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Resumo

A apicultura ¢ uma fonte sustentavel de emprego e renda, que contribui no equilibrio do
ecossistema, bem como, com a manutengao da biodiversidade, tendo como principal produto
o mel, o mesmo produzido naturalmente pelas abelhas a partir dos pdlens e néctares
encontrados em ramos e flores. A proposta dessa breve revisdo foi apresentar e discutir os
parametros de controle de qualidade necessarios, assim como algumas analises de
quantificagdo da atividade antioxidante desse produto. Sendo assim, foram reportadas
informagdes relacionadas a amostragem, umidade, pH, hidroximetilfurfural, atividade
diastasica, cinzas, agucares redutores, sacarose aparente, solidos insoluveis, polen,
fermentagdo e acidez, bem como, analises de DPPH, FRAP, ABTS, compostos fendlicos
totais e flavonoides. Portanto, essa revisdo demonstra a importancia desses parametros
minimos como forma de assegurar a identidade e qualidade do mel e ajudar na quantificacao

da atividade de antioxidantes, visto que o mel apresenta niveis significativos.

Palavras-chave: Compostos fenolicos. Flavonoides. DPPH. FRAP. ABTS.



Abstract

Beekeeping is a sustainable source of employment and income that contributes to the balance
of the ecosystem as well as the maintenance of biodiversity, with honey as its main product,
the same produced naturally by bees from pollens and nectar found in branches and flowers.
The purpose of this brief review was to present and discuss the necessary quality control
parameters, as well as some analyzes to quantify the antioxidant activity of this product.
Therefore, information related to sampling, humidity, pH, hydroxymethylfurfural, diastase
activity, ash, reducing sugars, apparent sucrose, insoluble solids, pollen, fermentation and
acidity were reported, as well as, analysis of DPPH, FRAP, ABTS, total phenolic compounds
and flavonoids. Therefore, this review demonstrates the importance of these minimum
parameters as a way to ensure the identity and quality of honey and help in the quantification

of antioxidant activity, since honey has significant levels.

Keywords: Phenolic compounds. Flavonoids. DPPH. FRAP. ABTS.
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1. INTRODUCAO

Na histéria da evolucdo da vida, ¢ dito que as abelhas surgiram a milhdes de anos,
juntamente com as flores, visto que uma necessita da outra para sua sobrevivéncia, afinal as
abelhas encontram nas flores o néctar ¢ o polen para se alimentarem e as mesmas sao
responsaveis por fecundar novas flores (BACAXIXI et al., [s.d.]). Acredita-se que a
apicultura surgiu com os egipcios, na época eles colocavam abelhas em potes de barro e
coletavam o mel. Desde entdo, foi uma das primeiras fontes de aguicar conhecida.

O mel € um produto natural produzido pelas abelhas, obtido a partir de ramos, flores,
dos polens e néctar. Na apicultura, ¢ o produto mais conhecido e utilizado, pois ¢ um alimento
muito rico e com alto valor energético, utilizado também por industrias farmacéuticas e
cosméticas (SILVA et al., 2006). O mesmo tem propriedades antioxidantes, os quais sdo
compostos que protegem o sistema biologico de reacdes causadas por oxidacdo excessiva. No
nosso organismo ocorre naturalmente a formacao de radicais livres, originados do processo de
reducdo do oxigénio molecular, sendo responsdveis por varias doengas como cancer,
envelhecimento, doencas cardiovasculares, mal do Alzheimer, entre outras. Devido as suas
propriedades, o mel ajuda a reduzir os riscos dessas doencas. Dessa forma, pelo fato dos
antioxidantes terem tantos beneficios, aumentou-se a busca por novos compostos oriundos
principalmente de substancias naturais (LOPES, 2019).

Em consequéncia desse aumento, € essencial o controle de qualidade de mel, que
determina as condi¢des adequadas para industrializagdo e consumo desse produto. A
Instrucdo Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000 determina os pardmetros minimos e
maximos de cada analise que deve ser feita, separado pela pureza, deterioracdo e maturidade

do mel.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi realizar um levantamento de informagdes analisadas e
publicadas a partir de artigos, teses, dissertagdes e legislacdes focados nas metodologias para
determinagdo de caracteristicas fisico-quimicas e da determinacdao de antioxidantes do mel,

afim de contribuir para futuros trabalhos no assunto.
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3. METODOLOGIA

Para o presente trabalho, realizou-se uma pesquisa bibliografica baseada no
levantamento de dados publicados a partir do ano de 2006 até 2022. Foram consultados
artigos, teses e dissertagdes focados na analise de antioxidantes do mel e suas caracteristicas
fisico-quimicas. Além disso, informagdes relevantes sobre a apicultura no Brasil e legislagao
vigente frente a produg¢do e comercializagdo do mel, segundo as regras de controle de
qualidade e boas praticas apicolas também foram consultadas. Para tal, sitios eletronicos
governamentais da Embrapa, Ministério da Agricultura, Ministério da Satide e ANVISA
foram utilizados. Além destes, também foram consultados Google Académico, Scielo e
Science Direct, com as seguintes palavras-chave: mel, apicultura, caracteristicas fisico-
quimicas do mel, boas praticas apicolas, atividade antioxidante do mel, DPPH, ABTS, FRAP,

Flavonoides e Compostos fenolicos.



23

4. DESENVOLVIMENTO

4.1 ABELHAS

Tendo registro de sua existéncia ha mais de 40 milhdes de anos, as abelhas sdo os
insetos polinizadores mais eficientes e com isso de grande importancia para a perpetuacao
de espécies vegetais.

Cada colmeia possui aproximadamente de 80.000 abelhas, sendo em sua maioria
operarias (responsaveis por todo o trabalho), 1 rainha (responsavel pela producao de ovos e
manutengdo da ordem da colmeia) e por até 400 zangdes, as abelhas machos (responsaveis
por fecundar a rainha) (PAIXAO; LOPES, 2010).

Existem, aproximadamente, 300 espécies de abelhas na América Latina, entre elas
as abelhas nativas que s3o as sem ferrdo, em sua maioria produtoras de mel de grande
aceitacdo comercial. A espécie Tretagonisca angustula é a mais conhecida e criada com a
finalidade de comercializagdo do seu mel (GRZEGOZESKI, 2015).

Mas, as abelhas que predominam na produ¢do de mel no Brasil, sdo as
africanizadas, provenientes do cruzamento das abelhas europeias com as de origem
africanas. A abelha Apis mellifera scutellata foi introduzida no Brasil em 1956, uma
espécie exotica, com a intencdo de aumentar a produgdo de mel, visto que as abelhas
preexistentes ndo apresentavam o resultado esperado. A espécie A. melifera ¢ uma
excelente alternativa para a polinizacdo, ja que ela apresenta um olfato extremamente
desenvolvido e também consegue ser treinada para buscar um aroma ou uma mistura

particular de aromas (SEKINE, 2022).

4.2 FLORA

As abelhas necessitam de proteinas, carboidratos, sais minerais, lipideos, vitaminas
€ agua para sobreviverem e se desenvolverem, que obtém por meio do néctar e pélen das
flores. Por isso, ¢ de grande importancia que as plantas em que as abelhas vao ter acesso
seja de boa qualidade e abundancia. Depende também, da floracdo e crescimento das
plantas, influenciada pela temperatura, pluviosidade da regido (GRZEGOZESKI, 2015).

A abelha coleta o néctar das plantas e com isso acaba trazendo junto o podlen,
levando até a sua colmeia para a produgao do mel. O conhecimento da morfologia do pélen

e a identificacdao dos graos do podlen presentes sao formas de identificar a origem floral do
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produto (BARTH et al., 2004) e pode ser observado em microscopia para sua identificagao.

O mel pode ser classificado como monofloral/unifloral quando ¢ originado de
apenas uma espécie de planta, bifloral quando ¢ de duas espécies, ou de
heterofloral/polifloral originario de varias espécies diferentes de plantas. O que varia
também com os fatores climaticos e a espécie da abelha, fazendo assim com que se tenha

muitas variedades de méis disponiveis (SEKINE, 2022).

4.3 MEL

O mel ¢ considerado um liquido viscoso, que contém aroma e sabor adocicado,
elaborado por abelhas a partir do néctar e exsudatos sacarinos encontrados em plantas,
principalmente nas florais, levados pelas abelhas até sua colmeia em que elas amadurecem e
estocam em seus favos, esse conteudo retirado das delas torna-se assim o mel conhecido
(ALVES et al., 2005). O mel ¢ um alimento utilizado mundialmente, pois além de ser
utilizado como um adocante natural em varias receitas, ele também ¢ utilizado como fonte
energética, antibacteriana, anti-inflamatoria e imunoldgica, utilizado nao somente por
industrias alimenticias, mas também por industrias de cosméticos e farmacéuticas.

A produgdo brasileira de mel atingiu 46 mil toneladas em 2019, apresentado um
aumento de 8,5% comparado ao ano anterior, tendo na Regido Sul a lideranca com 38,2% da
producdo brasileira de mel, enquanto a Regido Nordeste chegou a 34,3% do total nacional,
seguida pela Regido Sudeste com 21,4%. O Parand se destacou com o maior volume, sendo
responsavel por 15,7%. Com isso, o Brasil ocupa a 10* posi¢do e segue avancando como um
dos maiores exportadores do produto no mundo (BARTCUS, 2020).

Variedades de mel podem ser identificadas por sua cor, gosto, sabor e maneira de
cristalizag@o. Sua cor pode variar do quase transparente ao ambar escuro. O gosto e 0s niveis
de acucar dependem do paladar, da espécie, da época, da regido e principalmente da florada
utilizada. Ele pode variar da textura liquida até a textura sélida (SILVA et al., 2006).

A densidade do mel a 20 °C varia de 1,38 a 1,45 g/cm’. A viscosidade também
depende da temperatura que se encontra, tendo uma viscosidade menor quando estdo mais
altas. Com isso, quando a temperatura estiver acima de 40 °C, a quantidade de 4gua alcanca
valores entre 16,4 e 20%, ndo tendo efeito significativo na viscosidade do mesmo. A
viscosidade ndo depende somente da quantidade de actcar, d4gua e temperatura presentes no

mel, mas também, do contetido de dextrina, trissacarideos e proteinas. Outro fator afetado ¢ a
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cristalizagcdo, que ocorre entre 5° ¢ 8°C, e o crescimento dos cristais entre 13° e 17°C.

(ALVES et al., 2005).

4.4 COMPOSICAO

O mel ¢ constituido essencialmente de varios agucares, predominantemente D-
frutose e D-glicose, como também de outros componentes e substancias como &cidos
organicos, enzimas, vitaminas, flavonoides, minerais e uma extensa variedade de
compostos organicos e particulas solidas coletadas pelas abelhas (SILVA et al., 2006). Sua
composi¢do pode variar dependendo de diversos fatores como as fontes vegetais que as
abelhas tém acesso, o solo da regido, a espécie de abelha do mel coletado, o estado
fisioldgico da colonia, as condigdes meteoroldgicas de quando foi realizada a colheita, entre
outros. Por isso existem tantas variedades de mel, podendo ser distintas até mesmo na
mesma colmeia (ALVES et al., 2005).

Segundo a Embrapa (2006), o mel ¢ constituido por agucar, dgua e diversos outros
componentes. Mesmo aparentando ser um alimento simples, sabemos que se trata de um
produto biolodgico de grande complexidade. Ja foram encontrados mais de 181 diferentes
tipos de méis, sendo que suas caracteristicas e composicdo dependem das diferentes fontes
florais.

Os principais acucares encontrados no mel sdo os monossacarideos, frutose e
glicose, 80% da quantidade total, e outros 10% sdo divididos entre sacarose e maltose. Esse
porcentual pode variar entre a quantidade de frutose e glicose. Caso apresente uma maior
concentracdo de frutose, o mel fica com um sabor mais adocicado. A quantidade de
acUcares presentes vai influenciar também na viscosidade, densidade, higroscopicidade,
cristalizacao e no valor caldrico.

O teor de 4gua no mel pode variar de 15% a 21% no seu conteudo, influenciando na
viscosidade, peso especifico, maturidade, cristalizagdo, sabor, conservagao e palatabilidade
(EMBRAPA, 2006).

Fazem parte da composi¢ao também os acidos organicos, que correspondem a 0,5%
e tem influéncia no paladar bem como sabor. Esse valor varia dependendo da quantidade e
dos mineiras presentes. O acido em maior quantidade ¢ o gluconico, mas ha também a
presenca dos acidos acético, butirico, citrico, férmico, lactico, maleico, mélico, oxalico,
succinico, fumarico, malico, maleico, pirvico e ascorbico (PAIXAO; LOPES, 2010).

Paixdo e Lopes (2010) ainda dizem que a proteina também faz parte da composi¢ao
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do mel em menos de 0,5%, dependendo da origem vegetal e do tipo de abelha. Podem estar
presentes os aminoacidos leucina, isoleucina, histidina, metionina, alanina, fenilalanina,
glicina, acido aspartico, treonina, serina, acido glutdmico, prolina, valina, cisteina, tirosina,
lisina e arginina. Destes, a prolina se encontra em maior quantidade, sendo responsavel por
um porcentual entre 50 a 85% do total de proteinas no mel.

Hé a presenca de algumas enzimas, como a invertase, que quebra as moléculas de
sacarose em glucose e frutose. Sdo encontradas também enzimas como a glucose oxidase,
diastase, catalase, alfa-glicosidase, peroxidasse, lipase, amilase, fosfatase 4acida e inulase. A
diastase ¢ a responsavel pela quebra do amido e a glucose oxidase responsavel por fazer a
glicose formar o 4cido gluconico e peroxido de hidrogénio, principais compostos
antimicrobianos existentes no mel.

Estdo presentes ainda as vitaminas do complexo B, entre elas a B1, B2, B3, B5, B6,
B8, B9 e as vitaminas C e D, além de alguns minerais, como o cdlcio, cloro, cobre, ferro,
manganés, magnésio, fésforo, boro, potassio, silicio, sddio, enxofre, zinco, nitrogénio, iodo,
radio, estanho, 6smio, aluminio, titdnio e chumbo, sendo o potassio o mais abundante. A
quantidade desses mineiras influencia diretamente na cor do mel, sendo observado nos méis
claros até 0,04% e nos mais escuros até 0,2% de minerais (PAIXAO; LOPES, 2010).

O mel possui uma significativa atividade antioxidante, visto que na sua composi¢ao
apresenta grupos fendlicos, presentes nos néctares das plantas (MONTENEGRO, 2018).
Estima-se que a capacidade de absorbancia do radical oxigénio do mel seja de 3 - 17 pmol
ET/g (SILVA et al., 2006). E um alimento rico em compostos bioativos, que variam pelas
espécies de abelha, origem floral, regido geografica, sazonalidade, condi¢des ambientais,

umidade, temperatura, composi¢ao do solo e seu armazenamento (MONTENEGRO, 2018).

4.5 ANALISES DE CONTROLE DE QUALIDADE

O controle de qualidade do mel avalia parametros e especificagdes ja definidos pela
Instrugdo Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000, do Ministro de Estado, Interino, da
Agricultura e do Abastecimento sendo separado por maturidade, deterioracdo e pureza.

Um dos objetivos ¢ identificar possiveis adulteracdes, como a adicdo de agucares
comerciais, entre elas glicose comercial, solu¢ao ou xarope de sacarose, melado, solugdo de
sacarose invertida e xarope de milho. Outra forma de adulteracao praticada ¢ através de um
processo que consiste em levar o caldo de cana-de-agucar ao fogo até concentrar o agucar,

clarificar com aditivos quimicos e, em seguida, adicionar ao mel.
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Outro fator importante ¢ garantir se ndo hd nenhum maleficio para a saide do

consumidor e que atenda aos parametros industriais e comerciais.

4.5.1 Amostragem

Para uma coleta do mel correta, o responsavel deve lavar muito bem as maos em
agua corrente e sabao, utilizar vestimentas adequadas e luvas. Caso o coletor transpire muito,
¢ recomendado nao utilizar luvas, pois o suor pode ser uma fonte de contaminacao para o
mel. Além disso, deve ocorrer em local fechado, para evitar exposi¢do a poeira ¢ outras
sujeiras ¢ também para ndo contaminar pela exposi¢do ao vento. Os méis devem ser
transferidos para potes esterilizados, com tampas e bem limpos, armazenados em geladeira a

4 °C, por no maximo 30 dias (EMBRAPA, 2011).

4.5.2 Maturidade
A analise de maturidade do mel é dividida em agucares redutores, umidade e sacarose
aparente. Através destes parametros, pode-se estabelecer o grau de maturidade do mel, bem

como, o quanto o produto estd apto e pronto para o consumo.

4.5.2.1 Agucares redutores

Conforme norma brasileira ABNT NBR 15174-10, actcares redutores sdao aqueles que
reduzem o reagente Fehling sob condi¢des especificas. E um método de titulometria da
solugdo de Fehling no seu ponto de ebuli¢do, contra a solu¢do de agticares redutores, tendo o
azul de metileno como indicador (ABNT, 2020).

O valor minimo, pela especificagado, ¢ de 65 g/100 g (BRASIL, 2000). Os agucares sao
um dos principais compostos do mel, sendo 80% de monossacarideos e 10 % de dissacarideos
da quantidade total, que alteram caracteristicas fisicas, como viscosidade, densidade e
cristalizacdo (MESQUITA et al., 2009). Por isso, a importancia de se estudar esse parametro.

Os agucares analisados aqui sdo a frutose, maltose e glicose, enquanto que a sacarose ¢

determinada pela andlise de sacarose aparente.

4.5.2.2 Umidade
A umidade revela o grau de maturagdo alcancado pelo mel na colmeia. Se o mel tiver
um alto teor de umidade, pode causar uma maior fermentagdo no mel durante seu

armazenamento e provocar um gosto mais azedo. Ja quando tem um teor baixo de umidade
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proporciona um maior tempo de vida util de prateleira (SMETANSKA; ALHARTHI;
SELIM, 2021).

A é4gua também afeta caracteristicas do mel tais como a viscosidade, a cristalizacdo, a
cor, o sabor, a solubilidade e a conservagdo. Um indicativo da alta umidade ¢ a colheita
precoce e armazenamento incorreto dos favos de mel (LIMA et al., 2020).

Segundo a Instru¢do Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000, a umidade maxima
¢ de 20 % (BRASIL, 2000) para méis e pode ser determinada conforme norma brasileira
ABNT NBR 15174-2, pelo método de determinacao do indice de refracao do mel a 20°C,

que ¢ convertido para o teor de umidade através de uma tabela de referéncia (Tabela 1).

Tabela 1 - Tabela de Chataway — Relagdo entre indice de refragdo e o conteudo de

agua do mel.

Indlcei de Contetdo Indlcei de Contetdo Indlcei de Contetido Indlcei de Conteudo
refracdo a de agua % refracdo a de agua % refra¢do a de agua % refracdo a de agua %
20 °C 20 °C 20 °C 20 °C

1,504 4 13 1,469 1 16,2 1,488 0 19,4 1,480 0 22,6
1,503 8 13,2 1,495 6 16,4 1,487 5 19,6 1,479 5 22.8
1,503 3 13,4 1,495 1 16,6 1,487 0 19,8 1,479 0 23
1,502 8 13,6 1,494 6 16,8 1,486 5 20 1,478 5 23,2
1,502 3 13,8 1,494 0 17 1,486 0 20,2 1,478 0 23,4
1,501 8 14 1,493 5 17,2 1,485 5 20,4 1,477 5 23,6
1,501 2 14,2 1,493 0 17,4 1,485 0 20,6 1,477 0O 23,8
1,500 7 14,4 1,492 5 17,6 1,484 5 20,8 1,476 5 24
1,500 2 14,6 1,492 0 17,8 1,484 0 21 1,476 0 24,2
1,499 7 14,8 1,491 5 18 1,483 5 21,2 1,475 5 24,4
1,499 2 15 1,491 0O 18,2 1,483 0 21,4 1,475 0 24,6
1,498 7 15,2 1,490 5 18,4 1,482 5 21,6 1,474 5 24,8
1,498 2 15,4 1,490 0 18,6 1,482 0 21,8 1,474 0 25
1,497 6 15,6 1,489 5 18,8 1,481 5 22

1,497 1 15,8 1,489 0 19 1,481 0 22,2

1,496 6 16 1,488 5 19,2 1,480 5 22,4

Fonte: ABNT, 2020

4.5.2.3 Sacarose aparente
A concentracdo da sacarose aparente ¢ um dos pardmetros que possibilitam perceber a

diferenca entre o mel monofloral dos poliflorais. O teor elevado indica uma colheita
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prematura do mel, visto que, ndo foram todas as moléculas de sacarose ainda quebradas em
frutose e glicose (MESQUITA et al., 2009).

O limite de sacarose aparente ¢ de 6g/100g (BRASIL, 2000). Conforme norma
brasileira da ABNT NBR 15174-10, ¢ determinada através do método titulométrico de uma
solucao de Fehling no seu ponto de ebuli¢do, contra uma solugdo de agucares redutores,
usando azul de metileno como indicador. Em seguida, multiplica-se a diferenca dos agucares
totais com os agucares redutores por 0,95, e obtém-se o conteudo de sacarose aparente

(ABNT, 2020).

4.5.3 Pureza

As andlises de pureza do mel revelam se hd alguma impureza ou adulteragdo nas
amostras. Tais impurezas podem ser originadas tanto na colmeia, como na colheita ou pds
colheita. Para tanto, os parametros analisados sdo solidos insoluveis em agua, pdlen e teor de

cinzas.

4.5.3.1 Sélidos insoluveis em agua

O teor maximo de so6lidos insoluveis em agua permitido ¢ de 0,1 g/100 g., exceto no
mel prensado, que se tolera até 0,5 g/100 g, unicamente em produtos acondicionados para sua
venda direta ao publico (BRASIL, 2000).

Este parametro determina possiveis adulteragdes e contaminacdes de impurezas que o
mel pode ter, como graos de pdlen ou outros pedacos das plantas, particulas de cera,
fragmentos de insetos, como asas e patas das abelhas, além de outros elementos inerentes do
mel ou do processamento que este sofreu (MEDEIROS; SOUZA, 2015).

De acordo com a norma brasileira ABNT NBR 15174-5, o teor de solidos insoluveis
em agua ¢ determinado através do método de verificacdo gravimétrica a partir de lavagem e

secagem do mel (ABNT, 2020).

4.5.3.2 Determinagao de cinzas
O teor de cinzas ou minerais demostra as condi¢cdes ambientais e as origens
botanicas e geograficas do mel.
Conforme a Instrugdo Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000, o valor maximo ¢
de 0,6 g em cada 100g (BRASIL, 2000). Em conformidade com a norma brasileira ABNT

NBR 15174-3, ¢ determinado através da analise gravimétrica de um residuo inorganico
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obtido a partir do aquecimento da amostra (carbonizagdo e incineragao) de mel numa
temperatura de 550°C + 50°C (ABNT, 2020).

O teor de cinzas do mel esta altamente relacionado com sua composi¢do mineral,
que por sua vez ¢ afetada pelos seguintes fatores: solo, condigdes climaticas, composi¢ao
quimica envolvida na formagao do néctar, técnicas de colheita e extragdo. Os principais
minerais sdo potassio, calcio, sddio e magnésio, enquanto os elementos menos abundantes
sdo ferro, cobre, manganés e cloro (BOBIS et al.,, 2020). O teor de cinzas também

influencia na cor do mel, sendo que um maior teor resulta em uma cor mais escura.

4.5.3.3 Pélen

O pdlen possui varios aminoacidos essenciais em sua composi¢ao e € rico também em
proteinas, por isso tem sido empregado na alimentagdo humana, considerado um alimento
nutricional completo.

A instru¢do normativa n° 11 especifica que o mel deve, necessariamente, apresentar
graos de polen (BRASIL, 2000). Pode ser feita pela analise melissopalinoldgica, um método
capaz de avaliar as possiveis visitas das abelhas as flores, identificando os pdlens coletados
microscopicamente, através dos espectros polinicos das amostras de mel. Segundo esta
avaliacdo, ¢ possivel reconhecer a vegetacdo apicola regional, identificando as principais
fontes nectariferas e poliniferas utilizadas pelas abelhas, bem como os principais periodos de

producao de néctar e polen (FREITAS et al., 2010).

4.5.4 Deterioracao
Através da analise de deterioracdo, observa-se a estabilidade e tempo de prateleira
do mel. Os parametros investigados sdo o teor de acidez, atividade diastésica,

hidroximetilfurfural (HMF) e pH.

4.5.4.1 Acidez

A acidez do mel se dé& pela presenca de acidos organicos, derivados da fonte do
néctar e secrecdes e excregoes sacarinicas das plantas utilizadas pelas abelhas. No processo de
fermentagdo, ocorre a transformagdo de agucares presentes em acidos organicos por meio das
leveduras, assim, aumentando a acidez (LIMA et al., 2020).

Conforme a Instru¢do Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000, o parametro

maximo ¢ de 50 mil equivalentes por quilograma (BRASIL, 2000). Em conformidade com
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a norma brasileira ABNT NBR 15174-6, ¢é obtida a acidez através da titulagdo da amostra

de mel com hidréxido de sddio até o pH igual a 8,5 (ABNT, 2020).

4.5.4.2 Atividade diastésica

A diastase € o conjunto de enzimas o e B-amilase, oriundo da secrecdo das abelhas
que promove a hidrolise do amido em menores particulas de monomeros. Essa enzima
contribui para a digestdo do polen pelas abelhas. Essa atividade varia conforme a quantidade
de enzimas presente nas salivas da abelha, quantidade de néctar, das condi¢des fisioldgicas
das abelhas da colmeia, da temperatura e das condigdes de estocagem do mel (LIMA et al.,
2020).

Com isso, ¢ um fator de analise de qualidade também, que indica o frescor do mel.
Pela instru¢do normativa, o valor como minimo ¢ de 8 na escala de Gothe. Os méis com
baixo conteudo enzimatico devem ter como minimo uma atividade diastasica correspondente
a 3 na escala de Gothe, sempre que o conteido de hidroximetilfurfural ndo exceda a 15
mg/kg (BRASIL, 2000).

Conforme a norma brasileira ABNT NBR 15174-7, a atividade diastasica ¢
determinada através de uma solucdo-padrao de amido, em que se apresenta uma coloragdao
em contato com o iodo, em uma faixa definida de intensidade, ao interagir com uma enzima
presente no mel. A diminuicao da intensidade da cor, que ¢ azul, ¢ medida em intervalo de

tempo, e avaliada espectrofotometricamente (ABNT, 2020).

4.5.4.3 HMF (hidroximetilfurfural)

A analise de hidroximetilfurfural indica o frescor e pureza do mel. O teor de sacarose,
tipo de aglcares presentes, temperatura, pH, origem floral sdo alguns dos fatores que
influenciam no HMF do mel (SMETANSKA; ALHARTHI; SELIM, 2021).

O méaximo permitido pela Instrucdo normativa ¢ de 60 mg/kg (BRASIL, 2000).
Conforme norma brasileira ABNT NBR 15174-9, é determinado através da diferenca de sua
absorbancia nos comprimentos de onda de 284 nm e 336 nm. O HMF ¢ formado pela
desidratacao da frutose em meio acido, influenciado pela temperatura, em que se estiver em
uma temperatura mais alta € acelerado o processo de reagao (ABNT, 2020).

Este composto ¢ gradualmente formado durante o aquecimento ou armazenamento.
Alguns fatores, como agucar, pH, acidez, umidade, armazenamento prolongado e

aquecimento, podem influenciar e aumentar esse teor. Além disso, o composto ¢ considerado
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toxico em determinadas concentracdes, o que reforca a importancia de se analisar o nivel

presente de HMF no mel (LIMA et al., 2020).

4.5.5 pH

Em concordancia com a norma brasileira ABNT NBR 15174-6, o pH influencia na
textura, estabilidade e tempo de vida util do mel, podendo variar de 2,9 a 4,0. E determinado
através do preparo de solucdo de mel a 10% com 4dgua e determinado diretamente no
medidor de pH (ABNT, 2020).

O nivel do pH influencia nas caracteristicas antioxidantes € nos seus compostos
fendlicos, impactando na sua qualidade e funcionalidade nutricional e nutracéutica do mel
(AHMAD et al., 2022). Além disso, tem um importante impacto na conservacao devido a
sua capacidade de inibicdo e eliminag@o do crescimento microbioldgico, visto que o mel tem
um pH mais acido. Esse baixo pH ¢ causado devido a presenca de 4cidos organicos como o

gluconico, acético, fumadrico, glioxilico, latico e succinico (MAJTAN et al., 2021).

4.6 ANTIOXIDANTES

Uma das bioatividades que o mel apresenta ¢ a atividade antioxidante. Os
antioxidantes sdo capazes de impedir os radicais livres que sdo gerados pelometabolismo
celular ou por fontes exogenas, nao permitindo o ataque sobre as moléculas, mastambém de
lipidios, proteinas, carboidratos e vitaminas, evitando que ocorra danificagdo ou perda da
formagdo celular. Sdo formados por substidncias como vitaminas, minerais, pigmentos
naturais, outros compostos vegetais e enzimas. Os radicais livres sdo controlados pela
acaodos antioxidantes (NASCIMENTO, 2022).

Halliwell e Gutteridge (1990) definem os antioxidantes “como uma substancia
que pode diminuir ou prevenir significativamente a oxida¢do de outra substancia, sempre
que presente em menor concentragdo comparada a substincia oxidavel de interesse”.

Os antioxidantes sao separados em dois grupos, os com atividades enzimadticas e os
ndo enzimaticos, ou seja, sao compostos com poder de impedir que inicie a oxidacdo
através de enzimas que removem as substancias que sdo reativas ao oxigénio. Os outros sao
compostos que interagem com as substancias radicalares e com isso sdo consumidas
durante areacdo, podendo ser de origem natural ou sintética, respectivamente (LOPES,

2019).
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Sdo varios os métodos para a determinacdo da atividade antioxidante de um
produto, sendo dividido em duas classificagdes: o primeiro se baseia em capturar os
radicais livres e 0 outro na determinagdo da oxidagdo de uma molécula em especifico. Os
principais sdo o método do radical ABTS, o método do radical DPPH e o método FRAP
(SUCUPIRA et al., 2012).

4.7 ANALISES DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.7.1 Determinacao da atividade antioxidante DPPH*

O método de DPPH® ¢ um método considerado facil, muito sensivel, rapido e
econdmico, em que acontece pela transferéncia de elétrons, ou seja, a transferéncia de
hidrogénio entre o radical do DPPH' e do antioxidante (AH) presente na amostra
(OLIVEIRA, 2015).

O radical possui uma cor purpura/violeta com absor¢do em solugdo de etanol ou
metanol em 515-520 nm. Uma substincia antioxidante pode doar um atomo de hidrogénio
ou transferir um elétron para a molécula de DPPH", que aceita para se tornar uma molécula
estavel diamagnético. Assim, origina-se a forma reduzida DPPH-H com a perda da cor
violeta com o tempo para amarelo. Essa mudanga pode ser monitorada pelo
espectrofotometro UV/visivel para a determinacdo capacidade antioxidante, visto que ¢ a
diminuigdo de absorbancia do radical DPPH". E necessario que seja realizado no escuro, pois
a luz ¢ um fator que interfere na reagdo (OLIVEIRA, 2015).

Conforme norma brasileira ABNT NBR 16956-5 o método baseia-se na rea¢ao redox
entre o radical DPPH e a substancia doadora de elétrons, o mel, sendo a cinética da reagao
monitorada em 517 nm. E feita uma curva de descoloracdo do DPPH* e uma da CEso
(concentragao que elimina 50% dos radicais livres em mg/mm) e ¢ calculada por meio de
uma regressao linear (ABNT, 2020). Uma curva padrao de Trolox deve ser preparada para
compara¢do da quantidade de antioxidante pela absorbancia. Nesta metodologia, quanto
mais a coloragdo ¢ reduzida, maior sera o potencial antioxidante da amostra (RUFINO et al.,
2007; Re et al, 2007).

Ha varios estudos da atividade antioxidante do mel por DPPH", os autores Bueno-
Costa et al., (2016) obtiveram como atividade do radical (DPPH") o valor significativo entre
a maioria das amostras de mel, tendo a maior atividade antioxidante (17,21 mgAEQ-100 g™)

observada na amostra de mel de eucalipto da regido do Rio Grande do Sul.
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4.7.2 Reducao de Fe (III) pelo método FRAP
Este método observa a reacao redox, em que os antioxidantes atuam como redutores
e um oxidante facilmente reduzido (Fe’"). Neste método ¢é utilizado estequiométrico em

excesso o Fe*”, que resulta em um complexo ferroso azul ao reagir com os antioxidantes.

Ocorre reacoes de transferéncia de elétrons, em que a reagdo ocorre pela formacao
de um complexo TPTZ com o Fe (Ill), de coloracio amarela, e na presenca de um
antioxidante o ferro é reduzido dando origem ao [Fe(II)(TPTZ):]**, apresentando uma

coloragdo azulada escuro, com absorbancia maxima em 593nm (TIVERON, 2010).

O FRAP pode ser realizado conforme descrito em Benzie e Strain (1996) usando
uma solucdo aquosa de mel (0,2 g/mL). O reagente FRAP ¢ preparado misturando 300
mmol/L de tampao acetato de sodio (pH 3,6), 10 mmol/L de solucdo de TPTZ (2.,4,6-
Tris(2-pridil)-s-triazina) e 20 mmol/L de solugdo de cloreto férrico na propor¢ao de 10:1:1
v/ v em banho-maria a 37°C. As absorbancias sdo lidas a 593 nm. Uma curva padrao de
Trolox variando de 25 a 800 umol/ L deve ser preparada para comparagao de quantidade de

oxidante pela absorbancia.

Nascimento et al., (2018) obteve os valores de FRAP em média 1,21 £ 0,56 umol
Equivalente Trolox /g de mel (intervalo: 0,22-2,11) para méis de Apis mellifera brasileiros.
Habib et al. (2014) relataram um valor méximo de FRAP de 1,2 umolET/g em um estudo
de méis monoflorais e poliflorais de regides aridas e ndo aridas. Alvarez-Suarez et al.
(2018) encontraram um valor médio de 1,59 umolET/g para méis poliflorais cubanos. Os
méis de eucalipto, polifloral e aroeira apresentaram atividades FRAP estatisticamente

maiores (p < 0,05) do que as de espécies de uva japonesas.

4.7.3 Método de sequestro do radical ABTS"

Esse método baseia-se na eliminacdo de radicais livres de ABTS, que ¢ a capacidade
de uma amostra de extinguir os radicais ABTS produzidos em uma solugdo. E um método

simples de andlise de antioxidantes.

Neste método espectrofotométrico, a capacidade que a amostra tem de descolorir o
radical ABTS através de uma reagdo quimica, que inicialmente possui colora¢do verde
escura, passando para um verde claro no processo de captura radicalar. Uma curva de

calibragdo com padrao Trolox € usada para expressao dos resultados.
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Larsen e Ahmed, (2022), tiveram como resultado para amostras de mel cru o valor
de 62,2 + 1,8% de inibicdo ABTS que corresponde a um valor de IC de 2,59 + 0,08 mg/mL,
e ao reduzir a umidade das amostras, mostrou um aumento na inibi¢do percentual de ABTS

para 74,8 + 2,2%, que corresponde a um valor de IC de 2,15 £ 0,06 mg/mL

Outros exemplos sdo a inibi¢ao percentual de ABTS por méis de ervas foi relatada
como 21,9% para mel de camomila e 79,2% para mel de framboesa (SOCHA et al., 2009).
Da mesma forma, os valores variaram de 4,5 a 81 mg/mL para mel coletado na regido do
Monte Olimpo na Grécia (STAGOS et al., 2018). O mel de Manuka apresentou um valor de
IC de 43,25 £ 0,681 mg/mL, conforme relatado em um estudo de Alzahrani et al. (2012).

4.7.4 Flavonoides

Os flavonoides s3o um grupo de metabolitos secundarios da classe dos polifendis,
composto por: as chalconas, flavonas, flavanonas, flavondis, di-hidroflavonois (flavononois),
isoflavonas, antocianinas, antocianidinas, auronas, entre outras. Os flavonoides absorvem
radiagdo eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel e dessa maneira um dos
papéis que apresentam ¢ o de defesa das plantas frente a radiacdo UV da luz solar. Outro ¢ a
barreira quimica de defesa contra microrganismos (bactérias, fungos e virus) insetos e outros
animais herbivoros (MARCUCCI et al., 2021).

Os flavonoides sao moléculas polifenolicas soltveis em 4dgua. Eles contém 15 atomos
de carbono e consistem em dois anéis de benzeno conectados por uma curta cadeia de trés
carbonos. Um dos carbonos desta cadeia estd ligado a um carbono em um dos anéis de
benzina, seja através de uma ponte de oxigénio ou diretamente, o que d4 um terceiro anel
intermediario (BENE,2022). O que faz com que se diferencie das demais determinagdes de
antioxidantes, visto que se trata de anéis aromaticos.

Conforme norma brasileira ABNT NBR 16956-4 ¢ quantificado por absorbancia a
425 nm em espectrofotometro, por uma solugdo com metanol ou etanol, com amostra de mel,
os flavonoides se solubilizam no metanol/etanol e podem combinar-se com o reagente

cromogénico A}

para formar uma substancia colorida, com absor¢do maxima proximo ao
comprimento de onda de 425nm. Em certa faixa de concentracdo, o contetido de flavonoides
¢ proporcional a absorbancia. E necessario construir uma curva-padrio analitica de
quercetina para medir quantitativamente o teor de flavonoides. Para leitura da absorbancia,

deve-se preparar uma solugdo com 1,0 mL de solu¢do do mel com 500 pL de solucdo cloreto
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de aluminio em um baldo de 25 mL, contendo j4 15 mL de metanol, agitar ¢ completar o
baldo com metanol, agitar novamente ¢ aguardar 30 min, sob prote¢dao da luz. Apds isso,
determinar a absorbancia em 425 nm, utilizando como branco uma solugdo preparada com
metanol e cloreto de aluminio (ABNT, 2020).

A porcentagem de flavonoides total ¢ dada pela razdo da concentracao de quercetina,
na amostra da curva analitica, multiplicado por 125, devido a diluicdo, pela massa da
amostra multiplicado com a aliquota da solu¢ao de mel (ABNT, 2020).

No estudo de Nascimento et al., (2018) o conteudo total de flavonoides (TFC) foi em
média 0,70 + 0,67 mgEQ.100 g de mel. Em méis do Sul do Brasil variou entre 2,97 e 10,46
mgEQ.100 g (BUENO-COSTA et al., 2016). Kadri et al. (2016), e Lianda et al. (2012), no
entanto, relataram menores valores em méis do Sudeste do Brasil (3,30 ¢ 3,63 ¢ 0,00 ¢ 4,27

mgEQ/100g, respectivamente).

4.7.5 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sao metabolitos secundarios biologicamente ativos de plantas
que atuam em nivel molecular e sdo potentes antioxidantes naturais. Eles sdo um dos
principais constituintes do mel responsaveis por suas propriedades benéficas a saude e por
serem capazes de inibir ou reduzir a formacdo de radicais livres (NASCIMENTO et al.,
2018).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas vezes
como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do
processo oxidativo. Os produtos intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes, sdo
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas
substancias. Os compostos fendlicos e alguns de seus derivados sdo, portanto, eficazes para
prevenir a oxidagdo lipidica; entretanto, poucos sdo os permitidos para o uso em alimentos,
devido principalmente a sua toxicidade (SOARES, 2002).

Conforme norma brasileira ABNT NBR 16956-4 o método baseia-se na redugao de
acidos fosfomolibdico e fosfotingstico por hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo
azul, cuja absorbancia maxima ¢ proxima de 760nm. Em uma certa concentragao de fenois ¢
proporcional a absorbancia, sendo feita uma curva analitica para quantificacdo do conteudo
de fenois totais. E preparada a solugio contendo a solugdo com o mel e 500 pL de cloreto de
aluminio em um baldo de 25 mL contendo 15 mL de metanol, agitado e completado o baldo

com metanol, agita-se novamente e aguarda-se 30 min. Em seguida, ¢ determinada a
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absorbancia em 760 nm, tendo como branco uma solugao com 30 mL de agua destilada, 2,5
mL do reagente de Folin-Denis e 5,0 mL de carbonato de sdédio em um balao de 50 mL,
agitado e completar com metanol e aguardar 30 min (ABNT, 2020).

No estudo de Smetanska et al, (2021) amostras de mel foram testadas, sendo o mel
sider de KSA com maior teor de compostos fenolicos (53,314 mg/100 g), seguido pelo mel
de pinho, que registrou teor de 44,828 mg EAG/100 g ¢ o mel de trevo que apresentou o
menor teor (18,574 mg EAG/kg de mel).
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5. CONCLUSAO

Nessa revisao bibliografica foram apresentados e discutidos os parametros de controle
de qualidade minimos necessarios para garantir a qualidade do mel e discutidas algumas
andlises de quantificagdo de atividade antioxidante. Com isso, foi possivel entender a
importancia de cada pardmetro exigido pelas organizacdes regulamentadoras.

Com base nas informagdes apresentadas, sabe-se que o mel possui atividade
antioxidante significativa, e propriedades que mudam conforme a regido, clima e flora. Por

isso, a importancia de se estudar sobre o assunto.
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