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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

As abelhas meliferas desenvolveram varios mecanismos durante sua evolucao para
0 processamento do néctar e polen, de forma que o alimento distribuido na col6nia fosse
fornecido de acordo com o grau de desenvolvimento do individuo e suas necessidades
(Michener, 1974). O néctar floral contem de 5 a 80% de agUcar e pequenas quantidades de
compostos nitrogenados, sais minerais, acidos organicos, vitaminas, lipidios, pigmentos e
substancias aromaticas (White Jr, 1975). Os principais agucares encontrados no néctar sao:
sacarose, glicose e frutose, os quais podem variar de acordo com a espécie vegetal (White
Jr, 1975). O néctar é apanhado pelas operarias coletoras e carregado na vesicula nectarifera
para a colbnia, repassado a outra operaria ou depositado diretamente no favo (Michener,
1974). Segundo Maurizio (1957), durante o transporte do néctar sdo adicionadas enzimas
provenientes das glandulas hipofaringeanas, as quais atuam no seu processamento, para
transformé-lo em mel.

O mel é um alimento apreciado por seu sabor caracteristico e pelo seu consideravel
valor nutritivo. A sua matéria-prima € o nectar das flores ou exsudados sacarideos das
partes vivas das plantas, coletado pelas abelhas meliferas, desidratado e armazenado em
alvéolos nas suas colméias.

Entre os varios alimentos presentes na dieta humana, o mel talvez seja o alvo mais
frequente de adulteragdes ao longo da histéria (Doner, 1991).

A medida que novos tipos de adulteragdes foram ocorrendo, métodos analiticos
foram se desenvolvendo com o intuito de detecta-los, tarefa cada vez mais dificil, dado a
sofisticacdo cada vez maior observada nessa pratica.

Até 1974, as adulteragcBes mais comuns resumiam-se a adi¢do de acucar comercial
ou acucar invertido, sendo que as deteccbes das mesmas podiam ser feitas pela
quantificacdo de hidroximetilfurfural (HMF). Esse composto, resultante da degradacgdo da
hexose, pode ser encontrado no mel em pequena quantidade. A sua presenca em niveis
maiores pode ser resultado de fraude por adicdo de acUcar comercial ou acUcar invertido
rico em HMF. A deteccdo qualitativa e quantitativa de HMF era, até 1974, capaz de
garantir a pureza do produto contra a principal fraude realizada até entdo (White Jr. e

Doner, 1978 a). A partir daquele ano, no entanto, um novo tipo de adulteragdo comecou a



ser realizado nos Estados Unidos, através da adicdo de HFCS (High Fructose Corn Syrup)
ao mel, produto com um custo muito baixo, obtido a partir de tratamento enziméatico do
xarope de milho, e que possui a glicose (50%) e a frutose (42%) como principais elementos
de sua composicdo. A sua adicdo ao mel ndo pode ser detectada pela pesquisa do HMF
(White Jr e Doner, 1978a).

Em resposta a esse novo tipo de adulteracdo, novos métodos analiticos comecaram a
serem pesquisados, entre eles, o estudo da analise da variabilidade natural dos is6topos
estaveis do carbono, expresso por 8%q'*C (delta per mil do Carbono- 13) (vide equagéo (1)
- Material e Métodos, capitulo 2) (Doner e White Jr, 1977). Essa técnica ja havia sido
anteriormente empregada para detectar baunilha sintética em extratos naturais de baunilha,
bem como a presenca de sacarose em suco de laranja.

Os experimentos iniciais com mel foram realizados por Doner e White Jr. (1977),
gue coletaram cerca de 500 amostras representativas de méis com pureza certificada. O
valor médio de todas as amostras foi — 25,2 %4 e o coeficiente de variacdo 3,7%. A
aparente homogeneidade dos dados relativos & composi¢éo isotopica era um indicativo para
gue pesquisas, tivessem continuidade, utilizando a nova técnica. Esse método foi aprovado
em 1978 e comegou a ser utilizado para o controle da qualidade do mel nos Estados
Unidos.

Em 1980, White Jr. demonstrou que amostras, com valores 8% **C entre —23,4 e —
21,5 %o, deveriam ser submetidas a teste adicional para que sua pureza fosse confirmada,
ja que havia sido observado que amostras, dentro dessa faixa, poderiam estar adulteradas
com até 20% de subprodutos das plantas do Ciclo Fotossintético C, (xarope de aglcar ou
milho), dependendo do valor de 8%™C da amostra do mel puro no qual havia sido
realizada a adulteracdo (White Jr, 1980). Outro problema também detectado com a nova
técnica, referia-se a méis provenientes de plantas citricas. Amostras de tais produtos
apresentariam valores de 5%/ **C menos negativos que a média encontrada para os demais.
Levantou-se entdo a hipotese de que as colméias produtoras pudessem ter sido alimentadas
artificialmente com solucdes preparadas a partir de xarope de cana ou HFCS. Outra
hipétese testada era que tais méis possufam valor de 8% *C menos negativo, devido &
presenca de adulterantes, entretanto, quando submetidos a provas complementares, 0s

resultados foram negativos para presenca de adulterantes (White Jr e Robinson, 1983).



Para avaliar essa possibilidade foram colhidas amostras de méis de plantas citricas,
bem como do néctar a partir do qual as abelhas haviam elaborado o produto (White Jr e
Robinson, 1983). A diferenca nos valores de 8% *C entre 0 mel e o néctar seria um
indicativo de adulteracdo do produto, no entanto, resultados iguais confirmaram a hipotese
de que méis de plantas citricas realmente apresentam 8%g *>*C menos negativo.

Além da questdo dos meis citricos, alguns pontos relativos a nova metodologia
comegaram a serem discutidos:

a) Méis provenientes de Acacia sp também mostraram possuir valores de 8% **C
menos negativos que a grande maioria;

b) As plantas do Ciclo CAM (Ciclo do Metabolismo Acido das Crassulaceas)
possufam valores de & %o **C na faixa de —13,1 a —14,4 %o, 0 que permitia sugerir que 0s
méis dessas fontes também teriam uma composicdo isotopica diferenciada, com valores
maiores inclusive os citricos;

c) A ampla faixa de valores considerada normal para méis puros (< -23,5%0)
permitia, por exemplo, que a adicdo de 12,5% de HFCS a um mel com & %g **C de —25,7
%0, originasse um produto dentro da faixa de normalidade (-23,7%), permitindo
considerar pura uma amostra adulterada.

d) A técnica recomendada (TLC = cromatografia em camada delgada) para a analise
das amostras situadas dentro da faixa suspeita (-21,5 a —23,4 %) possufa Varios
inconvenientes: ndo era capaz de detectar fraude por adicdo de xarope de acgucar; o
julgamento da amostra podia ser subjetivo j& que muitas vezes as bandas cromatograficas
eram muito ténues, dificeis de serem observadas; 0 HFCS muito refinado podia ndo ser
detectado devido ao seu teor reduzido em oligossacarideos.

Para superar todos esses inconvenientes que podiam ser 0s responsaveis por erros na
avaliagdo da pureza das amostras, procurou-se alternativas que pudessem melhorar a
confiabilidade dos resultados obtidos pela analise da composicéao isotopica das amostras de
méis. Em 1989, White Jr. e Winters propuseram a utilizacdo de um padrdo interno para
cada amostra, ou seja, algum componente préprio da amostra que serviria como padrdo
para a mesma, de maneira que, se a amostra fosse adulterada, a composicdo isotdpica do

padrdo interno ndo se alteraria, mas a da amostra com um todo sim.



Passou-se entdo ao estudo do emprego da proteina do mel como padrdo interno.
Com base nos resultados, estabeleceu-se como método oficial a (AOAC, 2000), que afirma
que a diferenca entre o valor isotdpico (8%0">C) da proteina e do mel for maior ou igual a
1% (= -1%0), a amostra do mel analisada deve ser considerada adulterada (vide equagdo
(2) — Material e Método).

A diferenga entre o isotopo estavel de carbono do mel e a da fragdo protéica, fornece
indicacdo qualitativa e quantitativa de adulteracdo do mel, portanto, a determinagdo da
composicao isotopica dos atomos de carbono no mel é uma ferramenta analitica de grande
importancia para a deteccdo de adulteracdo no produto o que a torna, hoje, fundamental
para o controle de qualidade do mel oferecido ao consumidor, pratica comum utilizada no
mercado internacional.

No Brasil, essa técnica tem sido muito pouco empregada, inclusive por
desconhecimento de seu potencial como método analitico por parte dos Orgaos
competentes. Como resultado, pode-se estar adquirindo produtos que mesmo inspecionados
pelos orgaos oficiais apresentam-se adulterados.

Com relacéo aos méis brasileiros, os dados disponiveis referem-se a duas amostras
da década de 70, cujos resultados foram de —25,00 %o € —25,6 %o (White Jr e Doner,
1978a). Rossi et al. (1999) efetuaram a analise isotdpica de 61 amostras de maéis,
encontrando os seguintes resultados médios: —24,6 %oy para mel de flores de laranjeira, -
25,5 %y floral, -25,5 %y, eucalipto, -25,1 %oy sem origem conhecida, sendo o valor médio
para todas as amostras de —25,4 %g. Dentre essas, cinco amostras encontravam-se
adulteradas.

Um dnico trabalho sobre a adulteracdo de méis no Brasil refere-se a Padovan et al.
(2003), que avaliaram quarenta amostras de méis do Brasil e oito importados da Argentina,
Canada e Estados Unidos. Estes autores encontraram que o valor para o mel e sua fracao de
proteina ndo diferem mais que 1%, encontrando seis amostras de méis brasileiros
adulterados.

Com relacdo ao estudo da variabilidade natural dos is6topos estaveis do nitrogénio
(8%0"°N) na proteina do mel, ndo foi encontrada nenhuma referéncia na literatura

cientifica.



Além da producdo de alimento larval, em Apis mellifera L., as glandulas
hipofaringeanas também produzem enzimas necessarias ao metabolismo da abelha, tais
como a invertase e a amilase nas operarias coletoras (Kratky, 1931; Maurizio, 1957,
Simpson et al. 1968, Takenaka et al., 1990a), a a-glicosidase e glicose-oxidase nas
operarias nutrizes (White Jr et al., 1963; Simpson et al., 1968; Takenaka et al., 1990a,b).

Mesmo com muitos estudos relacionados as glandulas hipofaringeanas das abelhas
operarias existe consideravel caréncia de publicacdes tratando da producdo enzimatica
diéria desta glandula, bem como da relagdo entre a morfologia e a atividade enzimética da
invertase.

O presente trabalho foi dividido em capitulos abaixo-descritos devido a
complexidade dos temas abordados na avaliagdo da qualidade do mel e na atividade
enzimatica da invertase das glandulas hipofaringeanas em abelhas Apis mellifera

africanizadas.

- Capitulo 2 : Variabilidade isotépica do carbono (8%00">C) e nitrogénio (8%00°N)
nas proteinas presentes em méis do Brasil, que sera submetido & publicacdo na

Revista Zeitschrift fur Naturforschung, de acordo com suas normas.

- Capitulo 3: Determinacdo do pH mais eficiente da enzima invertase das
glandulas hipofaringeanas em Apis mellifera L. (africanizada), que sera
submetido a publicacdo na Revista Zeitschrift fur Naturforschung, de acordo com

Suas normas.

- Capitulo 4: Desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas em Apis mellifera
L. (africanizadas), que serd submetido a publicagdo na Revista Zeitschrift fur

Naturforschung, de acordo com suas normas.

- Capitulo 5: Atividade da enzima invertase das glandulas hipofaringeanas em
abelhas Apis mellifera L. (africanizadas), que sera submetido a publicacdo na

Revista Zeitschrift fur Naturforschung, de acordo com suas normas.
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VARIABILIDADE ISOTOPICA DO CARBONO (8% **C) E
NITROGENIO (8%'°N) NAS PROTEINAS PRESENTES EM MEIS DO BRASIL

1. Resumo

O mel é um alimento apreciado por seu sabor caracteristico e pelo seu consideravel valor
nutritivo, no entanto, é alvo de frequentes adulteragcdes. A determinacdo da composicao
isotdpica dos atomos de carbono no mel é uma ferramenta analitica de grande importancia
para a deteccdo de adulteracdo do produto, que a torna fundamental para o controle da
qualidade do mel oferecido ao mercado consumidor internacional. Diante do exposto, 0s
objetivos do presente trabalho sdo analisar a sensibilidade e precisdo do método isotopico
com porcentagem de adulteracdo conhecida em meéis brasileiros, utilizando a proteina como
padrdo interno, a variabilidade isotépica do Carbono (5%, **C) de méis comercializados no
Brasil e a variabilidade isotépica do Nitrogénio (6%™N). Para a analise isotdpica do
Carbono utilizou-se a metodologia da AOAC (Association of Official Analytical Chemists,
2000) e para a analise isotopica do Nitrogénio utilizou-se a metodologia modificada por
Ducatti (2000). Diante dos resultados obtidos, p6de-se concluir que a utilizacdo da
metodologia de determinacdo isotdépica mostrou-se plenamente adequada na identificacéo
de adulteracéo. A variacao isotépica do 8 *C dos méis brasileiros esteve entre -23,82 a -
28,29 %/oo, de sua proteina entre -23,08 a -28,0 %y e do 8%*°N de 1,8 a 15,4 %g. A
metodologia da determinacdo da razdo isotdpica do Carbono -13 e Nitrogénio -15 na
proteina do mel poderia ser Util na identificacdo da origem botanica do mel, em alguns
casos uniflorais, e a diferenciacdo de alguns Estados do Brasil na Regido Nordeste.
Constatou-se que das 211 amostras de méis puros dos Estados Brasileiros amostrados 92%
foram considerados puros pelo critério de < 7% C4, revelando um 6timo desempenho dos

apiarios nacionais.

Palavras-chave: mel, adulteracdo, andlise isotopica, carbono -13, nitrogénio -15.
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CARBON (5%0"°C) AND NITROGEN (8%'°N) ISOTOPIC VARIABILITY IN THE
PRESENT PROTEINS IN HONEYS OF BRAZIL.

2. Abstract

The honey is an appreciated food by its characteristic flavor and considerable nutritional
value, However, it suffers frequent adulterations. The determination of carbon atoms
isotopic composition in honey is an analytic option of great importance for the detection of
adulteration in the product that makes it basic for the quality control of the offered honey in
the consuming market. At this way, the aims of the present work had been to study the
isotopic method sensitivity and precision in Brazilian honeys with known adulteration
percentage, using the protein as internal standard; the carbon §%o,™>C isotopic variability of
honeys commercialized in Brazil; and the nitrogen 8%q0°N isotopic variability of Brazilian
honeys. For the carbon isotopic analysis it had been used AOAC (Association of Official
Analytical Chemists, 2000) methodology and for the nitrogen isotopic analysis it had been
used the methodology modified by Ducatti (2000). With the gotten results, it can be
concluded that the use of isotopic determination methodology had been totally adequate in
the identification of adulteration, consisting in a trustworthy analytical method. The
variation isotopic of the 8%y *3C of the Brazilian honeys were among -23,82 to -28,29 %/,
of his/her protein -23,08 to -28,0 %4 and of the nitrogen -15 from 1,80 to 15,40 %g,. The
methodology of the determination of the ratio isotopic of the carbon -13 and nitrogen -15 in
the protein of the honey could be useful in the identification of the botanical origin of the
honey in some cases uniflorais, and the differentiation of some States of Brazil in the
Northeast Area. It was verified that were considered of the 211 samples of pure honeys of
States Brazilians 92% pure for the criterion of < 7% C,, revealing a great acting of the

national apiaries.

Key words: honey, adulteration, isotopic analysis, carbon -13, nitrogen -15.
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3. Introducéo

O mel é um alimento apreciado por seu sabor caracteristico e pelo seu consideravel
valor nutritivo. Entre os varios alimentos constantes na dieta humana o mel talvez seja o
alvo mais frequente de adulteragdes ao longo da histéria (Doner, 1991).

Na medida em que novos tipos de adulteracbes ocorreram e se desenvolveram
métodos analiticos com o intuito de detecté-las, tarefa dificil dado a sofisticacdo cada vez
maior observada nessa pratica. Até 1974 as adulteracbes mais comuns resumiam-se a
adicdo de agucar comercial ou acUcar invertido, sendo que as deteccBes das mesmas
podiam ser feitas pela quantificacdo de hidroximetilfulfural (HMF). Esse composto
resultante da degradacdo da hexose pode ser encontrado no mel, mas em pequena
guantidade. A sua presenca em niveis maiores pode ser resultado de trés causas:
superaquecimento do produto, estocagem prolongada e fraude por adicdo de acucar
comercial ou acgucar invertido rico em HMF. Nos dois primeiros casos, 0 aumento, embora
exista, € menor quando comparado ao resultado da fraude pela adigdo dos compostos
anteriores citados. Portanto, a deteccdo de HMF feita qualitativamente ou quantitativamente
era, até 1974, capaz de garantir a pureza do produto contra a principal fraude realizada até
entdo (White Jr. e Doner, 1978a). A partir daquele ano, um novo tipo de adulteracdo
comegou a ser realizado nos Estados Unidos através da adicdo de HFCS (High Fructose
Corn Syrup) ao mel, produto com um custo de producdo muito baixo, obtido a partir de
tratamento enzimatico do xarope de milho e que possui a glicose (50%) e a frutose (42%)
como principais elementos de sua composicdo. A adicdo de HFCS ao mel ndo pbde ser
detectada pela anélise do hidroximetilfurfural (HMF) (White Jr. e Doner, 1978a).

Como resposta a esse novo tipo de adulteracdo, novos metodos analiticos
comecaram a ser pesquisados. Apos algumas tentativas sem sucesso, iniciou-se o estudo do
uso da analise da relacdo de isétopos estaveis de carbono como técnica analitica para
deteccdo da adulteragdo em questdo (Doner e White Jr, 1977). A aparente homogeneidade
dos dados relativos a composicdo isotopica do mel era um indicativo para que as pesquisas
tivessem continuidade e a nova técnica fosse aprovada. Em 1989 foi estabelecida a
utilizacdo de um padrdo interno (proteina) para cada amostra, de maneira que se a amostra
fosse adulterada a composicdo isotopica do padrdo interno ndo se alteraria, mas a da

amostra como um todo sim (White Jr. e Winters, 1989; White Jr., 1992), tornando-se,



13

portanto, uma ferramenta analitica de grande importéncia para a detec¢do de adulteragdo no
mel.

No Brasil essa técnica tem sido muito pouco empregada, inclusive por
desconhecimento de seu potencial como método analitico por parte dos Orgaos
competentes. Com relagdo aos méis brasileiros, os dados disponiveis referem-se a duas
amostras da década de 70 cujos resultados do Carbono -13 foram de —25,00%, €-25,6% 0
(White Jr. e Doner, 1978a). Em outro trabalho, Rossi et al. (1999), efetuaram a anélise
isotopica de 61 amostras de méis encontrando os seguintes resultados médios: —24,6 %o,
para mel de flores de laranjeira, -25,5 °/, floral, -25,5 %/, flores de eucalipto e -25,1 %/,
sem origem conhecida, sendo o valor médio para todas as amostras de —25,4 °/,,. Dentre
estes, cinco amostras encontravam-se adulteradas. O Unico trabalho referente a adulteracédo
de méis no Brasil é o de Padovan et al. (2003), que avaliaram quarenta amostras de méis do
Brasil e oito importadas da Argentina, Canada e Estados Unidos. Estes autores encontraram
seis amostras de méis brasileiros adulteradas.

Mesmo com muitos estudos sobre a qualidade do mel, somente trés publicacbes
tratam do uso dos isotopos estaveis de carbono em méis exclusivamente do Brasil (White
Jr. e Doner, 1978a,. Rossi et al. 1999 e Padovan et al., 2003).

Com relacdo ao estudo da variabilidade natural dos is6topos estaveis do nitrogénio
(8%00*°N) na proteina do mel e no préprio mel, ndo se verificou nenhuma referéncia na
literatura cientifica.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivos determinar:

- A sensibilidade e a precisdo do método isotdpico em méis brasileiros com porcentagem de

adulteracdo conhecida, utilizando a proteina como padrao interno;

- A variabilidade isotopica do Carbono -13 de méis (proteinas) comercializados no Brasil;

- A variabilidade isotopica do Nitrogénio -15 nas proteinas dos méis brasileiros;

- A variabilidade isotopica do Carbono -13 e Nitrogénio -15 em méis de flores de

Laranjeira e Eucalipto.
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4. Material e Métodos
4.1. Metodologia Isotépica do Carbono e do Nitrogénio

As anélises isotdpicas do carbono e nitrogénio foram realizadas no Centro de
IsGtopos Estaveis Ambientais, Unidade Auxiliar do Instituto de Biociéncias, UNESP,
Campus Botucatu.

Os is6topos estaveis do carbono sdo o Carbono -12 (**C) e o Carbono —13 (**C), os
quais apresentam abundancia natural de 98,98 e 1,11 atomos °/, respectivamente. A
variabilidade natural é mensurada na terminologia delta per mil (5°,) e determinada por

espectrometria de massa, através da expressao (1):

800 *C = [(Ram/Rpad) - 1] 1000 (1)

Na expressdo (1), R é a razdo “*C/**C da amostra e do padréo, respectivamente. O
padrdo internacional para o carbono é o PDB (Bellemnitella americana do periodo cretaceo
da formacéo PeeBee da Carolina do Sul, EUA) (AOAC, 1984).

Os is6topos estaveis de nitrogénio sao, nitrogénio -14 (**N) e o nitrogénio —15 (**N),
0s quais apresentam abundancia natural de 99,63 e 0,37 atomos °,, respectivamente. A
variabilidade natural € mensurada e determinada pela expressao (1), na qual, R refere-se a
razdo °N/*N da amostra e do padréo, respectivamente. O padrdo para o nitrogénio é o ar
atmosférico, no qual é considerado uma mistura isotépica homogénea na superficie terrestre
(Ducatti, 2000).

O valor isotépico do Carbono -13 encontrado nos méis, é reflexo primario da
alimentagdo das abelhas em plantas do Ciclo Fotossintético Cs, C, e CAM.

As plantas ao absorver o CO, da atmosfera discriminam &tomos de *3C e, portanto,
terdio mais atomos de '?C que o ar atmosférico. As plantas que seguem o Ciclo
Fotossintético C; fazem essa discriminacgdo isotopica diferenciada (o primeiro composto
organico sintetizado durante a fotossintese possui trés &tomos de carbono) das plantas que
seguem o Ciclo Fotossintético C4 (0 primeiro composto organico formado durante a

fotossintese possui quatro atomos de carbono). Assim sendo, os valores de 8%o*>C desses
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dois tipos de plantas sdo distintos. Tipicamente, os valores de 8/40"*C das plantas do Ciclo
Fotossintético C3 variam entre —34 a —25°/,,, sendo os valores médios mais comuns de —29
a — 26°/4. A variacdo isotépica nas plantas do tipo do Ciclo Fotossintético C4 é menor,
variando de -15 a -11 %, sendo os valores mais comumente encontrados de —13 a —=12% .
Ja as variacGes isotdpicas nas plantas do Ciclo Fotossintético CAM, variam de -12 °/o, a-15
°l00, dependendo das condigbes ambientais (White Jr. e Doner, 1978a).

Ndo se observam na literatura, dados referentes a variabilidade isotépica do
nitrogénio (8%g™°N) em méis e proteinas, mas em principio, a variabilidade ser4 reflexo das

plantas do Ciclo Fotossintético C3, C4 e CAM.

4.1.1. Extracao e analise isotopica da proteina do mel

Utilizou-se a metodologia oficial da AOAC, 2000 para a extracdo da proteina,
anélise e interpretacdes isotopicas.

Nessa extracdo utilizou-se 10 a 12 gramas de mel. Diluiu-se em 4ml de &gua, para
posteriormente peneirar em malha de 100 — 150 mesh (fibra sintética).

Nessa diluicdo limpa de impurezas, adicionou-se 2ml de &cido sulfarico (H,SO,) na
concentracdo de 0,335M e 2ml de &cido Tungstico (Tungstato de sddio — Na,W0O42H,0) a
10% em tubo de 50ml. Homogeneizou-se esta solucdo no agitador Vortex para tubos,
durante aproximadamente 1 minuto.

Na sequiéncia, colocou-se em banho-maria no agitador & temperatura de 80°C por
trés a quatro horas. Apoés a retirada do banho-maria, acrescentou-se 4gua destilada em cada
tubo, ate completar 40ml. Posteriormente centrifugou-se a 3000rpm, durante 5 minutos.
Retirou-se em seguida o sobrenadante e completou-se com agua destilada para agitar no
Vortex. Repetiu-se 0 processo de lavagem por 4 vezes ou até obter uma solucéo cristalina.
O precipitado formado (proteina) foi transferido para tubos ependorf e seco em estufa a
55°C por aproximadamente 24 horas.

Nas andlises isotopicas foram utilizadas aliquotas de méis (0,06mg) e de proteinas
(0,1 - 0,3mg) para Carbono — 13 e aliquotas de proteinas (0,5 — 0,8mg) para Nitrogénio —

15. As analises foram efetuadas no espectrometro de massa (DELTA S — Finnigam Mat.)
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acoplado ao Analisador Elemental (EA 1108 — CHN, Fisons), com erro analitico da ordem
de 0,2%pp.

4.2. Origem do mel e das amostras de méis

O mel foi elaborado pela Apis mellifera L. descartando qualquer outro tipo de mel,
produzido por outras abelhas. Para as analises das dilui¢des isotopicas (construcao da curva
de adulteracdo) o mel de flores de Laranjeira foi adquirido de um apicultor do municipio de
Botucatu, Estado de S&o Paulo.

Para as andlises isotopicas da variabilidade do Carbono -13 e Nitrogénio -15, as
amostras de méis foram obtidas de apicultores de diversos Estados do Brasil, como

demonstra a Tabela 1.

Tabela 1. Numero de amostras de méis das Regides Brasileiras

Regido Estado Numero de amostras
Rio Grande do Sul (RS) 40
SUL Santa Catarina (SC) 42
Parana (PR) 8
Séo Paulo (SP) 31
SUDESTE Minas Gerais (MG) 5
Rio de Janeiro (RJ) 44
Mato Grosso do Sul (MS) 5
CENTRO-OESTE |Mato Grosso (MT) 3
Goias (GO) 1
NORTE Rond6nia (RO) 8
Paré (PA) 1
Bahia (BA) 12
NORDESTE Alagoas (AL) 3
Pernambuco (PE) 7
Piaui (PI) 1

Né&o foram conseguidas amostras provenientes dos demais estados.
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4.3. Estudo da sensibilidade e precisdo do método isotopico

Nas analises isotopicas do carbono utilizou-se a proteina como padréo interno e a

porcentagem de adulteracéo foi determinada pela expressao (2):
% Adulteracéo = [(8%00"3C proteina - 8%0"*C mel)]/[(8%00™*C proteina - 8%,">C adulterante)] 100 (2)

Na expressdo (2), a diferenca no valor isotépico (8%0™>C) entre a proteina e o mel,
com valor de - 1%, corresponde & inclusdo de 7% de subprodutos das plantas de Ciclo
Fotossintético C4. Nesse limite e abaixo desse valor (< -1%g) ou (< 7% C.), 0 método
oficial da AOAC (2000) considera o mel puro, conseqiientemente valores acima desses (>-
1%00) ou (= 7% C,) sdo considerados méis adulterados. S3o considerados como 0% valores

finais negativos obtidos no calculo porcentual da adulteracéo (% C,).

4.3.1. Adulteracéo do mel

Os adulterantes utilizados foram: glicose de milho adquirida em supermercados no
comércio de Botucatu, Estado de Sdo Paulo e xarope de acucar invertido (5 kg de agucar
em 1,8L de agua e 10 gramas de &cido tartarico).

As adulteractes foram efetuadas pelo acréscimo de glicose de milho ou xarope de
acucar invertido ao mel, nas seguintes proporc¢des: 1%, 3%, 5%, 7%, 10%, 20%, 30%,

40%, 60% e 100%, tanto para o agucar invertido como para a glicose de milho.

4.4. Variabilidade isotdpica do carbono (5%"*C) de méis comercializados no Brasil
4.4.1. Analise isotopica do carbono e da proteina do mel
Para a analise isotdpica do carbono do mel e da proteina utilizou-se a metodologia

da AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 2000). As porcentagens de

adulteracGes das amostras foram determinadas pela expresséo (3):
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%C4 = {[8 13Cproteina - 813CMeI]/[813Cproteina - (' 917)]}X 100 (3)

Na expressdo (3) 0 & °C, e 0 & *Cy sdo os valores de & %y, *°C da proteina e do

mel, respectivamente e —9,7 °/,, € 0 valor medido do HFSC (High Fructose Corn Syrup).

4.5. Variabilidade isotopica do Carbono (8%*C) e Nitrogénio (8%0™°N) de méis

brasileiros
4.5.1. Analise isotépica do Nitrogénio (8%°N) da proteina do mel

Para estudar a variabilidade isotépica do Nitrogénio 8%40°N nas protefnas dos méis
de alguns estados do Brasil, utilizou-se 0 mesmo método do Carbono, com adaptacGes para
o Nitrogénio (Ducatti, 2000).

4.6. Métodos estatisticos

Os dados do & %y *C e 8% *°N foram submetidos & analise de variancia, pelo
método dos quadrados minimos, utilizando-se o procedimento GLM, descrito no SAS
(1999), tendo como causa de variacdo os estados (i=1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 e 12)
(com excecdo de Goids, Para e Piaui por apresentar uma unica amostra), e as regides (j = 1,
2, 3, 4 e5). As diferencas entre as medias foram submetidas ao teste de Tukey, com 5% de

significancia.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Sensibilidade e precisdio do método isotopico em meis brasileiros com

porcentagem de adulteracdo conhecida utilizando a proteina como padré&o interno

A Tabela 2 e a Figura 1 mostram os valores de 8% *C das diferentes porcentagens

do adulterante xarope de agucar invertido.

Tabela 2. Valores de 8%g™*C obtidos pela adicdo de quantidades crescentes para xarope de
acucar invertido em mel de flores de Laranjeira.

% adicionada Mel Proteina Diferencaentreo % calculada de
de xarope de 8% °C 8% C 8°/00"*C da proteina xarope de
acucar e do mel actcar
invertido invertido
0 -24,24 -24,23 0,01 0,0
1 -24,18 -24,08 0,10 0,8
3 -24,04 -24,62 -0,58 4,6
5 -23,67 -24,68 -1,01 8,0
7 -23,36 -24,71 -1,35 10,7
10 -23,02 -24,66 -1,64 13,0
20 -21,86 -24,75 -2,89 22,7
30 -21,01 -24,85 -3,84 30,0
40 -19,04 -23,82 -4,78 40,6
60 -16,47 -23,19 -6,72 60,3
100 -12,04 0,00 -12,04 100,0

Os resultados da Tabela 2 (colunas 4 e 5) mostram diferenca de -0,58%q a partir de
3% de adulteracdo, entretanto pelo método oficial é considerado mel puro. O percentual de
adulteracdo (Coluna 5) foi obtido através da expressao (3), item 4.3.1, onde foi utilizado o
valor de -12,04%q, para o adulterante.

A Figura 1, ilustra as diluicGes efetuadas, obtendo-se a expresséo (4):
Y= -24,29868+0,124448(X); R*=0,9985 4)

Na expressdo (4), (X) refere-se ao percentual de adulteracdo e (YY) ao valor de

8°00>3C, colunas 1 e 2 respectivamente da Tabela 2.
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Figura 1. Valores de §%0,™*C obtidos pela adicéo de quantidades crescentes para xarope de

acucar invertido em mel de flores de Laranjeira.

Tabela 3: Valores de 8%g™>C obtidos pela adicdo de quantidades crescentes para glicose de
milho em mel de Laranjeira.

% adicionado Mel Proteina Diferenca entre o % calculado de

de glicose de 8% C 8%00°C 8°/00"°C da proteinae  glicose de milho
milho do mel

0 -24,24 -24,09 0,15 0,0

1 -24,10 -24,23 -0,13 1,0

3 -23,83 -24,42 -0,59 44

5 -23,73 -24,82 -1,09 7,8

7 -23,54 -24,90 -1,36 9,7

10 -22,99 -24,67 -1,68 12,2

20 -21,69 -24,82 -3,13 22,4

30 -20,22 -24,64 -4,42 32,1

40 -19,21 -24,08 -4,87 36,8

60 -16,14 -23,54 -7,40 58,4

100 -10,86 00,00 -10,86 100,0
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A Tabela 3 e a Figura 2, mostram os valores de §°/oo **C das diferentes porcentagens
do adulterante glicose de milho. Também demonstra diferencas de -0,13%q a partir de 1%
de adulteragdo, cujo valor é considerado puro pela metodologia oficial. O percentual de
adulteracdo (coluna 5) foi obtido através da expresséo (3), item 4.3.1, onde foi utilizado o

valor de -10,86% para o adulterante glicose de milho.

-26
-25
-24
-23
-22
-21
-20
-19
-18
-17

8%o °C

-16
-15
-14
-13
-12
-11

Porcentagem (%)

Figura 2. Valores de 8%4"*C obtidos da adicio de quantidades crescentes para glicose de

milho, em amostra do mel de flores de Laranjeira.

A Figura 2 ilustra as diluicdes efetuadas, obtendo-se a expressao (5):

Y=-24,33386 + 0,1345(X); R*=0,9996 (5)
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Na expressao (5), X representa o percentual de adulteracdo (coluna 1) e (Y) refere-
se a0 valor de 8% **C (coluna 2) da Tabela 3.

A metodologia oficial (AOAC, 2000) expressa as dilui¢cdes efetuadas no intervalo
de -0,3%g0 a -1,9%0, corresponde ao intervalo de 2,1 a 13,65 de percentual de adulteraco
(%C,). Semelhante intervalo foi observado nas dilui¢cbes (Tabela 2), com intervalo de
0,01%0 @ -1,64%, correspondente ao intervalo de 0% a 13% de xarope de aglicar invertido.
As mesmas observacdes foram constatadas com as diluicdes de glicose de milho (Tabela 3)
com intervalo de -0,13%ga -1,68% e com correspondéncia de 1,0% a 12,2%. Estes

resultados atestaram a sensibilidade e a precisdo do metodo em relagdo ao método oficial.

5.2. Variabilidade isotépica do Carbono (8%/0**C) em amostra de méis do Brasil

O valor isotopico do adulterante empregado poderia ser o agucar invertido
(12,04%0), glicose de milho (-10,86%q0) ou o valor do HFCS do método oficial (-9,7%qp).

No estudo da variabilidade isotopica do Carbono -13 nos méis do Brasil, optou-se
pelo valor oficial do adulterante HFCS (-9,7%g0) expressa na expressdo (3) do item 4.3.1 a
qual permite detectar o percentual de adulteracao.

No entanto, resultados que apresentam diferencas entre o valor isotépico (8%g"*C)
da proteina e do mel respectivamente, expresso por >-1%y, sdo considerados amostras
adulteradas. Os valores isotopicos negativos e inferiores a esse intervalo (<-1%q) indicam
contaminacdes e/ou adulteragdes por subprodutos das plantas do Ciclo Fotossintético C,

entretanto, pelo método oficial sdo considerados méis puros.
5.2.1. Regido Sul: Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul

Os resultados da variabilidade isotopica dos méis dos Estados da Regido Sul

encontram-se nas Tabelas 4, 5, 6 e os valores médios na Tabela 7.



Tabela 4. Valores de & %/qo :*C das amostras do Estado do Parana.

o 0/00 13C
Amostra Mel Proteina Diferenca % adulteracéo

1 -27,14 -27,54 -0,40 2,2
2 -26,05 -26,34 -0,29 1,7
3 -26,34 -26,80 -0,46 2,7
4 -26,75 -26,59 0,16 0

5 -26,88 -26,96 -0,08 0,5
6 -25,83 -26,66 -0,83 4,5
7 -24,05 -25,27 -1,22 7,8
8 -26,64 -26,97 -0,33 1,9

Média -26,21+0,91 -26,64+0,62

Valores em vermelho (>-1%q) indicam amostras adulteradas.
Diferencas negativas (<-1%y) indicam presenca de pequenas quantidades de adulterante (em negrito).
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Tabela 5. Valores de & %q, *C das amostras do Estado de Santa Catarina.

Amostras & %o B2C
Mel Proteina Diferenca % adulteracéo
1 -25,65 -25,67 -0,02 0
2 -24.77 -25,36 -0,59 3,8
3 -25,66 -25,70 -0,04 0,3
4 -26,15 -25,47 0,68 0
5 -26,01 -25,53 0,48 0
6 -26,27 -25,70 0,57 0
7 -26,43 -25,41 1,02 0
8 -25,65 -26,14 -0,49 3,0
9 -26,58 -27,45 -0,87 4,9
10 -27,03 -27,79 -0,76 4,2
11 -26,89 -27,33 -0,44 2,5
12 -27,48 -27,07 0,41 0
13 -26,90 -27,12 -0,22 1,3
14 -26,75 -26,99 -0,24 1,4
15 -26,99 -26,71 0,28 0
16 -26,28 -25,56 0,72 0
17 -26,31 -25,97 0,34 0
18 -26,35 -26,04 0,31 0
19 -26,28 -25,47 0,81 0
20 -26,25 -26,30 -0,05 0,3
21 -26,25 -26,26 -0,01 0,1
23 -24,50 -25,97 -1,47 9,0
24 -26,32 -26,23 0,09 0
26 -26,26 -26,26 0,00 0
27 -26,18 -26,34 -0,16 1,0
28 -24,63 -26,31 -1,68 10,1
29 -26,39 -26,27 0,12 0
30 -26,38 -26,48 -0,10 0,6
31 -26,19 -26,19 0,00 0
32 -26,33 -26,23 0,10 0
33 -26,23 -26,11 0,12 0
34 -25,95 -25,66 0,29 0
35 -26,25 -26,01 0,24 0
37 -26,10 -25,93 0,17 0
38 -26,32 -26,37 -0,05 0,3
39 -26,02 -25,72 0,30 0
40 -26,23 -26,42 -0,19 11
41 -26,03 -25,94 0,09 0
42 -26,05 -26,18 -0,13 0,8

Média -26,19+0,58 -26,22+0,59

Valores em vermelho (>-1%q) indicam amostras adulteradas.

Diferencas negativas (<-1%) indicam presenca de pequenas quantidades de adulterante (em
negrito)
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Tabela 6. Valores de & % *C das amostras do Estado de Rio Grande do Sul.

Amostra 5 %00 B°C
Mel Proteina Diferenca % adulteracéo
1 -27,70 -27,47 0,23 0
2 -27,54 -26,90 0,64 0
3 -27,19 -26,59 0,60 0
4 -27,52 -27,15 0,37 0
5 -27,39 -27,23 0,16 0
6 -25,75 -26,60 -0,85 50
7 -27,92 -27,55 0,37 0
8 -26,28 -26,20 0,08 0
9 -25,94 -26,12 -0,18 1,1
10 -27,28 -26,54 0,74 0
11 -27,02 -26,88 0,14 0
12 -26,83 -27,10 -0,27 1,6
13 -26,97 -26,50 0,47 0
14 -22,95 -25,03 -2,08 13,6
15 -27,23 -26,42 0,81 0
16 -25,73 -25,38 0,35 0
17 -26,49 -26,00 0,49 0
18 -23,00 -25,04 -2,04 13,3
19 -26,49 -25,45 1,04 0
20 -26,86 -26,12 0,74 0
21 -26,38 -26,02 0,36 0
22 -25,12 -25,44 -0,36 2,0
23 -26,95 -27,15 -0,20 1,2
24 -26,65 -25,30 1,35 0
25 -26,62 -25,50 1,12 0
26 -26,17 -25,24 0,93 0
27 -26,51 -25,24 1,27 0
28 -26,74 -25,51 1,23 0
29 -26,64 -25,72 0,92 0
30 -26,46 -25,14 1,32 0
31 -26,59 -25,22 1,37 0
32 -26,09 -24,83 1,26 0
33 -26,67 -25,64 1,03 0
34 -27,11 -26,65 0,46 0
35 -26,53 -25,40 1,13 0
36 -26,11 -25,09 1,02 0
37 -26,22 -25,22 1,00 0
38 -26,22 -25,20 1,02 0
39 -26,63 -25,44 1,19 0
40 -26,27 -25,51 0,76 0

Média 26,47+0,98  25,97+0,78
Valores em vermelho (>-1%q) indicam amostras adulteradas.
Diferencas negativas (<-1%y) indicam presenca de pequenas quantidades de adulterante (em
negrito).
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Das amostras do Estado do Parana, foram encontradas 1 amostra pura (amostra 4), 1
com 7,8% de adulteracdo (amostra 7) e 6 amostras apresentaram pequena quantidade de
“contaminagdo” por plantas do Ciclo Fotossintético C, (agucar de cana ou glicose de milho)
(Tabela 4), as quais também sdo consideradas puras pelo método oficial. O valor minimo
apresentado foi de -25,83%y (amostra 6) e 0 méaximo de -27,14%, (amostra 1).

Nas amostras do Estado de Santa Catarina foram encontradas duas amostras
adulteradas (amostras 23 e 28) e 13 com contaminacdo de adulterante em pequenas
guantidades (Tabela 5), também consideradas puras pelo método oficial.

No Estado do Rio Grande do Sul foram verificadas duas amostras adulteradas
(amostras 14 e 18) com 13,6% e 13,3% respectivamente, e 6 amostras com pequena

quantidade de adulterante (Tabela 6), também consideradas puras pelo método oficial.

Tabela 7. Valores médios em & %g, *C das amostras dos méis por Estados da Regi&o Sul

e
Estado Mel Proteina
Parana -26,21+0,91 -26,64+0,62 A
Santa Catarina -26,19+0,58 -26,22+0,59 A
Rio Grande do Sul -26,47+0,98 -25,97+0,78 A
Média -26,29+0,13 -26,27+0,28

Letras maidsculas iguais na coluna, indicam que ndo houve diferengas significativas na proteina pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Comparando-se as médias dos trés Estados da Regido Sul (Tabela 7), observou-se
que ndo diferem significativamente. O valor méximo do mel (& %qo **C) verificado em toda
a Regio Sul foi de -24,77%g e 0 minimo de -27,92 %y, (Tabelas 4, 5 e 6).

5.2.2. Regido Sudeste: Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais

Os resultados da variabilidade isotopica dos méis nos Estados da Regido Sudeste

encontram-se nas Tabelas 8, 9, 10 e valores médios na Tabela 11.



Tabela 8. Valores de 6 O/oo 13¢C das amostras do Estado de Rio de Janeiro.

Amostras 8 %00 °C
Mel Proteina Diferenca % adulteracdo
1 -28,32 -25,96 2,36 0
2 -28,26 -26,02 2,24 0
3 -28,28 -26,09 2,19 0
4 -28,29 -26,10 2,19 0
5 -25,07 -24,66 0,41 0
6 -25,02 -24,63 0,39 0
7 -26,81 -27,39 -0,58 3,3
8 -26,41 -26,80 -0,39 2,3
9 -26,71 -27,02 -0,31 1,8
10 -26,05 -25,40 0,65 0
11 -27,16 -26,13 1,03 0
12 -26,57 -26,60 -0,03 0,2
13 -26,36 -26,50 -0,14 0,8
14 -25,49 -25,46 0,03 0
15 -27,62 -27,31 0,31 0
16 -26,86 -26,95 -0,09 0,5
17 -26,89 -25,90 0,99 0
18 -25,26 -26,10 -0,84 51
19 -26,41 -25,84 0,57 0
20 -26,77 -25,91 0,86 0
21 -27,76 -28,00 -0,24 1,3
22 -26,23 -26,28 -0,05 0,3
23 -27,39 -26,95 0,44 0
24 -28,55 -26,06 2,49 0
25 -26,67 -27,43 -0,76 4,3
26 -26,88 -26,01 0,87 0
27 -26,08 -26,67 -0,59 3,5
28 -26,22 -26,56 -0,34 2,0
29 -26,86 -26,81 0,05 0
30 -26,78 -27,16 -0,38 2,2
31 -26,63 -25,67 0,96 0
32 -26,58 -25,67 0,91 0
33 -26,20 -26,30 -0,10 0,6
34 -26,48 -26,27 0,21 0
35 -26,24 -26,33 -0,09 0,6
36 -26,25 -24,98 1,27 0
37 -26,62 -25,98 0,64 0
38 -27,30 -26,84 0,46 0
39 -12,37 -26,92 -14,55 84,5
40 -26,70 -26,80 -0,10 1,0
41 -28,59 -26,80 1,79 0
42 -26,84 -25,85 0,99 0
43 -28,24 -26,42 1,82 0
44 -26,87 -26,22 0,65 0
Média -26,50+2,32 -26,31+0,70

Valores em vermelho (>-1%q) indicam amostras adulteradas.
Diferencas negativas (<-1%) indicam presenca de pequenas quantidades de adulterante (em negrito)
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No Estado de Rio de Janeiro foram observadas 1 amostra (amostra 39) com alta
porcentagem de adulteracdo (84,5%) e 16 amostras com pequena quantidade de adulterante.
O maior valor observado para o mel foi de -25,02%, (amostra 6) e o menor de -28,59%,
(amostra 41) (Tabela 8).

Tabela 9. Valores de & %, *C das amostras do Estado de S&o Paulo.

Amostras 8 %o °C
Mel Proteina Diferenca % adulteracéo

1 -26,25 -25,24 1,01 0

2 -23,82 -24,26 -0,44 3,0
3 -18,69 -24,48 -5,79 39,2
4 -25,13 -24,97 0,16 0

5 -24,90 -25,38 -0,48 3,1
6 -27,14 -26,72 0,42 0

7 -26,95 -24,86 2,09 0

8 -27,16 -26,38 0,78 0

9 -24,34 -24,66 -0,32 2,1
10 -24,37 -24,86 -0,49 3,2
11 -24,23 -24,74 -0,51 3,4
12 -24,41 -25,16 -0,75 4,9
13 -24,17 -25,19 -1,02 6,6
14 -24,40 -24,74 -0,34 2,3
15 -24,37 -25,56 -1,19 7,5
16 -24,36 -25,49 -1,13 72
17 -24,22 -24,88 -0,66 4,4
18 -24,15 -24,95 -0,80 5,3
19 -24,24 -25,65 -1,41 8,8
20 -24,05 -25,37 -1,32 8,4
21 -24,11 -25,36 -1,25 8,0
22 -24,23 -25,27 -1,04 6,7
23 -24,64 -25,25 -0,61 3.9
24 -24,23 -24,83 -0,60 4,0
25 -24,21 -24,54 -0,33 2,2
26 -26,30 -26,65 -0,35 2,1
27 -25,46 -25,49 -0,03 0,2
28 -24,37 -25,00 -0,63 4,1
29 -25,13 -24,90 0,23 0

30 -26,01 -25,73 0,28 0

31 -26,31 -26,71 -0,40 2,4

Média 24,72+1,48 25,26+0,62
Valores em vermelho (>-1%q) indicam amostras adulteradas.
Diferencas negativas (<-1%y) indicam presenca de pequenas quantidades de adulterante (em
negrito).
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A Tabela 9 ilustra os resultados das analises de méis do Estado de Sdo Paulo onde
foram encontradas uma amostra com 39,2% (amostra 3), sete amostras abaixo de 8,8% de
adulteracdo e 16 amostras com pequenas adultera¢fes. Contudo, o valor maximo para o mel

foi de -23,82%, (amostra 2) e o minimo de -27,16%y, (amostra 8).

Tabela 10. Valores de & %4, 13C das amostras do Estado de Minas Gerais.

Amostras 8 %l °C
Mel Proteina Diferenca % adulteracéo
1 -28,07 -27,16 0,91 0
2 -23,96 -23,81 0,15 0
3 -24,07 -24,64 -0,57 3,8
4 -21,92 -24,24 -2,32 16,0
5 -25,45 -24,86 0,60 4,0

Média -24,69+2,03  -24,95+1,16
Valores em vermelho (2-10/00) indicam amostras adulteradas.
Diferencas negativas (<-1%g) indicam presenca de pequenas quantidades de adulterante (em negrito)

Das amostras analisadas do Estado de Minas Gerais, uma apresentou 16% de
adulteracdo (amostra 4) e uma com pequena quantidade de contaminacdo (amostra 3)
(Tabela 10). Foram verificados o valor méaximo do mel de -23,96%, (amostra 2) e o valor
minimo de -28,07°/4 (amostra 1).

Tabela 11. Valores médios em & % **C das amostras de méis por Estados da Regido

Sudeste.
8 Yoo °C
Estado Mel Proteina
Rio Janeiro -26,50+2,32 -26,31+0,70 B
Séo Paulo -24,72+1,48 -25,26+0,62 AB
Minas Gerais -24,69+2,03 -24,95+1,16 A
Média -25,30+0,84 -25,51+0,58

Letras maiusculas diferentes, na coluna, indicam diferencas significativas na proteina pelo teste de Tukey a
5% de significancia.

Comparando-se as meédias dos trés Estados da Regido Sudeste (Tabela 11),
observou-se que o Estado do Rio de Janeiro diferiu significativamente de Minas Gerais,
mas ndo do Estado de Sdo Paulo. A média do Estado de Sdo Paulo ndo apresentou

diferenca significativa em relacdo aos Estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro.
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O valor maximo 8% *3C dos méis puros encontrados em toda a Regido Sudeste foi
de -23,82 %o € 0 minimo de -28,59 %, (Tabelas 8, 9 e 10).

5.2.3. Regido Centro-Oeste: Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goiés
Os resultados da variabilidade isotopica dos méis dos Estados da Regido Centro-
Oeste (excetuando-se o Distrito Federal) encontram-se na Tabelas 12 e os valores médios

na Tabela 13.

Tabela 12. Valores de & % *C das amostras dos Estados de Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso e Goiés.

Estado Amostras S %0 BC
Mel Proteina Diferenca %
adulteracdo
1 -25,86 -26,46 -0,60 3,6
Mato Grosso 2 -25,96 -26,00 -0,04 0,3
do Sul 3 -26,06 -25,33 0,73 0
4 -25,05 -25,38 -0,33 2,1
5 -26,34 -26,71 -0,37 2,2
Média -25,85+0,43  -25,97+0,56
1 -25,84 -25,91 -0,07 0,4
Mato Grosso 2 -25,96 -26,59 -0,63 3,7
3 -26,81 -26,15 0,66 0
Média -26,20+0,43  -26,21+0,28
Goiés 1 -25,95 -25,52 0,43 0

Diferencas negativas (<-1%y) indicam pequenas quantidades de adulteragio (em negrito).

Os resultados de & %o *C dos Estados Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goiés,
ndo indicaram valores com grandes adulteracGes, apenas pequenos indicios de
contaminagOes, possivelmente originados na alimentagdo das abelhas com acUcares de

plantas de ciclo fotossintético C4, como a cana de agUcar (Tabela 12).
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Tabela 13. Valores médios em & % **C das amostras de méis dos Estados da Regido
Centro-Oeste.

8 %l °C
Estado Mel Proteina
Mato Grosso do Sul -25,85+0,43 -25,97+0,56 A
Mato Grosso -26,20+0,43 -26,21+0,28 A
Goias -25,95 -25,52
Média -26,00+0,15 -25,90+0,29

Letras maiUsculas iguais na coluna, indicam que ndo houve diferencas significativas na proteina pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Pela analise da Tabela 13, ndo se constatou diferenca significativa entre o Estado de
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, quanto & variabilidade isotdpica de carbono -13.

O valor méximo de Carbono-13 encontrado nos méis puros foi de -25,05 % no
Estado do Mato Grosso do Sul (amostra 4) e o minimo de -26,81 % no Estado do Mato
Grosso (amostra 3) (Tabela 12).

5.2.4. Regido Nordeste: Alagoas, Bahia, Piaui e Pernambuco

Os resultados da variabilidade isotopica dos méis dos Estados de Alagoas, Bahia,
Piaui e Pernambuco, Regido Nordeste, encontram-se nas Tabelas 14 e 15 e os valores

médios na Tabela 16.

Tabela 14. Valores de & %y, :3C das amostras do Estado da Bahia.

Amostra S %0 2C
Mel Proteina Diferenca % adulteracdo
1 -24,51 -24,01 0,50 0
2 -26,17 -24,60 1,57 0
3 -26,13 -26,68 -0,55 3,2
4 -27,12 -26,63 0,49 0
5 -27,28 -26,24 1,04 0
6 -27,66 -26,91 0,75 0
7 -25,42 -25,15 0,27 0
8 -24,84 -25,02 -0,18 1,2
9 -26,05 -25,79 0,26 0
10 -25,21 -25,03 0,18 0
11 -26,63 -25,99 0,64 0
12 -24,75 -24,69 0,06 0

Média -25,98+1,01 -25,56%0,90
Diferencas negativas (<-1%g) indicam pequenas quantidades de adulteracéo (em negrito).
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Duas amostras do Estado da Bahia (Tabela 14), apresentaram valores de pequenas

contaminacdes (amostra 3 e 8), provavelmente, de plantas do Ciclo Fotossintético C,.

O valor maximo do mel verificado no Estado da Bahia foi de -24,51%g, (amostra 1)

e 0 valor minimo -27,66%, (amostra 6).

Tabela 15. Valores de & %4 *C das amostras dos Estados de Alagoas, Pernambuco e Piaui.

Estado Amostras 8 %0 °C
Mel Proteina Diferenca %
adulteracao
1 -21,25 -23,93 -2,68 18,8
Alagoas 2 -23,79 -24,54 -0,75 51
3 -26,65 -25,95 0,70 0
Meédia -23,90+2,21  -24,80+0,85
1 -26,14 -26,58 -0,44 2,6
2 -26,13 -25,19 0,94 0
3 -25,78 -25,04 0,74 0
Pernambuco 4 -25,52 -25,18 0,34 0
5 -24,77 -24,73 0,04 0
6 -25,38 -24,58 0,80 0
7 -24,78 -24,84 -0,06 0,4
Média -25,50+0,53  -25,16+0,62
Piaui 1 -25,02 -25,80 -0,78 4,9

Valores em vermelho (2-10/00) indicam amostras adulteradas.
Diferencas negativas (<-1%g) indicam presenca de pequenas quantidades de adulterante (em negrito).

A amostra 1 do Estado de Alagoas (Tabela 15) apresentou alto indice de adulteracdo

(18,8%), possivelmente por estar proxima a cultura de cana de agUcar, predominante nessa

regido. As amostras 1 e 7 do Estado de Pernambuco (Tabela 15), apresentaram pequena

quantidade de adulterante, porém ndo consideradas puras pelo método oficial.

A amostra do Estado do Piaui apresenta uma pequena contaminacdo, entretanto é

considerada pura pelo método oficial. Vinte e seis outras amostras, obtidas de empresas do

Estado de Sao Paulo foram descartadas por apresentarem adulteracGes que variaram de 8 a

20%. Tal resultado parece ser proveniente de amostra viciadas face a qualidade

internacional conhecida do mel produzido nesse Estado. Sd0 necessarias avaliacdes de

novas amostras de méis provenientes daquele Estado para que a ddvida levantada seja

elucidada.
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Tabela 16. Valores médios em & % *C das amostras de méis por Estados da Regido

Nordeste.
8 %l °C
Estado Mel Proteina

Alagoas -23,90+2,21 -24,80+0,85 A
Pernambuco -25,50+0,53 -25,16%0,62 A
Bahia -25,98+1,01 -25,56+0,90 A
Piaui -25,02 -25,80

Média -25,1+0,77 -25,33+0,38

Letras maiusculas iguais na coluna, indicam medias iguais ndo significativas na proteina pelo teste de Tukey a
5% de significancia.

Pela analise da Tabela 16, verifica-se que ndo houve diferenca significativa entre 0s
méis dos Estados de Alagoas, Pernambuco e Bahia, quanto a variabilidade isotdpica do
carbono -13. O valor minimo do mel, encontrado de toda a Regido Nordeste foi de -27,66

%0 na Bahia e o valor maximo -23,79 %o, em Alagoas (Tabelas 14 e 15).

5.2.5. Regido Norte: Rondbnia e Para

Os resultados da variabilidade isotdpica dos méis dos Estados de Rondénia e Para,

Regido Norte, encontram-se nas Tabelas 17 e os valores médios na Tabela 18.

Tabela 17. Valores de & %y, *3C das amostras dos Estados de Ronddnia e Para.

Amostras 5 %00 BC
Estado Mel Proteina Diferenca %
adulteracdo

1 -24,91 -24,96 -0,05 0,3

2 -26,58 -26,27 0,31 0

3 -25,24 -25,07 0,17 0

4 -24,50 -24,32 0,18 0

Rondonia 5 -26,69 -26,41 0,28 0
6 -23,32 -24,76 -1,44 9,7
7 -24,83 -25,16 -0,33 2,1

8 -25,31 24,26 1,05 0

Média -25,17£1,02  -25,15+0,75

Pard 1 -26,78 -25,92 0,86 0

Valores em vermelho (2-10/00) indicam amostras adulteradas.
Diferencas negativas (<-1%g) indicam presenca de pequenas quantidades de adulterante (em negrito).
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No Estado de Ronddnia observaram-se somente duas amostras (1 e 7) com baixas
quantidades de contaminagdo proveniente de plantas do ciclo fotossintético C, e uma
adulterada com 9,7% (amostra 6) (Tabela 17).

Tabela 18. Valores médios em & %/ **C das amostras de méis por Estados da regido Norte.

8 %o B3C
Estado Mel Proteina
Rondénia -25,17+1,02 -25,15+0,75
Para -26,78 -25,92
Média -25,97+0,09 -25,53+0,38

Nas amostras de méis da Regido Norte, observou-se o valor minimo do mel de -
26,78 %/o0 € 0 valor méximo -24,50%, (Tabela 17). N&o foi efetuada anélise estatistica dos

dados, pois o Estado do Paréa esteve representado apenas por uma amostra (Tabela 18).
5.2.6. Regides brasileiras

Os valores médios dos méis das Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e
Norte encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19. Valores médios em & %/ **C das amostras dos méis por Regiéo.

8 °loo °C
Estado Mel Proteina

Sul -26,29+0,13 -26,27+0,28 A
Sudeste -25,30+0,84 -25,51+0,58 BC
Centro-Oeste -26,00+0,15 -25,90+0,29 AB
Nordeste -25,10+0,77 -25,33+0,38 C
Norte -25,97+0,80 -25,53+0,38 BC
Média -25,73+0,33 -25,71+0,11

Letras maiusculas diferentes, na coluna, indicam diferencas significativas na proteina pelo teste de Tukey a
5% de significancia.

Verificaram-se diferencas significativas entre os valores isotopicos de carbono -13
nas Regides. Assim procedendo, nota-se que: a) a Regido Sul difere das Regies Sudeste,
Nordeste e Norte, mas € semelhante a Regido Centro-Oeste; b) a Regido Sudeste difere das

Regides Sul e Nordeste, mas é semelhante a Regido Centro-Oeste e Norte e ¢) a Regido
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Nordeste difere das RegiGes Sul e Centro-Oeste, mas é semelhante a Regido Sudeste e
Norte (Tabela 19).

Pelas diferencas isotopicas no Carbono -13 entre a proteina e 0 mel pode-se dizer
gue os meis analisados sdo adulterados ou ndo, mas ndo € possivel indicar com seguranca a
provavel regido em que o mel foi elaborado. Isto, possivelmente é reflexo da variabilidade
das espécies botanicas existentes, tornando-se dificil a discriminacdo por Regifes com o
uso do 8% *C.

As amostras de méis analisadas nos estados brasileiros indicam percentual variavel
de adulteracdo. Aquelas com pequena porcentagem de adulteragdo podem ser reflexo de:
localizacdo inadequada do apiario (préximo a cultura de cana de acglcar), manejo incorreto
com alimentacdo artificial nos periodos que antecedem o fluxo maior de néctar na regido e
por adulteracdo deliberada. Entretanto, esta subjetividade é detectada pela anélise isotdpica
do carbono -13.

A variacdo do carbono dos méis brasileiros esteve entre -23,79 a -28,59 % e da
proteina variou de -23,81 a -28,09 %q.

Os resultados gerais em porcentagens de méis puros nos Estados e por Regibes
estdo explicitos na Tabela 20. A média ponderada geral de 92% de méis puros indicam um
6timo desempenho dos apiérios nacionais.

Contudo, adulteragdes provavelmente deliberadas foram observadas em uma
amostra no Estado de Rio Grande do Sul com 13,6% de adulteragdo, no Estado do Rio de
Janeiro com 84,5%, no Estado de S&o Paulo com 39%, no Estado de Minas Gerais com
16,2% e no Estado de Alagoas com 18,8%. Essas 5 amostras representam o percentual de

2,4% de méis adulterados no universo de 211 amostras de méis analisadas (Tabela 20).
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Tabela 20. Percentual de méis puros nos Estados e por Regifes através do critério (<-1%)

ou 7% C,4
Regido Estados Percentual
Rio Grande do Sul (n = 40) 95
Sul Santa Catarina (n = 42) 95,2 94,1
Parana (n = 8) 87,5
Séo Paulo (n = 31) 74,2
Sudeste Minas Gerais (n = 5) 80,0 87,5
Rio de Janeiro (n = 44) 97,7
Mato Grosso do sul (n =5) 100
Centro-Oeste Mato Grosso (n = 3) 100 100
Goias (n=1) 100
Bahia (n = 12) 100
Nordeste Alagoas (n = 3) 66,7 95,7
Pernambuco (n =7) 100
Piaui (n=1) 100
Norte Rondodnia (n = 8) 87,5
Para (n=1) 100 88,9
Media Ponderada Geral (n = 211) 91,9

5.3. Variabilidade isotépica do Nitrogénio (8%4*°N) nas proteinas de amostras de méis

brasileiros

5.3.1. Regido Sul: Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul

Os resultados da variabilidade isotopica do 8%0™*C e 8%0™N nas proteinas dos

méis dos Estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, encontram-se na Tabela

21.
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Tabela 21. Valores de & %g *C e & %y *°N das proteinas dos méis dos Estados: Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul

Estado Amostras 5 %0 1°C & %00 °N
1 -26,34 3,03
2 -26,80 4,91
Parana 3 -26,59 3,92
4 -26,96 3,18
5 -26,66 4,66

Média -26,67+0,21 3,94+0,76
1 -25,67 4,23
2 -25,36 451
3 -25,70 4,48
4 -25,47 4,63
5 -25,70 4,99
6 -25,47 3,95
7 -26,30 3,57
8 -26,26 3,94
9 -26,23 3,74
10 -26,26 3,95
11 -26,34 3,66
12 -26,48 3,57
13 -26,19 3,44
14 -26,23 4,05
Santa Catarina 15 -26,11 3,80
16 -25,66 5,15
17 -26,01 3,79
18 -25,93 3,76
19 -26,37 3,67
20 -25,72 4,96
21 -26,42 4,11
22 -25,94 4,79
23 -26,18 4,19

Média -26,00+0,33 4,13+0,49

1 -26,59 4,18
2 -26,20 3,43
3 -26,12 3,82
4 -26,88 4,19
5 -25,38 4,68
6 -25,30 5,29
Rio Grande do Sul 7 -25,50 531
8 -25,24 5,40
9 -25,24 5,13
10 -25,51 4,96
11 -25,72 4,66
12 -25,14 5,24
13 -25,22 4,61

Média -25,69+0,55 4,68+0,60
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Os resultados da variabilidade isotdpica do Nitrogénio -15 da Regido Sul foram de
3,03%g0 (amostra 1, do Estado do Parand) a 5,24%g, (amostra 12, do Estado de Rio Grande
do Sul) (Tabela 21).

5.3.2. Regido Sudeste: Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais

Os resultados da variabilidade isotépica do §%00™*C e 8%0™N nas proteinas dos

méis dos Estados de Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais encontram-se na Tabela 22.
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Tabela 22. Valores de & % °C e & % °N das protefnas nos méis dos Estados: Rio de

Janeiro, Sao Paulo e Minas Gerais

Estado Amostras 5 %o °C 5 %0 °N
1 -26,02 2,15
2 -26,09 2,03
3 -26,10 2,03
4 -27,39 4,86
5 -26,50 3,68
6 -25,46 4,40
7 -26,95 2,71
8 -26,10 3,22
9 -25,84 3,96
Rio de Janeiro 10 -25,91 4,27
11 -28,00 2,93
12 -26,95 2,55
13 -26,01 4,88
14 -26,67 3,52
15 -26,56 3,86
16 -26,81 4,85
17 -25,67 4,28
18 -26,30 3,88
19 -26,27 2,58
20 -26,33 3,79
21 -25,98 4,37
22 -25,85 4,52
23 -26,42 5,08
24 -26,22 2,82
Média -26,35+0,56 3,08+0,86
1 -25,24 3,43
2 -24,26 4,02
3 -24,48 3,76
4 -24,97 2,77
5 -25,38 4,32
6 -24,86 3,79
7 -26,38 3,94
S&o Paulo 8 -24,66 3,74
9 -24,86 3,75
10 -24,74 4,32
11 -25,16 4,67
12 -25,19 3,81
13 -24,74 3,78
14 -25,49 3,38
15 -25,65 5,54
16 -25,37 5,40
17 -25,36 5,03
18 -25,25 5,23
19 -24,83 5,96
20 -24,54 5,74
21 -25,49 4,28
22 -26,71 2,92
Média -25,16+0,57 4,48+0,85
1 -23,81 4,43
Minas Gerais 2 -24,64 3,40
3 -24,28 4,46
4 -24,86 5,37

Média -24,39+0,40 4,67+0,41
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Os resultados da variabilidade isotopica do Nitrogénio -15 da Regido Sudeste,
foram de 2,03%g (amostra 2 do Estado do Rio de Janeiro) a 5,96%g, (amostra 19 do Estado
de S&o Paulo) (Tabela 22).

5.3.3. Regido Centro-Oeste: Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias

Os resultados da variabilidade isotépica do 8%00™*C e 8%0™N nas proteinas dos

méis dos Estados de Mato Grosso do Sul, Mato Grasso e Goias encontram-se na Tabela 23.

Tabela 23. Valores de & % °C e & % >N nas proteinas dos méis dos Estados: Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias, Regido Centro-Oeste

Estado Amostras 5 %0 BC 8 %0 °N
1 -26,46 3,61
2 -26,00 4,39
Mato Grosso do Sul 3 -25,33 3,16
4 -25,38 3,59
5 -26,71 2,46

Média -25,97+0,56 3,44+0,63
Mato Grosso 1 -25,91 4,08
2 -26,59 2,91
3 -26,15 3,79

Média -26,21+0,28 3,59+0,50
Goias 1 -25,52 2,48

Os resultados da variabilidade isotdpica do Nitrogénio -15 da Regido Centro-Oeste,
foram de 2,46% (amostra 5 do Estado Mato Grosso do Sul) a 4,39%y (amostra 2 do
Estado Mato Grosso do Sul) (Tabela 23).

5.3.4. Regido Nordeste: Piaui, Alagoas, Pernambuco e Bahia

Os resultados da variabilidade isotépica do 8%00™*C e 8%0™°N nas proteinas dos

méis dos Estados do Piaui, Alagoas, Pernambuco e Bahia encontram-se na Tabela 24.
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Tabela 24. Valores de & % °C e & %y °N das proteinas em méis dos Estados: Piauf,

Alagoas, Pernambuco e Bahia

Estado Amostras 5 %0 °C 8 %0 ©°N

Piaui 1 -25,91 5,14
Alagoas 1 -24,54 5,59
2 -25,95 6,30

Média -25,24+0,70 5,95+0,35
1 -25,19 14,07
2 -25,04 15,08
Pernambuco 3 -25,18 15,40
4 -24,73 13,78
5 -24,84 13,94

Média -25,00+0,18 14,45+0,66
1 -24.60 9,96
2 -26,68 10,18
3 -26,63 10,74
Bahia 4 -26,91 9,99
5 -25,15 9,60
6 -24,69 9,43
7 -25,79 9,48

Média -25,78+0,91 9,91+0,43

As amostras apresentaram grande variabilidade nos diferentes estados. Os Estados

do Piaui e Alagoas tiveram variabilidades semelhantes, onde o Nitrogénio -15 foi de

5,14%, (Piauf) e 6,30%, (Alagoas). Nas amostras analisadas do Estado da Bahia foram

encontradas variabilidades de 9,43%g (amostra 6) a 10,74% (amostra 3), todavia, as

amostras de méis do Estado do Pernambuco apresentaram valores de 13,78%g, (amostra 4) a

15,40%qo (amostra 3), os maiores valores de Nitrogénio -15 da Regido Nordeste.

5.3.5. Regido Norte: Rondonia

Os resultados da variabilidade isotopica do 8%0™*C e 8%0™N nas proteinas dos

méis do Estado de Ronddnia encontram-se na Tabela 25.

Tabela 25. Valores de & %40 °C e & %0 *°N das proteinas dos méis no Estado de Ronddnia

Estado Amostras 5 %0 °C 8 %0 °N
1 -25,07 4,00
2 -24,32 2,89
Rondo6nia 3 -26,41 3,19
4 -25,16 3,88
5 -24,26 4,32
Média -25,04+0,78 3,66+0,53
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Os resultados da variabilidade isotopica do Nitrogénio -15 da Regido Norte estdo
representados somente por amostras de méis do Estado de Rondbdnia (Tabela 24). A
variabilidade foi de 2,89%, (amostra 2) a 4,00%g, (amostra 1).

5.3.6. Regides brasileiras

Os valores medios das Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Norte

encontram-se na Tabela 26.

Tabela 26. Valores médios 8%q *3C e 840 *°N das proteinas dos méis por Regides.

Estado & %0 3C 8 %0 °N
Sul -26,12+0,41 4,25+0,32 B
Sudeste -25,30+0,80 4,07+0,71 B
Centro-Oeste -25,90+0,29 3,17£0,49 C
Nordeste -25,45+0,35 9,14+3,44 A
Norte -25,04+0,37 3,66+£0,53 C
Media -25,56+0,39 4,86+2,17

Letras maiUsculas diferentes, na coluna, indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Em relagdo as médias da variabilidade isotdpica do 8% >N na proteina dos méis
puros brasileiros nas diferentes Regides, verificou-se que a Regido Nordeste diferiu das
demais Regides, as Regides Sul e Sudeste foram semelhantes entre si e a Regido Norte foi
semelhante & Regido Centro-Oeste (Tabela 26) .

Quanto as médias da variabilidade isotopica de 8%™°N nas proteinas dos méis
puros por Estados (Figura 3), verificou-se a diferenciagdo dos Estados da Bahia e
Pernambuco em relagdo aos demais Estados do Pais. Semelhantes resultados foram
observados na Regido Nordeste (Figura 4), diferenciando-a das demais Regifes. Em
particular destacou-se novamente os Estados da Bahia e de Pernambuco para a Regido
Nordeste (Figura 5).

Os mais altos niveis de enriquecimento isotépico do Nitrogénio -15 nos Estados
Nordestinos (Bahia e Pernambuco) podem ser devido as condi¢cbes ambientais (quente e

seco) tipicas dessa Regido. Esta suposicdo ndo se aplica ao Estado de Rond6nia (Unico
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estado analisado da Regido Norte) por estar proximo a Regido Centro-Oeste e divisa com a

Regido Amazonica.

Em contraste com a variabilidade isotépica do Carbono -13, pouco tem sido
publicado sobre a variabilidade isotopica do nitrogénio -15, entre o organismo e a sua dieta.
Na maioria das observagdes, o animal como um todo € mais rico em Nitrogénio -15 em
relacdo a sua dieta.

Quando o enriquecimento isotépico ocorre é reflexo da excrecdo preferencial de
Nitrogénio -14 na forma de uréia e amdnia. A diferenciagdo na retengdo do Nitrogénio -15
varia de acordo com espécie, dieta e condi¢cBes nutricionais. A diferenciagdo do
enriquecimento nos tecidos, pode ser devido ao fracionamento isotopico durante a
translaminacdo dos aminoacidos. Invariavelmente os is6topos de Nitrogénio -15 mostram
um enriquecimento de 3 a 4°/oo por nivel tréfico.

Observa-se que os valores isotopicos de %g™°N nas proteinas dos méis puros sdo
da ordem de 4 a 5% na maioria dos Estados brasileiros. No entanto, foram observados
valores isotépicos muito altos da ordem de 10%g, e 14,5%9 nas proteinas dos méis puros
dos Estados da Bahia e Pernambuco, respectivamente.

Neste comportamento diferenciado, trés hipdteses podem ser exploradas: a)
fracionamento isotopico entre o néctar e o pélen metabolizados em proteina pelas abelhas;
b) dieta rica em Nitrogénio -15 via solo e planta e ¢) ou ambas premissas sob as condicbes
quente e seca.

Shearer et al (1983) observaram em ecossistemas do deserto de Sonoram (na
Africa), plantas com valores de 4,4 a 7,1% em um local e variagdo de 7,2 a 12,1%q em
outro local. Possivelmente esses valores sejam reflexo da variabilidade de compostos
nitrogenados no solo de diferencas no metabolismo das plantas e ou profundidade do
sistema radicular, combinado com dieta rica em Nitrogénio -15.

Por outro lado, Ambros e Aeniro (1986) argumentam que 0 aumento no &%g™°N
seja reflexo dos efeitos isotopicos induzindo na concentracdo da uréia em animais com
baixa disponibilidade de agua em regibes éaridas e que podem reciclar compostos

nitrogenados, enriquecendo o Nitrogénio -15.
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No caso das abelhas em condicGes aridas, cada vez que a proteina é metabolizada e
adicionada ao mel, pode haver um enriquecimento de Nitrogénio -15 aumentando o valor
de 8%™N no pool do Nitrogénio. Nas condicdes estratégicas de eliminacdo dos fluidos
corporais ocorrem eliminac6es de Nitrogénio -14.

Talvez, a terceira hipotese seja reflexo da dieta rica em 8%™°N via solo e planta,
associada ao efeito metabolico do processamento do nectar sob condicdes aridas.

Estudos posteriores devem ser conduzidos para elucidar os altos valores de
Nitrogénio -15 nas proteinas dos méis puros dos Estados da Bahia e Pernambuco,
analisando a variabilidade isotopica (5%00™°N) no solo, planta, pélen, néctar , abelhas, mel e

a sua respectiva proteina.
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Figura 3. Valores médios (minimo e méximo) de 8%40*3C e 8%40*°N nas proteinas no mel

oriundo de diferentes estados do Brasil.



46

-26,6
-26,4

-26,2
Sul T
-26,0 -l

Centro-Oeste
-25,8 T

-25,6 Sudeste

-25,4 ]
Nordeste

8%0 °C

-25,2

-25,0

-24,8

-24,6

24,4

-24,2
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

8%o N

Figura 4. Valores médios (minimo e méximo) de 8%40"3C e 8%40"°N nas proteinas dos méis

das diferentes regides brasileiras.
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Figura 5. Valores médios (minimo e méximo) de 8%40"3C e 840N nas proteinas dos méis

das diferentes regides e dos Estados da Bahia e Pernambuco.

5.4. Diferenciacédo boténica das proteinas dos méis de flores de Eucalipto e Laranjeira

em diferentes estados brasileiros (origem boténica declarada).

Dados preliminares sobre os resultados de diferenciacdo botanica das proteinas dos
méis de flores de Eucalipto dos Estados de Rio de Janeiro e Sdo Paulo, e das proteinas dos
méis de flores de Laranjeira dos Estados de Parana, Rio de Janeiro e S&o Paulo, encontram-

se na Tabela 27 e Figuras 6, 7 e 8.
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Tabela 27. Valores de 8%"*C e 8%00™°N das proteinas de méis de flores de Laranjeira e
Eucalipto em diferentes Estados.

Estado Florada 50/00 3¢ do mel 80/00 BC da 50/00 e\
Proteina Proteina
Rio de Janeiro (RJ) Eucalipto -28,32 -25,96 1,99
Rio de Janeiro (RJ) Eucalipto -28,26 -26,02 2,15
Rio de Janeiro (RJ) Eucalipto -28,28 -26,09 2,03
Séo Paulo (SP) Eucalipto -28,29 -26,10 2,03
Séo Paulo (SP) Eucalipto -27,14 -26,72 1,80
Média -26,18+0,31 2,004£0,13
Parané (PR) Laranjeira -24,05 -25,27 4,27
Parané (PR) Laranjeira -26,34 -26,80 4,91
Rio de Janeiro (RJ) Laranjeira -25,07 -24,66 5,68
Rio de Janeiro (RJ) Laranjeira -25,02 -24,63 5,58
Sao Paulo (SP) Laranjeira -24,90 -25,38 4,32
Sao Paulo (SP) Laranjeira -24,23 -24,74 4,32
Sao Paulo (SP) Laranjeira -24,41 -25,16 4,67
Média -25,23+0,75 4,82+0,60

A possibilidade de detectar o manejo inadequado da coleta do mel de flores de
Laranjeira e de Eucalipto dos apicultores dos Estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Parana
é possivel pelo uso de duplo eixo isotépico (8%™C e 8°/00"°N) e sistemas de equacdes nas
proteinas (Figuras 7, 8 e 9), em virtude da florada de Eucalipto anteceder a florada de

Laranjeira.
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Figura 6. Valores médios (minimo e méaximo), preliminares, de 8%0"*C e 8%™N nas
proteinas dos méis de flores de Eucalipto e Laranjeira para o Estado de Séo

Paulo.
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Figura 7. Valores médios (minimo e maximo), preliminares, de §°C e '°N nas proteinas

dos méis de flores de Eucalipto e Laranjeira para o Estado de Rio de Janeiro.
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Figura 8. Valores médios (minimo e maximo), preliminares, de 8%4*C e 8%™°N nas
proteinas dos méis de flores de Eucalipto e Laranjeira para os Estados de Séo

Paulo, Rio de Janeiro e Parana.

O enriquecimento sistematico do Nitrogénio -15 nas proteinas dos méis de flores de
Laranjeira nos Estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Parand pode ser um reflexo, em
principio, dos solos naturais ricos em compostos nitrogenados. O uso de fertilizantes como
trato agrondmico, faria, em principio, com que 0 solo dos pomares apresentasse valores
proximo ao intervalo de +1 a -1%g em 8%00™N, uma vez que os adubos nacionais, utilizam
0 nitrogénio do ar atmosférico como matéria prima. Os dados preliminares sugerem que

novas pesquisas sejam realizadas.



52

6. Conclusobes

Os resultados obtidos permitem formular as seguintes conclusoes:

- A utilizagdo da metodologia da determinacdo isotopica do carbono (8% **C) no mel é

plenamente adequada na identificacdo de adulteracgdo.

- A metodologia isotépica do Carbono (8% **C) permite monitorar apiéarios idoneos com

pequenas contaminacdes de subprodutos das plantas do Ciclo Fotossintético Cy.

- Observou-se que 92% dos méis dos estados brasileiros analisados sdo puros pelo critério

de < -1%g, indicando um 6timo desempenho dos apidrios nacionais.

- A variabilidade isotopica do 8%/™>C dos méis puros brasileiros esteve entre -23,8 a -28,6

%0 e de sua proteina -23,8 a -28,0 “/qo.

- A variagdo isotopica do 8°/oo *°N nas proteinas dos méis puros brasileiros esteve entre 1,8
a 15,4 %o

- Na amostragem das proteinas dos meis puros de flores de Eucalipto e de Laranjeira, 0 uso
do duplo eixo isotopico de 8%™C e 8%y °N permite, em principio, a identificacio

botanica de méis uniflorais nos estados de Sdo Paulo, Parana e Rio de Janeiro.

- Na amostragem dos méis puros das regides e estados brasileiros, o uso do duplo eixo
isotopico de 8%00™*C e 8% *°N nas proteinas dos méis dos Estados da Bahia e Pernambuco

permite diferencia-los do Nitrogénio -15 dos demais méis puros de outros estados.
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DETERMINACAO DO pH MAIS EFICIENTE DA ENZIMA INVERTASE DAS
GLANDULAS HIPOFARINGEANAS EM Apis mellifera L. (AFRICANIZADA)

1. Resumo

O néctar e coletado pelas operérias coletoras e transportado em sua vesicula
nectarifera para a colméia. Durante a sua transformagdo em mel, o néctar recebe enzimas
provenientes das glandulas hipofaringeanas, as quais atuam em seu processamento. A
invertase € uma das enzimas adicionadas ao néctar e promove a inversdo da sacarose em
frutose e glicose. Com o objetivo de se conhecer o pH ideal dessa enzima nas abelhas
operéarias foram extraidas as glandulas hipofaringeanas de abelhas com oito dias de idade.
O meétodo utilizado para a dosagem da invertase foi o do &cido 3-5" dinitrosalicilico (DNS)
para determinacdo de acUcares redutores, utilizando-se medida de leitura
espectrofotométrica em absorbancia da glicose em comprimento de onda (1) igual a
540nm. De acordo com os resultados, verificou-se que a atividade catalitica da enzima foi
mais eficiente no pH 5,0 e em 40 minutos de reacdo em comparacdo com outros valores de
pH e tempos de reacdo. Nao foi possivel a reutilizacdo das glandulas. Desta forma,
concluiu-se que a enzima invertase aumentou sua eficiéncia em funcéo do tempo de reacdo

de forma linear e significativa em pH 5,0.

Palavras-chaves: enzima, invertase, glandulas hipofaringeanas, abelhas Apis mellifera
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DETERMINATION OF THE EFICIENT pH INVERTASE ENZYME OF
HYPOPHARYNGEAL GLANDS IN Apis mellifera L. (AFRICANIZED)

2.- Abstract

The nectar is collected by the collecting workers that carry it in its nectar gallbladder to the
beehive. During its transformation in honey, the nectar receives enzymes proceeding from
the hypopharyngeal glands, which act in its processing. Invertase is one of enzymes added
to the nectar and promotes the inversion of sacarose in fructose and glucose. With the aim
of knowing the ideal pH, in the worker bees, the bee’s hypopharyngeal glands with eight
days of age had been extracted. The used method, for the dosage of invertase, had been the
3-5 ' dinitrosalisilic acid for determination of reducing sugars, using absorbance
spectrophotometry data from the glucose in A equal to 540nm. According to the results, it
had been verified that the enzyme catalytic activity had been more efficient in pH 5,0 and
in 40 minutes of reaction, comparing to other pH values and times of reaction. The glands
reuse had not been possible. At this way, it was concluded that the invertase enzyme had

increased its efficiency by the reaction time at linear and significant way in pH 5,0.

Key words: enzyme, invertase, hypopharyngeal glands, Apis mellifera bees
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3. Introducéo

As abelhas meliferas desenvolveram varios mecanismos para 0 processamento do
néctar e polen durante a sua evolucdo, de forma que o alimento fosse distribuido na colénia
e fornecido de acordo com o grau de desenvolvimento do individuo e suas necessidades
(Michener, 1972). O néctar é apanhado pelas operarias coletoras e transportado na vesicula
nectarifera para a colonia onde é passado para outra operaria ou depositado diretamente no
favo (Michener, 1972). Segundo Maurizio (1957), durante o transporte do néctar sdo
adicionadas enzimas provenientes das glandulas hipofaringeanas, as quais atuam em seu
processamento para transforma-lo em mel. Entre essas enzimas esta a invertase que quebra
a sacarose do néctar em glicose e frutose (Simpson et al., 1968; Takenaka et al., 1990), e a
glicose-oxidase (White Jr et al., 1963).

Peguenas quantidades de invertase estdo presentes no mel maduro. Para verificar a
qualidade do mel, White Jr et al. (1963) demonstraram que a invertase é melhor que a
diastase, uma vez que possui maior sensibilidade ao aquecimento e, Dustmann (1993),
afirmou que a invertase, em combinagdo com outros critérios analiticos, € capaz de detectar
os danos causados na qualidade do mel pelo aquecimento ou estocagem durante um longo
periodo de tempo.

Diante do exposto, 0s objetivos deste trabalho foram:

- Determinar o pH onde a invertase tem atividade mais eficiente;

- Verificar se apds a reacdo enzimatica ainda é possivel reutilizar a enzima para uma nova

reacao.
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4. Material e Métodos

4.1. Colbnias utilizadas

Quadros de cria operculada foram retirados de colméias de abelhas africanizadas
com alta densidade populacional e transferidos para estufas com temperatura controlada
(34°C), para o nascimento das abelhas. Apés o nascimento, as abelhas foram marcadas no
torax com tinta atoxica, objetivando a identificacdo de sua idade. Essas abelhas foram entdo
introduzidas em quatro colméias experimentais de abelhas Apis mellifera africanizadas,

contendo cinco quadros.

4.2. Solugdes tampdes utilizadas e pHs estudados

Para a anélise da atividade da enzima invertase em diferentes valores de pHs foram
utilizados o tampé&o acetato de sodio 0,1M para os valores de pHs 4 e 5 e o tampéo fosfato

de sodio 0,1M (Sorense) para os valores de pHs 6, 7 e 8.

4.3. Metodologia de analise

4.3.1. Elaboracdo da curva de referéncia para determinacdo de acucares

redutores

Para andlise da atividade da enzima invertase se fez necessaria a determinacdo da
curva de referéncia de acucar redutor, na qual utilizamos a glicose (determinacdo do
coeficiente de extingdo molar), conforme metodologia de Miller (1959), citado por Villela
et al. (1973).

Em diferentes tubos de ensaio foram colocados 0,1; 0,15; 0,20; 0,30; 0,40 e 0,50mL
de glicose, completando-se o volume para 0,5mL com agua destilada. Adicionou-se, em
seguida, 0,5mL de é&cido 3-5’dinitrosalicilico (DNS) em cada tubo. Os tubos foram
colocados em banho-maria a 100°C por cinco minutos, sendo em seguida resfriados e

adicionados 5mL de &gua destilada em cada tubo. As leituras foram realizadas em
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espectrofotometro em A igual a 540nm. O coeficiente de extin¢cdo molar (g) foi determinado
de acordo com a seguinte férmula:

€= [Az - Al] / [Cz - Cl], onde:

¢ = coeficiente de extin¢do molar (umol/0,5mL)
A = Absorbéncia

C = Concentracdo de glicose

4.3.2. Atividade da enzima invertase em cinco diferentes valores de pH.

Foram estudadas 75 amostras e cada amostra foi constituida de 20 glandulas,
retiradas de 10 abelhas operérias com oito dias de idade. Esta idade foi determinada
tomando-se como base estudos previamente realizados (experimento piloto).

A dosagem da enzima esta baseada no fato de que a invertase, por sua agdo de [3-
fructofuranosidase, catalisa a quebra da molécula da sacarose em a-glicose e B-frutose.
Ambas as hexoses estdo combinadas pelo grupo redutor respectivo, mas a sacarose ndo
possui propriedades redutoras. Por esta razdo é possivel medir a acdo da invertase
determinando-se a formacdo de acUcar redutor. Assim, a sua atividade foi determinada
conforme metodologia de Miller (1959), citado por Villela et al. (1973), com medida de
leitura espectrofotométrica em absorbéancia da glicose e frutose em A igual a 540nm. No
caso de metodos baseados na oxidagéo ou na reducdo, cuja medida é espectrofotometrica, a
unidade de enzima é definida como sendo a quantidade de enzima capaz de produzir 01
umol/0,5mL de agucares redutores em 1 minuto de reacéo.

Foram colocados 5mL de sacarose a 1% em solucdo tampdo (em seu respectivo
pH), fosfato de sodio ou acetato de s6dio com 0,5mL de amostra extraida das glandulas
hipofaringeanas maceradas de 10 abelhas. Nos momentos 0, 10, 20, 30 e 40 minutos
retirou-se uma amostra de 0,5mL e parou-se a reacdo com 0,5mL de DNS. Os tubos foram
colocados em banho-maria a 100°C por cinco minutos, sendo em seguida resfriados e
adicionados 5mL de agua destilada em cada tubo. As leituras de absorbancia foram

realizadas em espectrofotdmetro em A igual a 540nm.
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4.3.3. Reutilizagdo da enzima invertase para uma nova reagdo enzimatica

Foram estudadas nove amostras, sendo que cada uma foi constituida de 20 glandulas
retiradas de 10 abelhas operarias com oito dias de idade.

Foram colocados 5mL de sacarose a 1% em solucdo tampdao de acetato de sodio

em 0,5mL de amostra extraida das glandulas hipofaringeanas sem macerar de 10
abelhas. Nos momentos 0, 10, 20, 30 e 40 minutos retirou-se uma amostra de 0,5mL e
parou-se a reacdo com 0,5mL de DNS sendo, em seguida, colocadas em banho-maria a
100°C por 5 minutos. A seguir foram resfriadas e adicionadas 5mL de agua destilada em
cada amostra. As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotébmetro em A
igual a 540nm. As glandulas que ficaram no tubo, em repouso por 4 horas foram
centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e lavadas novamente com agua destilada por

duas vezes. Em seguida, repetiu-se todo este procedimento.

4.4. Andlise estatistica

Os dados de absorbancia foram submetidos a analise de variancia, pelo método dos
quadrados minimos, utilizando-se o procedimento GLM, descrito no SAS (1999), tendo
como causa de variacdo os valores de pH (i = 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0pH), os momentos (j =
0, 10, 20, 30 e 40 minutos) e a interacdo entre pH e momento. As diferengas entre as

médias foram submetidas ao teste de Tukey, com 5% de significancia.
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5. Resultados e discusséo
5.1. Curva de referéncia para determinacéo de agucares redutores

Na analise da atividade da enzima invertase em diferentes pHs, se fez necesséria a
determinacdo da curva de referéncia da glicose (determinacdo do coeficiente de extin¢do

molar). O resultado ¢é apresentado na Figura 1

Absorbancis
127 y=01944x +0,1028
1,0 - R? =0,9843
0,8 -
0,6
04 - .
0,2 -
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

pmol de glicose

Figura 1. Curva de referéncia da glicose para determinagéo da atividade da invertase

O coeficiente de extingdo molar (g) da glicose foi de 0,1944 (umol/0,5mL™), com
coeficiente de determinagdo de R? = 98,43%, mostrando assim, a precisdo da dosagem.
5.2. Atividade da enzima invertase em cinco diferentes valores de pH.

Os resultados médios de absorbancia nos diferentes valores de pHs sdo encontrados

na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores médios de absorbdncia da enzima invertase das glandulas
hipofaringeanas de abelhas operérias Apis mellifera L. (africanizada) com
oito dias de idade, nos cinco valores de pH (4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0).

Niveis de pHs
Absorbancia 40 5,0 6,0 7,0 8,0
Média
0,110B 0,247 A 0,114 B 0,021 D 0,059 C

Letras maidsculas diferentes, na linha, indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey, com 5% de
significancia

Na analise dos resultados a acdo da invertase na reducdo da glicose, observou-se
diferenca significativa entre os diferentes valores de pHs (Tabela 1). A enzima invertase
apresentou maior atividade catalitica em pH 50 (0,247As40mm) nas glandulas
hipofaringeanas de abelhas operarias com oito dias de idade. J& no pH 7,0 (0,021As40nm)
teve menor atividade catalitica. Os valores médios da absorbancia foram iguais para os pHs
4,0 e 6,0 (Tabela 1).

Quanto a agdo da enzima em funcdo dos momentos 0, 10, 20, 30 e 40 minutos,
verificou-se que o valor médio aumenta em funcdo do tempo (momento) de modo

significativo, atingindo 0,223 Assonm 20s 40 minutos de sua acdo, como mostra a Tabela 2 .

Tabela 2. Valores médios de absorbancia da enzima invertase das glandulas
hipofaringeanas de abelhas operarias Apis mellifera L. (africanizada) com

oito dias de idade, nos cinco momentos (0, 10, 20, 30, e 40 minutos).

Momentos (minutos)

Absorbancia 0 10 20 30 40

Média 0.000E 0.055D 0.113C 0.161B 0.223A

Letras maidsculas diferentes, na linha, indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey, com 5% de
significancia

Os resultados da interacdo entre os valores de pH e 0s momentos, estdo
apresentados na Tabela 3 e na Figura 3.
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invertase das glandulas

hipofaringeanas de abelhas operarias Apis mellifera L. (africanizada) com oito

dias de idade.
pHs Momentos (minutos)
0 10 20 30 40

4,0 0,000Ea 0,090Db 0,110Cb 0,148Bc 0,203 Ac
5,0 0,000Ea 0,103Da 0,264Ca 0,362Ba 0,504 Aa
6,0 0,000Ea 0,049Db 0,114Cb 0,178 Bb 0,231 Ab
7,0 0,000Ea 0,007Dd 0,020Cd 0,031Be 0,049 Ae
8,0 0,000Ea 0,025Dc 0,057Cc 0,089Bd 0,125 Ad

Letras mailsculas diferentes, na linha, indicam diferencas significativas entre os momentos,

através do teste de Tukey, com 5% de significancia

Letras minGsculas diferentes, na coluna, indicam diferengas significativas entre os valores de

pH, através do teste de Tukey, com 5% de significancia

Absorbancia

Figura 3. Valores médios de absorbancia da enzima

0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -

0,000 -

10

Momentos (minutos)

30

40

pH 4
——pH>5
——pHG

pH 7
——pH3

invertase das glandulas

hipofaringeanas de abelhas operarias Apis mellifera L. (africanizada) com oito

dias de idade, nos diferentes valores de pH e nos diferentes momentos.
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Pela analise dos resultados apresentados na Tabela 3 e na Figura 3 e através dos
valores médios de absorbancia nos diferentes pHs em funcdo dos diferentes tempos
verificou-se que, a acdo da invertase foi crescente e linear em funcdo dos tempos de reacao.
No entanto, aos 10 minutos de reacdo, a invertase se comportou similarmente nos pHs 4 e
5; da mesma forma aos 20 minutos os pHs 4 e 6, porém, em as outras interacfes agiu
diferentemente como se observa na Figura 3. Este fato mostra que a enzima se comporta
diferentemente em cada um dos pHs estudados.

5.3. Reutilizacdo da enzima invertase para uma nova rea¢do enzimatica

Em todas as andlises realizadas, ndo foi possivel a reutilizacdo da invertase para

uma nova reagdo enzimatica, pois a enzima quando colocada na presenca de sacarose foi

liberada para a solucéo.
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6. Conclusdes

Pelos resultados apresentados pdde-se concluir que:

- A enzima invertase tem maior atividade catalitica em pH 5,0 em glandulas

hipofaringeanas de abelhas operarias com oito dias de idade;

- A invertase aumentou sua eficiéncia em funcdo do tempo de reagdo, de forma linear e

significativa, mostrando que os ensaios enzimaticos foram bem delineados;

- Em todas as analises realizadas ndo foi possivel a reutilizacdo da invertase.
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DESENVOLVIMENTO DAS GLANDULAS HIPOFARINGEANAS EM Apis
mellifera L. (AFRICANIZADAS)

1. Resumo

As glandulas hipofaringeanas sdo estruturas pares em forma de cachos longos que
recobrem a por¢do médio-anterior do cérebro. Cada cacho consta de um canal excretor
axial, ao qual encontram-se ligadas numerosas unidades secretoras presas a ele por seus
canaliculos excretores. Os objetivos deste trabalho foram classificar as glandulas
hipofarigeanas de abelhas com 15 dias de idade e determinar o desenvolvimento das
glandulas hipofaringeanas em abelhas coletoras, segundo o tipo de alimento coletado.
Foram encontrados quatro tipos de glandulas, classificadas como tipos G1, G2, G3 e G4, de
acordo com o volume dos &cinos, com o auxilio de microscépio estereoscopico. Observou-
se que o tipo G2 apresentou maior volume em comparagdo com 0s demais tipos. Verificou-
se também, que os tipos de glandulas foram dependentes da atividade de coleta, sendo que
0 tipo G1 apareceu na abelha coletora de néctar e néctar/pélen; o tipo G2 nao foi
encontrado em nenhuma abelha coletora; o tipo G3 em coletoras tanto de néctar como de
polen e o tipo G4 na coletora de agua. Pode-se concluir que as glandulas hipofaringeanas
em abelhas Apis mellifera africanizadas mostram diferentes graus de desenvolvimento na
idade de 15 dias e que o tipo de glandula hipofaringeana da abelha coletora pode indicar a

atividade desempenhada.

Palavras chaves: abelhas Apis mellifera, glandula hipofaringeana
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HYPOPHARYNGEAL GLANDS DEVELOPMENT IN BEES Apis mellifera L.
(AFRICANIZED)

2. Abstract

The hypopharyngeal glands are pair structures in form of long clusters that recover the
medium-previous portion of the brain. Each cluster consists of an axial excreting duct, in
which there are several secretion units held on it by its excreting small ducts. The aims of
this work had been to classify the hypopharyngeal glands of bees with 15 days and to
determine the development of the hypopharyngeal glands in collecting bees according to
the type of food collected. It had been found four types of glands, classified as G1, G2, G3
and G4 types, according to the size of acinars. It had been observed that G1 type had shown
the greatest volume, compared to the other types. It had been also verified that the types of
glands had been dependent on the collecting activity developed by the collecting worker
bee, and G1 type had been found in the nectar collection and nectar/pollen; G2 type had not
been found; G3 type had been found in nectar and pollen collection; and G4 type in the
water collection. It can be concluded that the hypopharyngeal glands in Africanized Apis
mellifera bees present different degrees of development in the age of 15 days and that the
hypopharyngeal gland can indicate a differentiation in the activity developed in bees with

the same age.

Key words: Apis mellifera bees, hypopharyngeal gland
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3. Introducéo

As glandulas sdo muito importantes para 0s insetos sociais. Varias tarefas sdo
realizadas na coldnia gracas as glandulas exdcrinas (Cruz-Landim, 1992). O ciclo secretor
das glandulas hipofaringeanas de Apis mellifera L. esta intimamente ligado a fungédo de
nutriz, realizada na col6nia pelas operarias de 5 a 20 dias de idade (Lindauer, 1952; Silva
de Moraes et al. 1985).

As glandulas hipofaringeanas sdo estruturas pares em forma de cachos longos que
recobrem a porcdo médio-anterior do cérebro. Cada cacho consta de um canal excretor
axial ao qual se encontram ligadas numerosas unidades secretoras presas a ele por seus
canaliculos excretores. As unidades secretoras sdo esferoidais, e por isso denominadas
acinos ou alvéolos. Os canais excretores de cada uma destas unidades desembocam no
canal axial ou ducto excretor final, que por sua vez termina no assoalho da cavidade bucal,
perfurando a placa hipofaringeana (Costa e Cruz-Landim, 1999b).

Em Apis mellifera L., as glandulas hipofaringeanas das operarias nutrizes produzem
a maior parte dos constituintes da geléia real, principalmente os de natureza protéica (Patel
et al., 1964; Takenaka e Kaatz, 1987). Diferengas entre os tipos anatdmicos das glandulas
estdo relacionadas com o local onde os canaliculos, provenientes da unidade secretora,
desembocam distinguindo-se, desta forma, quatros tipos principais (Cruz-Landim e Costa,
1998). Além da producdo de alimento larval, também produzem enzimas necessarias ao
metabolismo da abelha, tais como a invertase (Kratky, 1931; Maurizio, 1957; Simpson et
al., 1968) e as amilases (Takenaka et al., 1990a) nas operarias coletoras e a a-glicosidases
(Takenaka et al., 1990a) e glicose-oxidades nas operarias nutrizes (White et al., 1963;
Simpson et al., 1968; Takenaka et al., 1990 a,b).

Maurizio (1957), investigando abelhas nascidas no verdo e em coldnias com rainhas
engaioladas e sem cria presente, notou que as abelhas aumentaram suas glandulas
hipofaringeanas como faziam durante o inverno. Dreischer (1956) retirou a rainha de uma
colméia de observacdo e verificou mudangas no desenvolvimento das glandulas
hipofaringeanas das operarias, tais como glandulas pouco desenvolvidas em operarias com

idade de abelha nutriz e glandulas bem desenvolvidas em abelhas coletoras.
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A relacdo entre a atividade proteolitica e o tamanho das glandulas foi observada por
Moriz e Crailsheim (1987) e Crailsheim e Stolberg (1989), mostrando que as abelhas recém
emergidas apresentavam acinos com tamanhos de 81,7+1,3 micrometros e, com oito dias,
149,0+2,8 micrémetros acompanhados de um aumento da atividade proteolitica e que
ambos diminuiram quando as abelhas tornaram-se coletoras. Afirmaram ainda, que a
atividade proteolitica esta correlacionada com a funcgdo dentro da colénia e com o estado
fisioldgico das abelhas do que com a idade.

Huang et al. (1989), demonstrou que o desenvolvimento da glandula hipofaringeana
em abelhas operarias é muito flexivel. Como as operarias de mesma idade desempenham
atividades diferentes na colméia, também apresentariam diferentes desenvolvimentos de

suas glandulas.

Diante do exposto, 0s objetivos do presente trabalho foram:

- Determinar a classificagdo das glandulas hipofarigeanas de abelhas com 15 dias de idade

quanto ao volume dos acinos.

- Verificar o desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas em abelhas coletoras, de

acordo com o tipo de alimento coletado.
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4, Material e métodos

4.1. Colb6nias utilizadas

Quadros de cria operculada foram retirados de colméias de abelhas africanizadas
com alta densidade populacional e transferidos para estufas com temperatura controlada
(34°C), para a emergéncia de abelhas. Apds o nascimento, as abelhas foram marcadas no
torax com tinta atoxica para identificacdo de sua idade. Estas abelhas foram entdo
introduzidas em quatro colméias experimentais de abelhas Apis mellifera L.(africanizadas),

contendo cinco quadros.

4.2. Obtencéo das glandulas hipofaringeanas e metodologia utilizada

4.2.1. Classificacdo das glandulas hipofarigeanas de abelhas com 15 dias de
idade

As glandulas de abelhas com 15 dias de idades foram classificadas em G1, G2, G3 e
G4 pela mensuracdo dos diametros dos &cinos. Apds alguns experimentos piloto
determinamos que o décimo quinto dia seria 0 mais indicado para se avaliar os diferentes
tipos de glandula, por apresentarem os quatro tipos de glandulas nesta idade.

Para a determinacdo do volume dos acinos utilizou-se a metodologia de Hrassningg
e Crailsheim (1998).

As glandulas extraidas foram misturadas a uma solu¢do conservante denominada
Ringer. A solucdo de Ringer foi elaborada com 5,0g de NaCL; 0,42g KCL e 0,25¢g de
CaCl, em g.s.p. 100mL. A partir da adi¢do de 1mL dessa solucdo concentrada em 10mL de
agua destilada obteve-se o Ringer diluido - metodologia de Rocha (1999). As glandulas
foram fotografadas em escala com auxilio de microscépio estereoscopico. Foram estudadas

10 repeticOes (40 glandulas) de cada tipo de glandula.
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4.2.2. Desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas em abelhas coletoras de

acordo com o tipo de alimento coletado

A amostragem de 106 abelhas coletoras foi colhida na entrada da colméia (alvado),
a qual foi fechada com espuma plastica. Apos 2 minutos foram recolhidas em um frasco
plastico as abelhas marcadas que retornaram do campo, geralmente de 10 a 20 abelhas. Em
seguida, foram levadas ao congelador, a temperatura de - 7°C. O congelamento fez-se
necessario para nao haver perda de néctar por regurgitacdo ou pela passagem do néctar da
vesicula nectarifera para o ventriculo e conseqiientemente perda do material, além de
facilitar a manipulacdo das abelhas durante as analises. As abelhas recolhidas foram
separadas em coletoras de néctar, de podlen, de pdlen e néctar e de agua. Apos a
classificagdo das abelhas pelo tipo de coleta, extrairam-se suas glandulas hipofaringeanas

que foram classificadas pelo volume dos acinos.
4.3. Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o procedimento

GLM descrito no SAS (1999) e as diferencas entre as méedias submetidas ao teste de Tukey,

com 5% de significancia.
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5. Resultados e discussao

5.1. Classificagcdo das glandulas hipofarigeanas de abelhas com 15 dias de idades,

guanto ao volume dos acinos

Os volumes médios dos &cinos nos diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas de
operarias com 15 dias de idade encontram-se na Tabela 1. Nas Fotos 1, 2, 3, 4, 5 e 6

observam-se os diferentes tipos de glandulas.

Tabela 1. Valor médio dos volumes (mm?) dos acinos em glandulas de diferentes tipos, em

abelhas com 15 dias de idade.

Tipos de glandulas

G1 G2 G3 G4 Média
Volume médio  0,0029+0,0005 0,0045+0,0004 0,0013+0,0005 0,0021+0,0005 0,003+0,001
dos &cinos (mm®) B A C BC

Letras mailsculas diferentes, na linha, indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia

O volume médio dos acinos nos quatro tipos de glandulas G1, G2, G3 e G4 foi de
0,003+0,001mm?®; coeficiente de determinacdo R?= 0,622 e coeficiente de variacdo de
44,52% (Tabela 1).

Na anélise dos resultados verificou-se que, o volume dos acinos na glandula do tipo
G1 ¢ igual a do tipo G4, mas diferente significativamente dos outros tipos. A glandula do
tipo G2 apresenta acinos com maior volume e difere estatisticamente dos outros tipos G1,
G3 e G4. O tipo G3 apresenta volume semelhante ao do tipo G4, mas difere
estatisticamente dos outros tipos (Tabela 1).

Na Foto 1, a glandula hipofaringeana do tipo G1 foi fotografada: A - em aumento de
foco 1,25 e B - em foco 4 (1 mm de régua na fotografia é igual a 1,5 cm no foco 1,25; 4,8
cm no foco 4). Nesse tipo de glandula, os &cinos parecem distribuidos de uma forma
uniforme, além de serem mais esféricos do que ovoides.

Na Foto 2, a glandula hipofaringeana do tipo G2 foi fotografada em: A e B - no
aumento de foco 2,5; C - no foco 5 e D - no foco 1,25 (1 mm de régua na fotografia € igual

a 2,9 cm no foco 2,5; 6,2 cm no foco 5). Essa glandula apresenta um grande nimero de
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acinos grandes e de forma ovoides. Esse tipo (G2) apresenta pequenas variacdes, que sao
mostradas na Foto 2, sendo uma glandula com &cinos maiores e outra com acinos menores.

Na Foto 3, a glandula do tipo G3 foi fotografada em aumento: A - no foco 6,3; B -
no foco 5 (1 mm de régua na fotografia € igual a 7,2 cm no foco 6,3; 1 cm no foco 0,8 e 6,2
cm no foco 5) e C - no foco 0,8. Essa glandula apresenta-se delgada, comprida e com o0s
acinos menores.

Na Foto 4, a glandula hipofaringeana do tipo G4 foi fotografada em aumento: A -
foco 6,3 (1 mm de régua na fotografia € igual a 7,2 cm no foco 6,3). Essa glandula é
semelhante a do tipo G1, diferindo principalmente por apresentar acinos sem distribuicao
uniforme.

Na Foto 5 a glandula G4 é mostrada em detalhes: A - no foco 5; B - no foco 3,2e C
- no foco 0,8.

Na Foto 6 sdo mostradas as glandulas dos quatro tipos: G1, G2, G3 e G4,

fotografadas no foco 1,25 (1 mm de régua na fotografia € igual a 1,5 cm no foco 1,25).
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Foto 1. Glandula hipofaringeana do tipo G1 em abelhas de 15 dias de idade. Fotografia: A
em aumento de foco 1,25 e B em foco 4 (1 mm de régua na fotografia € igual a 1,5

cm no foco 1,25; 4,8 cm no foco 4).
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Foto 2. Glandula hipofaringeana do tipo G2 em abelhas de 15 dias de idade. Fotografia em:
A e B no aumento de foco 2,5; C no foco 5 e D no foco 1,25 (1 mm de régua na

fotografia € igual a 2,9 cm no foco 2,5; 6,2 cm no foco 5).
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Foto 3. Glandula hipofaringeana do tipo G3 em abelhas de 15 dias de idade. Fotografia em
aumento: A no foco 6,3; B no foco 5 (1 mm de régua na fotografia é igual a 7,2

cm no foco 6,3; 1 cm no foco 0,8 e 6,2 cm no foco 5) e C no foco 0,8.
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Foto 4. Glandula hipofaringeana do tipo G4 em abelhas de 15 dias de idade. Fotografia em

aumento: A foco 6,3 (1 mm de régua na fotografia é igual a 7,2 cm no foco 6,3).
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Foto 5. Glandula hipofaringeana do tipo G4 em abelhas de 15 dias de idade. A no foco 5; B

no foco 3,2 e C no foco 0,8.
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Foto 6. Tipos de glandula hipofaringeana em abelhas de 15 dias de idade: G1, G2, G3 G4.
fotografadas no foco 1,25 (1 mm de régua na fotografia € igual a 1,5 cm no foco
1,25).
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5.2. Desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas em abelhas coletoras de acordo

com o tipo de alimento coletado

Os resultados de 106 abelhas coletoras classificadas pelo tipo de coleta realizada e

tipo de glandula encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Namero de abelhas coletoras e numero de glandulas (entre paréntesis), segundo

os tipos de coleta e de glandulas hipofaringeanas (G1, G2, G3 e G4).

Tipo de glandula  Néctar Polen Néctar/Pélen  Agua
G1 28 (56) 5,5 (11)*
G3 39 (78) 22 (44) 5,5 (11)*
Total 106 (212) 67 (134) 22 (44) 11 (22)* 6 (12)

* abelhas apresentando dois tipos de glandula

Os resultados da Tabela 2 mostram que as 67 abelhas coletoras de néctar
apresentaram as duas glandulas com desenvolvimento semelhante, sendo que destas, 28
abelhas apresentaram glandulas do tipo G1 e, 39 do tipo G3. As 22 coletoras de polen
apresentavam as duas glandulas do tipo G3. As 6 coletoras de agua apresentaram as duas
glandulas do tipo G4. No entanto, as 11 coletoras de néctar e polen apresentaram dois tipos
de glandulas por abelha, sendo uma do tipo G1 e outra do G3. Aparentemente, a atividade
da abelha na col6nia esta correlacionada com o desenvolvimento glandular.

Maurizio (1957), investigando abelhas nascidas no verdo e de colméias com rainhas
engaioladas e sem cria presente, verificou que as glandulas hipofaringeanas das abelhas
aumentaram de volume como nas abelhas nascidas durante o inverno. Dreischer (1956),
retirando a rainha de uma colméia de observacdo, verificou mudancas no desenvolvimento
das glandulas hipofaringeanas das operarias encontrando abelhas nutrizes com essas
glandulas pouco desenvolvidas e abelhas velhas com glandulas bem desenvolvidas.

Os resultados encontrados na Tabela 2 concordam com os verificados por Free
(1980), onde a atividade a ser desenvolvida determina o desenvolvimento das glandulas
envolvidas. Entretanto, o inverso parece ser verdadeiro, pois por exemplo, se abelhas novas
forem mantidas durante uma semana com uma dieta de carboidratos, suas glandulas
hipofaringeanas ndo se desenvolveriam normalmente e elas sairiam para as coletas mais

precocemente ao padrdo normal, ndo desempenhando a atividade de alimentar a cria.
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Segundo Huang et al. (1989), o desenvolvimento da glandula hipofaringeana em
abelhas operarias é muito flexivel, ja que abelhas operarias de mesma idade desempenham
atividades diferentes na sua coldnia e também apresentariam diferentes desenvolvimentos
das glandulas hipofaingeanas. Simpson et al. (1968), analisando abelhas com diferentes
ocupacbes na colméia, encontraram diferencas no tamanho da glandula sendo que as

abelhas mais jovens apresentavam maior tamanho das glandulas hipofaringeanas.
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6. Conclusobes

Os resultados permitem concluir que as glandulas hipofaringeanas em abelhas Apis
mellifera africanizadas mostram diferenca no seu desenvolvimento, apresentando diferentes
graus de desenvolvimento na mesma idade, o que pode indicar uma diferenciacdo nas

atividades que desempenham dentro e fora da colméia.
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ATIVIDADE DA ENZIMA INVERTASE DAS GLANDULAS HIPOFARINGEANAS
EM ABELHAS Apis mellifera L. (AFRICANIZADAS)

1. Resumo

As enzimas estdo entre 0os componentes mais interessantes e importantes do mel, ndo
porque elas tenham importancia nutricional na dieta humana, mas porque elas apresentam
um papel vital na producgdo do mel. A conversdo do néctar em mel é alcancada pela acdo de
certas enzimas das glandulas hipofaringeanas das abelhas, tal como a invertase que
promove a inversao da sacarose do néctar em frutose e glicose. Desta forma, o objetivo foi
estudar a atividade da enzima invertase nas diferentes idades e tipos de glandulas
hipofaringeanas de abelhas africanizadas. O método utilizado para a dosagem enzimatica
foi o do &cido 3-5"dinitrosalicilico (DNS). De acordo com os resultados, concluiu-se que a
atividade enzimética da invertase aumenta com a idade da abelha, atingindo um pico
maximo de atividade entre 20 a 27 dias de idade, declinando em seguida; a porcentagem
dos tipos de glandulas hipofaringeanas varia de acordo com a idade das abelhas operarias; e
os tipos de glandulas hipofaringeanas apresentam diferencas na atividade enzimaética,

dependente da idade da abelha operaria.

Palavras-chaves: enzima, invertase, abelhas africanizadas, glandulas hipofaringeanas
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INVERTASE ENZYME ACTIVITY IN HYPOPHARYNGEAL GLANDS IN BEES
Apis mellifera L. (AFRICANIZED)

2. Abstract

The enzymes are among the most important and interesting components of honey, not
because they have nutritional importance in the human diet, but because they present a vital
role in the production of honey. The conversion of nectar in honey is gotten by the action of
some enzymes of the bees’ hypopharyngeal glands, such as invertase that promotes the
inversion of nectar sacarose in fructose and glucose. At this way, the aim of this work had
been to study the invertase enzyme activity at different ages and types of africanized bees’
hypopharyngeal glands. The method used for the enzymatic dosage had been the 3-5'
dinitrosalisilic acid and, for the determination of the glands types, the measure of the
diameter of acinars by stereoscopic microscope. According to the results, it had been
concluded that the invertase enzymatic activity increases with the bee age, getting a
maximum peak of activity between 20 and 27 days of age, declining after that; the
hypopharyngeal glands types percentage varies according to the worker bees age; and the
hypopharyngeal glands types present differences in the enzymatic activity, dependent on

the worker bee age.

Key words: enzyme, invertase, africanized bees, hypopharyngeal glands



91

3. Introducéo

Em Apis mellifera L., as glandulas hipofaringeanas das operarias nutrizes produzem
a maior parte dos constituintes da geléia real, principalmente os de natureza protéica (Patel
et al., 1964; Takenaka e Kaatz, 1987). Diferengas entre os tipos anatdmicos das glandulas
estdo relacionadas com o local onde os canaliculos provenientes da unidade secretora
desembocam, distinguindo-se desta forma quatro tipos principais (Cruz-Landim e Costa,
1998). Além da producdo de alimento larval, essas glandulas também produzem enzimas
necessarias ao metabolismo da abelha, tais como as sacarases ou invertases (Kratky, 1931;
Maurizio, 1957; Simpson et al., 1968), as amilases nas operarias coletoras (Takenaka et al.,
1990a), as a-glicosidases (Takenaka et al., 1990a) e as glicose-oxidades nas operérias
nutrizes (White Jr. et al., 1963; Simpson et al., 1968; Takenaka et al., 1990 a,b).

As enzimas estdo entre 0s componentes mais interessantes e importantes do mel
porque tém um papel vital em sua producdo. A conversdo do néctar em mel é alcangada
pela acdo de certas enzimas das glandulas hipofaringeanas das abelhas. A invertase é a
enzima responsavel pela hidrdlise da sacarose, um dissacarideo que consiste de uma
molécula de glicose e uma de frutose, unidos por ligacdo glicosidica. A hidrolise desta
ligacdo produz uma solucdo equimolar de monossacarideos. A quantidade de enzimas nas
abelhas depende da idade (Browers, 1982), do estado da coldnia (Huang et al., 1989), do
fluxo de néctar, das condigdes ambientais (White Jr., 1975) e das condi¢des da prética de
manejo apicola (Laude et al., 1991).

Simpson et al. (1968), analisando a produgéo de invertase em abelhas Apis mellifera
em colméias de observacdo com rainhas engaioladas, encontraram abelhas com cinco dias
de idade que ndo apresentaram invertase e abelhas com 20 dias que tinham grande
quantidade da mesma.

Browers (1982) encontrou que a sintese de proteinas aumenta na primavera quando
se inicia a criagdo de larvas, mas ndo encontrou nenhuma correlacéo entre a taxa de sintese
protéica e o tamanho dos &cinos nas glandulas hipofaringeanas.

White Jr. et al. (1963) demonstraram que a invertase € melhor que a diastase para
demonstrar qualidade do mel, uma vez que possui maior sensibilidade ao aquecimento e,

Dustmann (1993) afirmou que a invertase, em combinag¢do com outros critérios analiticos, €



92

capaz de detectar os danos causados na qualidade do mel pelo aguecimento ou estocagem
durante um longo periodo de tempo.

Diante do exposto, 0s objetivos do presente trabalho foram determinar:

- A atividade enzimatica da invertase das glandulas hipofaringeanas em abelhas operarias
com idade entre 4 a 35 dias.

- A atividade enzimatica da invertase de diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas.

- A porcentagem dos diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas, de acordo com a idade

das abelhas operarias.



93

4. Material e métodos

4.1. Colbnias utilizadas

Quadros de cria operculada foram retirados de colméias populosas de abelhas
africanizadas e transferidos para estufas com temperatura controlada (34°C), para a
emergéncia das abelhas. Em seguida, as abelhas foram marcadas no térax com tinta atoxica,
sendo cada dia uma cor diferente para identificacdo de sua idade. Essas abelhas foram entdo
introduzidas em quatro colméias experimentais de abelhas Apis mellifera africanizadas,

contendo cinco quadros.

4.2. Metodologia de analise

4.2.1. Elaboracdo da curva de referéncia para determinacdo de acucares

redutores

Para analise da atividade da enzima invertase foi necessaria a determinacéo da curva
de referéncia da glicose (determinacdo do coeficiente de extingdo molar,) conforme
metodologia de Miller (1959), citado por Villela et al. (1973).

Em diferentes tubos de ensaio foram colocados 0,1; 0,15; 0,20; 0,30; 0,40 e 0,50mL
de glicose, completando-se o volume para 0,5mL com agua destilada. Adicionou-se, em
seguida, 0,5mL de &cido 3-5’dinitrosalicilico (DNS) em cada tubo. Os tubos foram
colocados em banho-maria a 100°C por 5 minutos, sendo em seguida resfriados e
adicionados 5 mL de agua destilada em cada tubo. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro em A igual a 540nm. O coeficiente de extin¢do molar (g) foi determinado
de acordo com a seguinte férmula:
€ =[A2—A1]/[C, - C4], onde:
¢ = coeficiente de extin¢do molar (umol/0,5mL)

A = absorbéancia

C = concentracdo de glicose
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4.2.2. Atividade enzimatica da invertase das glandulas hipofaringeanas
(umol/min/glandula), em abelhas operarias com idades entre 4 a 35 dias

Foram amostradas 30 abelhas distribuidas em trés grupos (repeticdes) de 10 abelhas
cada uma (20 glandulas sem separacdo do tipo de glandula). Em seguida foram colocadas
em ependorf contendo 0,5 mL de solucdo tampdo acetato de sodio em pH 5,0. Essas
glandulas foram maceradas antes da determinacdo da atividade da invertase. A coleta das
amostras foi realizada diariamente, até completar 35 dias de idade.

A dosagem da enzima esta baseada no fato de que a invertase, por sua acdo de f3-
fructofuranosidase, catalisa a quebra da molécula da sacarose em a-glicose e B-frutose.
Ambas hexoses estdo combinadas pelo grupo redutor respectivo, mas a sacarose ndo possui
propriedades redutoras. Por esta razdo, é possivel medir a acdo da invertase determinando-
se a formacdo de acucar redutor. Assim, a sua atividade foi determinada conforme
metodologia de Miller (1959), citado por Villela et al. (1973), com medida de leitura
espectrofotométrica em absorbéancia da glicose e frutose em A igual a 540nm. No caso de
métodos baseados na oxidacdo ou na reducdo, cuja medida é espectrofotométrica, a unidade
de enzima é definida como sendo a quantidade de enzima capaz de produzir 1umol/0,5mL
de agUcares redutores em 1 minuto de reacao.

Foram colocados 5mL de sacarose a 1% em solucdo tampéo acetato de sodio em
0,5mL de amostra extraida das glandulas hipofaringeanas maceradas de 10 abelhas. Nos
momentos 0, 10, 20, 30 e 40 minutos retirou-se uma amostra de 0,5mL e parou-se a rea¢do
com 0,5mL de DNS. Os tubos foram colocados em banho-maria a 100°C por cinco
minutos, sendo em seguida resfriados e adicionados 5mL de &gua destilada em cada tubo.
As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdometro em A igual a 540nm.

Cada ensaio enzimaético foi constituido de 5SmL de sacarose com solugdo tampéo +
0,5mL de solucdo tampdo com 20 glandulas (10 abelhas) = 5,5mL = volume total (vt),

sendo os calculos descritos abaixo:

¥ Absorbéancia / £ tempo = A/min / € = umol/min
pmol/min x vt / 0,5mL (volume da solu¢do tampédo com as glandulas) =pumol/ml /min

pumol/min x vt / 10 (numero de abelhas) = umol/abelha/min.
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4.2.3. Porcentagem dos diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas de acordo com a
idade das abelhas operérias de Apis mellifera L. (Africanizadas).

Foram realizadas coletas diarias de 30 abelhas (10 abelhas por repeticéo), onde cada
amostra estava composta de 20 glandulas hipofaringeanas de abelhas com idade de 4 a 35
dias. Essas glandulas foram separadas em quatro tipos (G1, G2, G3 e G4), segundo seu
formato e através do volume médio dos 4cinos (mm®), com o auxilio de microscépio
estereoscopio, como mostra a Foto 1. A classificagdo dos tipos de glandulas
hipofaringeanas foi: G1: 0,0029. mm?® G2: 0,0045 mm?®;, G3: 0,0013 mm® e G4: 0,0021

mm?. Diariamente foram estabelecidas as porcentagens dos diferentes tipos.
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Foto 1. Tipos de glandula hipofaringeana em abelhas de 15 dias de idade (G1, G2, G3 e
G4) fotografadas no foco 1,25 (1 mm de régua na fotografia é igual a 1,5 cm no
foco 1,25).



97

4.2.4. Atividade enzimatica da invertase em diferentes tipos de glandulas
hipofaringeanas

Para a determinacdo da atividade enzimatica dos diferentes tipos de glandulas
hipofaringeanas foram coletadas abelhas com 8, 9, 15, 16, 22, 26, 29 e 34 dias de idade, que
correspondem aos grupos de idades: 8 e 9 (grupo 4-11 dias), 15 e 16 (grupo 12-19 dias), 22
e 26 (grupo 20-27 dias) e as idades 29 e 34 (grupo 28-35 dias); para analise, avaliando-se
trés repeticdes de cada tipo de glandula.

Cada amostra dos diversos tipos de glandula (G1, G2, G3 e G4) foi constituida de
20 glandulas separadas em tubos diferentes por tipologia. A enzima foi dosada de acordo
com a metodologia descrita no item 4.2.2.

4.3. Andlise estatistica

Para determinar a atividade enzimética da invertase das glandulas hipofaringeanas
(umol/min/glandula) em abelhas operarias com idades entre 4 a 35 dias, os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo método dos quadrados minimos, tendo como causa
de variacdo os grupos de idades (i=4a 11, 12 a 19, 20 a 27 e 28 a 35 dias).

Para a porcentagem dos diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas, de acordo
com a idade das abelhas operarias, os dados foram analisados pela anélise de variancia,
tendo como causa de variacdo os quatro grupos de idades (4a 11, 12a 19,20 a27 e 28 a
35) e quatro tipos de glandulas (G1, G2, G3 e G4).

Para determinar a atividade enzimatica da invertase em diferentes tipos de glandulas
hipofaringeanas, os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo método dos
quadrados minimos, tendo como causa de variagdo os quatro tipos de glandulas (G1, G2,
G3e G4).

As andlises foram efetuadas utilizando-se o procedimento GLM descrito no SAS
(1999) e as diferencas entre as medias foram submetidas ao teste de Tukey, com 5% de

significancia.
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5. Resultados e discussao
5.1. Curva de referéncia para determinacgéo de agucares redutores

A curva de referéncia, para determinacdo dos acUcares redutores da enzima

invertase, € mostrada na Figura 1.

Absorbancis
125 y=0,1944x+0,1028
1,0 - R® =0,9843
0,8 - P<0,01

0,6 1
0,4 1 .
0,2 1
0,0
0 1 2 3 4 5 6

pmol de glicose

Figura 1. Curva de referéncia da glicose para a determinacéo da atividade da invertase

O coeficiente de extincdo molar (¢) da glicose foi de 0,1944As40nm, COM um

coeficiente de determinac&o de R? = 98,43%, mostrando assim a preciso do método.

5.2. Atividade enzimatica da invertase das glandulas hipofaringeanas, em abelhas com

idades entre 4 e 35 dias.

As abelhas africanizadas foram divididas em quatro grupos: de 4 a 11 dias, de 12 a
19 dias, de 20 a 27 dias e de 28 a 35 dias. A atividade da invertase, do 4° ao 35°dia de idade
apresentou valor médio de 0,0178+0,004 pumol/min/glandula e coeficiente de variacdo de
65,57% (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias e desvio padréo da atividade da enzima invertase em pumol/min/glandula,

nos diferentes grupos de idade.

Grupo de idade Média pmol/min/glandula
4all 0,011+0,0078 B
12a19 0,020+0,0046 AB
20a27 0,022+0,0098 A
28 a 35 0,018+0,0150 AB
Média 0,0178+0,004

Letras diferentes, na coluna, diferem entre si no teste Tukey , com 5% de significancia

pmol/min/glandula
0,03 - —e— pmol/min/glandula

0,02

0,01

0,00 \ \ \
4-11 12-19 20-27 28 - 35

Idade (dias)

Figura 2. Atividade da enzima invertase, em pmol/min/glandula, em solucdo tampéo

acetato de sodio a pH 5 e nos diferentes grupos de idade.

A atividade da invertase da glandula hipofaringeana diferiu significativamente
apenas entre o grupo de 4 a 11 dias e o grupo de 20 a 27 dias (Tabela 1 e Figura 2).

A enzima invertase apresenta menor atividade nos primeiros dias de vida das
abelhas, aumentando progressivamente e atingindo sua maxima atividade entre 20 - 27 dias
de idade, quando as abelhas comecam a coletar alimento no ambiente. Na faixa etaria dos
28-35 dias, a atividade da enzima comeca a diminuir (Tabela 1 e Figura 2).

Resultados similares foram encontrados por Simpsom et al. (1968), os quais

observaram que abelhas muito novas, com até cinco dias de idade, tinham pouco ou
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nenhuma enzima ativa e, que abelhas com 20 dias de idade, no comeco da atividade de

coleta, produziam grandes quantidades de invertase.

5.3. Porcentagem dos diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas, de ccordo com a

idade das abelhas operarias

As porcentagens médias dos diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas (G1, G2,

G3 e G4), de abelhas com idade entre 4 e 35 dias encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem média dos diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas (G1, G2,
G3 E G4) de operarias de 4 a 35 dias

Tipo de Porcentagem (%o)

Glandula  4alldias 12a19dias 20a27dias 28a35dias Média
Gl 68,33+8,73a  29,38+11,23c 34,17+£15,84b 27,71+12,73c 39,9A
G2 24,38+8,40b 39,17+13,08a 22,50+17,59b 19,79+15,02c 26,6 B
G3 6,88+4,58d  23,54+8,19¢ 30,83+12,82b 32,50+13,74a 23,6B
G4 0,00+0,00 7,50+£9,00c  12,08+13,24b  19,38+9,38a 09,9C

Letras mailsculas diferentes, na coluna, indicam diferencgas significativas pelo teste de Tukey, com 5% de
significancia. Letras minGsculas diferentes, na linha, indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey,
com 5% de significancia.
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Figura 3. Porcentagem dos tipos de glandulas hipofaringeanas (G1, G2, G3 e G4) nos
diferentes grupos de idades.

Na andlise dos resultados dos diferentes tipos de glandulas verificou-se que o tipo
G1 foi 0 mais frequente (39,9%), diferindo significativamente dos tipos G2, G3 e G4. O
tipo G2 (26,6%) nao diferiu do tipo G3 (23,6%), sendo que ambos foram estatisticamente
diferentes do tipo G4 (9,9%). Os tipos de glandulas G1, G2 e G3 foram encontrados em
todos os grupos de idade analisados, mas o tipo G4 foi encontrado a partir do 15° dia, sendo
0 menos freqiente (9,9%) (Tabela 2 e Figura 3).

Quanto as porcentagens dos diferentes tipos de glandulas nos quatro grupos de
idade (Tabela 2), verificou-se que o tipo de glandula G1 apresentou a maior porcentagem
no periodo de 4 a 11 dias (68,33+8,73%), diferindo significativamente dos outros grupos de
idade. O tipo G2 apresentou a maior porcentagem no grupo de idade de 12 a 19 dias
(39,17+13,08%), diferindo significativamente dos demais. A porcentagem de glandulas do
tipo G3 aumentou gradativamente e de modo significativo, do 1° ao 4° grupo, apresentando
sua maior porcentagem (32,50+13,74%) no periodo de 28 a 35 dias de idade.

As glandulas do tipo G4 estiveram ausentes no grupo de 4 a 11 dias de idade e
cresceu significativamente. A partir dai, atingiu a frequéncia maxima (19,38+9,38%) no 4°
periodo (28 -35) (Tabela 2).

Segundo Free (1980), o estado de desenvolvimento das glandulas de uma abelha

pode influenciar de maneira significativa em sua atividade, bem como a atividade pode



102

influenciar o desenvolvimento glandular. Isto corrobora com os resultados observados,

onde se encontrou glandulas com diferentes graus de desenvolvimento em abelhas de

mesma idade.

5.4. Atividade da enzima invertase em diferentes tipos de glandulas hipofaringeanas

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com os tipos de glandulas (G1,

G2, G3 e G4) e encontra-se na Tabela 3 e na Figura 4.

Tabela 3. Valores médios da atividade da invertase (umol/min/glandula) nos diferentes

grupos de idades e tipos de glandulas

Gl G2 G3 G4
8e9 0,0337+0,0102 B 0,0233+0,0088 B 0,0148+0,0019 A -
15e 16 0,0409+0,0028 A 0,0251+0,0051 B 0,0178+0,007 A | 0,0018+0,0006 B
22e 26 0,0424+0,0043 A 0,0203+0,0043 B 0,0183+0,001 A | 0,0010+0,0000 B
29¢e 34 0,0240+0,0057 C 0,0325+0,0057 A 0,0156+0,0087 A | 0,0400+0,0054 A
Meédia 0,0353+0,0073 A | 0,0253+0,0017 AB | 0,0166+0,0034 BC | 0,0143+ 0,0024C

Letras mailsculas diferentes, na coluna, indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
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pmol/min/glandula

0,0500
0,0400 — ’

/ / ——G1

0,0300 ./_\/<: = G2

0,0200 ——G3
0/.___% ——G4

0,0100 ’\/

0,0000

4-11 12 -19 20 - 27 28 - 35

Grupo de idades

Figura 4. Valores médios da atividade da invertase (umol/min/glandula) nos diferentes

grupos de idades e tipos de glandulas.

Quanto a atividade dos tipos de glandula que invertem a sacarose em glicose e
frutose, nos diferentes grupos de idade das abelhas verificou-se que a abelha portadora da
glandula do tipo G1, apresentou maior atividade enzimética na idade entre 12 — 19 e 20 -27
dias. As glandulas do tipo G2 tiveram as atividades enzimaticas maior no grupo de idade de
28 a 35 dias. Ja as abelhas portadoras de glandula do tipo G3, apresentaram a atividade
enzimatica com mesma intensidade em todos os grupos e, finalmente na analise da glandula
do tipo G4 verificou-se que estas estiveram ausentes nas abelhas de 4 a 11 dias de idade e
sO apareceram no grupo seguinte com pouca atividade. Constatou-se ainda que essas se
assemelharam na atividade das glandulas do tipo G1 no grupo de idade de 28 -35 dias como
mostra a Figura 4. Estes resultados estdo de acordo com os de Huang et al., (1994) onde
mostrou que o desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas nas abelhas operérias é
flexivel, pois operarias com mesma idade desempenham tarefas diferentes dentro das
coldnias podendo mostrar desenvolvimento diferente das glandulas.

Com relag&o aos valores médios de atividade da invertase, para as idades estudadas,

observou-se que o tipo G1 apresentou maior atividade enzimatica, diferindo
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estatisticamente dos tipos G3 e G4. No entanto, a glandula do tipo G4 foi a que apresentou
menor atividade (Tabela 3 e Figura 5).

pmol/min/glandula

0,04
0,03
0,02
0,01

0

Gl G2 G3 G4
Tipos de glandulas

Figura 5. Valores médios da atividade da enzima pmol/min/glandula segundo o tipo de
glandula.

[Letras mailsculas diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia]
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6. Conclusbes

Diante dos resultados obtidos, pdde-se concluir que:

- A atividade enzimatica da invertase aumenta com a idade da abelha, atingindo um pico

maximo de atividade entre 20 a 27 dias de idade, declinando em seguida.

- A porcentagem dos tipos de glandulas hipofaringeanas varia de acordo com a idade das

abelhas operarias.

- Os tipos de glandulas hipofaringeanas apresentam diferentes atividades enzimaticas,

dependendo da idade da abelha operaria.
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CAPITULO 6
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IMPLICACOES

As técnicas laboratoriais evoluiram no sentido de ndo sé oferecer maior seguranca
como maior precisdo na anélise de qualidade do produto. Assim, utilizamos a técnica dos
isdtopos estaveis de Carbono -13 e Nitrogénio -15 para o estudo da qualidade dos méis de
abelhas Apis mellifera L. (africanizadas), produto de extrema importancia na alimentagdo
humana e de alto valor econdmico. A utilizagdo do §%,™*C permite monitorar o mel com
pequenas contaminacBes de subproduto das plantas do Ciclo Fotossintético C,,
contribuindo no controle da qualidade de méis comercializados no Brasil e para a
exportacdo. A técnica de 8% *°N permite n&o s6 identificar a procedéncia geogréfica do
mel de alguns estados do pais (Bahia e Pernambuco), como também a florada (méis
uniflorais), constituindo-se assim em um importante passo no uso da tecnologia em prol da
apicultura.

Em relacdo a enzima invertase, contribuiu-se no conhecimento da mesma,

entendendo-se melhor sua funcédo e desenvolvimento.
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