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RESUMO

A coleta pelas abelhas de secregdes de partes vivas de plantas ou excregdes de insetos sugadores
de plantas destina-se a producao de mel de melato. No planalto catarinense, a excre¢ao (melato)
produzida por insetos sugadores (cochonilhas) a partir do floema de arvores de bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham) serve como matéria-prima para abelhas Apis mellifera na
producdo do mel de melato de bracatinga (M. scabrella Bentham). Este mel possui
caracteristicas particulares quando comparado aos méis florais, como sabor levemente amargo,
baixo teor de agucares e cor mais escura. Este mel possui propriedades bioativas, que dentre
outros constituintes, podem estar relacionadas ao seu alto teor de minerais, quando comparados
a méis de outras origens. No entanto, os minerais podem ser ionizados ou complexados durante
digestdo gastrointestinal ou pelas transformagdes que podem ocorrer ao longo do
armazenamento do mel, afetando, portanto, sua bioacessibilidade. Este estudo avaliou a
influéncia do armazenamento na bioacessibilidade in vifro de minerais (potassio, magnésio,
calcio, sddio e manganés) em amostras de mel de melato de bracatinga coletadas em Urupema,
Lages e Bocaina do Sul (Santa Catarina, Brasil). Um protocolo estatico de digestdo
gastrointestinal in vitro foi aplicado nas amostras armazenadas por 8, 16 ¢ 24 meses em
temperatura ambiente e por 4 meses a 40°C. A determinacio dos cations Na*, K*, Ca®", Mg?** e
Mn?", antes e ap6s a digestdo in vitro, foi realizada por eletroforese capilar com detector de
arranjo de diodos. Os resultados obtidos indicaram que antes da digestdo in vitro o
armazenamento ndo influenciou significativamente as concentragdes de potassio e magnésio,
mas causou variagoes no teor de sodio (sem tendéncias claras) e uma reducao nas concentragdes
de célcio. As fragdes bioacessiveis variaram de 67,9 = 1,9 a 87,1 + 0,1% para o potassio; 92,0
+ 0,8 a 117,5 = 0,2% para o magnésio; e de 84,7 = 5,7 a 147,2 + 3,4% para o cdlcio,
demonstrando que a maioria desses constituintes foram solubilizados durante a digestdo in
vitro. O sbddio ndo foi avaliado apos a digestao in vitro devido a influéncia das concentragdes
desse mineral nos fluidos digestivos. O manganés nado foi detectado durante todo o estudo. Além
disso, o armazenamento influenciou a bioacessibilidade do potdssio apenas para o mel de
Bocaina do Sul. Dependendo da condi¢do de armazenamento, diferentes comportamentos
foram observados na bioacessibilidade do magnésio. A bioacessibilidade do calcio aumentou
apos 24 meses de armazenamento em temperatura ambiente e apos 4 meses a 40 °C. A presenca
de outros constituintes do mel de melato de bracatinga pode estar influenciando no aumento ou
diminui¢do da bioacessibilidade dos minerais durante o armazenamento. Assim, ¢ possivel
sugerir que armazenamento exerce um efeito sobre a bioacessibilidade de minerais do mel de
melato de bracatinga (M. scabrella Bentham). At€¢ o momento, este ¢ o primeiro estudo que
avaliou a influéncia desse fator na bioacessibilidade de compostos em méis.

Palavras-chave: Mel de melato de bracatinga. Minerais. Digestdo gastrointestinal in vitro.
Armazenamento.



ABSTRACT

The collection by bees of secretions of living parts of plants or excretions of plant-sucking
insects is intended for the production of honeydew honey. In the plateau of Santa Catarina, the
excretion (honeydew honey) produced by sucking insects (cochineals) from the phloem of
bracatinga trees (Mimosa scabrella Bentham) serves as a raw material for Apis mellifera bees
in the production of bracatinga melate honey (M. scabrella Bentham). This honey has particular
characteristics when compared to floral honeys, such as a slightly bitter taste, low sugar content
and darker colour. This honey has bioactive properties, which among other constituents, may
be related to its high mineral content, when compared to honeys from other sources. However,
minerals can be ionized or complexed during gastrointestinal digestion or by transformations
that can occur during honey storage, thus affecting its bioaccessibility. This study evaluated the
influence of storage on in vitro bioaccessibility of minerals (potassium, magnesium, calcium,
sodium and manganese) in honey samples of bracatinga honeydew honey collected in Urupema,
Lages and Bocaina do Sul (Santa Catarina, Brazil). A static in vitro gastrointestinal digestive
protocol was used on samples stored for 8, 16 and 24 months at room temperature and 4 months
at 40°C. The determination of Na" K, Ca®", Mg?* and Mn?" cations, before and after in vitro
digestion, was performed by capillary electrophoresis with a diode array detector. The results
obtained indicated that before in vitro digestion the storage did not significantly influence the
concentrations of potassium and magnesium, but caused variations in the sodium content
(without clear trends) and a reduction in the concentrations of calcium. The bioaccessible
fractions ranged from 67.9 £ 1.9 to 87.1 + 0.1% for potassium; 92.0 £ 0.8 to 117.5 + 0.2% for
magnesium; and 84.7 £ 5.7 to 147.2 £+ 3.4% for calcium, demonstrating that most of these
constituents were solubilised during in vitro digestion. Sodium was not evaluated after in vitro
digestion due to the influence of sodium concentrations in digestive fluids. Manganese was not
detected throughout this study. Furthermore, storage had an impact on the bioaccessibility of
potassium only for Bocaina do Sul honey. Depending on the storage condition, different
behaviors were observed in the bioaccessibility of magnesium. Calcium bioaccessibility
increased after 24 months of storage at room temperature and after 4 months at 40 °C. The
presence of other constituents of bracatinga honeydew honey may be influencing the increase
or decrease in the bioaccessibility of minerals during storage. Thus, it is possible to suggest that
storage exerts an effect on the mineral bioaccessibility of bracatinga honey (M. scabrella
Bentham) honey. To date, this is the first study that has evaluated the influence of this factor on
the bioaccessibility of compounds in honey.

Keywords: Bracatinga honeydew honey. Minerals. /n vitro gastrointestinal digestion. storage.



PREFACIO

Um mel muito importante para o setor apicola do Sul do Brasil, valorizado no mercado
externo e que acaba de conquistar o selo de Denominagao de Origem (DO), ¢ o mel de melato
de bracatinga. Desde o ano de 2014, o Grupo de Pesquisa em Antioxidantes Naturais da UFSC
(GPAN-UFSC) atua de forma pioneira na avaliagdo quimica e bioativa deste mel, contribuindo
com o conhecimento sobre suas caracteristicas. Dentre os diversos resultados encontrados pelo
GPAN-UFSC, destacam-se o baixo teor de agucares, a elevada acidez e conteudo de acidos
organicos alifaticos; e propriedades antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatdria de
destaque, devido a presenca significativa de compostos bioativos quando comparados aos méis
de origem floral. Outra caracteristica marcante do mel de melato de bracatinga ¢ a concentracao
significativa de minerais encontrada em diversas amostras avaliadas, de diferentes safras e
localidades geograficas. Dentre os estudos desenvolvidos pelo GPAN, o trabalho realizado pela
Dra. Siluana Katia Tischer Seraglio (doutorado 2016 — 2020) ampliou os conhecimentos
relacionados ao mel de melato de bracatinga e colaborou com dados inéditos que envolvem o
efeito da digestdo in vitro sobre minerais, compostos fenolicos e capacidade antioxidante desse
produto, a partir de amostras colhidas na safra de 2014; bem como sobre o efeito de diferentes
condi¢des de armazenamento sobre a sua composicao, utilizando amostras colhidas na safra de
2016. Este importante estudo revelou a influéncia das condi¢des de armazenamento a que as
amostras foram submetidas na concentragao de minerais; além da obtencdo de informagdes
quanto a bioacessibilidade in vitro desses elementos inorganicos. Isto posto, e, visto que o
armazenamento e a digestdo in vitro causam, de maneira independente, diferentes efeitos em
determinados minerais, tornou-se relevante desenvolver um estudo associando esses dois
fatores, como forma de explorar novas informagdes. Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de diferentes condigdes de armazenamento na bioacessibilidade de
minerais desse mel de caracteristicas muito particulares. Foram investigadas amostras
diferentes a do estudo supracitado, mas colhidas na mesma safra (ano de 2016) e submetidas
as mesmas condi¢des de armazenamento (tempos e temperaturas). No entanto, ¢ importante
salientar que este trabalho ocorreu em meio a pandemia causada pelo novo coronavirus, sendo
este um fator limitante para a realizacdo da parte experimental planejada para compor esta
dissertacdao. Sendo assim, os trabalhos ficaram restritos a aplicacao do protocolo de digestao in
vitro nas amostras avaliadas. Os minerais foram determinados nas amostras ndo digeridas e para
as fracdes obtidas apds a fase gastrica (dados ndo mostrados) e apds a fase duodenal (fracao

bioacessivel). A coleta da fracdo apos a digestdo gastrica foi realizada, pois tinha-se como



objetivo avaliar se as diferentes etapas da digestdo impactam na concentragdo dos minerais,
porém, a matriz e, principalmente as modificacdes que ocorreram ao longo do armazenamento
das amostras nesta fracdo, demonstraram efeitos significativos que necessitariam de estudos
adicionais para auxiliar na discussdo dos resultados. E importante esclarecer também que essas
analises complementares estdo sendo realizadas, visto os avangos no combate a pandemia e o
retorno da UFSC as atividades presenciais (FASE 2). Desta forma, este documento esta divido
em dois capitulos. No primeiro, sdo discutidos, sob a luz da literatura cientifica, aspectos gerais
relacionados (i) ao mel, dando énfase ao mel de melato de bracatinga; (ii) aos estudos de
minerais nesse tipo de matriz alimentar; (iii) a digestdo humana e (iv) aos estudos de
bioacessibilidade de minerais, dando énfase aos principais métodos empregados e pesquisas
realizadas com diferentes amostras de méis. Em um segundo capitulo, sdo abordados dados
experimentais com relacao a influéncia de diferentes condi¢des de armazenamento (apos 8, 16
e 24 meses de armazenamento a temperatura ambiente e apds 4 meses a 40 °C) na concentracao
total livre e na fragdo bioacessivel de cinco minerais (so6dio, potassio, célcio, magnésio e
manganés) em amostras de mel de melato de bracatinga. E importante destacar o ineditismo
deste trabalho, sendo o primeiro a avaliar a influéncia da armazenamento na bioacessibilidade
de minerais em méis. Nesse contexto, ainda cabe complementar que nenhum outro estudo nesse
escopo foi realizado com outros constituintes encontrados em méis, o que também ressalta a

relevancia desta pesquisa.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O mel ¢ definido como um alimento natural elaborado por abelhas (Apis mellifera),
constituido principalmente por agucares redutores (frutose e glicose) e agua, além de outros
constituintes encontrados em menores concentragdes, como acidos organicos, minerais,
aminoacidos, proteinas, enzimas, vitaminas, compostos fendlicos e volateis. O mel preparado
a partir do néctar de flores (mel floral) ¢ amplamente conhecido pela populagdo mundial. No
entanto, o interesse pelo mel produzido a partir de secregcdes de partes vivas de plantas ou
excregdes de insetos sugadores de planta, denominado mel de melato, tem crescido entre os
consumidores desse alimento (BRASIL, 2000; DA SILVA et al., 2016; SERAGLIO et al.,
2019).

Um produto de destaque nesse cendrio ¢ o mel de melato de bracatinga (M. scabrella
Bentham), produzido na regido sul do Brasil, principalmente no planalto do estado de Santa
Catarina (altitudes de 700 a 2000 metros). Este ¢ resultado da coleta pelas abelhas de exsudatos
sacarinicos (ou melato) excretados por cochonilhas (Tachardiella sp. ou Stigmacoccus
paranaensis Foldi) que se alimentam da seiva da bracatinga (M. scabrella Bentham). Esse
fendmeno ocorre bianualmente, correspondendo ao ciclo de vida do inseto parasita, e
comumente durante os meses de janeiro a julho, periodo em que ha escassez de néctar e polen,
mas ha alta producao de exsudato para uso pelas abelhas. O mel de melato de bracatinga possui
caracteristicas singulares, como cor escura, sabor amargo e resisténcia a cristalizagdo, sendo
apreciado principalmente por consumidores europeus (MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN,
2014; AZEVEDO et al., 2017b; BERGAMO et al., 2019a; SILVA et al., 2022). Devido a
notoriedade, este produto obteve selo de Indicagdo Geografica (IG) na modalidade
Denominagado de Origem (DO) (EPAGRI, 2021).

Méis de melato possuem caracteristicas distintas em comparacdo a méis florias, como
menor teor de monossacarideos, cor escura e maiores valores de pH, acidez e condutividade
elétrica (PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017; SERAGLIO et al., 2019; BERGAMO et al., 2019a;
AZEVEDO et al., 2021). Além disso, esses m¢éis apresentam propriedades antioxidante
(SERAGLIO et al., 2017; LOVAKOVICA et al., 2018), anti-inflamatéria (MAJTANOVA et
al., 2015; SILVA et al., 2020) e antimicrobiana (MRACEVICA et al., 2020; AZEVEDO et al.,
2021) devido a presenca de diversos compostos bioativos, como compostos fenolicos,
proteinas, aminoacidos e minerais que estdo normalmente em concentracdes maiores em
relagdo aos méis florais (SERAGLIO et al., 2019; BERGAMO et al., 2019a; AZEVEDO et al.,
2021).
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Os minerais sdo0 componentes minoritarios importantes no mel. Seu perfil e
concentragdo em méis dependem dos nutrientes minerais absorvidos do solo pelas plantas
utilizadas pelas abelhas para a coleta de néctar ou melato. Normalmente, os minerais potassio,
sodio, calcio, magnésio e mangangés estdo naturalmente presente em méis e sao encontrados em
maiores concentragdoes em méis de melato (SERAGLIO et al., 2019; BERGAMO et al., 2018;
ESCUREDO; FERNANDEZ-GONZALEZ; SEIJO, 2012).

A ingestdao de minerais pode contribuir com as possiveis atividades benéficas a saude
relacionadas ao consumo do mel, pois esses elementos participam de reagdes enzimaticas no
organismo ¢ sao importantes na regulagdo metabdlica, estrutural e celular do corpo (MILLER;
JARVIS; MCBEAN, 2001; FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; GHARIBZAHEDI
& AFARI, 2017; CASE; ZUBIETA & DOYLE, 2020). Além disso, alguns estudos relataram
uma correlagdo significativa do contetido de minerais com a atividade antioxidante in vitro do
mel (PERNA et al., 2012; SERAGLIO et al., 2017; NAYIK; DAR & NANDA, 2018), o que
refor¢a o argumento de que os minerais sdo um grupo importante de compostos bioativos nesse
tipo de matriz (PISOSCHI; POP, 2015; YOUNG; WOODSIDE, 2001; SOLAYMAN et al.,
2015).

No entanto, antes que os minerais exercam suas atividades bioldgicas no organismo
humano, eles precisam ser liberados da matriz alimentar ao longo do processo digestivo,
estando entdo disponiveis para absor¢do (bioacessibilidade) e, quando absorvidos no epitélio
intestinal, tornam-se disponiveis para ac¢do nas células e tecidos do organismo
(biodisponibilidade). Desta forma, a conducdo de estudos de digestdo in vitro sdo uma
importante ferramenta para compreender o comportamento dos minerais durante o processo de
digestdo gastrointestinal, associados a determinacao dos seus teores apds a digestdo completa
(fracio bioacessivel) ou apés diferentes etapas do processo digestivo (ALEGRIA, GARCIA-
LATAS & CILLA, 2015; CARDOSO et al, 2015; ALMINGER etal.,2014; CILLA etal., 2018;
DIMA et al.; 2020).

Em méis, os poucos estudos que avaliaram a bioacessibilidade dos seus constituintes
minerais demonstraram que estes compostos permanecem com pelo menos 70% de seu
conteudo apds a digestdo in vitro (POHL et al., 2012b; SERAGLIO et al., 2017; BILUCA et
al., 2017; SERAGLIO et al., 2021c¢). Além disso, a depender do mineral, as diferentes fases da
digestdo (fase géstrica e duodenal) podem promover um aumento da concentragcdo de minerais,
conforme observado previamente para méis de melato de bracatinga (SERAGLIO et al., 2017).

Desta forma, considerando as interagdes entre o alimento e o processo digestivo, a

matriz alimentar ao qual o mineral esta associado também causa efeito na sua bioacessibilidade.
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Essa influéncia inclui fatores intrinsecos (como as interagdes entre os componentes da matriz)
e extrinsecos, como as mudangas que podem ocorrer durante o armazenamento do alimento
(ROUSSEAU et al., 2020a). Nesse sentido, um estudo publicado recentemente determinou que
a concentracdo de minerais em méis de melato de bracatinga pode variar ao longo do
armazenamento (SERAGLIO et al., 2021b). Sendo assim, as condi¢des de armazenamento do
mel podem exercer influéncia na bioacessibilidade dos elementos minerais, sendo uma hipotese
ainda ndo explorada.

Diante disso, este trabalho justifica-se pela demanda por estudos que elucidem a
bioacessibilidade dos minerais presentes em méis, uma vez que dados que tratem do impacto
da digestao in vitro na concentragdo de minerais no mel ainda sdo escassos. Além disso, tendo
em vista que as transformacdes que esta matriz sofre ao longo do armazenamento exercem uma
possivel influéncia na liberacdo desses constituintes bioativos, investigar o efeito do
armazenamento na bioacessibilidade de minerais em méis demonstra relevancia, uma vez que,

até o presente momento, a literatura cientifica nao possui dados relacionados a este tema.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do armazenamento na bioacessibilidade in vitro de minerais em
amostras de mel de melato de bracatinga (M. scabrella Bentham) do planalto do estado de Santa

Catarina.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o teor dos minerais sodio potéassio, calcio, magnésio € manganés em
amostras de mel de melato de bracatinga dos municipios de Bocaina do Sul, Lages e
Urupema por eletroforese capilar com detector de arranjo de diodos (CE-DAD, do
inglés, capillary electrophoresis with diode-array detector);

e Investigar o impacto do armazenamento apds 8, 16 e 24 meses em temperatura ambiente
(23,0 £ 2,1 °C) e apds 4 meses a temperatura controlada de 40 °C, no teor de minerais
em amostras de mel de melato de bracatinga colhidos em diferentes regides do estado
de Santa Catarina (Bocaina do Sul, Lages e Urupema);

e Avaliar o efeito do armazenamento apos 8, 16 € 24 meses em temperatura ambiente
(23,0 £ 2,1 °C) e ap6s 4 meses em temperatura controlada de 40 °C, na bioacessibilidade
de minerais em amostras de mel de melato de bracatinga dos municipios de Bocaina do

Sul, Lages e Urupema.
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1 MEL

O mel ¢ um alimento natural produzido por abelhas, principalmente da espécie Apis
mellifera a partir da coleta do néctar de flores (originando o mel floral); ou de exsudatos
sacarinicos produzidos por plantas ou por insetos que se alimentam destas (originando o mel de
melato). Apos a coleta, as abelhas transformam a matéria-prima com substancias proprias
(como enzimas) e depositam em favos da colmeia para armazenamento e maturacao do mel
(BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2001; GOMES et al., 2017;
RIZELIO et al., 2020).

O mel ¢ uma matriz alimentar complexa, constituida majoritariamente pelos
monossacarideos glicose e frutose (65-80%) e agua (15-20%), o que caracteriza esta matriz
como um liquido doce e viscoso. Sua composi¢do minoritdria contém diversos grupos de
substancias, como acidos organicos, minerais, vitaminas, enzimas, compostos fenolicos,
carotenoides, lipideos, compostos aromaticos, aminoacidos, entre outros. Tal composi¢do pode
ser influenciada, por exemplo, pela origem botanica, presenca de insetos sugadores de planta,
condi¢des edafoclimaticas, periodo de maturagdo e manejo apicola (DA SILVA et al., 2016;
SERAGLIO et al., 2019).

Com a presenca dessas substancias, propriedades bioativas sdo atribuidas ao mel,
como a agdo anti-inflamatoria (BILUCA et al., 2020; SILVA et al., 2020), antimicrobiana
(ESTEVINHO et al., 2008; ANAND et al., 2019; AZEVEDO et al., 2021), antitumoral (AFRIN
et al., 2018; MARTINOTTI et al., 2020), antiviral (SHAHZAD & COHRS, 2012; AL-
HATAMLEH et al., 2020), cicatrizante (EL-KASED et al., 2017; FEBRIYENTI et al., 2019) e
antioxidante (WESOLOWSKA & DZUGAN, 2017; SERAGLIO et al., 2017; GUL &
PEHLIVAN, 2018; DZUGAN et al., 2020). O uso do mel para fins medicinais é um habito de
consumo entre populacdes pelo mundo todo, sendo este um fator que pode atrair consumidores
e, consequentemente, possibilitar a procura por este produto no mercado (NETO, PAIVA &
NOVALIS, 2020).

Segundo dados mais recentes da Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentacgao
e a Agricultura (FAO, do inglés, Food and Agriculture Organization), foram produzidos no ano
de 2020 cerca de 1,8 milhdo de toneladas de mel no mundo, o que representou um crescimento
em torno de 20% em comparacao ao ano de 2010 (FAO, 2019). Esse mesmo comportamento

pode ser observado no setor melifero brasileiro, como apresentado na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Producao de mel no Brasil durante os anos de 2010 a 2020.
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Fonte: IBGE (2021).

Como pode ser observado na Figura 1.1, até o ano de 2014, a producdo de mel no pais
apresentava expressiva variagdo, especialmente entre os anos de 2011 e 2012, onde registrou
um decréscimo de 7.861 toneladas na producdo deste alimento, em decorréncia da seca na
regido nordeste do pais, o que ocasionou uma queda na produ¢ao do mel e perda de enxames
(VIDAL, 2013). Em contrapartida, a partir do ano de 2015, nota-se um aumento gradativo,
alcangando na safra de 2020 a marca de 51.507 toneladas de mel, a maior registrada desde o
ano de 2010 (IBGE, 2021). Esse cenario ¢ favorecido pelas condi¢des climaticas e diversidade
vegetal (SANTA CATARINA, 2019), como também pelo fortalecimento do setor apicola
através de cooperativas e associacdes € do aprimoramento técnico por meio do suporte de
empresas e centros de pesquisa publicos. Além disso, a certificagdo de qualidade do mel
produzido no pais contribui fortemente para o aumento da sua demanda no mercado nacional e
internacional (PAULA et al., 2016; KLOSOWSKI; KLOSOWSKI & BONETTI, 2020).

Durante os anos de 2016 e 2020, as exportacdes aumentaram de 24.201 toneladas para
45.728 toneladas, o que representou um aumento de aproximadamente 89%. Os Estados Unidos
foi o principal destino do mel brasileiro, ao importar 80% entre os anos de 2016 e 2020, seguido
pela Alemanha, Canadé, Bélgica e Reino Unido, que compraram ao todo 14% da producao de
mel nestas safras. A venda do mel para o mercado externo arrecadou em 2020 cerca de US$
98,6 milhdes, sendo o estado de Santa Catarina o principal exportador com 28% do total de
vendas (ABEMEL, 2021; AGROSTAT, 2021).

O estado de Santa Catarina ocupa o 5° lugar em produgdo de mel, com 9,9% do total

produzido no pais. O €xito na exportacdo deve-se a qualidade do produto, que ¢ favorecido
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pelas condi¢des edafoclimaticas, diversidade da flora apicola e um prestigiado servigo técnico
de extensdo rural, organizado e associativo, que contribui para o fortalecimento da apicultura
no estado (ABEMEL, 2021; FREITAS, 2011). Além desses fatores, € no territorio catarinense
que predomina a produ¢do do mel de melato de bracatinga, que possui alta aceitacdo no
mercado externo, com quase toda sua producdo exportada, sobretudo para paises europeus
(MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014). Todavia, vale ressaltar que dados oficiais com
informacgodes sobre a producao e exportagdo exclusivamente do mel de melato de bracatinga
ainda sdo inexistentes.

Com a valorizagdo do mel brasileiro no mercado externo, ¢ importante que se
estabeleca a identidade e qualidade desse produto para o consumo humano, por meio de normas
de padronizagao (DA SILVA et al., 2016; FEAS et al., 2010). Nesse contexto, o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento regulamenta a identidade e qualidade do mel através da
Instru¢ao Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000. Este documento estabelece a definigao,
classificagdo, composi¢do e requisitos, condi¢des gerais de higiene, caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais, amostragem e rotulagem para méis florais e de melato (BRASIL, 2000).

Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, o regulamento estabelece exigéncias
referentes a maturidade (acucares redutores ¢ umidade), pureza (s6lidos insoltiveis em agua,
minerais € polen) e deterioragdo (fermentacdo, acidez, atividade diastdsica e 5-
hidroximetilfurfural). O mel n3o pode apresentar indicios de fermentacdo e ¢ naturalmente
esperado que este contenha polen (BRASIL, 2000). Os demais pardmetros possuem um valor
maximo ou minimo estabelecido, os quais sao apresentados na Tabela 1.1, juntamente com os

requisitos considerados por algumas organizagdes internacionais.

Tabela 1.1 — Limites estabelecidos para parametros fisico-quimicos de identidade e qualidade

de méis. (Continua)
CODEX European

Pariametro Tipo de mel  Brasil (2000) Alimentarius Commission
Commission (2001) (2002)
Acucares redutores Floral min. 65 min. 60 min. 60
(g 100 g") Melato min. 60 min. 45 min. 45
Umidade (g 100 g!) Floral/melato maéx. 20 méx. 20 max. 20
Sacarose (g 100 ) Floral max. 6 max. 5 max. 5
Melato max. 15 max. 5 max. 5
Sélidos insoliveisem gy melato max. 0,1 méx. 0,1 méx. 0,1

agua (g 100 g™
Minerais Floral max. 0,6 - -
(Cinzas — g 100 g) Melato max. 1,2 - -
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Tabela 1.1 — Limites estabelecidos para parametros fisico-quimicos de identidade e qualidade

de méis. (Conclusdo)
CODEX European
Parametro Tipo de mel  Brasil (2000) Alimentarius Commission
Commission (2001) (2002)
Condutividade Floral - max. 0,8 max. 0,8
eleétrica (mS cm) Melato i min. 0,8 méx. 0,3
Acidez (mEq kg™) Floral/melato maéx. 50 max. 50 maéx. 50
Atividade diastasica Floral/melato  Min- 8 (Gothe) min. 8 min. 8 (Shade)
(Gothe ou Shade) (Shade)
5-HMF® (mg kg™!) Floral/melato max. 60 max. 4(3* max. 4(:*
max. 80 max. 80

Legenda: max./min.: valor maximo/minimo estabelecido; *5-hidroximetilfurfural; **Exclusivamente para méis
de regides tropicais.
Fonte: Brasil (2000); CODEX Alimentarius Comission (2001); European Commission (2002).
De acordo com a Tabela 1.1, as caracteristicas fisico-quimicas especificadas pelos
orgaos regulamentadores levam em considerac¢do principalmente a origem do mel (floral e de
melato), estabelecendo valores distintos para agucares redutores, sacarose, condutividade
elétrica e minerais. Essas discriminagdes estao relacionadas com as diferentes fontes utilizadas
pelas abelhas para a producdo de cada tipo de mel (néctar e exsudato) (BRASIL, 2000;
BERGAMO et al., 2018; SILVA, 2020).

1.1 MEL DE MELATO DE BRACATINGA (M. scabrella Bentham)

Nos ultimos anos, evidéncias cientificas vém demonstrando que o mel de melato
possui caracteristicas nutricionais, sensoriais € propriedades bioativas singulares ou até
superiores ao mel floral (BERGAMO et al.,, 2019a; LOVAKOVICA et al, 2018;
MAIJTANOVA et al., 2015; PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017; SERAGLIO et al., 2019;
SILVA et al., 2020). O aumento da divulgacdo de resultados que confirmem essas
caracteristicas, pode ser um fator que contribuiu para que os consumidores de mel tenham cada
vez mais interesse em adquirir o mel de melato (SERAGLIO et al., 2019). Atualmente com
maior valor comercial agregado, o mel de melato apresenta particularidades que variam de
acordo com a regido de producdo. Desse modo, a planta predominante na area apicola e o tipo
de inseto sugador de seiva sdo os principais fatores para a elaboragao de méis de melato com
caracteristicas particulares (WOLFF; WITTER; LISBOA, 2015). Na regido Sul do Brasil,
sobretudo no planalto do estado de Santa Catarina e, com menor incidéncia, em alguns locais

no Rio Grande do Sul e Paran4, ocorre a produ¢ao do mel de melato de bracatinga (MOREIRA
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et al., 2011; MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014; WOLFF; WITTER; LISBOA,
2015). A Figura 1.2 demonstra uma representagdo esquematica do processo de produgdo do mel

de melato de bracatinga.

Figura 1.2 — Processo de producao do mel de melato de bracatinga (M. scabrella Bentham).

Cochonilha

Bracatinga
(M. scabrella Bentham)

Excre¢dio do
exsudato

Coleta do exsudato
pela abelha
Fonte: Adaptado de Silva et al. (2022).

De acordo com a Figura 1.2, nos locais de produgdo ocorre a associagao de cochonilhas
(um tipo de homodptero) em arvores de bracatinga (M. scabrella Bentham), resultando em
excregoes produzidas por este inseto e que sdo coletadas por abelhas Apis mellifera para a
producdo do mel de melato de bracatinga (MOREIRA et al., 2011; MAZUCHOWSKI; RECH;
TORESAN, 2014; WOLFF; WITTER; LISBOA, 2015). A producdo desse mel ocorre
bianualmente (anos pares), periodo que corresponde ao ciclo de vida da cochonilha e
especialmente entre os meses de janeiro e julho, quando a producao do exsudato se intensifica
e hd menor disponibilidade de néctar e pdélen (MARTINS; ORTH; NARDI, 2003;
MZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014; WOLFF; WITTER; LISBOA, 2015;
DORTZBACH et al., 2020).

As cochonilhas (Tachardiella sp. ou Stigmacoccus paranaensis Foldi) sdo insetos que,
ao atingirem a fase adulta, fixam-se até atingir o floema do caule ou ramo do seu hospedeiro,
sugam a seiva da planta para sua alimentacdo e excretam um liquido rico em agucares
(MARTINS; ORTH; NARDI, 2003; MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014; WOLFF,
WITTER; LISBOA, 2015; DORTZBACH et al., 2020). Em relacao a M. scabrella Bentham

(Fabaceae, Mimosoideae), trata-se de espécie arborea conhecida como bracatinga, ¢ nativa do
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Brasil e predominantemente distribuida desde o norte do Rio Grande do Sul até o Sul do Parana,
localidades que possuem altitudes entre 700 e 2.000 metros e temperaturas predominantemente
amenas, que variam de 13 a 21 °C (SOMARRIBA; KASS, 2001; DAHMER et al., 2013;
MAZUCHOWSKI; RECH; TORESAN, 2014).

O mel de melato de bracatinga recebeu alguns titulos de melhor mel do mundo em
eventos promovidos pela Federagao Internacional de Associagdes de Apicultores (APIMODIA,
do inglés, International Federation of Beekeepers' Associations) (International Apicultural
Congress, 2017; MARQUELE-OLIVEIRA, 2017; FONSECA, 2019). A coloracao escura e
sabor menos doce sdo caracteristicas que levaram a uma alta aceitabilidade desse mel por
consumidores europeus (FREITAS, 2011; SILVA, 2020). No territorio nacional, a demanda
comercial por esse produto vem crescendo, em decorréncia do interesse dos consumidores e
dos esforcos promovidos pela Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa
Catarina (Epagri), pela Federagao das Associagdes de Apicultores de Santa Catarina (FAASC)
e de pesquisadores vinculados a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), junto ao setor
apicola (DORTZBACH et al., 2018).

Com a notoriedade do produto ¢ a necessidade de atender aos anseios da cadeia
produtiva de mel do planalto catarinense (DORTZBACH et al., 2018), a FAASC encaminhou
no ano de 2020 ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial, o processo para obtengao do
selo de Indicagdo Geografica, na modalidade Denominacao de Origem, o qual foi concedido
em 20 de julho de 2021 (VIANNA et al., 2021; EPAGRI, 2021). Além disso, o suporte técnico-
cientifico oferecido pelo Grupo de Pesquisa em Antioxidantes Naturais da Universidade
Federal de Santa Catarina, colaborou com a concessao desse selo, por meio do desenvolvimento
de estudos pioneiros sobre a composi¢do, qualidade, identidade e bioatividade de méis de
melato de bracatinga. Algumas das informagdes resultantes dessa pesquisa estdo compiladas
abaixo.

Com relagdo as caracteristicas fisico-quimicas, Bergamo et al. (2019a) destacaram que
méis de melato de bracatinga (coletados em apidrios de Santa Catarina) possuem baixo teor de
acucares redutores (54,27 a 63,69 g 100™!, considerando o somatorio da concentragio de glicose
e frutose), elevada acidez (42,45 a 55,66 meq kg'') e maior condutividade elétrica (1,07 a 1,78
mS cm’') em comparagio as amostras de méis florias (dos mesmos locais de coleta). Os
reduzidos teores de glicose reportados em estudos com méis de melato de bracatinga (20,84 a
32,2 g 100™") proporcionam um processo de cristalizagio mais lento (BERGAMO et al., 2019a;
SERAGLIO et al., 2019; AZEVEDO et al., 2021). Embora a elevada acidez seja considerada

um indicio de deterioracao (BRASIL, 2000), esta foi considerada uma caracteristica particular
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ao mel de melato de bracatinga, visto que este apresentou niveis acima da legislagio em
amostras frescas e de procedéncia controlada (BERGAMO et al., 2019a; SERAGLIO et al.,
2021b; AZEVEDO et al., 2021). A determinagdo da condutividade elétrica ¢ amplamente
considerada para diferenciar méis de melato (condutividade minima de 0,8 mS cm™) de méis
florais (condutividade maxima de 0,8 mS cm™!), estando fortemente relacionada ao teor total de
minerais em méis, fatos estes que foram verificados nos estudos com mel de melato de
bracatinga (Codex Alimentarius, 2001; SERAGLIO et al., 2019; AZEVEDO et al., 2021).
Ademais, no estudo de Bergamo et al. (2019b) foi observado que os parametros cromaticos
permitiram a discriminagdo entre méis de melato de bracatinga e méis florias catarinenses;
assim como em outro estudo de Bergamo et al. (2020), no qual foi possivel verificar um perfil
espectrofotométrico semelhante para diferentes safras (ano de 2014, 2016 e 2018) do mel de
melato de bracatinga, possibilitando diferencid-lo de amostras de méis florais de mesma origem
geografica.

Quanto aos compostos minoritarios, Azevedo et al. (2017a) reportaram que o mel de
melato de bracatinga possui uma concentragdo maior de proteinas (0,42 mg g!) do que o mel
floral de bracatinga (0,16 mg g!), enquanto que, no estudo realizado pela mesma autora e
colaboradores (AZEVEDO et al. 2017b), os aminoacidos serina, prolina, asparagina, acido
aspartico e acido glutdmico demonstraram serem possiveis marcadores para discriminar a
origem geografica de méis de melato de bracatinga. Os acidos orgénicos alifaticos foram
investigados no estudo de Brugnerotto et al. (2019b), evidenciando que méis de melato de
bracatinga possuem concentragdes superiores (8.062 a10.730 mg 100 g!) aos méis florais
oriundos das mesmas regides geograficas (4.893 a 9.128 mg 100 g!), sendo o 4cido gluconico
predominante em ambos. Além disso, no estudo de Seraglio et al. (2021a), foi observado que o
perfil e concentragdo dos acidos organicos alifaticos em méis de melato de bracatinga ndo varia
intensamente em fun¢do do ano de colheita (safras de 2014, 2016 e 2018), o que promoveu a
discriminacao deste grupo de méis em relagdo a méis florias coletados nas mesmas regioes do
estado de Santa Catarina por meio da Analise por Componentes Principais. Com relagao aos
minerais, a soma da concentragdo de potassio, calcio, sddio, magnésio e manganés em méis de
melato de bracatinga (4.218 a 6.764 mg kg™!') supera a de méis florais (1.047 a 3.405 mg kg™')
coletados nos mesmos municipios (BERGAMO et al., 2018). Ainda, Seraglio et al. (2016) e
Azevedo et al. (2021), ao investigarem o perfil e concentracdo de compostos fendlicos em méis
de melato de bracatinga coletados na safra de 2014, encontraram valores entre 437,3 € 2.393,0
ug 100g™!, sendo os 4cidos benzoico, 3,4-dihidroxibenzoico e salicilico os mais abundantes

(AZEVEDO et al., 2021; SERAGLIO et al., 2016). Por outro lado, no trabalho de Silva et al.
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(2019), o acido siringico e a rutina foram os compostos fendlicos encontrados em maiores
concentragdes em méis de melato de bracatinga coletados na safra de 2018, variando de 5,2 a
40,5ug g e 7,9a64,4 pg g, respectivamente.

A estabilidade em relacdo a alguns parametros fisico-quimicos e composi¢ao quimica
do mel de melato de bracatinga foi estudada durante 24 meses de armazenamento a temperatura
média de 23 °C e por 4 meses a 40 °C. Observou-se que varias caracteristicas foram alteradas
ao longo da armazenamento prolongada a temperatura ambiente (23 °C) e intensificadas quando
na condi¢do de 40 °C. Dentre as variagdes, pode-se destacar o aumento da acidez livre, dos
produtos da reagdo de Maillard (MRPs, do inglés, Maillard reaction products) e do teor de 5-
hidroximetilfiurfural (5-HMF), além da diminui¢do da concentracdo de acido glutdmico e do
parametro cromatico b*. Além disso, o 4cido glutarico e a atividade diastdsica apresentaram
uma diminui¢do significativa apds 4 meses de armazenamento das amostras a 40 °C,
evidenciando um potencial uso como indicadores de aquecimento prolongado para esse mel
(SERAGLIO, 2020; SERAGLIO et al., 2021b; 2021d).

Algumas propriedades bioativas também foram investigadas no mel de melato de
bracatinga por meio de estudos in vitro. O potencial antioxidante foi avaliado em amostras
coletadas nas safras do ano de 2014 (SERAGLIO et al.; 2017; AZEVEDO et al., 2021) e ano
de 2016 (BERGAMO et al., 2019a) por meio do poder de reducao do ferro (FRAP, do inglés,
do inglés, ferric reducing antioxidant power), pela capacidade redutora pelo método de Folin-
Ciocalteu (FC) e pela atividade de eliminagdo de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila,
do inglés, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Ao compilar os dados obtidos por esses estudos,
verificou-se que o mel de melato de bracatinga apresentou potencial antioxidante variando entre
5252 1.086 umol Fe** 100 g ! para o ensaio FRAP, 77 a 197 mg GAE 100 g ' para o ensaio de
FCe 17 a 54 mg AAE 100 g ! para o ensaio de DPPH. No estudo de Bergamo et al. (2019), foi
observado ainda que o valor médio obtido para cada um desses parametros foi superior ao
encontrado em méis florais coletados nas mesmas regides geograficas. Ademais, o potencial
anti-inflamatério do mel de melato de bracatinga foi demonstrado frente as células de
macrofagos RAW 264.7 no trabalho de Silva et al. (2020). Por fim, Azevedo et al. (2021), com
o objetivo de avaliar o potencial antimicrobiano, observaram que cepas bacterianas Gram-
positivas (Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) e Gram-negativas (Escherichia
coli e Salmonella Typhimurium) foram sensiveis ao mel de melato de bracatinga colhidos na
safra de 2014 em diferentes municipios do estado de Santa Catarina.

Embora as propriedades bioativas relatadas para os méis florais e méis de melato sejam

atribuidas principalmente a presenca de compostos fenolicos (SERAGLIO et al., 2019;
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MARGAOAN et al., 2021), é importante salientar que outros constituintes desse alimento
também podem atuar com possiveis efeitos benéficos a satde, como os minerais
(SOLAYMAN et al., 2015). Em méis de melato de bracatinga, Seraglio et al. (2017)
observaram que os minerais calcio € magnésio apresentaram uma correlagdo positiva com a
atividade de eliminagdo de radicais DPPH (0,659 e 0,676, respectivamente) e com a capacidade
redutora pelo método de FC (0,873 e 0,820, respectivamente), sugerindo que esses elementos
podem contribuir com a atividade antioxidante deste mel. Desse modo, estudos que tratem sobre
a avaliagao de minerais em méis sdo importantes para ampliar o conhecimento cientifico acerca

do potencial bioativo desse tipo de alimento.

1.2 MINERAIS EM MEIS: COMPOSICAO, ESTABILIDADE E ANALISES

A Tabela 1.2 apresenta as faixas de concentracao de minerais reportadas para méis de
melato de bracatinga e méis de outras origens (méis de melato e méis florais), a partir de estudos

cientificos publicados nos tltimos 5 anos.

Tabela 1.2 — Faixas de concentracdo de minerais encontrados em méis de melato de bracatinga

(M. scabrella Bentham), outros méis de melato e méis florais de diferentes origens geograficas

e fontes botanicas. (Continua)
Mineral Mel de melat(:‘ Outros mézj de Méis florais™*
. ;. de Bracatinga™ melato
(simbolo quimico)
Concentragdo em mg kg™""
Potassio 5.859-5.416 333-4.159 45,5-10.200
Magnésio 65-108,1 63-195 6,2-316
Sédio 6,3-7,3 5-62,6 2,9-456
Calcio 30-43 31,9-308 1,7-1.535
Fosforo - 125-211 36-130
Enxofre - 87,3 107
Ferro 4,3 1,9-6,4 0,3-8
Zinco 5,2 0,9-4,5 <0,1-7,5
Selénio <0,1 <0,1 <0,1-0,4
Cobre 3,1 0,5-2,7 nd-2,1
Manganés nd-3,2 0,7-2,5 <0,1-6,8
Cromo <0,1 5,8-6,6 <0,1-0,3
Molibdénio - - <0,1
Cobalto <0,1 <0,1-21,5 <0,1
Niquel - <0,1-0,7 <0,1-0,4
Concentragdo em ug kg™
Aluminio 999.8 <10-3.500 69,7-23.780
Arsénio 1,9 <10 <10-690
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Tabela 1.2 — Faixas de concentracdo de minerais encontrados em méis de melato de bracatinga

(M. scabrella Bentham), outros méis de melato e méis florias de diversas origens geograficas e

fontes botanicas.

(Conclusao)

Mel de melato

Outros méis de

Mineral " -~ Méis florais™"
, - de Bracatinga melato
(simbolo quimico)
Concentragdo em ug kg™'”
Bario 262,9 - 10-4.010
Boro - 3.500-8.400 580-9.700
Cadmio - <10-38,2 <10
Césio 135,8 - -
Merctrio - <10 19-60
Litio - <10 <10
Chumbo 7,5 <10-600 <10-240
Rubidio 28,1 - 890-4.900
Antimoénio 0,3 <10-500 <10-640
Silicio - <10-32.200 1.200-27.770
Samario 124,0 - -
Estanho - <10-11 <10-110
Talio 36,2 - 10-20
Titanio - - 58-70

Origens geograficas

Regido sul do
Brasil

Chipre, Croacia,
Egito, Eslovaquia,
Espanha, Grécia,
Hungria,
Marrocos, Polonia

Aréabia Saudita, Australia, Brasil,
Canadé, China, Chipre, Coréia do
Sul, Egito, Espanha, Estados
Unidos, Grécia, Hungria, India,
Indonésia, Inglaterra, Ira, Italia,
Japdo, Maceddnia, Malasia,

Fontes botanicas

M. scabrella
Bentham

e Sérvia Marrocos Nova Zelandia, Quénia,
Roménia, Sérvia e Turquia
Abacaxi, abeto, acacia, Citrus
Abeto, Carvalho, ssp., Euphorbia ssp., flor de

pinheiro, Quercus
spp. € ni

laranjeira, girassol, manuka,
multifloral, pinheiro, prado,
tomilho, trigo-sarraceno e ni

Legenda: -: ndo avaliado; ni: origem geografica ou fonte botanica nido informada; *Foram considerados os valores

médios das amostras avaliadas em cada estudo. Se um mesmo mineral foi investigado em mais de um trabalho, o

valor maximo e minimo da média amostral entre os estudos foi considerado. Dados compilados de **Seraglio et
al. (2017), Bergamo et al. (2018), Seraglio et al. (2021b), Silva et al. (2021b) e Azevedo et al. (2021); ***
Lovakovi¢ et al. (2018), Karabagias et al. (2019), Rodriguez-Flores et al. (2019), Sajtos et al. (2019), Sajtos et al.
(2019), Spiri¢ et al. (2019), Mracevié et al. (2020), Sedik et al. (2020) e Winiarska-Mieczan et al. (2021); **%**
Kek et al. (2017), Kilig-Altun et al. (2017), Louppis et al. (2017), Zhou et al. (2018), Conti et al. (2018), Deng et
al. (2018), Bettar et al. (2019), Sakac et al. (2019), Dourado et al. (2019), Karabagias et al. (2019) e Perna et al.

(2021).

Fonte: Proprio autor (2022).
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Diversos minerais foram quantificados em diferentes tipos de mel, como pode ser
observado na Tabela 1.2. O potéssio ¢ o elemento mais abundante e corresponde a mais de 50%
do contetdo total de minerais encontrados no mel. Célcio, magnésio, sodio, foésforo, aluminio
e boro também sdo comumente encontrados, mas em concentracdes menores (em torno de 1%
do contetdo mineral total). Vale ressaltar também que a presenca de alguns metais pesados (Pb,
Cd, Hg, Mn, Zn) ou toxicos (Cr e As) desempenham um importante papel na determinagdo da
qualidade do mel, pois podem indicar, por exemplo, que o produto sofreu contaminagao
ambiental ou procedimentos incorretos durante o processamento e/ou armazenamento
(SOLAYMAN et al., 2015; DA SILVA et al., 2016; SERAGLIO et al., 2019).

Os minerais estdo fortemente relacionados com o perfil e concentragdo desses
elementos presentes no solo e nas plantas aproveitadas pelas abelhas para coleta de néctar,
melato ou poélen (SERAGLIO et al., 2019; DA SILVA et al., 2016). Dessa maneira, esses
compostos s3o bons indicadores da origem geografica e/ou botanica do mel (ZHOU et al., 2018;
KARABAGIAS et al., 2019). Além disso, conforme pode ser verificado na Tabela 1.2, embora
méis florais e méis de melato apresentem um perfil de minerais semelhante, ao comparar as
faixas de concentragdo para cada elemento, ¢ possivel observar que méis florais possuem
intervalos maiores em comparagdo aos méis de melato. Essa diferenca ¢ resultado da maior
diversidade de néctares encontrados pelas abelhas para a producao do mel floral em relacdo aos
exsudatos para a producdo do mel de melato, resultando na producdo de méis florais claros a
escuros, o qual ¢ reflexo direto do seu conteudo de minerais; associado ainda a um maior
nimero de estudos conduzidos em méis florais quando comparados a méis de melato
(SERAGLIO et al., 2019).

No entanto, se for considerada a mesma regido geografica, méis de melato podem
apresentar concentragdes de minerais superiores em comparagdo aos méis florais,
especialmente comparando com méis florais claros. Lovakovi¢ et al. (2018), ao analisarem a
porcentagem do conteudo elementar total de méis da regido costeira da Crodcia, observaram
que os valores encontrados para o mel de melato de pinheiro (0,317%) e o mel de melato de
carvalho (0,434%) foram superiores aos reportados em méis florais de morangueiro (0,264%),
acacia (0,027%), hera (0,105%), Parkinsonia aculeata (0,174%), hortela (0,138%), girassol
(0,162%) e tomilho (0,076%). Em méis colhidos na Sérvia, Spiri¢ et al. (2019) verificaram que
méis de melato (de origem botanica desconhecida) apresentaram concentragdes superiores para
diversos minerais (K, Ca, Mg, Na, Ni, Mn, Zn, Fe, Cu, Pb, Cd e As) em relagdo a méis florais
de acécia, tilia e multifloral. Bergamo et al. (2018) observaram que a concentragdo de potassio

(5.416 mg kg'!) e magnésio (65,0 mg kg'!) em méis de melato de bracatinga foram maiores do
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que em méis florais de diferentes origens botanicas (1.951 mg kg™ de K e 30,0 mg kg™ de Mg),
sendo ambos colhidos na regido serrana do estado de Santa Catarina. Ainda, por meio dessas
diferencas, juntamente com dados obtidos de sodio, calcio e magnésio, foi possivel desenvolver
um modelo de classificagdao a fim de reconhecer possiveis fraudes pela adi¢ao de diferentes
proporcdes de méis florais e com isso verificar a autenticidade do mel de melato catarinense
(BERGAMO et al., 2018).

M¢éis com maiores concentragdes de minerais também podem apresentar atividade
antioxidante mais elevada. Apesar dessa contribui¢do ainda nao ter sido elucidada, correlagdes
estatisticamente significativas foram obtidas nos estudos de Perna et al. (2012), Nayik, Dar e
Nanda (2018) e Seraglio et al. (2017) para diferentes radicais quimicos utilizados em ensaios
in vitro (DPPH, FRAP, FC e ABTS — 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico),
do inglés, 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)). Além disso, a correlagdo dos
minerais com outras substancias bioativas, como os compostos fendlicos, também oferece
subsidios para inferir que esses componentes sdo um importante grupo de compostos bioativos
no mel (FERREIRA et al., 2009; PERNA et al., 2012; ESCUREDO et al., 2013). fons metalicos
podem atuar como doadores de elétrons e serem estabilizados por estruturas de polifendis
(CASTILHO et al., 2018; SANT’ANA et al., 2012). A formagdo de complexos entre ions
metalicos e compostos fendlicos pode apresentar maior potencial de eliminagdo de radicais
livies do que o composto fendlico em sua forma livre (CASTILHO et al., 2018;
SAMSONOWICZ, REGULSKA & KALINOWSKA, 2017). Ghosh et al. (2015) demonstraram
que o complexo magnésio-quercetina possui um potencial antioxidante maior do que o
flavonoide ndo complexado. Stelmach, Pohl e Szymczycha-Madeja (2015), ao analisarem
infusdes de café verde, observaram que a atividade antioxidante in vitro pelo método de DPPH
foi mais eficiente quando as concentragdes de calcio e compostos fenolicos foram maiores. Em
méis, Pohl e Sergiel (2010) e Sergiel e Pohl (2010), ao estudarem diferentes fracdes de minerias
(cationica, hidrofobica e residual) através da extragdo em fase solida e deteccdo por
espectrometria de absor¢do atomica em chama, verificaram que uma parcela minoritaria de
minerais podem estar complexados (fragdo hidrofobica e/ou residual) com outros componentes
da matriz (como os polifendis, acidos organicos, proteinas, aminoacidos, vitaminas e compostos
aromaticos), porém as fragdes cationicas sdo predominantes. Desta forma, ¢ possivel que a
interacdo dos minerais com outros componentes da matriz possa exercer uma possivel
influéncia no potencial antioxidante do mel.

Além disso, essas interacdes também provocam o interesse em conhecer sobre a

estabilidade dos minerais em méis, uma vez que este alimento pode estar sujeito a mudangas na
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sua composicao, dependendo das condi¢des em que foi submetido.

1.2.1 Estabilidade de minerais em méis

Fatores como calor, luz, mudancas de pH, agentes oxidantes, processamento e tempo
de armazenamento podem causar variagdes nas propriedades fisico-quimicas e composi¢ao do
mel (teor agucares, compostos fenolicos e volateis, por exemplo) (DA SILVA et al., 2020a; DA
SILVA et al., 2020b; BRAGHINI et al., 2020; SERAGLIO et al., 2021b; FENNEMA;
DAMODARAN; PARKIN, 2010). Em relacdo ao conteido de minerais, entretanto, as
informagdes que tratam da influéncia desses fatores sdo consideravelmente restritas.

Até o presente momento, Seraglio (2020) e Seraglio et al. (2021b) sdo as unicas
publica¢des contendo dados sobre a influéncia do armazenamento do mel sobre a estabilidade
de minerais. Nessas pesquisas, as concentracdes de K*, Mg*", Ca**, Na’* e Mn?' foram
monitorados em amostras de mel de melato de bracatinga ao longo de 24 meses (incluindo 8 e
16 meses) de armazenamento a temperatura ambiente (média de 23 °C) e apos 4 meses de
armazenamento a 40 °C. Apesar do conteudo total de minerais ter se apresentado relativamente
estavel, ao analis-los individualmente, observou-se que (i) ao longo de todo o estudo, o
manganés nao foi detectado nas amostras; (i1) 0s minerais potassio € magnésio apresentaram
estabilidade; (iii) o teor de sddio apresentou variacoes sem demonstrar tendéncias claras para
as condi¢des de armazenamento aplicadas; (iv) a concentracao de célcio reduziu até 19,3% apos
24 meses de armazenamento prolongado do produto (média de 23°C); (v) e o teor de célcio
também diminuiu ap6s 4 meses de aquecimento prolongado (40 °C). Ainda, os comportamentos
registrados para célcio e sodio foram atribuidos a uma possivel atuacdo desses minerais em
complexos com outros constituintes do mel, como polifendis e proteinas (POHL et al., 2012b;
SEGRAGLIO et al., 2021). Desta forma, esses resultados demonstram a importancia de
conhecer sobre a estabilidade dos minerais nessa matriz, possibilitando com que novas
hipoteses sejam levantadas e testadas.

Visto isso, uma vez que os constituintes do mel — incluindo o mel de melato de
bracatinga — sdo afetados pelo tempo e temperatura de armazenamento, suas respectivas
interacdes com os minerais também podem ser influenciadas, induzindo a liberagao ou ligagao
com a matriz. Além disso, durante o armazenamento ou aquecimento prolongodado do mel,
ions metalicos podem envolver-se em processos de escurecimento ndo enzimatico,
participando, por exemplo, como catizadores em reagdes de Maillard ou ligando-se a moléculas
produzidas nestas reagdes (MRPs) (DA SILVA et al., 2016; O'BRIEN & MORRISSEY, 1997;
ROUSSEAU et al., 2020a; SERAGLIO et al. 2021b; 2021d; YANG et al., 2019).
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Para o sucesso no monitoramento de minerais, a aplicagdo de metodologias
padronizadas para a matriz de estudo ¢ um aspecto importante na rotina analitica. Nos estudos
descritos anteriormente (SERAGLIO et al., 2020; SERAGLIO et al., 2021b), os minerais foram
quantificados utilizando um método por CE, validado analiticamente para o mel de melato de
bracatinga (SERAGLIO et al., 2017). Detalhes sobre a técnica de CE, utilizada neste trabalho,

sdo abordados no subitem a seguir.

1.2.2 Determinacio de minerais em méis por CE

Diversas técnicas analiticas foram aplicadas na identificacdo e quantificagdo minerais
em méis, a exemplo da espectrometria de absor¢do atomica (KEK et al., 2017; ESCUREDO;
FERNANDEZ GONZALEZ; SEIJO, 2012), espectrometria de absor¢do atdmica de chama
(LEMOS et al., 2017; POHL et al., 2012a; POHL et al., 2012b), espectrometria de emissao
optica de plasma indutivamente acoplado (GONZALEZ-MIRET et al., 2005; VANHANEN;
EMMERTZ; SAVAGE, 2011; VASIC et al., 2020; WINIARSKA-MIECZAN et al., 2021) e
espectrometria de massa de plasma indutivamente acoplado
(CHUDZINSKA; BARALKIEWICZ, 2010; CONTI et al. (2017; VASIC et al., 2020).
Ocasionalmente, a CE vem sendo empregada para determinacdo de minerais em méis,
especialmente K, Ca, Mn ¢ Mg (SUAREZ-LUQUE et al., 2005; RIZELIO et al., 2012;
BILUCA et al., 2014; SERAGLIO et al., 2017; SHI et al., 2012; SAJTOS, ANDRASI;
GASPAR, 2020).

CE ¢ uma técnica instrumental de separacao baseada nas diferengas de velocidade de
migracao dos compostos, ao passarem por um capilar preenchido com eletrdlito, sob aplicacao
de um campo elétrico (TAVARES, 1996; JAGER & TAVARES, 2001). A CE de zona (CZE,
do inglés, capillary zone electrophoresis) ¢ o modo de separacdo mais utilizado, onde os
analitos sdo separados conforme as diferentes mobilidades efetivas, decorrentes da composi¢ao
entre as mobilidades eletroforéticas ¢ a mobilidade eletrosmética (TAVARES, 1996;
SPUDEIT; DOLZAN; MICKE., 2012).

A instrumentagdo comumente envolvida em um sistema de CE ¢ representada na

Figura 1.3.
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Figura 1.3 — Representagdo da instrumentacao de eletroforese capilar.
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Fonte: Adaptado de Rizelio (2011).

Como observado na Figura 1.3, a CE possui uma instrumentacao que consiste em um
sistema de inje¢do, uma coluna capilar para separagdo (usualmente de silica fundida), uma fonte
de alta tensdo, dois reservatorios para acomodar os eletrodos, o capilar e o eletrdlito condutor
ou de corrida (BGE, do inglés, background electrolyte), um sistema de detec¢do e outro de
obtencao e tratamento dos dados (LANDERS, 2008).

As amostras podem ser injetadas pelo modo eletrocinético ou hidrodindmico. Na
injecdo eletrocinética, aplica-se um gradiente de potencial ao longo do capilar por um
determinado intervalo de tempo. Em decorréncia disso, a quantidade da amostra injetada ¢ uma
funcao da mobilidade eletroforética do soluto, da condutividade da amostra e do eletrélito, e da
magnitude do fluxo eletrosmdtico (abordado mais a frente). Na inje¢do hidrodinamica, a
amostra ¢ introduzida devido a uma variagdo de pressao (pressao positiva, vacuo, sifonagem)
estabelecida entre o recipiente do eletrolito e o capilar. Desta forma, o tempo de injecdo, as
dimensdes do capilar e a viscosidade da solugdo tampao, sdo condi¢cdes importantes para
estabelecer o volume injetado (TAVARES, 1996; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE., 2012).

O fluxo eletrosmotico (FEO) € o principal fendmeno que ocorre durante uma separacao
por CE (VAZ; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015) e sua representacao pode ser observada na
Figura 1.4.
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Figura 1.4 — Representagdo esquematica do fluxo eletrosmoético (FEO).
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Conforme ilustrado na Figura 1.4, a parede do capilar € composta por grupos silanois
(Si-OH), que possuem carater acido. Esses grupos sdo ionizados em contato com pH superior
a 2,0, deixando a parede negativamente carregada. A neutralizagdo dos ions formados ocorre
pela atra¢do de protons (H") do BGE — formando uma camada compactada — e de outros cations,
presentes em solu¢do, que formam uma segunda camada, sendo esta movel. Quando se aplica
uma diferenca de potencial, os cations da camada moével sdo conduzidos em direcdo ao catodo
junto com moléculas de dgua que solvatam esses ions. Esse processo induz o aparecimento de
um fluxo liquido, sendo este denominado FEO (COLOMBARA; TAVARES; MASSARO,
1997). Em separagdes por CE, ha dois possiveis mecanismos de andlise quanto ao FEO: o
modo coeletrosmotico (quando analitos migram na mesma dire¢gdo do FEO) e
contraeletrosmotico (quando analitos migram no sentido contrario ao FEO). No interior do
capilar, o FEO ¢ caracterizado por apresentar um perfil radial de velocidade constante

(TAVARES, 1997; RIZELIO, 2011), como pode ser visto na Figura 1.5.
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Figura 1.5 — Representagdo do perfil do fluxo radial (eletroforese capilar) e do perfil de fluxo

gerado por pressao (cromatografia liquida), com seus respectivos picos resultantes.

a) Perfil radial b) Perfil por presséo

Fonte: Adaptado de Rizelio (2011).

A partir da Figura 1.5 € possivel observar que o fluxo com perfil radial contribui para
que a CE apresente picos de melhor eficiéncia quando comparados a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC, do inglés, high performance liquid chromatography), em que o fluxo ¢
induzido por pressao (TAVARES, 1997; RIZELIO, 2011).

Uma variedade de sistemas de detec¢ao ¢ compativel com a CE, como absorvancia,
condutividade, fluorescéncia, espectrometro de massas e indice de refracdao, a depender da
aplicacdo, disponibilidade e sensibilidade requerida (SWINNEY; BORNHOP, 2000). Os
detectores com configuragdes na regido do UV/Vis, como o detector de arranjo de diodos
(DAD, do inglés, diode array detector), sdo os mais utilizados em CE.

E possivel que a detecgdo dos analitos em CE seja realizada de forma direta e indireta,

conforme ¢ mostrado na Figura 1.6.
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Figura 1.6 — Representagdo dos modos de deteccdo direta e indireta aplicados em CE.
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De acordo com a Figura 1.6, a deteccdo pela forma direta ¢ empregada em analitos
com alta absortividade molar, no qual provoca um sinal no momento em que alcanga a janela
de deteccdo. A forma indireta ¢ uma estratégia aplicada a analitos com baixa ou nenhuma
absortividade molar, em que um ion cromoéforo ¢ adicionado ao BGE, gerando um sinal alto e
constante, para que o analito provoque um decréscimo no sinal ao passar pelo detector,
permitindo sua medi¢do (BECKERS; BOCEK, 2003; LANDERS, 2008).

A CE apresenta vantagens em relacao a outros métodos de eletroforese. A grande area
superficial interna pelo uso do capilar e a eficiéncia quanto ao efeito Joule (ou seja, € capaz de
dissipar o calor gerado pela corrente elétrica), possibilita aplicar elevados valores de campo
elétrico, otimizando a separagdo (TAVARES, 1996; RIZELIO, 2011). A CE supera também
alguns aspectos quando comparada a outras técnicas de separacdo, como a cromatografia gasosa
e HPLC. Dentre essas vantagens, destaca-se o baixo custo operacional, a rapidez na separagao
e menores impactos ambientais, uma vez que trabalha com volumes reduzidos de solvente e
amostra (TAVARES, 1996; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE., 2012).

A aplicagdo da CE foi bem sucedida para a determinagdo de minerais no mel (K, Na,
Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn e Al) sem qualquer pré-tratamento amostral (apenas diluicdo foi
empregada), mas explorando somente suas caracteristicas de injecdo eletrocinética (SAJTOS,
ANDRASI; GASPAR, 2020). Em Rizelio et al. (2012), um método indireto para determinacao

de cinco minerais (K, Na, Ca, Mg e Mn), com corridas de apenas 2 minutos, foi aplicado para
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discriminar a origem geografica de amostras de méis florais do estado de Santa Catarina. Este
método foi modificado por Seraglio et al. (2017), com o objetivo de quantificar minerais em
amostras de mel de melato de bracatinga antes e apds a digestao in vitro (ap6s etapa géstrica e

duodenal).
2 DIGESTAO HUMANA

A digestdo de um alimento pode ser compreendida como uma série de processos
quimicos e mecanicos que ocorrem ao longo do trato digestério, com o objetivo de liberar da
matriz alimentar principalmente nutrientes que serdo absorvidos e metabolizados pelo
organismo. Os principais orgdos do sistema digestivo podem ser vistos na Figura 1.7

(BOLAND, 2016; VERHOECKX & COTTER, 2015; SULLIVAN, 2009).

Figura 1.7 — Trato digestivo humano.
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Fonte: Adaptado de Sullivan (2009).

A digestdo do alimento tem inicio na boca, como observado na Figura 1.7, onde o
alimento ¢ mastigado (quando o alimento € solido) e misturado com a saliva para a formacgao
do bolo alimentar (BOLAND, 2016). Nesta etapa, o amido presente em certos tipos de
alimentos ¢ parcialmente hidrolisado em oligossacarideos sob catalise da amilase salivar
(BUTTERWORTH, WARREN & ELLIS, 2011; SULLIVAN, 2009). O bolo alimentar
formado ¢ deglutido e transportado do es6fago ao estdmago por movimentos peristalticos, onde
¢ novamente submetido a processos quimicos, enzimaticos € mecanicos. O suco gastrico

liberado no estdmago ¢ responsavel por hidrolisar proteinas e lipidios por meio das enzimas
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pepsina e lipase gastrica, respectivamente, as quais sdo ativadas com a diminui¢ao do pH pela
presenca de acido cloridrico neste fluido (SULLIVAN, 2009; VERHOECKX & COTTER,
2015).

O quimo — produto obtido da digestao gastrica — ¢ conduzido até¢ o duodeno, uma
regido do intestino delgado onde o pH desse produto ¢ elevado para condi¢des neutras (pH ~ 7)
pela liberagdo do suco pancreatico e sais biliares (BOLAND, 2016; LI et al. 2020). O liquido
produzido no pancreas possui um complexo de enzimas digestivas (incluindo tripsina e
quimotripsina) que possibilitam decompor ainda mais as proteinas, lipideos e carboidratos, em
moléculas menores, resultando na formagao do quilo (LI et al. 2020). Os sais produzidos no
figado, armazenados e liberados pela vesicula biliar formam micelas com os lipidios,
possibilitando a atuagdo da lipase pancreatica e transporte da gordura digerida ao longo do
intestino (MALDONADO-VALDERRAMA et al., 2011). Além disso, h4 enzimas de bordo
nos enterocitos do intestino delgado que finalizam a digestdo de agucares e proteinas
(VERHOECKX & COTTER, 2015).

Os componentes alimentares (nutrientes ou compostos bioativos) liberados da matriz
alimentar ou formados durante o processo de digestdo gastrointestinal sdo absorvidos
principalmente pelos enterdcitos do jejuno e, em menor nivel, no ileo, ambas regides do
intestino delgado que sucedem o duodeno. No intestino grosso, hd a absorcdo de agua e
eletrolitos, além da atuacao da microbiota nativa sobre componentes alimentares que nao sao
digeridos pelas enzimas humanas. Com a absor¢do entérica, os nutrientes € compostos bioativos
sdo liberados principalmente na corrente sanguinea e, desta forma, podem atuar em suas
respectivas funcdes no organismo. Finalmente, a matéria que ndo € absorvida pelo organismo
¢ excretada durante a defecacdo (LI et al. 2020; VERHOECKX & COTTER, 2015;
SULLIVAN, 2009).

Apesar dos agucares, proteinas e gordura serem requeridos em maior quantidade para
a nutricdo humana, ha outros componentes alimentares que, em pequenas concentracoes,
desempenham fungdes indispensaveis para o funcionamento do organismo, como 0s minerais
(SULLIVAN, 2009). Esses micronutrientes sdo responsaveis pela manutengdo de respostas
fisiologicas normais, por meio da indugdo do metabolismo em geral, além de exercer influéncia
no sistema circulatorio e na reprodugdo, assim como servem de catalisadores em diversas
reacoes bioquimicas (ALQARNI et al., 2012; DA SILVA et al., 2016). O processo digestivo
atua sobre os minerais principalmente nas fases gastrica e intestinal, onde podem ser liberados
da matriz alimentar, formar novos compostos com ligantes diferentes ou permanecerem na

forma de ions. Dependendo do mineral e da condicao de pH ao qual estd submetido, a mudanca
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de valéncia ao longo da digestdo também pode acontecer. A absorcao intestinal dos minerais
pode ser realizada na sua forma livre ou em complexos hidrossoluveis, via rota entérica ou por
canais idnicos (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; GHARIBZAHEDI & JAFARI,
2017).

Desse modo, ao longo do trato digestivo, os processos de liberagdo e absor¢do de
componentes da matriz alimentar sdo complexos e dependem da composicdo do alimento, das
condigdes digestivas e da formagdo de espécies quimicas compativeis com 0s mecanismos
fisiologicos de absorc¢ao. Devido a isso, a quantidade de um nutriente ou composto bioativo
presente em um alimento pode ndo ser a mesma disponivel para uso pelo organismo. Neste
contexto, pesquisas que apliquem os conceitos de bioacessibilidade e biodisponibilidade sao
muito importantes para o entendimento dessas variagdes (ALEGRIA, GARCIA-LATAS &
CILLA, 2015; CARDOSO et al, 2015; FERNANDEZ-GARCIA, CARVAJAL-LERIDA &
PEREZ-GALVEZ, 2009).

3 BIOACESSIBILIDADE

A biodisponibilidade ¢ definida como a quantidade de um componente alimentar que
foi absorvido pelo intestino e esta disponivel na corrente sanguinea para ser utilizado pelo
organismo em cé€lulas, tecidos e 6rgdos. A forma quimica com a qual o componente chega ao
intestino, a taxa de absor¢do entérica e o transporte pelas células corporais sdo fatores que
influenciardo no seu aproveitamento (CILLA et al., 2018; DIMA et al.; 2020). Porém, para
tornarem-se biodisponiveis, os componentes alimentares devem primeiramente ser liberados
durante a digestdo gastrointestinal em formas quimicas assimildveis pelo epitélio intestinal,
conforme discutido anteriormente. Desse modo, a conducao de estudos de bioacessibilidade
fornece informagdes relevantes sobre as transformagdes que podem ocorrer com um
componente alimentar ao longo da digestao, sendo um passo importante para a compreensao da
biodisponibilidade (CILLA et al., 2018; FERNANDEZ-GARCIA, CARVAJAL-LERIDA&
PEREZ-GALVEZ, 2009).

A bioacessibilidade ¢ definida como a fracdo de um nutriente ou composto que foi
liberado da matriz alimentar durante a digestdo, estando este acessivel para a absor¢do no
epitélio intestinal. Ou seja, um composto bioacessivel se torna potencialmente biodisponivel
(CILLA etal., 2018; DIMA et al.; 2020). Desse modo, a fragao bioacessivel de um componente
alimentar ¢ dependente das condi¢des do processo digestivo (estado alimentado ou em jejum,
composicao dos fluidos, pH e duracdo de cada etapa da digestdao) e da matriz alimentar ao qual

pertence (ALMINGER et al., 2014; GALANAKIS, 2017).
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A concentragdo inicial do componente alimentar, a composi¢do e as condigdes que se
encontram antes da ingestao sdo os principais fatores relacionados a influéncia da matriz. Nessa
perspectiva, os fatores extrinsecos, como as mudangas ocasionadas pelo armazenamento,
também podem resultar no aumento ou diminui¢do da fra¢ao bioacessivel de um componente
alimentar (PARADA & AGUILERA, 2007; GALANAKIS, 2017). De acordo com Parada ¢
Aguilera (2007), ¢ provavel que este comportamento seja causado (i) pela ruptura das paredes
celulares, quando se trata de alimentos com tecido vegetal; (i1) pela formacao ou dissociagdo
de complexos componente alimentar-matriz; ou ainda (iii) por transformagdes estruturais da
molécula. Com base nisso, a investigacdo do potencial impacto causado pelo armazenamento
no comportamento bioacessivel de componentes alimentares, como os minerais, ¢ fundamental
(CILLA et al., 2018; RAES et al., 2014).

Para méis, inexistem at¢ o momento dados que abordem sobre a efeito do
armazenamento na bioacessibilidade de minerais ou de outros grupos de constituintes
(compostos fendlicos, proteinas, aminoacidos e acidos organicos, por exemplo). No entanto, os
poucos estudos conduzidos com outros tipos de matrizes alimentares demonstram tal influéncia
(GWALA et al., 2020; ROUSSEAU et al., 2020b; SILVA et al., 2018). Gwala et al. (2020), ao
avaliarem a bioacessibilidade de alguns minerais (céalcio, magnésio, ferro e zinco) em
amendoins (inteiros e descascados) estocados por 16 e 32 semanas a 35 °C e 78% de umidade
relativa, verificaram que estas condi¢des exerceram influéncia significativa somente para calcio
e magnésio, causando uma reducdo na bioacessibilidade desses minerais. Rousseau et al.
(2020b) observaram a diminuic¢ao gradativa da fra¢do bioacessivel de célcio, ferro e zinco em
feijoes armazenados apds 8 e 20 semanas a 35 °C e 80% de umidade relativa, enquanto o
magnésio apresentou estabilidade sob essas condigdes. Silva et al. (2018), ao avaliarem o
impacto do armazenamento (30 e 60 dias, a 12 °C) sobre a bioacessibilidade de minerais em
queijo prato elaborado com reducdo de sodio e adicdo de melhoradores de sabor (extrato de
arginina, levedura e orégano), notaram o aumento da fragdo bioacessivel para o magnésio,
potassio, calcio, zinco e fosforo. Desse modo, considerando as mudangas que ocorrem na
concentragcdo de minerais ao longo do tempo em méis (SERAGLIO et al., 2021b), conforme
abordado anteriormente (vide subitem 3.1.2.3), torna-se relevante verificar também o
comportamento bioacessivel desses constituintes nesse tipo de matriz.

E importante salientar que a obtengao de dados de bioacessibilidade é um desafio, visto
que ndo ¢ possivel simular totalmente as condi¢des reais da digestdo humana em laboratorio.

Todavia, os modelos de digestdo in vitro sdo uma ferramenta importante para obtencao de dados
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estimativos e sdo delineados com a finalidade de simular de maneira aproximada as condigdes

in vivo (ALMINGER et al., 2014; LI et al., 2020).

3.1 METODOS DE AVALIACAO DA BIOACESSIBILIDADE IN VITRO

Estudos em humanos sdo a abordagem padrdo de critério para determinar a
bioacessibilidade/biodisponibilidade de nutrientes alimentares ou compostos bioativos. No
entanto, tal abordagem demanda longos tempos de investigagdo, altos custos de andlise,
autorizagdes em comités de €tica, além de que as condig¢des de digestao sao dificeis de controlar,
acarretando uma baixa repetibilidade causada pelas variagdes no trato digestivo de cada
individuo (DIMA et al., 2020; FERNANDEZ-GARCIA, CARVAJAL-LERIDA & PEREZ-
GALVEZ, 2009). Desta forma, o uso de modelos de digestdo in vitro se tornam a principal
forma atualmente empregada para estimar essas informacdes, especialmente considerando a
bioacessibilidade (ETCHEVERRY; GRUSAK; FLEIGE, 2012; ALMINGER et al., 2014;
BRODKORB et al., 2019; LI et al., 2020).

Por meio desses modelos, ¢ possivel realizar triagens em alto desempenho, fornecer
informagdes em cada etapa da digestdo (inclusive mecanismos de transporte), validar e
padronizar os protocolos com materiais de referéncia, desenvolver modelos miniaturizados e
automatizados, minimizar custos e burocracia. Por outro lado, a reproducdo completa da
digestdo — considerando fatores fisico-quimicos (complexos enzimdticos, pH, concentracao
temperatura, entre outros), mecanicos (movimentos peristalticos, mastigacao, entre outros) e
bioldgicos (aspectos morfo-anatdmicos, fatores etdrios, entre outros) — € a principal limitacao
apresentada por modelos de digestao in vitro (DIMA et al., 2020; CARBONELL-CAPELLA
et al., 2014; FERNANDEZ-GARCIA, CARVAJAL-LERIDA & PEREZ-GALVEZ, 2009)

Com a crescente preocupagdo por parte da comunidade cientifica em desenvolver
modelos de digestdo in vitro, existe uma diversidade de métodos empregados, muitos destes
singulares entre si, que se distinguem por exemplo pelo niamero e tipo de fases consideradas no
processo digestivo (oral, gastrica e intestinal), composicdo e origem dos fluidos utilizados
(enzimas digestivas, sais biliares, eletrolitos), aplicagdo ou ndo de forgas mecanicas que
mimetizam o peristaltismo e motilidade, e caracteristicas particulares para diferentes faixas
etarias. Essas variantes podem favorecer a obtencdo de dados conflituosos, dificultando a
comparagdo entre estudos. Diante deste cenario, foi criado o INFOGEST, uma rede
internacional e multidisciplinar de pesquisadores que se atentam (mas, ndo somente) em
harmonizar e padronizar tais protocolos (DIMA et al., 2020; LI et al., 2020, MINEKUS et al.,
2014; BRODKORB et al., 2019).
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E possivel classificar os modelos de digestio in vitro em modelos dindmicos e
estaticos. A principal diferenca do primeiro em relagdo ao segundo esta exatamente no emprego
dos aspectos dinamicos da digestao, tais como a taxa de liberacao de fluidos (gastrico, intestinal
e bile) e variagdes de pH ao longo do tempo. Além disso, alguns desses modelos consideram
aspectos anatomicos e fluxo de entrega do alimento entre um compartimento a outro do trato
gastrointestinal. Por outro lado, modelos estaticos simulam etapas pontuais da digestao (oral,
gastrica e intestinal) em um conjunto unico de condi¢des bioquimicas (tempo, temperatura,
enzimas, pH e sais biliares) para cada etapa (LI et al., 2020).

Apesar dessas diferengas, ambos os modelos geram informagdes relevantes para o
entendimento da bioacessibilidade de constituintes alimentares. No entanto, o uso de modelos
estaticos prevalece em relagao aos modelos dinamicos, devido a custos materiais € operacionais
substancialmente menores. A proposta ¢ que o modelo aplicado seja apropriado para o escopo
do estudo, por isso, tomadas de decisdes sdo recomendadas para escolher o modelo de digestao
mais adequado, como pode ser visto no fluxograma da Figura 1.8 (ALMINGER et al., 2014;
MINEKUS et al., 2014).

Figura 1.8 — Fluxograma de decisdo para escolher o modelo de digestao in vitro.
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estudos cinéticos.

Baixo

Fonte: Adaptado de Alminger et al. (2014) e Li et al. (2020).

Conforme mostrado na Figura 1.8, modelos estaticos sdo indispensaveis quando se

deseja testar hipoteses, realizar triagens ou investigagdes baseadas em comparagdo. Além disso,
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quando ¢ necessario ou hé disponivel um numero elevado de amostras, estes modelos sdo mais
interessantes. Desta forma, dados de bioacessibilidade obtidos a partir de metodologias estaticas
de digestao sao fundamentais para propor mecanismos de liberagao de um nutriente ou bioativo
em uma matriz alimentar, assim como avaliar os efeitos das etapas principais de digestao na
bioacessibilidade. O protocolo padronizado e harmonizado pelo INFOGEST, atualmente na sua
segunda versdo, ¢ cada vez mais requerido e aplicado, mas ha ainda na literatura cientifica
outros protocolos disponiveis, visto a necessidade de ponderar a metodologia de digestao in
vitro aplicado com as particularidades observadas em cada matriz alimentar e/ou composto-
alvo investigados (ALMINGER et al., 2014; LI et al., 2020; EGGER et al., 2016; DIMA et al.,
2020; BRODKORB et al., 2019).

As condicdes geralmente empregadas para avaliacdo da bioacessibilidade in vitro

empregando um modelo estatico estdo compiladas em forma de fluxograma na Figura 1.9.

Figura 1.9 — Fluxograma genérico de digestao estatica in vitro.
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Conforme apresentado na Figura 1.9, a fase oral torna-se opcional para alimentos
liquidos, mas vem tornando-se cada vez mais necessaria aos em estado solido (previamente
triturado). Quando esta etapa ¢ aplicada, a enzima a-amilase salivar pode ser misturada com o
alimento (indicado o seu uso quando se trata de alimentos ricos em amido), sob presenca ou
ndo de ions, durante poucos minutos em pH variando entre 6 e 7. Ap0s isso, o bolo alimentar
simulado ¢ submetido a etapa gastrica, no qual sofre a acdo da enzima pepsina na presenga de
acido cloridrico (pH ~2), por periodos aproximados de 2 horas. Geralmente nao sdo empregadas
outras enzimas, como a lipase gastrica nessa etapa. O quimo simulado obtido ¢ entao submetido
a fase intestinal, onde apenas as condi¢des duodenais de digestdo costumam ser simuladas.
Nessa etapa, o pH do quimo ¢ elevado a valores normalmente entre 6,5 ¢ 8,0, os sais biliares ¢
pancreatina sdo adicionados e este meio € digerido por periodos de aproximadamente 2 horas.
Para todas as fases simuladas, a temperatura empregada ¢ de 37 = 2 °C. Finalmente, a fracdo
obtida das amostras digeridas ap6s cada etapa da digestdo ou apenas apos a digestdo completa
sdo conduzidas para anélise (ALMINGER et al., 2014; MINEKUS et al., 2014; BRODKORB
et al., 2019; CARBONELL-CAPELLA et al., 2014; SERAGLIO, 2020).

Essas condi¢gdes foram consideradas nos estudos de bioacessibilidade de compostos
em méis (POHL et al., 2012b; DAGLIA et al., 2013; SERAGLIO et al., 2017; BILUCA et al.,
2017; CIANCIOSI et al., 2020a; CIANCIOSI et al., 2020b). A aplicagdo das fases gastrica e
duodenal, assim como as condi¢des de tempo, temperatura, tipo de enzimas e sais biliares sao
comumente empregados e semelhantes entre os protocolos. Todavia, ha diferencas substanciais
em relacdo as condicdes de pH em cada fase da digestdo e das concentragdes das enzimas, sais
biliares e de outros reagentes adicionados. Tais distingdes dificultam a comparagdo dos
resultados entre os estudos. A mudanga de algum desses parametros pode influenciar
diretamente nas transformagdes ocasionadas pela digestdo in vitro nas caracteristicas do mel
(SERAGLIO et al., 2021c¢). Além disso, a aplicagdo do estagio oral e da lipase géstrica foram
dispensados, devido ao mel se tratar de uma matriz com baixissima concentra¢do de amido e
lipideos, respectivamente (ESCUREDO et al., 2013; DAGLIA et al., 2013; SERAGLIO et al.,
2017; BILUCA et al., 2017; CIANCIOSI et al., 2020a; CIANCIOSI et al., 2020b; SERAGLIO
et al., 2021c¢). Ainda, com a baixa concentracdo de lipideos no mel, torna-se negligenciavel o
uso de sais biliares nos protocolos de digestdo in vitro aplicados para esse tipo de matriz, a
depender do tipo de analito investigado. Para a investigagdo da bioacessibilidade de minerais,
por exemplo, a exclusdo desses sais organicos pode auxiliar na diminui¢do de interferéncias
durante as andlises, tal como o efeito da forca i6nica em andlises conduzidas por CE

(MINEKUS et al., 2014; SERAGLIO et al., 2021¢c; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE., 2012).
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3.2 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS EM MEIS

No mel, a composi¢do majoritaria (glicose e frutose, principalmente) e minoritaria
(como minerais, vitaminas, metilglioxal, compostos volateis, peptideos, aminoacidos, acidos
organicos e compostos fendlicos) sdo responsaveis pelas propriedades nutricionais, fisico-
quimicas e bioativas desse alimento. Contudo, a quantidade desses compostos pode ser
influenciada pelo processo digestivo, influenciando, consequentemente, sua possivel absor¢ao
e posterior atuacao no organismo. Nesse sentido, o aumento ou diminui¢do da bioacessibilidade
desses componentes pode ser decorrente, por exemplo, de modificagdes nas suas caracteristicas
fisico-quimicas ou por meio de interagdes que possam ocorrer durante o processo digestivo
(POHL et al., 2012a; 2012b; SERAGLIO et al., 2021c). Baseado nisso, alguns estudos de
bioacessibilidade in vitro ja foram realizados em méis para avaliacdo de compostos fendlicos
(SERAGLIO et al., 2017; CIANCIOSI et al., 2020a), metilglioxal (DAGLIA et al., 2013) e
minerais (POHL et al., 2012b; SERAGLIO et al., 2017; BILUCA et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2019). Além disso, o efeito da digestdo in vitro também foi avaliado para as atividades
antioxidante (O’SULLIVAN et al., 2013; SERAGLIO et al., 2017; CIANCIOSI et al., 2020b),
anticancer (CIANCIOSI et al., 2020a) e de prote¢cdo do DNA (O’SULLIVAN et al., 2013).

Daglia et al. (2013) avaliaram os efeitos da digestdo in vitro na bioacessibilidade de
metilglioxal no mel de Manuka (Lectospermum scoparium), sendo este um composto que
contribui para a atividade antibacteriana em méis (DAGLIA et al., 2013; TERIO et al., 2021).
Apos a aplicagdo do ensaio in vitro, observaram a diminui¢do na concentragdo bioacessivel
desse composto devido as reacdes de carbonilagdo com enzimas digestivas.

Os efeitos da digestdo gastrointestinal in vifro sobre compostos fenolicos foram
avaliados em amostras de mel de melato de bracatinga (SERAGLIO et al., 2017) e mel de
Manuka (CIANCIOSI et al.,, 2020a). Em ambos os estudos, a digestdo in vitro afetou
significativamente a concentracdo desse grupo de substiancias, mas o comportamento
apresentado em cada estudo foi distinto. Seraglio et al. (2017) notaram alta estabilidade dos
compostos fenolicos avaliados ap0s a fase duodenal, apresentando uma fragao bioacessivel que
variou de 78,2 a 174,4%. Por outro lado, no estudo de Cianciosi et al. (2020a) houve uma
diminui¢do da concentracdo de compostos fendlicos apds a digestdo in vitro, com decréscimo
na concentracdo total de compostos fenolicos de 191 para 76 pg kg™!. Possivelmente, esses
diferentes resultados podem ser derivados de um fator intrinseco associado a cada tipo de mel
(SERAGLIO et al., 2021c).

Outros fatores podem estar associados ao aumento ou diminuicdo da fracdo
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bioacessivel de componentes no mel. Os compostos fendlicos, por exemplo, podem ser
suscetiveis a diferentes modificacdes principalmente na fase duodenal de digestdao, devido a
menor estabilidade nas condi¢des de pH desta etapa (condigdes neutra e alcalina) (HELAL et
al., 2014; ALMINGER et al., 2014; SERAGLIO et al., 2021c). Apesar de serem dificeis de
serem controlados e identificados, alteracdes na solubilidade, oxidacdo, modificag¢des
estruturais, interagdes com as enzimas digestivas e formagdo de complexos entre os
componentes da matriz também podem ocorrer. Por exemplo, a bioacessibilidade de minerais
pode ser afetada pela formacao de complexos com fibras, fitatos, polifen6is ou proteinas da
composicdo da matriz alimentar. A partir disso, ¢ possivel que a presenca de compostos
fenolicos e proteinas no mel exergam alguma influéncia sobre os minerais, podendo contribuir
ou ndo para a redugdo ou aumento da fracdo bioacessivel desta classe de compostos apos a
digestdo (POHL et al., 2012b; SWIECA et al., 2013; HELAL et al., 2014; ALMINGER et al.,
2014; SERAGLIO et al.,, 2017; ROUSSEAU et al. 2020a; SERAGLIO et al., 2021a;
SERAGLIO et al., 2021c¢).

Por fim, é importante ressaltar que os potenciais fatores que afetam a bioacessibilidade
de compostos no mel ndo se limitam aos discutidos aqui. Desta forma, o aprofundamento dos
estudos com esse alimento, direcionados a classes de compostos com importancia

nutricional/bioativa, tal como os minerais, possui relevancia.

3.3 BIOACESSIBILIDADE DE MINERAIS EM MEIS: QUAL O ESTADO DA ARTE?

Alguns estudos ja avaliaram o efeito da digestdo in vitro na bioacessibilidade de
minerais em méis (POHL et al., 2012b; SERAGLIO et al., 2017; BILUCA et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2019) e os principais resultados encontrados estdo sumarizados a seguir.

Pohl et al. (2012b) avaliaram a bioacessibilidade de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn em méis
florais (acéicia, trigo sarraceno, urze e tilia) e mel de melato de arvores coniferas
comercializados na Pol6nia, aplicando um método de digestdo gastrointestinal in vitro e
filtracdo por membrana (modelo estatico). Os autores observaram que a fragao bioacessivel foi
elevada (80 a 100%) para todas as espécies quimicas investigadas. Além disso, o Mn foi o inico
mineral que apresentou uma contribui¢do relevante para a Ingestdo Dietética de Referéncia
(DRI, do inglés, Dietary Reference Intakes), fornecendo até 65% do DRI se for considerado o
consumo didrio de 100 g de mel (ingestdo maxima diaria de mel para consumo adulto)
(MOLAN, 2001).

Seraglio et al. (2017) dedicaram parte de seu estudo a determinacao das concentragdes

dos minerais K, Ca, Mg e Mn em m¢is de melato de bracatinga, apds a digestao gastrica e
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duodenal, utilizando um processo de digestdo gastrointestinal estatico in vitro. Seus achados
destacaram elevados percentuais dos minerais investigados apos a etapa gastrica (93-108%) e
apos a digestdo duodenal, em alguns casos como para o Ca, houve aumento significativo da
fragdo bioacessivel (94-220%). Além disso, foi observado uma correlagio positiva dos minerais
com a capacidade antioxidante, especialmente apos a etapa géstrica.

Biluca et al. (2017) investigaram a bioacessibilidade de diversos elementos minerais
(Al, Ba, Ca, Co, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni ¢ Zn) em méis multiflorais de abelhas sem
ferrdao (Meliponinae) do Sul do Brasil, utilizando um protocolo estatico de digestdao
gastrointestinal in vitro. As fragdes bioacessiveis dos minerais quantificados também foram
altas (73-107%), %), mas com suas contribuigdes a ingestao diaria recomendada permanecendo
baixas ao considerar o consumo méximo didrio recomendado para um adulto (100 g de mel)
(MOLAN, 2001).

Oliveira et al. (2019) aplicaram o teste simplificado de extragdo como uma
metodologia de digestao in vitro para avaliar a sua influéncia sobre os minerais Ca, Fe, K, Mg
e Na em méis florais (de origem botanica desconhecida) comercializados no Brasil e em
Portugal. Diferentemente dos estudos anteriores, os percentuais obtidos foram baixos (10-20%).
No entanto, tal comportamento pode ser atribuido a metodologia utilizada pelos autores, visto
que se trata apenas de uma digestdo acida, em etapa Unica, a qual ndo faz uso de enzimas
digestivas e sais biliares (OOMEN et al., 2002), sendo assim muito distinta das condigdes
comumente preconizadas para simulacdo da digestao in vitro.

De modo geral, o comportamento bioacessivel de minerais ja foi estudado em méis de
melato e florais de abelhas Apis mellifera e méis florais de abelhas sem ferrdo (Meliponinae).
Apesar do perfil e concentragdo de minerais no mel variar por fatores intrinsecos e extrinsecos,
as fracOes bioacessiveis sdo comumente elevadas, independente da concentragdo e tipo de
mineral. Todavia, a metodologia de digestao in vitro, bem como os fatores relacionados a matriz
alimentar ndo podem ser negligenciados, uma vez que podem execer influéncia nos resultados.
Além disso, mesmo que a concentracdo bioacessivel de minerais do mel ndo tenha uma
contribui¢do nutricional significativa com base no DRI, sua relevancia estad associada as
atividades bioativas que essas espécies podem desempenhar, como por exemplo a atividade
antioxidante.

Diante disso, apesar de o conhecimento sobre a bioacessibilidade de minerais estar
mais avangado em relagdo a outros constituintes do mel, as informagdes limitam-se a aspectos
relacionados com a origem geografica, fonte botanica, tipo de produto (mel floral ou mel de

melato) e espécie de abelha produtora (Apis mellifera ou Meliponinae). Sendo assim,
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investigacdes que contemplem outros aspectos, evidenciado neste trabalho, o qual avalia a
influéncia do armazenamento na bioacessibilidade dos minerais, amplia o conhecimento quanto

aos efeitos da digestao in vitro de minerais encontrados no mel.
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Capitulo 2 — Efeito de diferentes condicdes de armazenamento na concentracio total e

bioacessivel de minerais do mel de melato de bracatinga (M. scabrella Bentham)
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1 INTRODUCAO

O mel ¢ um alimento natural elaborado por abelhas (Apis mellifera) e constituido
principalmente por actcares simples (glicose e frutose, principalmente), agua, além de uma
gama de compostos presente em menor concentracdo (minerais, compostos fendlicos, proteinas,
aminoacidos, acidos organcos) (BRASIL, 2000; CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION,
2001; RIZELIO et al., 2020). Normalmente, o mel de melato (produzido a partir de secregdes
de partes vivas de planta ou de excrecdes de insetos sugadores de planta) possui caracteristicas
que o diferem em relagdo ao mel floral (produzido a partir do néctar das flores), como o menor
teor de actcares, cor escura e maior teor de compostos fenolicos e minerais (BERGAMO et al.,
2019a; LOVAKOVICA et al., 2018; PITA-CALVO; VAZQUEZ, 2017; SERAGLIO et al.,
2019; SILVA et al., 2020).

O mel de melato de bracatinga ¢ um produto com selo de Denominagdo de Origem,
apreciado principalmente pelos consumidores europeus. Este mel ¢ produzido exclusivamente
na regido Sul do Brasil, a partir de excregdes acucaradas de insetos sugadores de plantas
(Tachardiella sp. ou Stigmacoccus paranaensis Foldi) fixadas em arvores de bracatinga (M.
scabrella Bentham). Sua produ¢@o ocorre entre janeiro e junho, coincidindo com os periodos
de menor oferta de néctar e pdlen, e apenas a cada dois anos, devido ao ciclo de vida do inseto
(BERGAMO 2019a; MAZUCHOWSKI et al.,, 2014; SILVA et al.,, 2022). Dentre suas
caracterisitcas, destacam-se a elevada acidez, cor escura € maior contetildo de minerais € outros
constituintes (4cidos organicos, aminoacidos, proteinas, compostos fendlicos) em relacdo a
méis florais (AZEVEDO et al. 2017a; 2017b; BERGAMO et al., 2018; BRUGNEROTTO et
al. 2019b; SERAGLIO et al., 2016; SILVA et al., 2019)

Minerais sdo elementos envolvidos em inimeras vias bioquimicas que sdo cruciais
para a manutencdo da vida humana, portanto seu consumo ¢ muito importante
(GHARIBZAHEDI & AFARI, 2017; CASE; ZUBIETA & DOYLE, 2020). O conteudo de
minerais no mel pode contribuir para efeitos benéficos a saude, como na capacidade
antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana (AZEVEDO et al., 2021; SERAGLIO et al.,
2017; SILVA, 2020). Entretanto, para que excercam suas propriedades bioldgicas no
organismo, esses elementos inorganicos precisam ser liberados da matriz alimentar durante o
processo de digestdo gastrointestinal, tornando-se bioacessiveis (ALMINGER et al., 2014;
CILLA et al., 2018; DIMA et al.; 2020). Normalmente, a bioacessibilidade de minerais ¢
avaliada por meio da simulagdo in vitro da digestdo gastrointesnal (LI et al., 2020; MINEKUS

et al., 2014). Além disso, a forma como esses elementos sdo encontrados na matriz alimentar
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(livres ou ligados) pode influenciar na sua bioacessibilidade (PARADA e AGUILERA, 2007;
SERGIEL & POHL, 2010).

Até o momento, pouco se sabe em relacdo as formas quimicas que os minerais sao
encontrados no mel (SERGIEL & POHL, 2010), incluindo as implica¢des na bioacessibilidade
(POHL et al., 2012b; SERAGLIO et al., 2017; BILUCA et al., 2017; SERAGLIO et al., 2021c).
Embora a maioria dos minerais possam estar em sua forma livre no mel (potencialmente
bioacessivel), uma pequena quantidade dos minerias pode interagir com outros constituintes da
matriz (como proteinas, aminoacidos compostos fenolicos e acidos organicos), o que pode
impactar na sua bioacessibilidade (SERGIEL & POHL, 2010).

Além disso, é possivel que as transformagdes que ocorrem durante o armazenamento
resulte em mudangas no conteudo de minerais, conforme observado no estudo de Seraglio et al.
(2021b) para o mel de melato de bracatinga armazenado ao longo de 24 meses a temperatura
ambiente. Tempo e temperatura de armazenamento podem afetar a estabilidade de diversos
constituintes do mel de melato de bracatinga, além de favorecer mecanismos de escurecimento
ndo enzimdtico, como o a reagcdo de Maillard (SERAGLIO et al. 2021b; 2021d). O
armazenamento pode induzir a liberacdo ou ligagdo dos minerais presentes na matriz, dependo
da transformacao ocorrida com cada constituinte (ROUSSEAU et al., 2020a). Alguns metais,
podem atuar como catalisadores em reagdes de escurecimento ndo enzimatico do mel, o que
pode levar ao envolvimento com produtos da reacao de Maillard (MRPs) que possuam sitios
de complexacdo (DA SILVA etal., 2016; YANG et al., 2019; SERAGLIO et al., 2021b). Esses
aspectos também podem provocar a liberagdo ou nao dos minerais ap6s a digestao in vitro.

Neste contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o impacto de diferentes tempos e
temperaturas de armazenamento (apos 8, 16 € 24 meses a 23 °C e apos 4 meses a 40 °C) em
relacdo ao contetdo livre total e na fracdo bioacessivel de minerais (magnésio, calcio, potassio,

sodio e manganés) no mel de melato de bracatinga.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Em todos os procedimentos de analise, foram utilizados reagentes de grau analitico
(pureza > 95%) e 4gua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Bedford, Massachusetts,
E.U.A)).

Os  reagentes imidazol, acido acético, acido latico, hidroxido
de sodio e os minerais potassio (K), bario (Ba), célcio (Ca), magnésio (Mg), sodio (Na) e
manganés (Mn), todos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, E.U.A.),
empregados na determina¢do de minerais.

Para os ensaios de digestdo in vitro, foram utilizadas as enzimas pancreatina (pancreas
suino, P7545 - 207 unidades de protease mg™! sélido; 238 unidades de a-amilase mg™! sélido; e
29,9 unidades de lipase mg™! solido) e pepsina (mucosa gastrica suina, P7000 - 474 unidades
mg! s6lido) da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, E.U.A.); e os reagentes bicarbonato de
sodio da Vetec (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) e 4cido cloridrico da Sigma-Aldrich

(Saint Louis, Missouri, E.U.A.).

2.2 AMOSTRAS

As amostras de mel de melato de bracatinga (M. scabrella
Bentham) avaliadas neste estudo foram coletadas durante os meses de marco a junho de 2016,
em apiarios localizados em trés regides do estado de Santa Catarina, Brasil: Urupema (altitude:
1342 m; latitude: 28° 17’ 38”; longitude: 49° 55° 54”), Bocaina do Sul (altitude: 860 m; latitude:
27° 44> 40”; longitude: 49° 56’ 40”) e Lages (altitude: 930 m; latitude: 27° 49° 0”; longitude:
50° 19’ 35”). A coleta ocorreu com os méis ainda nos favos, os quais foram acondicionados em
sacos plasticos individuais, identificados e imediatamente conduzidos em recipientes
1sotérmicos a 5 + 2 °C até o Laboratorio de Quimica de Alimentos da Universidade Federal de
Santa Catarina, onde foram manualmente drenados. O mel recolhido durante a drenagem foi
filtrado, homogeneizado, acondicionado em fracos de polipropileno e congelado a -20 + 2 °C

até o término do periodo de coleta das amostras.
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2.2.1 Condic¢des de armazenamento

Ao final do periodo de coleta, as amostras foram simultaneamente descongeladas,

homogeneizadas em temperatura ambiente e divididas conforme representado na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Representagdo descritiva sobre as condigdes de armazenamento empregadas nas

amostras de mel de melato de bracatinga (M. scabrella Bentham).
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Fonte: Proprio do autor (2022).

Como representado na Figura 2.1, os méis foram divididos em frascos de polipropileno
com capacidade de 100 mL, contendo aproximadamente 85 g de mel e imediatamente
submetidas as suas respectivas condi¢cdes de armazenamento. A quantidade restante foi
transferida para outros tubos de polipropileno e novamente congelada (-20 + 2 °C), sendo este
considerado como o mel no “tempo zero” (T0). Para cada amostra, um frasco foi submetido a
temperatura controlada de 40,5 + 0,3 °C, durante 4 meses e sob o abrigo da luz, como forma de
simular possiveis condi¢des extremas de temperatura que o mel pode enfrentar, como por
exemplo durante o seu transporte. Outros trés frascos foram armazenados a temperatura
ambiente (TA, 23,0 = 2,3 °C), em diferentes periodos de armazenamento (8, 16 e 24 meses) e
sob o abrigo da luz, como forma de simular o armazenamento doméstico. O monitoramento de
tais condicOes estdo descritos no Anexo A. Apos alcangar o periodo de armazenamento
estipulado, a referida amostra de mel foi transferida para tubos de polipropileno e congelado (-

20 £ 2 °C), onde permaneceram nesta condi¢ao até o momento das andlises.
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2.2.2 Preparo das amostras

Os méis de cada regido geografica no “tempo zero” e estocados (a temperatura
ambiente e a temperatura controlada a 40 °C) foram descongelados, homogeneizados e
submetidos a determinagdo de minerais antes e apds a digestdo gastrointestinal in vitro.

Para a determinacdo dos minerais nos méis ndo digeridos, as amostras foram
preparadas conforme descrito por Rizelio et al. (2012a), com adaptagdes de Seraglio et al.
(2017). Desta forma, em um baldao volumétrico de 2 mL, foram pesados 0,6 + 0,001 g de cada
amostra ¢ este baldo avolumado com &gua ultrapura. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas, centrifugadas a 6585 g por 5 min a 4 = 0,2 °C e o sobrenadante foi diluido na
proporcao 9:1 (v/v) com o padrao interno (Ba) resultando na concentracao final de 68,66 mg L~
I E valido ressaltar também que novas dilui¢des foram realizadas nas amostras, conforme a

necessidade e concentragdo dos analitos avaliados.

2.3 DIGESTAO GASTROINTESTINAL in vitro

O efeito da digestdo gastrointestinal sobre os minerais presentes nos méis no “tempo
zero” e estocados foram avaliados pelo protocolo adaptado de Seraglio et al. (2017). Trata-se
de um modelo estatico de digestao in vitro que simula as etapas gastrica e duodenal.

Previamente aos ensaios, os fluidos digestivos (solucdes gastrica e duodenal) foram
preparados. Para a solugdo gastrica, 0,16 g de pepsina foi dissolvido em 0,35 mL de HCI 12
mol L! e avolumado para 50 mL com 4gua ultrapura. A solu¢do duodenal foi preparada a partir
da dissolucdo de 0,1 g de pancreatina em 0,1 mL de NaHCO3 0,5 mol L'! e avolumado para 10
mL com 4gua ultrapura. Com as solugdes digestivas preparadas, os ensaios in vitro foram

realizados conforme descrito na Figura 2.2.



Figura 2.2 — Procedimento de digestdo in vitro empregado no mel de melato de bracatinga (M. scabrella Bentham).
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Como apresentado na Figura 2.2, ao final do processo de digestdo in vitro, aliquotas
foram coletadas, centrifugadas, os sobrenadantes congelados e analisados dentro de um periodo
de 24 h. Uma amostra “branco”, constituida somente de agua ultrapura, foi submetida ao
procedimento de digestdo in vitro, como forma de conhecer uma possivel influéncia das
solugdes utilizadas neste protocolo nas concentracdes dos analitos, ao qual foi considerada nos
calculos finais.

Na determinacdo de minerais por CE-DAD, essas aliquotas foram descongeladas,
homogeneizadas e diluidas na proporc¢ao 9:1 (v/v) com o padrao interno (Ba) resultando na

concentragio final de 68,66 mg L. Novas dilui¢des foram realizadas sempre que necessario.

2.3.1 Calculo da fracao bioacessivel
Para o calculo da fracdo bioacessivel (%), foi utilizado as concentragdes obtidas por
cada mineral ao final da etapa de digestao duodenal, de acordo com a seguinte equacao:

concentragio do mineral na amostra apés digestido duodenal 100 ( 1 )
concentragdo do mineral na amostra ndo digerida

Fragéo bioacessivel (%) =

2.4 DETERMINACAO DE MINERAIS POR CE-DAD

A determinacio dos cations K*, Ca®", Mg?*, Na’, e Mn?" nas amostras de méis no
“tempo zero” e estocados, antes e apds a digestdo in vitro, foi realizada de acordo com o método
desenvolvido por Rizelio et al. (2012) com modifica¢des por Seraglio et al. (2017), empregando
um sistema de CE Agilent 7100 (Agilent Technologies, Alemanha) acoplado ao DAD. Neste
sistema, um capilar de silica fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, E.U.A.) com 48,5
cm (40 cm comprimento efetivo e 75 pm didmetro interno) foi utilizado. Antes das anélises, o
capilar foi sequencialmente condicionado com NaOH 1 mol L' durante 20 min, 4gua ultrapura
por 20 min e solugdo de eletrolito de corrida (BGE, do inglés, background electrolyte) por 20
min. Entre as corridas, o capilar foi novamente condicionado com solugdo de BGE por 2 min.
O BGE foi constituido por 30 mmol L' de imidazol, 300 mmol L' de 4cido acético e 140 mmol
L' de 4cido latico (pH 3,0).

A injecao das amostras e padrdes foi realizada hidrodinamicamente, com pressao de
50 mbar por 3 s, pela extremidade mais longa do capilar (inlet), sob tensdo de separagdo de 15
kV, com polaridade positiva. A deteccao dos analitos foi realizada de modo indireto, por meio
do ajuste do detector em 215 nm com referéncia de 450 nm para inversao de pico. A temperatura
do sistema foi controlada a 20 °C. A aquisi¢do e tratamento dos dados foi realizado com o

software HP ChemStation, rev. A.06.01.
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Para a quantificacdo, curvas analiticas foram construidas em seis de niveis de
concentragio, equidistantes, variando de 117 a 586 mg L! para potassio; 2,00 a 60,1 mg L!
para calcio; 1,21 a 18,2 mg L™! para magnésio; 1,15 a 34,5 mg L™! para sodio; e 0,550 a 5,50
mg L' para manganés. Os resultados para K*, Ca?*, Mg?*, Na” e Mn*" encontrados nas amostras

foram expressos em mg kg™ de mel.
2.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas em duplicata e as concentragdes determinadas foram
expressas como média + desvio padrdo. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e comparacdo de médias por teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Statistica 13.0 (licenca adquirida pela UFSC) e Microsoft Excel 2010 foram os programas

estatisticos utilizados para os tratamentos acima citados.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONTEUDO DE MINERAIS LIVRES

A Tabela 2.1 mostra o teor de minerais quantificados nas amostras de méis de melato
de bracatinga no TO e estocados ao longo de 8, 16 e 24 meses em temperatura ambiente e por 4

meses a 40 °C.
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Tabela — 2.1 Concentragdes de potassio (mg kg!') em amostras de mel de melato de bracatinga (M. scabrella Bentham) submetidas a diferentes

condigdes de armazenamento.

Armazenamento
Mineral Municipio
Tempo 0 8 meses (TA) 16 meses (TA) 24 meses (TA) 4 meses (40 °C)
Bocaina do Sul 5538,2 + 24,6 5946,5 + 190,7* 6071,1 £46,4* 6266,0 +57,7° 5957,8 + 27,22
K* Lages 6053,6 +79,1* 5804,1 + 14,12 6163,4 +296,4° 6026,9 +0,2° 5858,4 +16,2%
Urupema 6541,7 £79,1° 6648,8 + 228,32 6489,7 +272,4° 6260,4 + 224,17 6778,6 = 1,3°
Bocaina do Sul 50,9 +0,8? 52,8 £2,2% 494+ 1,7° 472+ 1,9 50,5+0,2°
Mg** Lages 56,1 £ 1,6 61,8+ 1,0 60,4 + 1,1 54,5+0,1¢ 59,4 +1,3%
Urupema 47,8 +£2,6* 47,6 + 0,9 52,4 +1,4° 50,3+ 1,0° 48,7+ 1,22
Bocaina do Sul 23,2 +0,3? 24,7+0,7* 23,0+0,1° 18,5+ 0,8° 18,8 £0,2°
Ca* Lages 59,1+1,32 40,5+0,1° 35,6 +0,6° 29,7 +0,7¢ 27,9+ 0,54
Urupema 44,8 + 1,52 43,5+ 1,6° 33,1 +£0,2° 29,0 +1,5° 28,1 +1,3°
Bocaina do Sul 1,7 £0,0¢ 2,8+0,0° 2,4+£0,1° 2,4+0,1°¢ 3,2+0,1%
Na* Lages 4,4 +0,2% 4,0+ 0,1 4,1 +£0,1%® 3,8 +0,2% 3,3+0,1°
Urupema 5,9 +0,3% 5,0+0,2° 5,6 +0,2% 6,3+0,32 6,0+ 0,12

Legenda: TA — Temperatura ambiente; dados expressos como média = desvio padrio; (n = 2); *4letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma linha, para cada municipio,

indicam diferenga estatistica (p < 0,05) pelo teste de Tukey. Limite de detecagao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ), respectivamente, dos cations investigados: 3,17 ¢ 10,55
mg L' para K*; 1,17 € 3,91 mg L"! para Ca?"; 0,31 e 1,05 mg L"! para Na*; 0,42 ¢ 1,42 mg L"! para Mg**; 0,27 € 0,91 mg L"! para Mn?",
Fonte: Proprio autor (2022).
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Potassio foi o mineral mais abundante entre as amostras, com teores variando entre
5538,2 +24,6 a 6778,6 = 1,3 mg kg!, seguido pelo magnésio (47,2 +1,9a 61,8+ 1,0 mgkg™),
calcio (18,5 + 0,8 a 59,1 £ 1,3 mg kg!) e sodio (1,7 £ 0,0 a 6,3 £ 0,3 mg kg™'). Em todas as
condi¢des de armazenamento avaliadas, o manganés apresentou-se abaixo do limite de detec¢ao
do método (< 0,9 mg kg'). As concentracdes dos minerais encontradas no TO estio em
concordancia com o os resultados encontrados para méis de melato da Crodcia, Sérvia, Hungria,
Espanha e Brasil (BERGAMO et al., 2018; JARA-PALACIOS et al., 2019; LOVAKOVIC et
al., 2018; MRACEVICA et al., 2020; SAJTOS et al., 2019).

De modo geral, as diferentes condi¢des de armazenamento ndo influenciaram na
estabilidade dos minerais potassio € magnésio, mas causaram efeitos significativos (p < 0,05)
para sodio e célcio (Tabela 2.1). Para o sodio, as variacdes observadas ndo geraram uma
tendéncia clara (aumento ou reducao). No entanto, foi possivel verificar uma reducao na
concentragdo de calcio ao longo do armazenamento (até 49,8%) e nas amostras submetidas a
temperatura de 40 °C (52,8%). Esses resultados sdo semelhantes ao trabalho de Seraglio et al.
(2021b), em que foi verificada a estabilidade das concentracdes de potdssio, magnésio e sodio
e a tendéncia a reducao do calcio apds 24 meses de armazenamento a temperatura ambiente
para amostras de mel de melato de bracatinga obtidas na mesma safra (ano de 2016). Ainda, ¢
possivel que as transformacdes que ocorrem na composi¢ao do mel ao longo armazenamento
causem mudangas na concentragao cationica de s6dio, o que pode explicar a variagdo observada
no presente estudo.

Assim, potassio e magnésio podem ser considerados como minerais estaveis nas
diferentes condicoes as quais as amostras foram submetidas. Enquanto isso, os minerais sodio
e, principalmente o célcio podem estar participando de complexos com outros constituintes da
matriz, como estruturas proteicas (aminoacidos, peptideos, proteinas), acidos orgénicos e
compostos fendlicos (SERGIEL & POHL, 2010) ou ainda com compostos resultantes do
armazenamento ou aquecimento prolongado do mel, como os produtos da reacao de Maillard

(MRPs) (YANG et al., 2019).

3.2 BIOACESSIBILIDADE

Apo6s o processo de digestao in vitro, nao foi possivel avaliar a bioacessibilidade de
sodio. Apesar da conducdo em paralelo da amostra branco, a influéncia das concentracdes desse
ion nas solugdes de digestdo, juntamente com as baixas concentracdes desse mineral nos méis

avaliados impossibilitaram a determinacdo do teor de s6dio nas amostras de mel digeridas.
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Ainda, 0 manganés permaneceu abaixo do limite de detec¢do do método (< 0,9 mg kg™!) apos

aplicacdo do protocolo de digestao in vitro.

3.2.1 Potassio

A bioacessibilidade do potassio nas amostras de mel de melato de bracatinga no TO e
armazenados ao longo de 8, 16 ¢ 24 meses em temperatura ambiente e por 4 meses a 40 °C ¢

mostrada na Figura 2.3 e apéndice A.

Figura 2.3 — Influéncia do armazenamento na bioacessibilidade de potassio no mel de melato

de bracatinga armazenado apds 8, 16 e 24 meses a temperatura ambiente e ap6s 4 meses a 40
°C.
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Legenda: TO — “Tempo zero”; TA — Temperatura ambiente; barras indicam o desvio padrdo das médias; (n = 2);
d]etras diferentes para cada amostra indicam diferenca estatistica (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Proprio autor (2022).

Para todas as amostras e condi¢des de armazenamento, a aplicagdo da digestao in vitro
ocasionou a redugdo do contetido do potassio, resultando em fracdes bioacessiveis de 67,9 +
1,9 a 87,1 +0,1% (Figura 2.3 e apéndice A). Esses resultados contrapdem aos observados para
méis de abelhas sem ferrdo frescos (BILUCA et al., 2017) e méis de melato de bracatinga

colhidos na safra de 2014 (SERAGLIO et al., 2017), no qual ambos obtiveram fragdes



61

bioacessiveis superiores a 90% em ambos os estudos, sugerindo que o potassio esta presente no
mel em sua forma livre e que sdo facilmente soltiveis apos a digestao in vitro. Por outro lado, o
conhecimento sobre os reais fatores que impactam a bioacessibilidade in vitro do potassio
dietético sdo escassos (NAISMITH & BRASCHI, 2008; SILVA et al., 2018; RIBEIRO et al.,
2020). O ion potéssio pode interagir eletrostaticamente com compostos organicos (SABBOH-
JOURDAN et al, 2011) e estruturas proteicas (aminoacidos, peptideos e proteinas)
(HARDING, 2002; RODRIQUEZ et al., 2000) que estao presentes no mel e, desse modo,
influenciariam na bioacessibilidade do potassio. Além disso, também ¢ possivel supor que os
macronutrientes circundantes na matriz, como os carboidratos do mel, formem barreiras fisicas
que impedem a liberagdo dos minerais (SERAGLIO et al., 2021c; ROUSSEAU et al. 2020a).
Nesse sentido, o alto teor de aguicares no mel poderia influenciar na solubilizagdo do potassio
ao longo da digestdo in vitro, mas sdo necessarios novos estudos para avaliar melhor essa
hipotese.

Apesar do armazenamento ndo ter alterado significativamente as concentracdes de
potéssio nas amostras de mel de melato de bracatinga avaliadas, este ainda pode ser um fator
determinante ap0s a aplica¢do do processo de digestdo in vitro. De acordo com a Figura 2.3, o
armazenamento ndo demonstrou efeito significativo na bioacessibilidade do potassio para as
amostras de Lages e Urupema (p < 0,05) (Figura 2.3). No entanto, para o mel de Bocaina do
Sul, todas as condi¢cdes de armazenamento ocasionaram uma diminui¢do significativa (p <
0,05) de até 11,4% em relagdo a fragdo bioacessivel inicial (87,1 = 0,1 % no TO0) (Apéndice A).
Para essa amostra, 0 armazenamento a longo prazo a temperatura ambiente (apds 24 meses) €
por 4 meses a 40 °C apresentaram o mesmo efeito. Considerando que a composi¢ao do mel
pode variar em fun¢do da origem geografica (AZEVEDO et al., 2021a; 2021b), as possiveis
causas que diminuem a concentracao de potassio (interagdes eletrostaticas e/ou barreiras fisicas
com os componentes da matriz), também podem atuar de diferentes formas entre as amostras
armazenadas.

Ainda, ¢ importante destacar que esses resultados agregam valor cientifico nesse
campo do conhecimento, pois, até 0 momento, ndo se encontram dados na literatura que tratem
da influéncia do armazenamento de alimentos consumidos in natura, como o mel, na

bioacessibilidade do potassio.
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3.2.2 Magnésio

A bioacessibilidade do magnésio em amostras de mel de melato de bracatinga no TO e
armazenados ao longo de 8, 16 e 24 meses em temperatura ambiente e por 4 meses a 40 °C esta

apresentada na Figura 2.4 e apéndice A.

Figura 2.4 — Influéncia do armazenamento na bioacessibilidade de magnésio no mel de melato
de bracatinga armazenado ap0s 8, 16 e 24 meses em temperatura ambiente e apds 4 meses a 40

°C.
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Legenda: TO — “Tempo zero”; TA — Temperatura ambiente; barras indicam o desvio padrdo das médias; (n = 2);

ad]etras diferentes para cada amostra indicam diferenca estatistica (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Proprio autor (2022).

Conforme observado na Figura 2.4, e considerando todas as amostras e condi¢des de
armazenamento investigadas, a bioacessibilidade do magnésio variou entre 92,0 + 0,8 a 117,5
+ 0,8 % (Apéndice A). Elevados valores de bioacessibilidade desse elemento também foram
reportados para méis de melato de bracatinga frescos da safra de 2014 (99,7 — 108,9%)
(SERAGLIO et al., 2017) e para méis de abelhas sem ferrdo frescos ou de procedéncia
desconhecida (acima de 84%) (BILUCA et al., 2017; POHL et al., 2012b).

Com relagdo ao estudo de armazenamento, ¢ possivel observar na Figura 2.4 que a
bioacessibilidade do magnésio foi significativamente influenciada (p < 0,05), no entanto,
diferentes comportamentos da fracdo bioacessivel foram verificados entre as condi¢des de

investigadas, para cada amostra avaliada (Figura 2.4). Todas as amostras apresentaram valores
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de bioacessibilidade acima de 100% (117,3 + 0,8 a 111,5 = 0,1 %) na condigdo inicial de
armazenamento (T0), mas reduziram significativamente (até 22,5 %) em condicdes especificas
de armazenamento. Para a amostra de Bocaina do Sul, essa redug¢ao foi significativa (p < 0,05)
apos 8 meses (TA) e 4 meses (40 °C); em todas as condigdes, especialmente apds 8 e 16 meses
(TA) para o mel de Lages; e somente apos 24 meses (TA) para o mel de Urupema. Todavia,
para todas as amostras avaliadas, as fracdes bioacessiveis encontravam-se elevadas (>100%,
Apéndice A) tanto apds 24 meses (TA) quanto apos 4 meses (40°) de armazenamento. Esses
resultados indicam que, dependo da condi¢ao de armazenamento, uma certa quantidade de
magnésio potencialmente ligado pode ser hidrolisado ap6s a digestao in vitro, resultando em
fragdes bioacessiveis maiores que 100%; ou que novas ligagdes podem ser formadas durante
esse processo, ocasionando uma reducao na bioacessibilidade desse mineral.

O ion magnésio possui maior capacidade de ligagdo em comparagdo a metais alcalinos
(s6dio e potassio, por exemplo), devido a sua maior eletronegatividade (LEE, 1999; DE
CASTILHO et al., 2018). Esse elemento pode formar complexos com proteinas, aminoacidos,
acidos organicos e compostos fenolicos que estdo presentes no mel (SERGIEL & POHL, 2010).
Além disso, a estabilidade de alguns desses potenciais ligantes pode ser afetada tanto pelo
armazenamento quanto pela digestdo in vitro do mel de melato de bracatinga (SERAGLIO et
al., 2017; SERAGLIO et al., 2021b). Seraglio et al. (2017) verificou um aumento da
concentragdo de compostos fendlicos (até 174,4%) apds aplicagdo da digestdo in vitro para
amostras de Urupema, Urubici e Lages (safra de 2014) e isso pode favorecer a ligacdo do
magnésio a esses compostos. Ja em Seraglio et al. (2021b), o armazenamento a temperatura
ambiente do mel de melato de bracatinga (safra de 2016) ocasionou a redugado certos compostos
fenolicos (até 50%), como crisina, kaempferol, naringenina, 4cido cafeico, acido ferulico e 3,4-
acido hidroxibenzdico); o aumento da concentracdo de certos acidos organicos alifaticos (até
53,8%) como o acido gluconico, formico, citrico, malico, succinico, glicélico, acético e latico
e diminuicao do acido glutérico (até 77,2%); além da redugdo dos aminoacidos acido glutamico
(até 87,3%) e aspartico (até 37,4%). Além do tipo de ligante, varidveis como pH, solubilidade,
temperatura e for¢a ionica podem afetar a ligacdo ou dissociacdo do magnésio (CASE;
ZUBIETA; DOYLE, 2020). Assim, os diversos modos e condi¢des para a complexagdao do
magnésio, associado as diferentes modificagdes que ocorrem nos constituintes da matriz de
estudo (apds a digestdo in vitro ou armazenamento), podem explicar o comportamento variavel

da bioacessibilidade de magnésio observada neste estudo.
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3.2.3 Calcio

A bioacessibilidade de calcio em amostras de mel de melato de bracatinga no TO e
armazenados ao longo de 8, 16 e 24 meses em temperatura ambiente e por 4 meses a 40 °C ¢

mostrada na Figura 2.5 e apéndice A.

Figura 2.5 — Influéncia do armazenamento na bioacessibilidade do célcio no mel de melato de

bracatinga armazenado apos de 8, 16 e 24 meses a temperatura ambiente ¢ apos 4 meses a 40

°C.
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Legenda: TO — “Tempo zero”; TA — Temperatura ambiente; barras indicam o desvio padrao das médias; (n = 2);

ad]etras diferentes para cada amostra indicam diferenca estatistica (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Proprio autor (2022).

De acordo com a Figura 2.5 e Apéndice A, a bioacessibilidade do célcio variou entre
84,7 £ 5,7 a 147,2 + 3,4%, considerando todas as amostras ¢ condi¢des de armazenamento.
Valores de bioacessibilidade acima de 100% também foram encontrados no estudo de Seraglio
et al (2017), variando de 164 a 220% para em amostras de méis de melato de bracatinga frescos
(safra de 2014) dos municipios de Urupema, Lages e Urubici.

Além disso, o armazenamento das amostras provocou um aumento significativo da
bioacessibilidade de célcio, sendo um efeito inverso ao observado para as concentragdes nao
digeridas (secdo 3.1). Apesar de ser verificada uma redu¢do em condi¢des especificas para as

diferentes amostras, essa tendéncia ¢ clara nas condi¢des finais de armazenamento (apos 16 e
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24 meses de armazenamento a temperatura ambiente e apos 4 de armazenamento a 40 °C, de
acordo com a Figura 2.5). Tais resultados sugerem principalmente que os possiveis complexos
formados ao longo do armazenamento do mel € que causam a reducao da concentragdo catidnica
(secdo 3.1), parecem ser propicios a dissociacdo ap6s a digestdo in vitro, causando o aumento
da bioacessibilidade.

Esses achados refor¢am o possivel envolvimento do ion célcio em complexos com
compostos organicos, como estruturas proteicas (aminoacidos e proteinas), acidos organicos e
compostos fendlicos (SERGIEL & POHL, 2010). Assim como para o magnésio, o ion calcio ¢
mais propenso a quelacdo devido sua eletronegatividade em comparagdo a cations
monovalentes com K" e Na* (LEE, 1999; DE CASTILHO et al., 2018), mas também dependera
de diferentes condi¢des fisico-quimicas que podem favorecer ou ndo sua ligacdo durante a
digestdo in vitro. Desse modo, os fatores que afetam a estabilidade desses potenciais ligantes
no mel de melato de bracatinga, discutidas em detalhes anteriormente (se¢do 3.2.2), também
podem ser aplicaveis ao calcio.

No entanto, o possivel envolvimento do calcio com os MRPs, pode estar influenciando
de forma mais acentuada e especifica na bioacessibilidade do célcio. Apesar dos MRPs terem
apresentado um efeito negativo para a bioacessibilidade do cdlcio em outras matrizes
alimentares, seus reais efeitos ainda ndo foram devidamente esclarecidos (CILLA et al., 2018;
SEIQUER et al., 2010). As melanoidinas, por exemplo, sdo moléculas produzidas durante o
processo de escurecimento ndo enzimatico do mel, através da reacdo de Maillard, podendo
formar complexos com o célcio a medida que sdo geradas (ALVES et al., 2021). No entanto, o
processo digestivo pode atuar sobre as melanoidinas, liberando o mineral dessas estruturas
(RENDLEMAN, 1987; ALVES et al., 2021). Essa hipotese, portanto, explicaria o aumento da
bioacessibilidade do célcio ao longo do armazenamento.

Adicionalmente, nesta pesquisa, foi analisada a fracdo livre/catidnica, a qual esta
prontamente disponivel para ser absorvida no epitélio intestinal. No entanto, certas estruturas
proteicas ligadas ao calcio, como aminoacidos e alguns peptideos também sdo formas
assimilaveis no intestino e, nesse contexto, uma contribuicao ainda maior de calcio bioacessivel

pode estar envolvida (TANG & SKIBSTED, 2016).
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4 CONCLUSAO

Neste estudo, foi avaliada a influéncia de diferentes tempos e temperaturas de
armazenamento na concentragao total livre e na fracdao bioacessivel de minerais, em amostras
de melato de bracatinga oriundas de diferentes municipios. Os resultados obtidos sugerem que
as condi¢des de armazenamento exercem impactos na bioacessibilidade dos minerais em méis,
inclusive aqueles que apresentaram estabilidade antes da aplica¢do da digestdo in vitro, como
potassio € magnésio. Observou-se que a bioacessibilidade do céalcio aumentou ao longo do
armazenamento. Ademais, a concentragdo do sodio foi influenciada pelo armazenamento, mas
sua bioacessibilidade ndo foi avaliada devido aos elevados teores de sais de sddio envolvidos
no protocolo de digestdo in vitro.

Até o momento, este ¢ o primeiro estudo que avalia a influéncia do armazenamento na
bioacessibilidade de minerais em méis. Os dados explorados nesta pesquisa abrem um novo
escopo de investigacdo nesse tipo de matriz, pois, até 0 momento, ndo se tem dados sobre a
influéncia da temperatura ou tempo de armazenamento na bioacessibilidade de outros
cosntituintes do mel, como compostos fendlicos, aminoacidos e proteinas. Os resultados
gerados em pesquisas futuras podem auxiliar na fundamentagdo das hipoteses levantas neste

trabalho.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Primeiramente, cabe aqui justificar que alguns experimentos planejados foram
reduzidos ou impossibilitados devido ao periodo pandémico vivido. Por isso, somente uma
parte das analises foi realizada.

Todavia, o presente trabalho aborda dados inéditos com relagdo a estudos de
bioacessibilidade de compostos em méis, o que destaca sua relevéncia cientifica. Pela primeira
vez, foi investigado o impacto de diferentes condi¢des diferentes condigcdes (8, 16 e 24 ¢ meses
a 23 °C e por 4 meses a 40 °C) de armazenamento na bioacessibilidade de minerais de
importancia nutricional/bioativa (especificamente calcio, magnésio e potassio). Os resultados
obtidos contribuem para a compreensao do comportamento desses constituintes no mel de
melato de bracatinga, estimulanado a realizacdo de novos estudos com esta matriz.

Para tanto, a avaliagdo dos minerais totais nas amostras investigadas ainda ¢
necessario. Procedimentos de abertura de amostra viabiliza a estimativa da quantidade de
mineral ligado e livre, além de possibilitar avaliacao dos efeitos de diferentes fases da digestao
in vitro para o comportamento bioacessivel de minerais e assim gerar explicagdes mais
conclusivas. Isto posto, ressalta-se que tais estratégias ja estdo sendo executadas no Laboratdrio
de Quimica de Alimentos.

Além disso, destaca-se que a avaliacdo da bioacessibilidade de outros elementos
minerais de importancia bioativa ou toxicoldgica ainda ndo foi investigada no mel de melato de
bracatinga. Ainda, novas estratégias analiticas podem ser empregadas para possibilitar a
avaliacdo da bioacessiblidade do mineral sédio, assim como permitir a quantificagdo do

manganes.
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APENDICE A - Fragdes bioacessiveis (%) dos minerais potassio, magnésio e calcio em amostras de mel de melato de bracatinga (M. scabrella

Bentham) armazenanas por 8, 16 e 24 meses a temperatura ambiente (23 °C) e por 4 meses a 40 °C.

Mineral Amostra Armazenamento
Tempo 0 8 meses (TA) 16 meses (TA) 24 meses (TA) 4 meses (TA)
Potassio Bocaina do Sul 87,1+0,1 75,7+£0,7 80,8 + 0,4 78,1 +1,6 80,5+0,2
Lages 81,1 £0,1 82,826 77,9 +0,8 79,9 +0,1 82,2+04
Urupema 67,9+1,9 70,9 +0,8 71,4+0,5 71,8+5,3 69,9 +1,2
Magnésio Bocaina do Sul 114,5+1,0 92,0+0,8 117,5+0,2 110,9+1,2 106,0 £ 1,1
Lages 117,3+0,8 98,9+1,0 100,2+1,8 112,0+£0,3 107,9+£0,2
Urupema 111,5+0,1 116,2+4,9 102,5+0,6 100,1 £2,5 112,4+0,9
Calcio Bocaina do Sul 130,6 +4,2 97,0+2,9 1289+ 3,5 1472 £ 3,4 141,9+2.9
Lages 106,4 +£2,1 123,0+1,4 113,2+4,0 135,1£2,5 144,1 £0,0
Urupema 94,5+5,9 84,7+5,7 112,6 £1,2 123,5+0,9 128,8 £ 1,5

Legenda: TA — Temperatura ambiente; dados expressos como média + desvio padrio; (n = 2).

Fonte: Proprio autor (2022).
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ANEXO A — Monitoramento das temperaturas de armazenamento dos méis de melato de
bracatinga (M. scabrella Bentham)

Condicao de Periodo de armazenamento
armazenamento 0—4 0-8 8—-16 16 —24 M¢édia
meses meses meses meses
TA - 23,6 +2,7 222+1,5 232+24 23,0+£2,1
TC 40,5+0,3 - - - 40,5+0,3

Legenda: TA — temperatura ambiente; TC — temperatura controlada de 40 °C; (-) — ndo aplicavel; Resultados

expressos como média = desvio padrio.

Fonte: Adaptado de Seraglio (2020).
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