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INTRODUCAO

As abelhas Apis mellifera produzem dois tipos de méis, 0s quais se distinguem
conforme o tipo de fonte sacarinica utilizada: os méis florais, elaborados a partir do néctar de
flores; e 0 mel de melato, produzido utilizando excrec6es de insetos sugadores de plantas e/ou
secrecdes de plantas (EUROPEAN COMMISSION, 2002). Ambos os tipos de méis sdo
apreciados por consumidores e industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos, 0s
quais encontram nos méis um alimento versatil com caracteristicas sensoriais, fisico-
quimicas, nutricionais e terapéuticas diversificadas. Por esses motivos, o mel é considerado
um alimento funcional e o interesse no seu uso e consumo tem aumentado constantemente
(PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017; SERAGLIO et al., 2019).

O mel é constituido principalmente pelos monossacarideos frutose e glicose, alem da
agua. Mas também séo encontrados centenas de outros compostos em menores concentragoes,
como os acidos organicos alifaticos de baixa massa molar (AOA). Esses compostos sdo
encontrados nos meis em concentraces entorno de 0,5 a 1% e sdo vinculados como 0s
principais responsaveis pela acidez do mel. Os AOA podem ser oriundos da fonte sacarinica

utilizada para a elaboragdo do mel, ou seja, do nectar, excrecGes e secrecdes acucaradas; do
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DETERMINACAO QUALITATIVA DE ACIDOS ORGANICOS ALIFATICOS EM POLEN

polen, principal fonte proteica utilizada pelas abelhas; dos processos de elaboragcdo e
maturacdo do mel na colmeia; e das etapas pos-colheita do mel, que incluem o processamento
e estocagem (BRUGNEROTTO et al., 2019; PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017; SERAGLIO
etal., 2019).

Em maéis florais, o polen é comumente encontrado em concentragcbes maiores do que
em meis de melato, sendo inclusive o material investigado na anélise melissopalinoldgica para
a indicacdo da origem botanica de méis florais (REYES; SANCHEZ, 2017). Portanto, o pélen
€ um importante constituinte presente em méis, especialmente méis florais, podendo
contribuir no perfil de AOA nesses produtos (KALAYCIOGLU et al., 2017). Além disso, 0
polen é outro produto apicola com valor agregado, sendo comercializado para consumo direto
como polen comercial bem como ingrediente em suplementos, por exemplo. Entretanto,
informacdes relacionadas a composicdo de AOA no polen sdo escassas.

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo investigar qualitativamente o
perfil de AOA em podlen comercial do municipio de Urupema, Santa Catarina, Brasil,

utilizando eletroforese capilar acoplada a detector de arranjo de diodos.

FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Considerando que o pélen esta presente em méis, especialmente méis florais, e que
este pode ser um importante carreador de AOA aos méis, torna-se necessario conhecer o perfil
de AOA em pdlen. Esse tipo de informacdo ainda é escasso na literatura, mas pode trazer
relevantes dados relacionados a contribuicdo do pélen a composicdo de AOA em méis. A
importancia desses dados se torna evidente se considerarmos que muitos dos AOA quando
presentes em méis sao relacionados a uma possivel perda de qualidade do produto pela

ocorréncia ou adocdo de processos pds-colheita inadequados.

METODOLOGIA
Reagentes

Foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, Estados Unidos) os
reagentes brometo de cetil trimetil aménio (CTAB), B-alanina e os acidos 3,5-dinitrobenzoico,
maleico, malbnico, tartarico, formico, citrico, malico, glicolico, latico, succinico, acético,
propiénico, gluconico e glutarico. Agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Bedford,

Massachusetts, Estados Unidos) foi utilizada em todos o0s experimentos.
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Polen comercial

Uma amostra de pdlen comercial (115 g) proveniente do municipio de Urupema,
Santa Catarina, Brasil, foi adquirida em um comercio local de Alfredo Wagner, Santa
Catarina, Brasil, no ano de 2016. A amostra de polen foi mantida congelada (-18 °C) até o
momento das andlises. Esta foi avaliada em até 4 meses ap6s a data de fabricacdo, estando

dentro do prazo de validade do produto.

Determinacéo de acidos orgéanicos alifaticos

A investigacdo do perfil de AOA em polen foi realizada de acordo com o método
proposto por Azevedo et al. (2014), com modificages, utilizando um sistema de eletroforese
capilar acoplado ao detector de arranjo de diodos (CE-DAD). A separacdo eletroforética
ocorreu a 25 °C empregando uma voltagem de -30 kV e em um capilar ndo revestido de silica
fundida (64,5 cm de comprimento efetivo e 75 pum de didmetro interno; Polymicro
Technologies, Phoenix, Arizona, Estados Unidos). O eletrolito de corrida (pH 3,6) utilizado
na separacdo foi composto de 21 mmol L' de B-alanina, 10 mmol L* de &cido 3,5-
dinitrobenzoico e 1,5 mmol L' de CTAB, sendo esta solugdo também utilizada no
recondicionamento do capilar entre corridas (lavagem por 1 min). Amostra e padrdes foram
introduzidos no capilar por meio de presséo hidrodinamica (50 mbar por 3 s) e os analitos
detectados pelo modo indireto em 254 nm (referéncia em 360 nm para inversdo dos picos).

A amostra de poélen devidamente homogeneizada e triturada (1,0 + 0,1 g) foi
misturada com agua (1:2; m/v), agitada em vortex por 2 min e centrifugada durante 10 min a
14.000 rpm (Thermo Fischer Scientific Inc., Massachusetts, Estados Unidos). O sobrenadante
foi injetado diretamente no sistema de CE-DAD, sendo subsequentes diluicdes realizadas
guando necessario. Para a identificacdo dos analitos, foi utilizado o método de adicdo de

padrdo comercial a amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pdlen é uma possivel fonte de AOA aos méis, podendo carrear ao mel AOA que
sdo comumente vinculados a fermentagdo do mel, como o &cido acético (CHIRIFE;
ZAMORA; MOTTO, 2006), e ao aquecimento do mel, como os acidos levulinico e férmico
(SHAPLA et al., 2018), por exemplo.

Assim, no presente estudo, uma investigacdo exploratoria referente a identificacdo
dos AOA presentes em poblen comercial do municipio de Urupema, Santa Catarina, foi

realizada (Figura 01).
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Figura 01: Perfil de &cidos organicos alifaticos de baixa massa molar em amostra de p6len comercial do
municipio de Urupema, Santa Catarina, Brasil, diluido 1:44 (m/v). Identificagdo dos picos: (#) desconhecido; (1)
acido férmico; (2) acido citrico; (3) acido malico; (4) acido glicolico; (5) acido latico; (6) acido gluconico.
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Fonte: Prépria (2020).

Na Figura 01 é possivel observar o eletroferograma da amostra de po6len comercial
investigada. A partir dessa andlise qualitativa foi possivel verificar que, dos 13 AOA
investigados (acidos maleico, maldnico, tartarico, formico, citrico, malico, glicélico, latico,
succinico, acético, propionico, glucénico e glutarico), seis foram detectados na amostra de
polen: acidos férmico, citrico, malico, glicélico, latico e glucdnico. O AOA glucdnico seguido
de um pico desconhecido com tempo de migracdo entorno de 6,5 min parecem ser 0S
compostos majoritarios.

A presenca do acido glucdnico em elevada abundancia na amostra de polen comercial
sugere que este AOA esteja em concentracdes elevadas nas plantas nas quais os seus pélens
foram coletados pelas abelhas, assim como também pode estar associada a acdo da enzima
glicose-oxidase e/ou da bactéria Gluconobacter spp., ambos provindos da abelha, sobre a
glicose presente no polen (BRUGNEROTTO et al., 2019). Tanto a enzima como a bacteria
podem ter sido adicionados ao pélen pela abelhas durante a transferencia desse produto da
flor até a colmeia. Sendo assim, esses achados sé@o relevantes, uma vez que o acido glucénico
é o principal AOA presente em méis e, portanto, sugerem que o poélen ¢ uma potencial fonte
desse AOA ao mel. Vale destacar também que os resultados encontrados no presente estudo
estdo em concordancia com relatos na literatura, onde o acido glucénico foi reportado como o
AOA majoritario em amostras de polen da Turquia (KALAYCIOGLU et al., 2017).

Considerando o estudo conduzido por Brugnerotto et al. (2019) em méis florais
Catarinenses, incluindo do municipio de Urupema, foram reportados 14 AOA, incluindo

todos os seis AOA encontrados no polen comercial investigado no presente estudo. No estudo
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de Brugnerotto et al. (2019) foi utilizado um método por CE-DAD muito semelhante ao
empregado nesse estudo e ndo foi detectado nenhum pico desconhecido proximo ao &cido
formico. Esse fato permite propor que o composto desconhecido detectado em elevada
abundancia no presente estudo na amostra de polen comercial é possivelmente degradado
durante os processos envolvidos na elaboracdo e maturacdo do mel. Essa hipotese justificaria
a sua presenca no polen mas auséncia nos méis.

Além disso, é importante destacar a presenca do acido latico e do &cido formico no
polen comercial. Quando presentes no mel, esses AOA indicam a ocorrencia de processos de
fermentacdo ou manipulacdo inadequada com consequente comprometimento da qualidade e
seguranca do produto (BRUGNEROTTO et al., 2019; SHAPLA et al., 2018). No entanto, a
presenca desses AOA em meis ndo deve ser premeditadamente vinculada com o
comprometimento da sua qualidade e seguranca pois a origem desses AOA pode estar
relacionada com o polen presente no mel e ndo a processos ou vias de deterioracdo. Essa
hipotese é reforcada pelo estudo conduzido por Kalaycioglu et al. (2017), onde o &cido latico
foi reportado como o segundo AOA encontrado em maiores concentracbes em pdlens da
Tdrquia.

Portanto, os resultados desse estudo preliminar demonstram claramente que existe a
contribuicdo de forma efetiva do pdlen na composicdo de AOA em méis. Assim, a
investigagdo das origens dos AOA no mel, com especial atencdo as fontes sacarinicas e ao

polen, torna-se importante para a avaliacdo da qualidade desse produto.

CONCLUSOES

A partir desse estudo qualitativo e exploratério foi possivel confirmar a presenca de
seis AOA além de um composto desconhecido em elevada abundancia em pdélen comercial e
vincular esse produto como uma potencial fonte de AOA em méis. Ainda, esses dados
demonstram a importancia da investigacdo do perfil de AOA no pdlen para o rastreamento
das possiveis origens dos AOA nos meéis, assim como da necessidade de estudos futuros

direcionados a investiga¢do quantitativa e de um numero representativo de amostras.
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