e sequenciados através do kit
de sequenciamento BigDyeTM Terminator Cycle (Life Technologies) com corrida em
analisador genético ABI 3730XL (Life Technologies). As sequéncias obtidas foram
comparadas com os dados do GenBank através da ferramenta BLASTn. O limite fixado para
determinacdo da espécie foi de 98% de similaridade na analise do BLAST (MIAN et al.,
2009).
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7.3 Resultados e Discussao

N&o foi observada presenca de Salmonella spp. nas amostras analisadas, Tabela 2.
Resultado similar foi relatado por Pucciarelli et al (2014), no mel de Tetragonisca angustula.
A contagem para coliformes a 45 °C, em todas as amostras, foi < 3,0 NMP/g, resultado que
corrobora com o relato de Monte et al (2013) ao pesquisarem o mel de ASF (tilba - M.
compressipes Fabricius; urugu - M. scutellaris; e jandaira - M. subnitida). Valores <3,0
NMP/g para coliformes a 35 °C e 45 °C podem indicar condi¢es adequadas no decorrer do
processamento do mel e qualidade do produto (SILVA et al., 2008), as amostras de mel de

jandaira ndo foram submetidas a nenhum tipo de processamento.

As contagens de bactérias mesoéfilas variaram de <1,39 a >3,40 Log UFC/g, com
média aproximada de 2,66 Log UFC/g. Pucciarelli et al (2014) ao avaliarem o mel da abelha
T. angustula verificaram média superior para bactérias mesofilas (3,13+£1,05 Log UFC/g). A
contagem de mesdfilos indica informacGes gerais sobre a qualidade do alimento (SILVA et
al., 2010).

Para Staphylococcus sp embora tenham sido observadas contagens em 85,7% das
amostras, apenas uma amostra apresentou elevada contaminagdo, 2,6x10° UFC/g,
provavelmente devido a idade do mel, pois de acordo com o meliponicultor as caixas ndo
eram abertas para coleta de mel ha muito tempo. Segundo Snowdon e Cliver (1996) fatores
como as técnicas de colheita e andlise, a propria amostra e a idade do mel podem afetar o
namero de bactérias. Pucciarelli et al (2014) ao pesquisaram a qualidade do mel de abelha T.

angustula verificaram Staphylococcus spp. em duas amostras (7,14%).

De forma geral, a forma de contagem dos microrganismos aerébios (Salmonella spp.,
Coliformes a 45 °C, bactérias mesofilas, Staphylococcus sp.) foi baixa, mesmo sendo
utilizado por muitos Meliponini, como as abelha jandaira, o batume, geopropolis (mistura fina
de argila e prépolis), na construcdo de divisorias ou fechamento de frestas e algumas espécies
de abelhas misturam também barro e excrementos de vertebrados (potencialmente de
humanos) (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Por outro lado, a contagem de fungos e leveduras (Tabela 2) foi elevada, variando de
<15 a 9,3x10* UFC/g (1,176 Log UFC/g a 4,968 Log UFC/g), estando 60% das amostras em
desacordo com a regulamentacdo, <1,0x10?> UFC/g (< 2,00 log UFC/g) estabelecida para o
mel de A. mellifera (MERCOSUL, 1994). A média aproximada obtida no presente estudo foi
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de 3,96 Log UFC/g. Ja Monte et al (2013) ao avaliarem o mel de ASF, inclusive de jandaira,
observaram variacdo de 1,77 a 2,26 Log UFC/g, estando a media do mel de abelha jandaira de

acordo com a recomendacéo.

Provavelmente os microrganismos ja deveriam estar presentes no mel, ja que as
amostras ndo passaram por processamento e a coleta foi realizada de maneira asséptica.
Estudos mostram que a presenga de fungos e leveduras trazem efeitos positivos para as
colonias de abelhas sem ferrdo. De acordo com Menezes et al (2015) a ASF (Scaptotrigona
depilis) apresenta uma relagcdo de simbiose com o fungo do género Monascus, na qual o fungo
é consumido pela larva da abelha, o que eleva a taxa de sobrevivéncia da larva de 8 para 76%.
E Rosa et al (2003) verificaram a presenca de leveduras tanto nas ASF (Tetragonisca
angustula, Melipona quadrifasciata e Friseomelitta varia) como em seus produtos, entre eles
no mel. Nas abelhas foram mais observadas Starmerella meliponinorum, Candida apicola e
Starmerella clade e no mel as duas primeiras espécies. Deve-se enfatizar ainda que quanto
maior a quantidade de fungos e leveduras no mel maior a fermentagéo observada, o que causa
reducdo na vida de prateleira do produto (SOUZA et al., 2009; SNOWDON; CLIVER, 1996).

Com relacdo aos microrganismos anaerdbios (C. perfringens e C. botulinum)
avaliados, ndo houve crescimento de colbnias caracteristicas, provavelmente devido a
baixissima contaminagdo, porém ao realizar a pesquisa do DNA, através da PCR foram
observadas amostras positivas para as espécies C. perfringens e C. botulinum tipo C, ndo
sendo observado DNA compativel com o C. difficile. Observou-se que 40% das amostras de
mel de abelha jandaira (M. subnitida) estavam contaminadas por microrganismos anaerobios
(Figura 1). Resultado relevante, por ser o primeiro trabalho a pesquisar e detectar Clostridium

e Bacillus no mel de abelha jandaira.

Pucciarelli et al (2014) ao analisarem o mel da T. angustula verificaram que 64% das
amostras apresentavam Clostridium spp, porém ndo foi detectado através de testes
bioquimicos o C. botulinum. Zamora e Arias (2011) ao pesquisarem C. botulinum em mel de

ASF da Costa Rica ndo observaram amostra positiva.



Tabela 2 - Microrganismos pesquisados no mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) criadas na
agosto a novembro de 2013.

regido semiarida do

Brasil, nos meses
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de

A

C

D

Anadlises G H J K L
microbioldgicas 1 |1 1 (1 |1 |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |1 |1 |2 |1 |2 |3 |4 |5 |1 |2 |1 |2 |3 |4 |5 |R
Coliformes 45°C <3, | <3, | <3, <3, | <3, <3 [<3 |<3|<3|<3,|<3,|<3 <3 |<3 |<3|<5 <3, <3, | <3, | <3, <3, <3, <3, |<3,|<8,|<3|<3|<3|<3|<3
NMP/g ool o | oo lololololololololololol= o000 0| 0o|0]o]|o]lo]o]o]|o]o]"
Mes6filas UFC/g < | <«|< >i'5 la|laelaelaelelelaele|lelwelw]|< >i’5 8)'(8 >i'5 < | <« 2)'(5 >i’5 <2 >i'5 < | <« 9)'(7 <2 3)'(1 @l
515 |5 4| 5555555555555 0 102l ! 5|5 |102lioz!| 510255 |102|5 |102|5|5|5]5
2,6
Staphylococcus sp <2 | <2 | <2 <2 <2 | <2|<2 <2 Q| <|<2|<2|< <2 2| <2 | <2 <2 QI I<2|<2|<2|<2]|"7 <2 )
UFC/g ololo [l olololol®[o|%[%|oalolo]olo|®| o lo]lo|o|[®o|®|0o|lo]o|o]o 00| © 010
Salmonella Au | Au | Au| Au [ Au | Au| Au|Au | Au|Au | Au|Au|Au|Au|Au|Au|Au| Au |Au| Au [Au|Au|Au| Au |Au| Au [ Au | Au | Au | Au | Au | Au | Au| Au | Au |-
76 | 1,2 311141788 |57]|22]20 93 |54 1,6 77110 16 (71(113)25(50(21|10|<1
Feulrjg\(l)z duras UEC/ <51 X X <15 <51 X X X X X X X <51 X X <51 <51 <15 X <15 <51 X X <15 <51 <15 <51 <51 X X X X X X x |02
Y 10% | 10* 10% | 10* | 10* | 10* | 10* | 107 | 10? 104 | 10? 10% 10% | 10° 10% | 10° | 10* | 107 | 107 | 10° | 10*
Clost_rldlum - - - - - + + + - - + + + + - - - + + - + - - - + - - + - - - - + - -
perfringens
Clostridium } : } : ) : ) " ) } R R : : : } : R } : R ) : R ) : R ) } : ) ) : R }
botulinum
Bacillus cereus - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - + - - - + - - + - - - - + - -
B_aCi"'j’IS R - - - - - - + - - - + + - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - -
licheniformis
Bacillus subtilis - - - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - - - - - - - - - - - - -

Au — Ausente; + presenca do DNA dos

gramas.

microrganismos anaerébios; NMP - NUmero mais provavel;

UFC - Unidade Formadora de Colbnias; g -
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De acordo com Finola, Lasagno e Marioli (2007) a principal fonte de bactérias do
género Clostridium é o solo, porém esses podem ser encontrados na poeira, equipamentos e
fezes. Dessa forma, € importante a realizacdo de analises microbioldgicas no mel para que o
produto oferecido aos consumidores seja seguro. De acordo com Dutra et al (2001) C.
botulinum tipo C esté relacionado com a contaminagdo ambiental pelos esporos, sendo esses
relacionados as carcagas de animais decompostas ou matéria organica vegetal na agua de

dessedentacéo.

Figura 1 - Percentual de microrganismos anaerobios observados através da PCR (Clostridium
sp.) e Sequenciamento (Bacillus) nas amostras de mel de abelha jandaira, oriundas do
semiarido do RN.

B % de contaminagao

60
40
17,14
11,43
571
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I/nchen/formis

Nde — Microrganismo anaerdbios ndo detectado nas amostras

Foram detectadas bactérias do género Bacillus em 34,29% das amostras pesquisadas,
sendo estes classificados em trés espécies, das quais 50% eram B. cereus, 33,33% B.
licheniformis e 16,67% B. subtilis. Na Figura 2 observa-se as morfologias dos Bacillus

observados nas amostras de mel de jandaira.

Pucciarelli et al (2014) ao avaliarem o mel de abelha T. angustula verificaram
percentual semelhante, 39%, para Bacillus spp. De acordo com Nicholson (2002) a relacdo
simbidtica entre os Bacillus e as abelhas faz com que a presenca deste género de bactérias no

mel seja esperada. Gilliam e Morton (1978) verificaram no intestino de abelhas vérias
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especies de bacilos, sendo as mais frequentes o B. megaterium, B. subtilis, B. pumilus e B.
licheniformis.
Figura 2 - Caracteristicas microscopicas das colonias de Bacillus isoladas do &gar sangue e

coradas pela técnica de hematoxilina e eosina. A - B. cereus; B - B. licheniformis C - B.
subtilis.
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De maneira geral as amostras que apresentaram Clostridium foram positivas para
Bacillus, com excecdo de duas amostras (Tabela 2). Ao avaliar as amostras percebeu-se que a
amostra 31 apresentou elevada contaminacao por fungos e leveduras, além da presenca de

DNA de C. botulinum e C. perfringens.

Percebe-se com o presente trabalho que a contaminacdo do mel de abelha jandaira
estava relacionada aos contaminantes primarios (solo, poeira, pélen, intestino da abelha), uma
vez que 0s contaminantes secundarios, que ocorrem durante o processamento foram evitados,
pelo procedimento de coleta e processamento asseptico. Sugere-se para a garantia da

qualidade do mel a aplicag&o de técnicas como pasteurizacdo ou irradiacao.

7.4 Conclusao

O presente trabalho foi o primeiro a detectar bactérias dos géneros Clostridium e
Bacillus no mel de abelha jandaira (Melipona subnitida). As amostras de mel de jandaira
apresentavam bactérias mesofilas, fungos, leveduras, C. perfringens, C. botulinum, além de
diferentes espécies de Bacillus. Desta forma, fica clara a importancia de uma regulamentacao

microbioldgica para o mel de ASF, como a abelha jandaira, a qual contemple pelo menos
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limites para fungos, leveduras, Coliformes a 45 °C, Salmonella e Clostridium botulinum,

devido aos problemas relacionados a vida de prateleira do produto e a satde do consumidor.
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8 CAPITULO VI — PESTICIDAS EM MEL DE ABELHA JANDAIRA (Melipona
subnitida) NO SEMIARIDO BRASILEIRO

8.1 Introducéo

A criacdo das abelhas sem ferrdo (ASF) requer baixo investimento e manejo facil.
Além de permitir o desenvolvimento sustentavel da agricultura, atraves da polinizacdo e
conservacdo da vida nativa (VENTURIERI; RAIOL; PEREIRA, 2003; CORTOPASSI-
LAURINO et al., 2006).

No semiarido brasileiro a abelha jandaira (Melipona subnitida) € uma das ASF mais
criadas, sendo importante a preservacao e cultivo de plantas nativas por contribuir com a
sobrevivéncia dessa e outras espécies de abelhas nativas (IMPERATRIZ-FONSECA, 2012).

As plantas (cultivadas ou nativas) podem ser contaminadas acidentalmente ou nao por
pesticidas, devido ao aumento no uso destas substancias nas lavouras como consequéncia da
maior producdo de alimentos (SANCHES et al., 2003). A contaminacdo pode causar 0
envenenamento das abelhas polinizadoras, provocando a diminuicdo da populacdo de inseto
(como no caso da desordem do colapso da colénia - CCD), a reducdo da producdo de mel,
destruichio das comunidades vegetais e perda significativa na renda dos
apicultores/meliponicultores, portanto poderd afetar de maneira geral 0 meio ambiente e
consequentemente 0s seres humanos, por isso tem-se dado maior importancia a detec¢do dos
residuos de pesticidas (AL-WAILI et al., 2012; FREITAS; PINHEIRO, 2012; JOHNSON et
al., 2010; MARTINEZ-VIDAL et al., 2006). De acordo com Menezes et al (2015) os
pesticidas podem influenciar também as abelhas indiretamente, pois através de sua acao
fungicida e bactericida, podem eliminar os microrganismos simbiontes presentes nas col6nias

deixando as abelhas mais susceptiveis as doengas.

No Brasil os programas de controle de residuos e contaminantes de alimentos — PNCR
também ¢é aplicado ao mel. Sendo necesséria, para esse alimento, a pesquisa dos grupos de
antimicrobianos; compostos halogenados e organoclorados; carbamatos; piretroides; e
organofosforados (BRASIL, 2007).

Sabendo-se dos transtornos que podem ser causados pelos pesticidas aos seres
humanos e a0 meio ambiente, principalmente a flora e fauna nativa de uma regiao, objetivou-
se pesquisar residuos de pesticidas no mel de abelha jandaira (M. subnitida) do semiarido

brasileiro.
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8.2 Material e Métodos

8.2.1 Amostras

As amostras de mel de abelha jandaira (M. subitida Ducke) foram coletadas
assepticamente sendo acondicionadas em tubos cénicos, tipo Falcon. Coletou-se 35 amostras,
de diferentes meliponicultores, de 12 municipios, sendo 14 amostras da zona urbana e 21 da
zona rural, provenientes da regido semiarida do nordeste Brasileiro (Figura 1). As amostras
foram encaminhadas para o Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO) localizado em

Pedro Leopoldo — MG para a pesquisada de 130 compostos nas amostras de mel.

8.2.2 Preparo das amostras para avaliacdo dos pesticidas

Para a extracdo dos pesticidas e remocdo de interferentes das amostras, 5,0 g de cada
amostra de mel foram transferidas para tubos de centrifuga de polipropileno (50 mL) com
10,0 mL de &gua ultrapura e os tubos foram agitados por 1 minuto a 3000 rpm. Entdo, 10,0
mL de solucdo acetonitrila:acetato de etila (70:30) foram adicionados, e os tubos foram
agitados a 3000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente foram adicionados 4,0 g de sulfato de
magnésio anidro e 1,0 g de acetato de sdédio, e novamente e os tubos foram agitados por 1
minuto a 3000 rpm. Os tubos foram em seguida centrifugados a 4000 rpm, durante 9 minutos.
Foram transferidos 1 mL do sobrenadante para um microtubo de 2 mL contendo 150 mg de
sulfato de magnésio anidro, 50 mg de Florisil e 50 mg de PSA, seguido por agitacdo por 1
minuto a 3000 rpm e centrifugacdo 4000 rpm, durante 9 minutos. O sobrenadante (500 ul) foi
transferido para vials de cromatografia e analisados utilizando o sistema LC-MS/MS. A
técnica de analise de multirresiduos foi utilizada para identificacdo dos pesticidas, através de
UPLC-MS. Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico (adaptado
ANASTASSIADES et al., 2003).
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Figura 1 - Locais de coleta das amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) para pesquisa de residuos de pesticidas.
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8.2.2.1 Condicdes cromatograficas

Utilizou-se o sistema UFLC (Shimadzu SIL20ACXR) equipado com bomba binaria
(Shimadzu LC20ADXR), amostrador automatico (Shimadzu SIL20ACXR) e forno de coluna
(Shimadzu CTO20AC). As separacdes foram realizadas utilizando-se a coluna Shim-pack
XR-ODSII (2,0 x 100 mm, tamanho de particula 2,2 um; Shimadzu). Nos experimentos
utilizou-se a coluna Synergi Fusion-RP (2,0 x 50 mm, tamanho de particula 2,5 pm;
Phenomenex). Para a separacéo cromatografica utilizou-se na fase movel o acetato de aménio
(10 mmol/L) acidificado com 0,01% de &cido férmico (fase A) e metanol (fase B), a uma taxa
de fluxo de 0,5 mL/minuto. O programa de eluicdo gradiente foi o seguinte: A (50%): B
(50%) (6 min); A (20%): B (80%) (5 min); A (10%): B (90%) (4 min); A (50%): B (50%)
(0,5 min); e A (50%): B (50%) (2,5 min). O tempo total da corrida cromatografica foi de 13
minutos. O volume de injecdo da amostra foi de 5 uL, e manteve-se a coluna a temperatura de
60 °C (SILVA et al., 2015).

8.2.2.2 Condicdes de espectrometria de massa

Foi usado o espectrébmetro de massa 5500 TRIPLO QUAD (Applied Biosystems,
MDS SCIEX, Ontério, Canadd). Na avaliacdo utilizou-se uma fonte de ionizagdo por eletro
spray (ESI) em ambos os modos de ions positivos e negativos. O programa de software
Analyst (versdo 811.5.1, Applied Biosystems) foi usado para controlar as defini¢cbes do
aparelho, aquisicdo de dados e processamento de dados. A fonte de parametros foi otimizada
do seguinte modo: tensdo de pulverizagdo de ion, 5,5 kV para ESI (+) e 4,5 kV para ESI (-);
cortina de gas, de 20 psi; gas de colisdo, 8 psi; gas nebulizador e gases auxiliares, 30 psi;
temperatura da fonte de ions, a 500 °C. As condicGes operacionais do espectrometro de

massas para cada composto estdo apresentadas no APENDICE F.

Foi utilizado como solvente para as curvas de calibracdo a acetonitrila para padronizar
os resultados de recuperacdo e simplificar o experimento. As calibracOes realizadas foram:
5,0, 7,5, 10,0, 25,0, 50,0, 75,0 e 100ug/kg, sendo injetada de forma aleatdria, em sextuplicata
(n=6). As solucbes foram preparadas de forma independente. Para quantificacdo e
identificacdo simultdneas, além de evitar falsos negativos em niveis residuais de pesticidas,
utilizou-se dois ou trés transicbes MRM para cada substéancia. Os picos foram distribuidos

uniformemente ao longo da janela cromatogréafica e foram resolvidos de forma simétrica. Foi
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utilizado o programa Analyst (Versdo 1.5.1, Applied Biosystems) para analises dos dados
cromatograficos. Sendo o modelo para a curva de regressao para cada composto selecionado
por meio da aplicacdo de um teste homocedasticidade. O ajuste da significancia e qualidade
do modelo de regressdo empregado foi avaliado através do teste de falta de ajuste. O limite de
deteccdo (LOD) e do limite de quantificagdo (LOQ) para todos os pesticidas encontram-se no
Apéndice F. Os picos foram comparados com os produzidos por cada um dos padrdes de cada

composto pesquisado.

8.3 Resultados e Discussao

A avaliacdo da presenca de pesticidas no mel de jandaira revelou que 25 (71,4%)
amostras apresentaram contaminacgdo por algum pesticida. 16 (64%) apenas um, oito (32%)
por dois e uma (4%) por trés pesticidas. Todos eram da classe quimica dos organofosforados

(clorpirifés metil, monocrotofos, terbufos e triclorfom) (Tabela 1).

Para as abelhas, os pesticidas organofosforados mais tdxicos, sdo: dimetoato, diazinon,
malation, fenitrotion e paration, podendo causar distirbios como regurgitacdo, distensao
abdominal, desorientacdo, letargia e paralisia. O mecanismo de acdo dos organofosforados
consiste na inibicdo da enzima colinesterase, que medeia a transmissdo de sinais nervosos
(DEVILLERS, 2003a).

Para os humanos diversos sintomas podem ser observados no envenenamento por
organofosforados como: gastrico (salivacdo, diarreia, vomitos e célicas abdominais), ocular
(lacrimejamento), fraqueza (podendo causar parada respiratoria), neurolégico (confusdo,
alucinacBes e convulsbes), além de bradicardia, hipotensdo, incontinéncia urinéaria e
broncoespasmo, podendo causar coma (VON ESSEN; MCCURDY, 1998).

Silva et al (2015) ao pesquisarem residuos de pesticidas no mel de Apis mellifera e M.
subnitida, de habitats diferentes, detectaram 19 compostos. Porém os pesticidas observados
no mel de abelha jandaira foram diferentes dos verificados no presente trabalho, como a
bifentrina (piretroide), dimetoato (organofosforado), iprodiona (carboxamida) e miclobutanil

(triazol).



Tabela 1 - Niveis de pesticidas detectados no mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) provenientes do semiarido nordestino.
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A B c|p |E F G H 1 J K L s8R | EU
Anadlises Pesticidas

1 1 1 {1 |1 |1 |2 |3 |4 |5 |6 7 |1 2 |3 |a|5 |6 |7 |8 1 |1 |2 1 2 |3 4 [5]1 |2 |1 |2 [3 |4 |5
Clorpirifés-metil (ppb) <LOQ <LOQ 24,3
'(\Sgg;) crotof6s 55 110 72 [ 3857|1521 49 62 50 | 81 18 | 57 33 37 61 52 74 11 43| 33 | 46 | 56 24 b
Terbufés (ppb) <LOQ <LOQ <LOQ | 13
Triclorfom

<LOQ <LOQ | 23 <LOQ 74 | 59

(ppb) b |10
Localidade R R |[R|IR|R|U|[R|R|R|R u u u ujufuflulu]|u u R | R R u u R R|R|R|R|R|U|R]|R R

<LOQ: menor que o limite de quantificagdo (Clorpirifds metil — 10ppb; Terbufds - ndo determinado; Triclorflom - 10 ppb); R- Rural;
Brasil -IN n°9/2007; EU - EC (European Commission) —Regulamento n°® 396/2005; LMR - limite maximo de residuo; b - uso proibido.

U — Urabana; BR —
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Os resultados observados no presente trabalho, também sdo diferentes dos relatados
pelo PNCR em 2014, onde todas as 109 amostras de mel de A. melifera estavam adequadas
(BRASIL, 2015).

Ao considerar as amostras por sua localizacdo, zona rural (21) e urbana (14) (Tabela
1), verifica-se que 66,7% (14) e 78,6% (11) foram positivas para presencga de pesticidas nas

zonas rural e urbana, respectivamente.

Das amostras positivas para pesticidas (25), 96% (24) apresentavam monocrotofos,
com variacdo de concentracao nas amostras de 11 a 101 ppb. O clorpirifés metil foi detectado
em duas amostras de mel e o terbufds em trés amostras, ambos em concentracfes abaixo do
limite de quantificacdo (10 ppb e ndo determinado, respectivamente). O triclorfom foi

observado em seis amostras em concentracfes que variaram de <LOQ a 74 ppb.

De acordo com a PNCR (BRASIL, 2007) a quantidade encontrada de
organofosforados (clorpirifés metil e terbufés) esteve dentro do limite tolerado, sendo
importante ressaltar que ndo ha padrdes, neste programa, para a quantidade de triclorfom e
monocrotofds, pois estes pesticidas ndo sdo autorizados para uso no Brasil (ANVISA, 2015).
Mesmo assim, foram os pesticidas observados em maior concentragdo nas amostras do mel de

abelha jandaira (Figura 2).

De acordo com o preconizado no regulamento n® 369 (2005), da Comissdo Européia,
dos pesticidas encontrados nas amostras de mel apenas é determinado limite maximo de

residuo (LMR) para triclorfom, sendo aceito 0,01 mg/kg (10ug/Kg), Figura 2.

O triclorfom (dimetil 2,2,2,tricloro-1-hidroximetil fosfonato) é um inseticida e
acaricida amplamente utilizado no controle de varias pragas em campos, lares, plantas
ornamentais e contra parasitas em animais domesticos e peixes (LOPES et al., 2006). Yeh et
al (2005) ao avaliarem o efeito do triclorfom sobre os camar6es (Macrobrachium rosenbergii)
evidenciaram que esse afeta a osmorregulacdo e o equilibrio &cido-base, podendo também
causar depressdo da resisténcia imunoldgica. Das amostras positivas para este pesticida
apenas uma foi da zona rural, mostrando que talvez o uso de medicamentos para animais ou
solugdes para pragas domiciliares tenham sido responsaveis pela presenca do triclorfom no

mel.
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Figura 2 - Percentual de amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida) com
pesticidas detectados em desconformidade com as regulamentagdes nacional e internacional.

EBR mEC

68,60%

0 0
V- 4 A
Clorpirifés metil Terbufds Triclorfom Monocrotofds

BR — Brasil; EC — European Commission; Auséncia da cor vermelha em alguns pesticidas é devido
a inexisténcia de parametro.

O monocrotofds é um inseticida sistémico e acaricida, utilizado no controle de pragas
em culturas como: algoddo, arroz e cana de aglcar. E altamente toxico por todas as vias de
exposi¢do. Por isso, em todo o mundo tém-se tomado medidas para regulamentar, proibir ou
restringir a utilizacdo desse pesticida, com base nos seus riscos: alta toxicidade aguda para a
saude humana e potenciais efeitos nocivos para o ambiente e, especialmente, para passaros,
abelhas, peixes e outros organismos aquaticos (WHO, 2009). Existindo relatos sobre sua
influéncia no sistema reprodutivo, além de efeitos analgésico e sedativo em ratas (RAO;
KALIWAL, 2002).

A presenca de residuos de pesticidas no mel de abelha jandaira merece atencéo, ja que
essas sdo nativas e encontradas apenas no Nordeste do Brasil. De acordo com Kerr et al
(1996) as abelhas nativas sdo responsaveis pela polinizacdo de 40 a 90% das plantas nativas.
Provavelmente esta contaminacdo deu-se de maneira indireta, sendo as ASF e a florada nativa
da Caatinga as principais afetadas, podendo contribuir com a extingdo da fauna e flora

nativas.

Portanto torna-se necessaria a intensificacdo da fiscalizacdo para evitar 0 uso de
pesticidas de forma irregular e abusivo pelos produtores (CANTARUTTI et al., 2008). Além

de estabelecer que as pulverizagcbes de plantacfes sejam em épocas que as plantas ndo estejam
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florescendo, ou pelo menos utilize pesticidas menos nocivos a fauna e flora (SOUSA et al.,
2013). Para auxiliar na fiscalizacdo, as abelhas e seus produtos (mel cera, geleia real) podem

servir como sentinelas para detectar pesticidas no meio ambiente (DEVILLERS, 2003b).

8.4 Conclusdo

O mel de abelha jandaira (M. subnitida) do semiarido brasileiro apresentou residuos de
pesticidas, sendo alguns de uso proibido no Brasil (triclorflom e monocrotofds). A
contaminagdo do mel provavelmente deu-se de maneira indireta, mostrando que este produto
pode ser uma alternativa para monitorar o uso de pesticidas, exercendo, portanto o papel de
alimento sentinela, para monitorar a contaminacdo ambiental e a partir dai estimar a

utilizagéo.
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9 CONCLUSOES GERAIS

O mel de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) produzido no Estado do Rio
Grande do Norte, mesmo recém colhido apresenta caracteristicas que o difere do mel de Apis
mellifera, como elevada umidade e solidos insollveis e baixa quantidade de agUcares
redutores. As caracteristicas do mel podem ser alteradas por fatores relacionados a
procedéncia, influéncia polinica e periodo de estocagem.

Com a avaliacdo polinica verificou-se a importancia da abelha jandaira para a

manutencdo da flora do bioma Caatinga, principalmente a familia Fabaceae.

Durante a estocagem as caracteristicas de deterioracdo do mel avaliadas aumentaram,
associado a diminuicdo do pH. Portanto, caso ndo ocorra a avaliacdo microbioldgica do mel

de jandaira a vida de prateleira deveria ser de dezoito meses.

A microbiota no mel de abelha jandaira € diversificada, havendo contaminacdo por
bactérias formadoras de esporos (Clostridium perfringens, C. botulinum e diferentes espécies
de Bacillus), fungos e leveduras. Constatando assim a importancia de uma regulamentacéo
microbiologica do mel, para melhorar o controle de qualidade do produto que sera ofertado

aos consumidores.

Os residuos de pesticidas, da classe dos organofosforados, foram encontrados no mel
de abelha jandaira, principalmente o triclorflom e monocrotofds, podendo causar danos a
saude da populagdo humana, animal, além do meio ambiente. Percebeu-se que o mel de

jandaira pode ser utilizado como indicador de contaminacao ambiental.

Diante disso, percebe-se que para que o mel de jandaira seja comercializado atendendo
0s parametros estabelecidos por uma regulamentacdo se faz necesséria a elaboracdo de uma
regulamentacdo especifica para as abelhas sem ferrdo. Sendo essa normatizagdo importante,
pois podera servir como fonte de renda para diversos produtores, que poderdo comercializar
de maneira formal este produto. A legislacdo devera contemplar parametros fisico-quimicos,

microbioldgicos, pesquisa de pesticidas e a vida de prateleira do produto.
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APENDICE A - IMAGENS DA A) ABELHA JANDAIRA; B) MELIPONARIOS; C)
CORTICOS DE Melipona subnitida NO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE.
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APENDICE B - INFORMACOES SOBRE AS AMOSTRAS DE MEL DE ABELHA
JANDAIRA COLETADOS NO SEMIARIDO BRASILEIRO.

Amostras | Localidade | Coleta N°de | Alimentadas Relato das visitas as
Més/ano caixas plantas
abertas
Al Alto do Agosto/2013 1 Néo aroeira, catanduva, nim,
Rodrigues moringa
B1 Barcelona Setembro/2013 1 Né&o jitirana, amarra-cachorro,
marmeleiro, malva branca
C1 Galinhos Outubro/2013 2 N&o caju, jurema-preta, manga,
coqueiro, tamarindo,
cabeca de velho
D1 Tibau Setembro/2013 1 Né&o catanduva, catingueira
El Governador | Outubro/2013 1 - Goiabeira
Dix Sept
Rosado
F1 Jandaira Outubro/2013 3 N&o (mas coloca | leucena, lim&o, acerola e
cera da jandaira) | malva branca
F2 Jandaira Outubro/2013 1 Né&o algaroba, umbu, jurema-
preta e espinheiro
F3 Jandaira Outubro/2013 1 Né&o caju, acerola, tamarindo,
jurema-preta
F4 Jandaira Outubro/2013 3 Néo seriguela, caju, goiaba, boa
noite, noni, pinha
F5 Jandaira Outubro/2013 1 N&o leucena, gliricidia, jurema-
recentemente, preta, catingueira
fazia mais de um
ano
F6 Jandaira Outubro/2013 2 Né&o goiaba, acerola, liméo,
€oCo
F7 Jandaira Outubro/2013 1 Néo jurema-preta, aroeira,
coqueiro e acerola
Gl Mossord Outubro/2013 3 Né&o cajarana, noni, acerola,
goiaba, pinha, tamarindo,
seriguela, malva branca
G2 Maossord Outubro/2013 2 Nov./Dez./2012 | malva branca, manga,
goiaba, algaroba e aroeira
G3 Mossord Setembro/2013 1 Fev./2013 malva branca, catanduva,
sabia
G4 Mossoro Setembro/2013 2 Né&o jurema-preta, jitirana,
cajarana, manga, cabeca de
velho, goiaba, sabia,
acerola e malva branca
G5 Mossord Setembro/2013 1 Jan./Fev./2013 jitirana, eucalipto, malva
branca
G6 Mossord Setembro/2013 1 N&o mutri, manga, goiaba
G7 Mossord Setembro/2013 1 Mar./2013 ndo sabia dizer (observou-
se cabeca de velho,
chanana)
G8 Mossord Setembro/2013 1 Fev./2013 eucalipto, limoeiro, goiaba
e tamarindo
H1 Pau dos Outubro/2013 2 Néo sabid, aroeira, pereiro,
Ferros angico e catingueira
11 Riachuelo Setembro/2013 1 Mar./2013 jitirana, amarra-cachorro,
marmeleiro, malva branca
12 Riachuelo Setembro/2013 1 Nov./Dez./2012 | jitirana, amarra-cachorro,

marmeleiro, malva branca
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Ji Séo Outubro/2013 3 Nov./Dez./2012 | goiaba e acerola
Francisco do
Oeste
J2 Sédo Outubro/2013 7 Né&o marmeleiro, jerema-preta,
Francisco do juazeiro e mofumbo
Oeste
J3 Sédo Outubro/2013 2 Né&o malva branca, catingueira,
Francisco do juazeiro, jitirana, sabia,
Oeste pereiro, canafistula,
relégio, mofumbo,
marmeleiro
J4 Séo Outubro/2013 3 Néo (Fazia mais | sabia, aroeira, malva
Francisco do de 2 anos que branca, pereiro, angico,
Oeste ndo abria a catingueira, marmeleiro
caixa)
J5 Séo Outubro/2013 3 Set./Out./2012 Tamarindo
Francisco do
Oeste
K1 Sdo Paulo do | Setembro/2013 1 Mar./2013 jitirana, amarra-cachorro,
Potengi marmeleiro, malva branca
K2 Sdo Paulo do | Setembro/2013 1 Né&o jitirana, amarra-cachorro,
Potengi marmeleiro, malva branca
L1 Serra do Mel | Outubro/2013 1 Né&o véu de noiva, cabeca de
velho, malva branca,
vassourinha, pitanga,
louro, manjericdo, cajarana
e jitirana
L2 Serra do Mel | Outubro/2013 1 Né&o (mais de 2 mangueira, coqueiro
anos e sem
polen)
L3 Serra do Mel | Outubro/2013 1 - cajarana, manga, caju
L4 Serra do Mel | Outubro/2013 1 Néo eucalipto, caju, goiaba
L5 Serra do Mel | Outubro/2013 2 Né&o eucalipto e manga

- Né&o sabia dizer
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APENDICE C - IMAGENS DAS AMOSTRAS DE MEL SUBMETIDAS AO
PROCESSO DE ACETOLISE: A)/AMOSTRAS COM SOLUCAO DE ACETOLISE E
BASTAO DE VIDRO; B)AMOSTRAS COM SOLUCAO DE GLICERINA; C)
DESCARTE DO SOBRENADANTE PARA COLETA DO POLEN.
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APENDICE D - TIPOS POLINICOS OBSERVADOS NAS AMOSTRAS DE MEL DE
ABELHA JANDAIRA (Melipona subnitida)), PROVENIENTE DO SEMIARIDO

NORDESTINO.
Familia/Subfamilia | Género/ Espécies de plantas Nome Numero de
popular | amostras
Amaranthaceae Alternanthera tenella quebra- 19
panela
Tipo Chamissoa X 14
Tipo Gomphrena X 1
Anacardiaceae Anacardium occidentale cajueiro 5
Mangifera indica mangueira 1
Myracrodruon urundeuva aroeira 23
Spondias tuberosa umbuzeiro 9
Asteraceae Tipo Aspilia X 3
Tipo Lepidaploa X 1
Combretaceae Tipo Combretum mofumbo 5
Cucurbitaceae Citrulus lanatus melancieira 1
Tipo Cucumis anguria maxixe 1
Euphorbiaceae Tipo Croton marmeleiro 1
Fabaceae/ Chamaecrista duckeana palma-do- 33
Caesalpinioideae campo
Chamaecrista sp. 1 X 4
Chamaecrista supplex palma-do- 3
campo
Senna obtusifolia mata-pasto 29
Senna trachypus canafistula 4
Fabaceae / Anadenanthera colubrina angico 13
Mimosoideae
Leucaena leucocephala leucena 13




Mimosa arenosa/Mimosa calumbi 35
caesalpiniifolia
Mimosa filipes X 7
Mimosa quadrivalvis malicia 5
Mimosa sensitiva dorme- 8
dorme
Mimosa sp. 1 X 1
Mimosa tenuiflora jurema- 35
preta
Pityrocarpa moniliformis catanduva 27
Pityrocarpa stipulacea jurema- 6
branca
Tipo Albizia X 4
Tipo Desmantus X 1
Tipo Neptunia plena X 17
Tipo Pithecellobium X 1
diversifolium
Fabaceae / Tipo Centrosema jequitirana 9
Papilionoideae
Tipo Chaetocalyx scandens rama- 3
amarela
Tipo Gliricidia sepium gliricidia 8
Tipo Pterocarpus X 6
Tipo Zornia X 1
Lamiaceae Hyptis sp. X 1
Hyptis suaveolens bamburral 1
Malvaceae Sida sp. X 3
Waltheria rotundifolia malva 28

prateada
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Waltheria sp. X 25
Meliaceae Azadirachta indica nim 15
Myrtaceae Eucalyptus sp. 1 eucalipto 13
Eucalyptus sp. 2 eucalipto 1
Eugenia uniflora pitangueira 14
Psidium guajava goiabeira 27
Tipo Myrcia X 2
Tipo Syzygium cumini jameldo 2
Rhamnaceae Ziziphus joazeiro juazeiro 7
Rubiaceae Borreria sp. 1 X 7
Borreria sp. 2 X 3
Borreria verticillata cabeca-de- 23
velho
Solanaceae Solanum sp. X 4
Turneraceae Turnera melochioides X 1
Turnera subulata chanana 3
Verbenaceae Tipo Lantana camara cambara 8
Indeterminado Indeterminado 1 X 1
Indeterminado 2 X 2
Indeterminado 3 X 1
Indeterminado 4 X 1
Indeterminado 5 X 1
Indeterminado 6 X 2
Indeterminado 7 X 2
Indeterminado 8 X 1
Indeterminado 9 X 1
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Indeterminado 10

Indeterminado 11

Indeterminado 12

Indeterminado 13

Indeterminado 14

Indeterminado 15

Indeterminado 16

Indeterminado 17
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APENDICE E — IMAGENS DA PESQUISA DE MICRORGANISMOS ANAEROBIOS:

A) INOCULACAO DOS CALDO CMM E RCM; B) CAMARA DE ANAEROBIOSE;
C) CALDO CMM.
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APENDICE F - CONDIC:(NDES DO ESPECTROFQT@METRO DE MASSAS E
LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DE CADA COMPOSTO

PESQUISADO NO MEL DE ABELHA Melipona subnitida.

Transicdo de Quantificagdo

Transicdo de

Declustering

Compostos TRA(min) b \s. . Confirmagéao potential (V)  LOD® (ppb) LOQE® (ppb)
(CE Vi CXPA V) (CE", V; CXP, V)
3-
Hidroxicarbofurano 0,76-0,80 238,1>163.1 (21, 4) 238,1>181,2 (15, 2) 82 5 25
Acetamiprido 0,74-0,78 223,1>126,0 (29, 12) 223,1>73,0 (71, 8) 51 5 25
Alacloro 5,55-5,75 270,1>238 (15, 22) 270,1>162,1 (27, 14) 76 5 10
Aldicarbe 1,18-1,25 208,1>116,0 (11, 3) 208,1>88,9 (20, 3) 51 5 10
Aletrina 7,99-8,41 303,1>135,1 (17, 12) 303,1>91,1 (55, 8) 106 5 10
Ametrina 4,20-4,40 228>186 (25, 16) 228>116 (35, 10) 71 5 10
Azinf6s etil 5,07-5,33 346>132,2 (23, 12) 346>160,2 (15, 12) 76 5 10
s . 318,1>261,1 (9, 24)
Azinfos metil 3,34-3,52 318,1>132,1 (23, 12) 318,1>160,0 (11, 16) 106 5 10
Azoxistrobina 3,99-4,20 404,1>371,9 (21, 34) 404,1>343,9 (29, 34) 101 5 10
Benalaxil 6,21-6,52 326>148,0 (31, 12) 326>294,0 (15, 28) 81 5 10
BF 500-3
(metabolito 6,42-6,75 358>132,1 (41, 12) 358>164,1 (19, 16) 56 5 nd
piraclostrobina)
Bitertanol 6,53-6,87 338,1>269,1 (13, 24) 338,1>99,0 (21, 10) 51 5 10
Buprofenzina 8,15-8,30 306,2>201,1 (17, 18) 306,2>116 (21, 10) 56 5 10
Cadusafos 7,17-7,30 271,1>159 (19, 18) 271,1>215 (13, 10) 76 5 10
Carbaril 1,95-2,05 202,2>145,1 (15, 14) 202,2>127,1 (39, 12) 66 5 10
Carbendazim 0,95-1,00 192>160,1 (25, 14) 192>132,1 (41, 12) 56 5 10
Carbofurano 1,75-1,84 222,1>165,2 (17, 2) 222,1>123,0 (29, 2) 70 5 nd
Cinidon etilico 7,68-8,10 410,9>347,9 (31, 32) 410,9>365,9 (24, 34) 51 5 10
Ciazofamida 5,25-5,52 324,9>108,0 (19, 10) 324,9>261,0 (13, 24) 66 5 10
Ciflufenamida 7,02-7,16 413,1>294,9 (21, 26) 413,1>241 (31, 22) 56 5 nd
Cialofope butll 7,42-7,52 375,1>256 (23, 22) 375,1>120 (41, 10) 61 5 10
Cimoxanil 0,91-0,96 199,1>128,0 (13, 12) 199,1>110,9 (25, 12) 96 5 nd
Ciproconazol 4,74-5,00 292,1>70,1 (23, 8) 292,1>125,0 (37, 12) 81 5 25
Ciprodinil 5,98-6,28 226,1>92,9 (45, 34) 226,1>76,9 (63, 34) 71 5 10



Clorbufan

Clorpirifés metil

Clortiofés

Clofentezina
Desmedifam

Diazinona

Difenoconazol

Dimetomorfe

Diniconazol

Dissulfotona sulfona

Diurom

Espiromesifeno

Etiona

Etiprole

Etofumesato

Etoprofos

Etrinfos

Fenamifds

Fenamifés sulfona

Fenamifds sulféxido

Fenarimol

Fenazaquina
Fenexamida

Fenpropimorfe
Fenpiroximato

Fentoato

Fluasifope p-butilico

Flumetrina

Fluguinconazol

Fluzilazol

3,86-4,06

6,77-7,12

8,80-8,92

6,82-6,97
3,35-3,60

6,32-6,65

6,63-6,97

4,52-4,92

6,86-7,00

2,57-2,71

3,00-3,20

8,80-8,92

7,93-8,34

4,36-4,55

3,93-4,14

5,29-5,57

5,98-6,29

5,58-5,87

1,82-1,92

1,66-1,75

5,07-5,34

9,60-9,75
5,13-5,40

10,47-11,00
9,15-9,27

5,80-6,10

7,75-8,15

10,68-11,2

4,92-5,17

5,88-6,02

241,1>172,0 (17, 16)

321,95125,0 (27, 12)

361>304,8 (23, 28)

303>137,9 (21, 12)
318,1>182 (19, 16)

305,1>97,0 (49, 10)

406,1>250,9 (35, 24)

388,1>300,9 (29, 26)

326,1>70,0 (59, 12)

307>153,0 (17, 14)

233,1>72,0 (23, 8)

371,1>273 (21, 22)

385>199,1 (15, 18)

397>350,9 (29, 30)

304,1>121,1 (29, 12)

243,1>131,0 (27, 12)

293,1>125,0 (33, 12)

304,1>217,1 (29, 20)

336>188,0 (39, 16)

320,1>232,9 (33, 20)

330,9>268,0 (31, 24)

307,257 (37, 10)
302,1>97,2 (31, 10)

304,3>147,1 (37, 14)
422,1>366,1 (25, 31)

321>79,1 (51, 16)

384,1>282,0 (29, 26)

527>267,0 (21, 24)

376>307,0 (33, 28)

316,0>247 (25, 22)

241,1>154,0 (29, 14)

321,9>289,8 (23, 26)

361>192 (39, 16)

303>102 (53, 8)
318,1>136 (37, 12)

305,1>169,1 (31, 16)

406,1>337,2 (23, 24)

388,1>165,1 (43, 14)

326,1>70,1 (61, 8)

307>171,0 (17, 14)

233,1>159,9 (35, 14)

371,1>255,1 (31, 20)

385>171,0 (23, 18)

397>254,9 (47, 22)

304,1>161,2 (31, 12)

243,1>96,6 (41, 10)

293,1>265,1 (21, 12)

304,1>202,0 (45, 20)

336>266,0 (27, 24)

320,1>171,1 (31, 16)

330,9>139,0 (47, 12)

307,2>91 (87, 14)
302,1>55,1 (55, 8)

304,3>117,1 (73, 10)
422,1>135 (41, 12)

321>163,1 (17, 16)

384,1>328,0 (23, 30)

527>239,0 (31, 22)

376>349,0 (33, 28)

316,0>165,1 (37, 14)

51

106

86

21

46

71

96

66

76

91

81

141

91

156

71

91

66

11

131

131

101

66
116

66

81

96 /101

116

46

11

86

127

25

10

10

10
10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

25

10

10

10

10

10

10
25

10
10

25

10

10

25

10



Flutriafol

Forato sulféxido

Fosmete

Fosfamidona

Fostiazato

Furatiocarbe

Hexaconazol

Hexitiazoxi

Imazalil

Imidacloprido

Indoxacarbe

Iprovalicarbe

Isoproturon

Linuron

Malationa

Metalaxil

Metazaclor

Meticonazol

Metamidofos

Metidationa

Metiocarbe

Metiocarbe
sulféxido

Metoxifenozida

Mevinfés

Monocrotofos

Monolinuron

Miclobutanil

Nuarimol

Ometoato

2,70-2,83

2,46-2,60

3,42-3,59

1,25-1,55

2,55-2,80

7,64-8,04

6,29-6,61

8,18-8,60

5,92-6,23

0,62-0,66

7,15-7,52

5,14-5,41

2,86-3,01

3,71-3,90

4,48-4,72

3,05-3,21

2,89-3,04

6,39-672

0,44-0,47

3,15-3,32

3,90-4,10

0,68-0,72

4,90-5,04

0,83-0,89

0,54-0,57

2,16-2,28

4,64-4,88

3,90-4,20

0,44-0,47

302,1>122,9 (35, 12)

276,9>199,0 (13, 18)

318>133,0 (51, 12)

300>127 (27, 12)

284,1>104 (27, 10)

383,2>195,2 (17, 3)

314,2>70,0 (53, 12)

353>228,0 (21, 20)

297>159,0 (29, 14)

256,2>175,1 (27, 16)

528>203,1 (59, 18)

321,2>119 (23, 3)

207,3>72,1 (23, 8)

249,1>159,9 (25, 4)

330,9>127,1 (17, 12)

280,2>220,1 (19, 20)

278,1>134,1 (29, 12)

320,1>70,1 (59, 6)

142>93,9 (19, 12)

303>145,0 (13, 14)

226,1>169,1 (13, 14)

242,1>185,1 (19, 16)

369,1>149 (23, 14)

225,1>127,1 (21, 12)

224,1>127,0 (23, 12)

215,1>125,9 (27, 12)

289,1>70,1 (33, 10)

314,9>252,0 (31, 22)

214,1>183,0 (15, 16)

302,1>109,0 (43, 12)

276,9>142,9 (27, 12)

318>130,1 (51, 12)
318>160,0 (19, 14)

300>226,9 (19, 20)

284,1>227,9 (11, 20)

383,2>252,2 (24, 3)

314,2>159,2 (37, 12)

353>168,1 (35, 16)

297>200,9 (23, 14)

256,2>209,1 (21, 20)

528>150,1 (31, 14)

321,2>203,2 (12, 2)

207,3>165,1 (19, 14)

249,1>182,0 (21, 4)

330,9>285,1 (11, 26)

280,2>192,2 (25, 18)

278,1>210,1 (15, 18)

320,1>125,1 (57, 12)

142>124.9 (19, 12)

303>85,1 (29, 8)

226,1>121,1 (25, 10)

242,1>1221 (39, 12)

369,1>313,1 (11, 28)

225,1>193,0 (11, 16)

224,1>98,0 (17, 12)

215,1>148,0 (19, 12)

289,1>125,1 (39, 10)

314,9>81,1 (51, 8)

214,1>125,0 (29, 12)

85

111

96

91

91

72

86

61

81

66

136

61

71

76

111

66

51

96

76

86

76

81

71

66

71

91

91

81

56

128

10

10

10

10

10

10

10

10

10

nd

10

10

10

10

10

10

10

10

nd

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



Oxamil

Paclobutrazol

Paraoxom etil

Parationa etilica

Penconazol

Pencicuron

Pendimetalina

Picolinafem

Pirimifos etil

Pirimifés metil

Procloraz

Profenofés

Propaquizafope

Propargito

Profam

Propiconazol

Propoxur

Propizamida

Piraclofés

Piraclostrobina

Pirazofés

Piridaben

Pirifenox

Piriftalide

Pirimetanil
Piriproxifem

Piroquilon

Quinalfés

Quinoclamina

0,50-0,53

4,48-4,72

2,75-3,00

5,66-5,95

5,90-6,21

6,72-7,07

8,15-8,57

7,71-8,10

7,85-8,26

6,63-6,97

6,51-6,85

7,42-7,81

8,07-8,20

8,56-9,00

2,61-2,74

6,24-6,57

1,68-1,77

4,36-4,59

6,84-6,94

6,46-6,80

6,51-6,85

9,43-9,95

7,99-8,40

3,81-3,97

4,00-4,21
7,99-8,40

1,60-1,85

5,73-6,03

1,40-1,65

237,1>72,1 (25, 8)

294>70,1 (55, 6)

276>220 (21, 20)

292>235,9 (21, 22)

284,2>70,1 (21, 8)

329>125,0 (31, 12)

282,2>212,1 (15, 20)

377,2>238,3 (35, 14)

334,2>198,0 (32, 18)

306,1>164,1 (29, 14)

376>308,0 (17, 28)

372,9>302,9 (25, 28)

444,1>370,9 (21, 34)

368,1>231,1 (15, 20)

180,1>138,1 (13, 14)

342,1>159,1 (37, 14)

210,1>111,0 (19, 3)

256,1>190,0 (19, 16)

361>256,9 (31, 24)

388>194,1 (17, 18)

374,1>222,1 (29, 20)

365,1>309,1 (17, 30)

294,9>93,1 (27, 8)

319>139 (37, 12)

200,2>107,1 (33, 10)
322596,0 (21, 10)

174,1>132,0 (33, 12)

299,1>163,1 (33, 14)

208,1>105,0 (33, 10)

237,1>90,0 (11, 10)

294>125,0 (55, 12)

276>174 (33, 16)

292>97,0 (37, 10)

284,2>159,0 (41, 14)

329>218,0 (23, 20)

282,2>91,0 (33, 8)

377,2>145,0 (69, 14)

334,2>182,1 (31, 18)

306,1>108,1 (39, 10)

376>265,9 (25, 28)

372,9>97,0 (35, 28)

444,1>100,0 (23, 10)

368,1>175,1 (23, 16)

180,1>120,1 (25, 14)

342,1>89,1 (99, 8)

210,1>168,1 (11, 3)

256,1>173,0 (31, 16)

361>111,0 (81, 10)

388>163,1 (33, 14)

374,1>194,1 (43, 20)

365,1>147,2 (31, 30)

294,9>92,1 (83, 8)

319>220,1 (33, 20)

200,2>80,0 (39, 8)
322>78,1 (75, 6)

174,1>117 (41, 12)

299,1>147,1 (31, 14)

208,1>89,0 (51, 8)

51

81

81

66

46

91

36

91

61

51

61

126

111/86

41

61

76

61

61

111

51

86/91

41/21

86

96

M

71

91

61

106

129

10

10

10

nd

25

10

10

10

10

10

nd

10

10

10

25

nd

10

nd

25

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



Quizalofope-p-etil

Tebuconazol

Tebufempirade

Temefos

Terbufés

Tetraconazol

Tiacloprido

Tiobencarbe
Tiodicarbe

Tiofanato metilico

Triadimefon

Triadimenol

Triclorfom

Triciclazol

Trifloxistrobina

Triflumizol

Triforin

Triticonazol

7,77-7,88

5,98-6,29

7,80-8,20

8,10-8,20

7,91-8,05

5,45-5,60

0,80-0,85

6,96-7,08
2,05

0,47-0,50

4,67-4,91

4,84-5,09

0,79-0,84

1,00-1,25

7,20-7,57

7,12-7,48

3,51-3,69

5,45-5,60

373>299,0 (27, 26)

308,1>70,1 (57, 8)

334,1>145,1 (39, 4)

466,9>418,9 (25, 34)

289>57,1 (31, 8)

372,0>159,0 (39, 14)

253,3>126,0 (29, 12)

258,0>125,0 (23, 12)
355,1>88,1 (21, 3)

342,9>151,1 (29, 14)

294>197,0 (21, 18)

296,1>70,1 (31, 8)

257>109,0 (23, 10)

190,1>163,0 (31, 14)

409,1>186,1 (23, 16)

346>278,0 (15, 26)

434,9>389,8 (17, 36)

318,1>70,0 (43,12)

373>271,0 (35, 22)

308,1>125,1 (53, 12)

334,1>117,1 (67, 6)

466,9>125,0 (41, 12)

289>103,1 (13, 10)

372,0>161,0 (39, 14)

253,3>186, 0 (21, 12)

258,0>127,0 (25, 14)
355,1>108,0 (21, 3)

342,9>93,1 (69, 8)

294>225,0 (17, 20)

296,1>70,0 (33, 8)

257>221,0 (15, 20)

190,1>136,0 (39, 12)

409,1>145,1 (63, 14)

346>73,1 (21, 8)

434,9>215,1 (37, 20)

318,1>69,9 (43,12)
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2 TRA: Tempos de Retencdo Aproximado
b CE: Energia de colisio (Collision Energy)

¢ CXP: Potencial de Saida da Cela de Colisao (Collision Cell Exit Potential)

4 LOD: Limite de deteccéo

¢ LOQ: Limite de quantificacdo

fnd.: ndo determinado (ensaio qualitativo)
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ANEXO
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ANEXO A - PLANTAS DOS GRAOS DE POLEN PREDOMINANTE E
SECUNDARIO OBSERVADAS NO MEL DE ABELHA JANDAIRA (Melipona
subnitida) A) Mimosa arenosa/Mimosa caesalpiniifolia; B) Mimosa tenuiflora; C)
Myracrodruon urundeuva; D) Pityrocarpa moniliformis; E) Borreria verticillata; F)
Chamaecrista duckeana; G) Psidium guajava; H) Ziziphus joazeiro; 1) Waltheria
rotundifolia, Imagens: Michael Hrncir; J) Tipo Gliricidia sepium, Imagem do autor




