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Espectroscopia UV e Imagens Digitais para Estimar a
Capacidade Antioxidante e o Contetido de Prolina em
Méis de Abelhas Nativas

UV Spectroscopy and Digital Image to Estimate the Antioxidant
Capacity and Proline Content of Honeys Produced by Native Bees

Maidelen Del Carmen Lozano Guerrero,?~ Marina Duartes Fernandes de Souza Lima,?™ Camila
Acorone,® Eliane Sloboda Rigobello,*™ Patricia Valderrama,>*" Yohandra Reyes Torres®*

The honey produced by the stingless bees has been used by indigenous communities in Brazil as a
nutritional and medicinal source. In accordance with this traditional knowledge, anti-inflammatory,
antiviral, healing, and antioxidant properties have been recently described for this natural product.
Despite its widely use, there is no specific quality control regulation for this peculiar honey; therefore,
its quality is verified by taking into consideration the parameters already standardized to the honey
produced by Apis mellifera bees. Among other parameters, antioxidant activity, phenolic and proline
contents are tested for quality control following analytical protocols via spectrophotometric methods.
Although simple, these methods involve several steps and the use of organic reagents and solvents, then
causing some analyst exposure and environmental impact. Looking for environment-friendly methods to
estimate important parameters for the quality control of honeys, in the current research, we investigated
the application of multivariate calibration models to indirectly estimate the antioxidant capacity and
total amino acid content of honeys produced by stingless bees. Then, partial least squares regression
(PLS) was applied to UV spectra and digital images of honeys as predictive variables to predict the
target properties. The PLS models showed coefficients of calibration and prediction R?> 0.7 and errors
of the same magnitude in both the calibration and validation sets of honey samples, indicating that
PLS models are robust and have a good prediction capacity of the study properties. In other words, it
is possible to predict accurately the antioxidant capacity and proline content of honeys produced by
stingless bees by a simple acquisition of a UV spectrum or a digital photo. Additionally, the information
reported in this paper on the antioxidant capacity and proline content of stingless bee honey contributes
to the knowledge of the properties of this honey and supports the need to develop adequate technical
regulation for this type of honey.

Keywords: Stingless bees; antioxidant capacity; honey; PLS models.

1. Introducao

As abelhas meliponinas, também conhecidas como abelhas nativas, indigenas, ou abelhas
sem ferrdo, produzem um mel muito apreciado por consumidores naturalistas por ser um produto
de sabor suave e menos adocicado que o mel de Apis mellifera. Esse mel, conhecido como
mel de abelhas sem ferrdo, tem sido tradicionalmente utilizado por comunidades indigenas
como adogante e como fonte nutricional e medicinal.'> Além de agticares, o mel contém outros
nutrientes em quantidades tracos como vitaminas, proteinas, enzimas, minerais, compostos
fendlicos, dcidos orgdnicos, aminodcidos livres e carotenoides*™ que lhe conferem propriedades
benéficas, tais como, antimicrobianas, antissépticas, anticancerigenas, anti-inflamatdrias,
antivirais, cicatrizantes e antioxidantes.> A composicdo fitoquimica do mel pode variar de
acordo com sua origem botanica, espécie de abelha, origem geografica e condi¢des climdticas
do local da produgdo.>*

No que se refere ao mel de Apis mellifera, a norma Codex Alimentarius (CODEX STAN
12-1981) estandardizou entre seus parametros de qualidade que o mel deve ter um teor de
umidade ndo maior que 20%, a soma do contetido de frutose e glicose ndo inferior a 60 g/100 g,
conteddo de sacarose ndo maior que 5 g/100 g, contetido de sélidos insoliveis em dgua
ndo maior de 0,1 g/100 g, acidez livre ndo maior a 50 miliequivalentes dcido/kg e teor de
hidroximetilfurfural (HMF) ndo superior a 40 mg/kg (para méis de paises de origem tropical
o teor de HMF nao deve ser superior a 80 mg/kg).?

O mel das abelhas sem ferrdo ndo esta incluido na lista de produtos naturais controlados
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pelas normas internacionais de controle de qualidade de
alimentos, mas artigos cientificos indicam divergéncia
entre os parametros fisico-quimicos do mel de Apis
mellifera e mel de nativas, o que torna necessario uma
maior &énfase na determinagao de parametros de qualidade
desse mel buscando informagdo e seguranca para o
consumidor. Por exemplo, diversos estudos demonstram
que o mel de abelha sem ferrdo tipicamente contém um
teor de umidade maior que 20 %, superior ao estabelecido
pela norma Codex Alimentarius e legislagdo brasileira.’
Abid Nordin et al. ® revelaram um teor de umidade
de 30% em mel de abelha sem ferrdo das espécies
Trigona itama e Trigona thorasica; Bajaree Chuttong’
reportou valores que variaram entre 25 e 47 %; Lemos et al.
8 encontraram teor de umidade médio de 35,11% em méis
da regido amazodnica produzidos por M. flavolineata.
Teores de umidade que variaram de 23,1 a 43,5% foram
reportados por Biluca et al.,’ em trinta e trés amostras de
méis de abelhas sem ferrdo do estado de Santa Catarina,
Brasil. Santos do Nascimento et al.'® avaliaram o teor de
umidade para mel de abelhas sem ferrdo do municipio de
Guaraquegaba, Parand, Brasil. Os resultados mostraram
que o mel da espécie Melipona Bicolor apresentou
um teor de umidade de 25,99% enquanto o da espécie
Melipona quadrifasciata apresentou um teor de umidade
de 36,89%, o que indica que o teor de umidade para mel
de abelhas sem ferrdo tende a ser maior se comparado ao
mel de Apis mellifera.

Outro parametro de qualidade em que o mel de abelhas
sem ferrdo diverge do de Apis mellifera € o contetido de
frutose e glicose, que somados ndo deve ser inferior a
60 g/100 g de mel. Estudo realizado por Ooi et al.,'" que
avaliou o conteido de agicar para mel de abelhas sem
ferrdo da espécie Trigona itama, encontrou valores de
frutose de 19,39 + 0,01 g/100 g e de glicose 14,03 + 0,03
2/100 g. Outro estudo realizado por Abid Nordin ez al. ©
reportou valores médios de frutose de 28,6 g/100 g e de
glicose de 32,0 g/100 g em mel das espécies Trigona itama
e Trigona thorasica.

Em relagdo a acidez livre, Lemos et al.,® que avaliaram
pardmetros fisico-quimicos e constituintes inorganicos em
méis da regido amazénica de quatro espécies diferentes de
abelhas (Scaprtotrigona sp., M. fasciculata , M. flavolineata
e A. mellifera ), encontraram um alto valor de acidez
para a maioria dos méis M. flavolineata (acidez média
de 143,67 meq/kg ) e Scaptotrigona sp. (acidez média de
60,98 meq/kg), ndo atendendo o valor estabelecido pela
legislacdo brasileira para o mel de Apis mellifera.’

A maior umidade e acidez do mel de abelha sem ferrdao
resulta numa maior suscetibilidade para sua fermentacéo
e deterioracdo. Por outro lado, ao ndo dispor de uma
normativa que regulamente os requisitos minimos de
qualidade do mel de abelhas sem ferrdo, ele ¢ fativel de
adulteracdo, muitas vezes por adi¢do de xaropes e melados,
aumentando assim o teor de sacarose nesse produto, bem
como alterando sua composi¢cdo mineral e fitoquimica.
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Em decorréncia os consumidores nio tem a garantia da
autenticidade dos méis adquiridos.'> A adulteracdo junto
com seu menor tempo de prateleira alteram as propriedades
nutracéuticas do mel, diminuindo sua concentracido de
produtos bioativos.

Entre as propriedades benéficas do mel temos seu poder
antioxidante; que € a capacidade de reduzir ou retardar a
acao deletéria de radicais livres nocivos no corpo.'”* Em
nossa pesquisa na literatura encontramos diferentes métodos
quimicos para a determinagdo da capacidade antioxidante
em méis, dentre os que se destacam, o método pela inibicao
do radical estivel DPPH e o método pela redugdo do ion
férrico (FRAP). O teor do aminodcido prolina € usado como
critério para medir o contetido de aminodcido livre totais'*
e é¢ um indicador da autenticidade do mel.

Andlises rotineiras de atividade antioxidante e teores
de compostos bioativos, sao usualmente realizadas através
de ensaios espectrofotométricos que utilizam reagentes
caros, solventes orgdnicos e que resultam em certo grau
de exposicdo insalubre para o analista, ademais de gerar
residuos contaminantes ao meio ambiente. Na busca por
uma metodologia ambientalmente amigéavel, que minimize
os gastos com procedimentos analiticos e a reducdo na
utilizag@o dos solventes orgdnicos, métodos indiretos e
rapidos foram procurados como alternativas aos métodos
analiticos tradicionais. Dessa forma, nesta pesquisa foram
desenvolvidos modelos de calibragdo multivariada, baseados
em espectros UV e imagem digital combinando a ferramenta
quimiométrica de minimos quadrados parciais (PLS), para
a estimar a capacidade antioxidante e o teor de prolina em
méis das abelhas sem ferrdo.

Estratégias similares, principalmente utilizando mode-
lagem por PLS, tem sido aplicada a méis de Apis mellifera
com propdsitos diferentes, como por exemplo, a identi-
ficagdo da origem botdnica ou geogrifica, deteccdo de
adulteragdo, predicdo de propriedades fisico-quimicas,
etc. Valinger ef al. '® investigaram o potencial de UV-NIS
e NIR associado a modelagem por PLS e por redes neurais
(ANN) para a detecg@o de adulteracdo e predigao de teor de
umidade, condutividade, cor, teor de fendlicos e atividade
antioxidante FRAP de méis de Acdcia puros e adulterados
da provincia de Krapina-Zagorje na Crodécia.

Em outro estudo, Tahir et al. 7 aplicaram espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier e refletdncia
total atenuada (FTIR-ATR) e espectroscopia Raman
combinada a PLS para estimar o teor de fendlicos totais e
a atividade antioxidante de méis Sudaneses. Escuredo et al.
18 aplicaram NIR e regressdo modificada dos minimos
quadrados para obter modelos de calibragdo para estimar
teores de fendlicos, flavonoides, vitamina C, cobre e
atividade antioxidante de méis do noroeste da peninsula
ibérica.

No entanto, o nosso estudo € o primeiro a aplicar esse
enfoque para estimar propriedades de méis de abelhas sem
ferrdo, bem como, realizar a estimativa do ter de prolina
a partir de espectros UV e de imagens digitais dos méis.

1093


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009814#!

Espectroscopia UV e Imagens Digitais para Estimar a Capacidade Antioxidante e o Conteudo de Prolina em Méis de Abelhas Nativas

2. Experimental

2.1. Amostras do mel

Neste trabalho foram analisadas 94 amostras do mel
de abelhas sem ferrdo, de 16 espécies distintas e oriundas
de 21 municipios de quatro estados do Brasil. As amostras
codificadas do nimero 1 ao 89 foram coletadas em diferentes
épocas ao longo dos anos de 2014 a 2018, e as amostras
90 - 95 foram coletadas no ano de 2021 e cedidas pelo
professor Jodo Marcelo da Universidade Estadual do Centro-
Oeste (UNICENTRO). Todas as amostras de mel foram
preservadas em freezer até o momento de serem utilizadas
para andlise (Tabela 1).

2.2. Determinacdo da capacidade antioxidante

2.2.1. Ensaio DPPH

Foi preparada uma solucdo de DPPH (1,1-difenil-
2-picrilhidrazina, 99,9%, Sigma-Aldrich®, Darmstadt,
Alemanha) na concentracdo de 1,3 mM em metanol (CH,OH,
P.A Quimica Moderna Barueri-SP, Brasil). A aproximadamente
1 g de cada amostra de mel foram adicionados 10 mL de dgua
deionizada e a solugdao homogeneizada em voértex (KASVI
basic Campina Sao José do Pinhais-PR, Brasil) por 10 min.
Desta solugdo foram retirados 100 pL. e misturados com 150
pL de solugdo de DPPH e 2750 pL. de metanol. A mistura
foi homogeneizada com ajuda de um voértex, protegida da
luz com papel aluminio e estocada no escuro a temperatura
ambiente por 25 minutos. Apés esse tempo, a absorbancia
das solucdes foi medida em comprimento de onda de 517 nm
com um espectrofotometro UV-Vis (UV-1800, Shimadzu®
Quioto, Japao) contra um branco de metanol. A solugdo
controle para leitura da absorbancia inicial foi constituida de
100 pL de 4dgua deionizada, 150 uL de a solucdo de DPPH e
2750 pL de metanol. A capacidade antioxidante de cada mel
foi expressa em porcentagem de inibicdo do DPPH calculada
pela seguinte equagdo:

lnlblgao (%) = [(Acomrole_ Aamostra) /Aamoslm] X 100%

sendo: I (%): porcentagem de inibi¢ao; A, ,..: absorbancia
da solucdo controle, A, ... absorbancia na presenca da
amostra.

A capacidade antioxidante de cada mel também
foi expressa em termos de equivalente de quercetina e
equivalentes de dcido ascdrbico. Para tal, foram elaboradas
curvas analiticas com cada antioxidante padrdo, quercetina
(98%, Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Alemanha) e 4cido
ascorbico (99,9%, F. Maia®, Belo Horizonte, Brasil),
ambas solugdes na concentragdo de 1000 ug/mL em 10 mL
de metanol (CH,OH, P.A Barueri-SP, Brasil). As solugdes
padrdo de quercetina foram preparadas nas concentragdes
de 50, 40, 20,10, 5, 1 pg/mL, e as de acido ascérbico de
80, 50, 40, 20, 10, 5 ug/mL. As absorbancias para estas
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curvas foram lidas nas mesmas condi¢des descritas para as
amostras de mel.

2.2.2. Ensaio FRAP

A solugao do reagente FRAP foi preparada diariamente
pela mistura de 25 mL de solugdo tampdo de acetato
0,3 M, com 2,5 mL de uma solu¢do 10 mM de TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazina, 99%, Sigma-Aldrich®, San
Luis, USA), e 2,5 mL de uma solug@o aquosa de cloreto
férrico 20 mM (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) segundo a
metodologia de Rufino et al."

Amostras de 0,2 g de cada mel foram diluidas em 1,0 mL
de 4gua deionizada e homogeneizadas durante 5 minutos em
voértex. Em seguida, uma aliquota de 100 puL da solugdo do
mel foi misturada com 400 pL da solugdo do reagente FRAP
e 2500 uL de dgua deionizada para completar um volume
de 3 mL. As misturas foram homogeneizadas em vortex e
protegidas da luz com papel aluminio em banho Maria a
temperatura de 37 °C durante 10 minutos. Na sequéncia,
a mistura foi transferida para uma cubeta de quartzo e
analisada em espectrometro UV-Vis (Shimadzu® UV-1800)
no comprimento de onda de 593 nm. O branco foi preparado
com 100 pL de 4gua deionizada, 400 puL de solug¢do do
reagente FRAP e mais 2500 uL de dgua deionizada.

Foi construida uma curva de calibragdo de sulfato ferroso
heptahidratado nas concentragdes 100, 300, 500, 700,
900, 1.100, 1.300, 1.500 uM as quais foram obtidas pela
dilui¢ao de uma solucdo estoque de 2 mM de sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO, .7H,0, 99,0 %, Sigma-Aldrich®,
India). O ensaio foi realizado misturando 100 uL. de cada
uma das solugdes padrdo, 400 uL. da solugdo do reagente
FRAP, e 2500 pL de dgua deionizada. Cada mistura foi
homogeneizada em vértex e mantida em banho-Maria a
37 °C. Ap6s 10 minutos, a solucdo obtida foi transferida
para uma cubeta de quartzo e a absorbancia foi medida
no comprimento de onda de 593 nm. Os resultados foram
calculados em fung¢do da massa inicial do mel e expressados
em umol/100 g do mel. Todas as medidas foram realizadas
em triplicatas.

2.3. Determinacdo de teor de aminoacidos totais

O teor de aminoacidos totais em amostras de mel,
expresso como equivalente de prolina, foi determinado
segundo a metodologia descrita por Truzzi et al.,'"* com
algumas modifica¢des. Primeiramente foram construidas
curvas analiticas utilizando como aminoécido padrdo a
prolina (C;HgNO,, 98%, Sigma-Aldrich®, Japio), nas
concentracdes 50, 40, 30, 20, 15, 10, 5 mg/L em agua
deionizada. As solugdes padrao foram preparadas a partir de
uma solucdo estoque de 50 mg/L. A uma aliquota de 0,5 mL
de cada solucdo padrdo foram adicionados 0,25 mL de
dcido férmico P.A (Synth, Diadema SP, Brasil) e 1,0 mL de
ninidrina (CRQ, Diadema-SP, Brasil) (3% em etilenoglicol
(Synth, Diadema SP, Brasil). A mistura foi homogeneizada
durante 1 minuto em voértex, em seguida colocada em banho
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Maria fervente por 15 minutos e posteriormente resfriada
durante 5 minutos em banho de dgua de resfriamento a
uma temperatura 22 °C. Na sequéncia adicionaram-se
5,0 mL de 2-propanol (1:1) e apés nova homogeneizagdo
em vértex durante 1 minuto, a solugdo foi transferida para
uma cubeta de quartzo. A absorbancia foi medida a 520 nm
em espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadza® UV- 1800). A
solucdo utilizada como branco foi preparada com 0,5 mL
de dgua deionizada, 0,25 mL de 4cido férmico, 1,0 mL de
ninidrina e 5,0 mL de 2-propanol (1:1).

O procedimento descrito para a andlise das solucdes
padrdo de prolina foi repetido para a determinacao de
aminodcidos nas amostras de mel. Para tal, aproximadamente
0,62+0,1 g de cada amostra foram dissolvidos em 12,5 mL
de 4gua deionizada e homogeneizados durante 5 minutos
em vortex. Ap6s transcorrido esse tempo foi tomada uma
aliquota de 0,5 mL da solu¢do de mel e misturada com
0,25 mL de acido férmico e 1,0 mL de ninidrina (3% em
etilenoglicol). As etapas de homogeneizacdo acima descritas
foram repetidas e a absorbancia (A2) foi medida a 520 nm
em espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu® UV- 1800).

Para determinar o sinal dos interferentes, que podem
conferir cor as solucdes dos méis, tomou-se uma aliquota de
0,5 mL da solugdo de cada mel, 2,0 mL de dgua deionizada
e o procedimento descrito foi executado na integra com
excecao da adicdo de dcido férmico e ninidrina. Para estas
andlises todas as solu¢des foram preparadas em triplicatas e a
absorbancia (A1) foi medida a 520 nm em espectrofotdmetro
UV-Vis (Shimadzu® UV- 1800). O valor Al foi subtraido
do valor A2 e o valor resultante foi interpolado na curva
analitica do aminoécido padrdo prolina.

2.4. Aquisicao e tratamento das imagens digitais das
amostras de méis

Asimagens digitais foram obtidas segundo a metodologia
descrita por Turco ef al.,* e utilizando um celular iphone 8
plus com resolucdo full HD 1920 x 1080 pixels. As imagens
das amostras de méis foram recortadas digitalmente
utilizando o software livre editor de imagens Gimp®
V.2.10.4. Utilizou-se um tamanho padrdo de 409 pixels de
largura por 870 pixels de altura de modo a excluir as bordas
e deixando somente a cor da amostra de mel. O processo
foi realizado em triplicata para todas as amostras do mel.

As imagens foram transformadas para o sistema RGB
utilizando o software de licenca livre ChesmStat® V2,
obtendo-se uma matriz (X) de dados composta por 264
linhas, sendo uma para cada amostra, e 768 colunas que
corresponde a 256 canais para R, G e B dispostos lado a lado.

2.5. Obtencdo dos espectros UV das amostras do mel

Para a obtencdo dos dados espectrais preparou-se uma
solu¢@o com 700 pL do mel em 50 mL de dgua deionizada.
A solu¢ao foi homogeneizada em vértex durante 10 minutos.
A mistura foi entdo transferida para uma cubeta de quartzo
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para a obtengao dos espectros de varredura das amostras nas
regides espectrais de 220 a 400 nm em um espectrofotdmetro
UV-Vis (Shimadzu® UV-1800). Utilizou-se como branco dgua
deionizada. Todas as amostras foram lidas em triplicatas.

2.6. Analise estatistica

Para investigar a influéncia do fator espécie de abelha foi
realizada uma andlise de varidancia ANOVA de um fator com
nivel de significanciade 0,05 (5%) seguido de um teste de Tukey
para a comparagdo de média por médio dos softwares Minitab
e Statistica. Foi aplicado o teste de coeficiente de correlagio
de Pearson (r) no nivel de significancia de 0,05, para estimar
a correlagdo entre os conjuntos de dados obtidos nos ensaios
DPPH, FRAP e o ensaio de prolina, utilizando o software
Statistica. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas
e expressos em valores médios e o desvio padrio (DP).

2.6.1. Modelos PLS

Com o objetivo de encontrar uma correlagdo entre uma
matriz (X) contendo as imagens digitais e os espectros UV
de cada amostra do mel e com o vector (y) contendo os
valores obtidos em cada ensaio de referéncia (FRAP, DPPH
e prolina) empregou-se a calibragdo multivariada através
da regressdo por minimos quadrados parciais (PLS). Para
tanto foi utilizado o software Matlab versdao R2007b (The
MathWorks Inc., Natick, EUA) e o pacote computacional
PLS-Toolbox versdao 5.2 (Eigenvector Technologies,
Manson, Washington).

Os espectros UV tiveram a linha base corrigida através
do algoritmo baseline, incluso no pacote PLS Toolbox 5.2.
Um total de 2/3 das amostras de mel foram utilizadas para
construir os modelos de calibrag@o e 1/3 das amostras foram
utilizadas para realizar a validagdo externa dos modelos. A
distribui¢do das amostras entre os conjuntos de calibracio
e de validacio foi realizada utilizando-se do algoritmo de
Kennard-Stone.”!

A otimizag@o e desempenho dos modelos PLS foram
verificadas com base a os dados obtidos nos paradmetros
de méritos como a exatiddo representada pelos valores
de RMSEC (Raiz quadrada do erro médio quadraitico de
calibracao), RMSEP (raiz quadrada do erro médio quadratico
de validacdo externa), coeficiente de correlagdo, RPDcal
(desvio de predicdo residual para a calibragdao), RPDval
(desvio de predicdo residual para a validagdo), inverso da
sensibilidade analitica, limites de detec¢do e quantificagdo.”*

3. Resultados e Discussao

3.1. Resultados de ensaio da capacidade antioxidante
(DPPH e FRAP) e conteudo de prolina

Os resultados obtidos nos ensaios de DPPH e FRAP sio
uma estimativa da capacidade antioxidante das amostras
de mel, enquanto o conteido de aminodcidos no mel,
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especialmente de prolina, é um indicativo da pureza e
qualidade do mel. A andlise de varidncia ANOVA (Tabela 1)
indicou que a espécie de abelha que produz o mel € um fator
que influencia sua qualidade.

A capacidade de inibir o radical DPPH variou
significativamente entre méis produzidos por abelhas
de espécies diferentes (p = 0,0008) e o teste de Tukey
evidenciou que o mel da espécie Tetragona clavipes
apresentou diferencas significativas (p-valor calculado
<0,05) nesse parametro se comparado aos méis de Melipona
quadrifasciata, Scaptotrigona bipunctata e Scaptotrigona
postica. Da mesma forma, o mel da espécie Tetragonisca
angustula apresentou diferencas significativas (p-valor
calculado < 0,05) na % de Inibicio do DPPH quando
comparado aos méis das espécies Scaptotrigona bipunctata
e Scaptotrigona postica.

Em relag@o aos resultados obtidos no ensaio FRAP,
o teste de ANOVA apresentou que existem diferengas
significativas entre os méis de espécies de abelhas diferentes
com um p valor 0,042 < 0,05. Também foi aplicado um
teste Tukey, o qual ndo mostrou entre quais espécies existe
diferenca, devido a proximidade que existe entre os p valor
obtidos no teste de ANOVA.

O teste ANOVA de um fator para os resultados de prolina
indicou que hé diferencas significativas entre os teores de
prolina dos méis produzidos por diferentes espécies de
abelhas sem ferrdo (p-valor 0,04 < 0,05) o que sugere que
nos méis analisados a espécie de abelha influenciou os
niveis de concentragdo de prolina. Um estudo realizado
por Menezes et al.,** que avaliou a qualidade de méis de
abelhas africanizadas e sem ferrdo nativas do nordeste do
estado do Pard, reportou que os méis de Apis mellifera,
Melipona fasciculata e Melipona flavolineata mostraram-
se diferentes entre si em quase todas os parametros fisico-
quimicos.

Os resultados de equivalente de dcido ascérbico e
quercetina (ensaio DPPH) (Tabela 1) apresentaram valores
maximos e minimos que variam de 6,12 a 36,49 mg 4cido
ascorbico/100 g e de 0,3 a 30,89 mg quercetina/100 g
nas amostras de mel, respectivamente. A espécie
Tetragonisca angustula, apresentou o maximo valor em
equivalente de 4cido ascorbico e quercetina e, portanto, o
melhor potencial antioxidante.

Biluca et al. * relataram valores de equivalentes de acido
ascorbico entre 0,8 a 28,2 mg /100 g em méis de abelhas
sem ferrdo (Meliponinae). Adicionalmente, no estudo de
Sousa et al.,’® com méis de espécies de abelhas sem ferrao
da regido semidrida do Nordeste brasileiro, esses valores
variaram entre 4,3 a 23,6 mg /100 g e os valores equivalentes
de quercetina entre 1,6 a 10,8 mg/100 g. Por sua parte,
Duarte ef al. *’ revelaram valores de atividade antioxidante
em equivalente de quercetina de 0,30-8,85 mg/100g
para espécie Melipona scutellaris, e para as espécies
Melipona quadrifasciata, Melipona subnitida e Plebeia spp
variaram entre 6,32-15,00, 5,66-6,79 ¢ 5,09-17,60 mg/100 g,
respectivamente.
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Os resultados da andlise do poder redutor férrico (FRAP)
foram expressos em equivalente de FeSO, (Tabela 1) e
variaram entre 10,07 a 519,33 pmol Fe?* /100 g. Um estudo
de Biluca et al.,” com amostras de mel de abelhas sem
ferrdo Meliponinae encontrou valores para a capacidade
de reducdo no ensaio FRAP que variaram entre 67,5 a
734,5umol Fet?/100 g. Em outro trabalho de Biluca et al.,’
foi relatado valores de 61,1 umol Fe**/100g para o mel da
espécie abelha Melipona bicolor e 624 nmol Fe*2/100 g para
o mel da espécie Melipona Marginata. Shamsudin et al*®
também analisaram mel de abelha sem ferrdo da espécie
Heterotrigona itama e encontraram valores que variam entre
77,8 e 164,88 umol Fe*?/100g. E possivel concluir que méis
de espécies distintas de abelha sem ferrdo apresentam alta
variabilidade em seu poder antioxidante.

O teor de prolina nos méis estudados variou de 9,78
e 565,5 mg/kg (Tabela 1). A Harmonised methods of the
international honey Commission® estabelece que o contetido
de prolina em mel de Apis mellifera ndo deve ser inferior a
180 mg/kg. No entanto, De Sousa et al. * revelaram teor de
prolina que variou de 4,6 a 20,5 mg/kg em méis abelhas sem
ferrdo do semidrido brasileiro. Outro estudo com amostras
de mel tanto de abelha com ferrdo e sem ferrdo do estado
do Pard na regido Amazonica relatou um teor de prolina
de 6,00 a 130,00 mg/kg.*! Por sua parte estudo realizado
por Mokaya et al. * relatou um teor de prolina em mel da
espécie Meliponula togoensis de 379 mg/kg.

Dessa forma, verifica-se a partir dos resultados do
nosso trabalho e de dados reportados na literatura a alta
variabilidade do teor de prolina nos méis de abelha sem
ferrdo, inclusive em algumas amostras abaixo do limite
de quantificacdo. Ademais cerca de 50% das amostras de
mel analisadas ndo satisfazem a normativa da Harmonised
methods of the international honey Commission *° em
relacdo ao teor minimo de prolina em mel. No entanto,
como mencionado anteriormente essa regulamentagdo foi
estabelecida para o mel de Apis mellifera, portanto, o teor
de prolina em amostras de mel de abelhas nativas deve ser
verificado e relacionado com a espécie produtora e regido de
origem, uma vez que, o conteido de prolina estd vinculado
também com a fonte floral e a quantidade de p6len presente
no mel.?

Adicionalmente, neste trabalho foi investigada a possivel
correlagdo entre os ensaios de referéncia utilizados para o mel
de abelhas nativas. O coeficiente de correlacio de Pearson
foi avaliado de acordo a critério descrito por Figueiredo
e Silva,® onde um valor de r entre 0,10 < r < 0,30 indica
uma correlacdo fraca; 0,40 < r < 0,60 correlagdo moderada;
0,70 < r < 1 correlacdo forte. Os resultados apresentaram
uma correlagdo linear significativa de moderada a forte entre
a capacidade antioxidante do mel de abelhas sem ferrio,
determinada pelo método DPPH' e a determinada pelo método
FRAP com r = 0,68 (p = 0,000). J4 os resultados para a
concentrag@o de prolina ndo tiveram correlagao significativa
com a atividade antioxidante segundo o método DPPH (r
= 0,190, pyo = 0,325) ou 0 método FRAP (r = 0,226, p,,:
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Tabela 1. Cédigo das amostras de mel, espécie de abelha produtora, origem geogréfica e resultados obtidos nos ensaios de referéncia®

Amostras Abelha produtora Origem geogréfica DPPH FRAP Aminodcidos
Estado Municipio % de inibiciio QE AAE PE
1 Tetragonisca angustula Rondonia Ariquemes 20,76+3,09  16,51+x2,81  22,67+2,74  456,67+42,28 217,99+16,15
2 Tetragonisca angustula Rondbnia Ariquemes 16,50+0,86 13,06+0,81 19,52+0,79  304,67+33,06 109,71+4,85
3 Tetragonisca angustula Rondo6nia Ariquemes 13,60+£2,70  10,26+2,52  16,72+2,46  189,41+£23,37 193,58+11,10
4 Tetragonisca angustula Rondobnia Ariquemes 18,94+2,25 16,82+2,31  23,85+2,26  339,09+12,91  234,00+9,17
5 Tetragonisca angustula Rondonia Cacoal 13,48+3,07 9,32+2,63 15,26+2,58 90,41+13,54  243,50+17,52
6 Tetragonisca angustula Rondo6nia Cacoal 13,70+2,02 11,31+2,06  18,38+2,01 84,04+3,36 261,64+11,46
7 Tetragonisca weyrauchi Rondo6nia Ariquemes 25,561,433  19,83+1,23  25,59+1,21 304,80+18,62 356,49+24,31
8 Tetragonisca weyrauchi Rondobnia Ariquemes 12,63+0,94 9,69+0,91 16,41+0,89 147,40+5,71  276,41x14,63
9 Tetragonisca weyrauchi Rondonia Ariquemes 14,33+0,55  11,25+£0,52  17,89+0,51 154,41+3,69 253,43+2,42
10 Tetragonisca angustula Parana Marialva 22,78+3,73 18,51+3,43  24,69+3,35 323,07+6,88 154,94+11,96
11 Tetragonisca angustula Parana Marialva 19,90+3,37 16,17+3,15  22,52+3,08 364,54+65,19  202,93+3,85
12 Tetragonisca angustula Parana Jussara 29,19+4,61 22,89+397  28,56+3,88 486,31+20,73 270,26+18,23
13 Tetragonisca angustula Parand Canﬁ(’fgﬁ o 17955220 13442200 19432196 271122697  140.07x146
14 Tetragonisca angustula Parana Guaraquegaba  10,39+1,64 6,52+1,37 12,38+1,34  138,22+16,99 n. d.
15 Melipona quadrifasciata Parana Guaraquegaba  10,60+1,98 6,67x1,65 12,50+1,62 154,58+ 9,37 n. d.
16 Scaptotrigona bipunctata Parana Guaraquegaba  10,50+2,14 6,54+1,77 12,34+1,73  418,32+25,55 n. d.
17 Melipona quadrifasciata Parand Sa‘;ijn";:igos 18,99+0,88  13,98+0,75 19,80+0.74 331,21+32,61 nd.
18 Melipona bicolor schencki ~ Parand Sﬁ(}’,ijrfhsaéig"s 6,69:0,49 . . 282,14+29.23  176,31=10,19
19 Tetragonisca angustula Parana Floresta 21,94+0,33  17,10£0,30  23,07+0,29 255,32+51,90 195,46%8,10
20 Tetragonisca angustula Parand Tuneiras 17,96+3,84  14,07+3,52  20,33+3,44  211,74+21,08 108,21+2,52
21 Tetragonisca angustula Parana Ponta Grossa  13,99+3,11 9,98+2,73 16,05+2,67 269,47+4,02 94,77+1,33
22 Tetragonisca angustula Parand Perobal 37,89+3,85  30,89+3,37  36,49+£3,29  519,33+9,92  218,83+3,50
23 Tetragonisca angustula Parana Pérola 12,22+1,45 8,17x1,24 14,08+1,21  165,03+15,98 144,98+9,17
24 Tetragonisca angustula Parand Pérola 16,76+0,63  10,59+0,47  15,72+0,46  342,69+26,58  565,53+34,29
25 Tetragonisca angustula Parana Cambara 11,38+1,39 8,33+1,32 14,96+1,29  209,78+20,25  236,57+8,67
26 Scaptotrigona bipunctata Parand Cambara 8,20+1,61 4,73+1,36 10,70+1,33  119,28+13,23  390,50+9,55
27 Tetragonisca angustula Parana Mandirituba 4,13+2,22 1,30+1,90 7,39+1,85 100,20+9,70 n. d.
28 Scaptotrigona bipunctata Parana Mandirituba 7,21x1,80 4,21+1,65 10,69+1,61 172,34+4,58  362,98+37,29
29 Tetragonisca angustula Parand Mandirituba ~ 19,21+1,52  15,05+1,38  21,22+1,35  224,64+594  269,42+14,04
30 Melipona quadrifasciata Parana Mandirituba 5,18+1,71 2,14+1,43 8,08+1,40 66,06+1,79 52,61+6,88
31 Melipona quadrifasciata Parand Mandirituba  10,31+1,84  6,68+1,60 12,75+1,56  118,28+21,28 n. d.
32 Scaptotrigona bipunctata Parana Mandirituba 11,80+1,50 7,60+1,24 13,36+1,21 190,40+6,77  216,30+30,45
33 Tetragonisca angustula Parana Ortigueira 11,44+2,59 7,38+2,16 13,20+2,11 49,89+4 .81 n.d.
34 Scaptotrigona Bipunctata Parana Maringd 13,12+1,22 8,97+1,04 14,89+1,02  302,59+36,91 257,92+15,66
35 Tetragonisca angustula Parand Nova Tebas 12,46+2,27  9,67+2,23 16,50+2,18  257,21+46,69 373,97+16,87
36 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 7,99+2,64 4,74+2.33 10,97+2,27 148,00+4,82 116,16+3,68
37 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringa 18,96+1,64  13,94+1,39  19,75+1,36  249,27+8,47  383,25+16,91
38 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 10,71x1,82 6,88+1,55 12,82+1,51 122,94+9,75 131,10+3,67
39 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 16,06+2,26 11,391,991  17,21+1,87  254,03+4,83  441,32+7,75
40 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 6,56+2,78 3,35+2,35 9,34+2,30 189,96+8,47  550,35+11,05
41 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 16,96+2,13  12,23+1,81  18,08+1,77  210,95+6,56  326,21+16,85
42 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 4,30+0,90 1,43+0,76 7,47+0,74 125,90+13,77 79,97+5,02
43 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 8,78+3,19 5,26+2,72 11,26+2,66 261,74+59,68 n. d.
44 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 2,97+0,42 0,30+0,34 6,12+0,34 228,47+8,43 90,48+3,93
45 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 4,49+0,73 1,50+0,58 7,19+£0,57 147,45+6,60 49,24+2 57
46 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 3,78+1,06 1,11x1,01 7,88+0,98 168,78+5,34 81,00+11,59
47 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 8,31x1,93 4,72+1,59 10,55+1,56  228,19+15,35 131,34+11,57
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Tabela 1. Cédigo das amostras de mel, espécie de abelha produtora, origem geogréfica e resultados obtidos nos ensaios de referéncia® (cont.)

Amostras Abelha produtora Origem geogréfica DPPH FRAP Aminodcidos
Estado Municipio % de inibicio QE AAE PE
48 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 19,44+3,82 13,91+3,16  19,54+3,09 128,90+6,15 n. d.
49 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 13,27+1,65 8,83+1,36 14,57+1,33 137,08+4,55 n. d.
50 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 15,25+0,86 10,77+0,74  16,65%0,72 112,70+9,99 n. d.
51 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 15,01£2,78 10,38+2,33 16,15+2,27 107,29+3,28 n. d.
52 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 21,36+4,16  15,50+3.43  21,09+3,36  158,25+7,96 15,00+3,92
53 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 14,35+2,53  9,66+2,08 15,35+2,04  145,82+4,71  378,30+53,82
54 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 21,04+1,92 15,21+1,59  20,79+1,55 133,00+10,29 n.d.
55 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 16,14+390 11,07+3,19  16,70+3,12  201,41%+19,22  221,13+15,52
56 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 19,20+0,36  13,06+0,28  18,41+0,27 214,51%+21,21 180,46+7,90
57 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 13,22+1,20 8,24+0,93 13,62+0,91 88,62+6,24 n.d.
58 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 13,71£3,76 9,29+3,14 15,09+3,07 130,66+4,59 27,15+£7,77
59 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringa 15,37+0,61  10,62+0,51  16,35+0,50  192,16+20,98 n. d.
60 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 16,83+2,95  12,08+2,51  17,91+245 260,94+14,28 175,98+28,75
61 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringa 1547224 11,32+1,97  17,38+1,92  149,31+£6,60  57,96+10,42
62 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 13,21+0,80 9,87+0,75 16,34+0,73 163,50+9,88 182,98+7,89
63 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 10,74+1,53  6,83+1,29 12,72+1,26  193,81+14,24  218,23+9,78
64 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 12,10+1,32  7,54+1,05 13,07+1,03  134,63+1,64 124,93+9,37
65 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 16,89+1,40  12,70+1,24  18,80+1,21 206,56+14,32  265,35+10,43
66 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 17,39+0,92 12,85+0,80  18,81+0,79 206,43+31,17 386,51%+18,74
67 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 13,91+1,62 9,97+1,43 16,08+1,39  106,94+11,83 277,34+13,03
68 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 15,02+1,59 11,18+1,43 17,40+1,40 137,97x18,40 246,97+13,03
69 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 17,64+1,89 12,65+1,59 18,41+1,56  178,02+17,95 312,71x11,74
70 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 12,20+1,01 8,17+0,86 14,11+0,84 98,51+6,14 314,05+10,51
71 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 19,56+4,66 15,17+4,17  21,26x4,07 171,74+x1497  264,10+9,15
72 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringéd 15,78+1,93 12,55+1,84  19,12+1,80 214,77+9,11 328,39+5,42
73 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 17,69+1,22 13,88+1,12  20,17+1,10  233,26+29,27 128,85+9,40
74 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringd 13,65+1,05  10,54+1,00 17,16+0,98 119,82+13,62 326,20+11,95
75 Scaptotrigona bipunctata Parana Maringd 14,80+1,37  10,29+1,16  16,11x1,13  22431+11,90 256,69+24,19
76 Scaptotrigona bipunctata Parand Maringa 14,44+2,05  9,57x1,66 15,17+1,62  159,67+26,97  193,94+6,88
77 Scaptotrigonaposti¢a Parana Maringéd 5,05+0,92 2,13+0,80 8,31+0,78 111,41+0,98 87,82+2,41
78 Scaptotrigona postica Parana Maringd 3,59+1,32 0,82+1,10 6,78+1,07 115,25+5,45 n. d.
79 Tetragonisca angustula Parana Maringéd 21,99+1,05 17,24+0,93 23,25+0,91 188,39+17,01  145,14+30,97
80 Tetragonisca angustula Parand Sao Lourenco  18,01+3,36  14,80+3,23  21,37+3,16  131,67+8,60  120,92+16,89
81 Tetragonisca angustula Parana Sdo Lourenco  23,99+1,61 19,24+1,45  2528+1,42 191,69+21,73 102,15+6,89
82 Tetragonisca angustula Parand Foz do Iguagu  16,43+0,66  11,16+0,53  16,70+0,52  153,06+7,87 46,52+3,97
83 Tetragonisca angustula Parana Santa Helena  21,05+2,77  15,57#2,34  21,29+229 24391+19,82 156,08+11,75
84 Tetragonisca angustula Parana Guaraquegaba  13,12+2,38 8,43+191 14,00+1,87 160,99+4,75 n. d.
85 Melipona marginata Parana Guaraquegaba  11,02+2,85 6,22+2,10 11,38+2,06 137,32+6,29 n. d.
86 Tetragona clavipes Parand Guaraquegaba 24,67+2,60  18,48+2,18  24,08+2,13  241,75+£23,96 248,85+10,33
87 Melipona quadrifasciata Bahia - 12,91+2,76 8,23+2.20 13,79+2.16 10,07+9,64 9,79+3,90
88 Tetragona clavipes Goias - 30,34 £1,77  23,50+1,50  29,06+1,47  349,20+1,66  521,68+16,02
89 Tetragonisca angustula Parana Nova Tebas 28,29+2.32  21,52+1,95 27,06£1,90 243,62+11,86 294,52+19,86
90 Melipona marginata Parana Guarapuava - - - 180,76+8,78 52,64+3,91
91 Melipona quadrifasciata Parana Guarapuava - - - 122,72+20,11  114,52+14,07
92 Melipona mondury Parand Guarapuava - - - 172,79+42,56  231,18+37,73
93 Melipona bicolor schencki Parana Guarapuava - - - 118,97+3,84 n. d.
94 Tetragonisca angustula Parana Guarapuava - - - 124,88+14,50  73,07«13,70

*Ensaio DPPH: resultados expressos como porcentagem de inibi¢do, equivalente de quercetina (mg Quercetina/100g) e equivalente dcido ascérbico
(mg Acido ascérbico /100g). Ensaio FRAP: resultados expressos como equivalente de FeSO, (umol FeSO,/100g). Aminoacidos totais: resultados expressos
como equivalente de prolina (mg Prolina/kg). n.d. = ndo detectado, (-) dado indisponivel.
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de 0,192), sugerindo que a atividade antioxidante desses
méis ndo estd diretamente relacionada ao teor total de
aminodcidos e que outras classes de compostos fitoquimicos
bioativos como os compostos fendlicos devem influenciar
em maior extensio essa atividade. Nesse sentido, nossos
resultados se diferenciam dos reportados por Mokaya et
al.,;* que estudaram mel de abelhas sem ferrao afrotropical
(Hymenoptera, Meliponini) e relataram correlagdo moderada
entre atividade de eliminacdo de radicais DPPH e o teor
de prolina (r = 0,486). Também, Islam ez al. 3* analisaram
amostras de mel da espécie Apis dorsata em diferentes
dreas de Bangladesh e os valores de prolina apresentaram
correlacdo moderada com os resultados do ensaio DPPH (r
= 0,6430) e FRAP (r = 0,4730). Outro estudo para mel de
Burkina encontrou correlacdo forte entre o teor de prolina e
a atividade sequestradora do radical DPPH (r = 0,75).%

Possivel correlagio entre os resultados desses ensaios para
méis de abelhas africanizadas e sem ferrdo produzidos em
Alagoas (Brasil) também foi investigada por Duarte ef al.?’.
Os pesquisadores encontraram uma correlagdo moderada
entre os resultados do ensaio FRAP e do DPPH (expresso
como dcido gélico r = 0,584 e expresso como quercetina
r = 0.568). Adicionalmente, D’Oliveira Sant’Ana er al.,*
que estudaram méis silvestres e de laranjeira, verificaram
uma forte correlacdio entre os resultados de capacidade
antioxidante dos ensaios FRAP e DPPH (r > 0,75; p<0,05).

Por outro lado, Nayaka et al. 37 analisaram méis
multiflorais da espécie de abelha Apis cerana coletados em
trés distritos da provincia de Bali, Indonésia: BH (Badung
honey), KH (Karangasem honey) e SH (Singaraja honey).
Para cada amostra de mel foi determinada a capacidade
antioxidante pelos ensaios de DPPH e do FRAP e
investigada a correlagdo entre os ensaios, sendo elevada para
as amostras BH (r=0,996) e SH (r =0,943), mas moderada
(r=0,454) para as amostras KH.

3.2. Modelos PLS

Considerando a possibilidade de propor um método
mais rapido, de menor custo, sem emprego de reagentes
e solventes (uma vez que o modelo esteja estabelecido),
e, portanto, sem a geragdo de residuos que necessitem
de descarte apropriado, realizou-se uma calibrag¢iao
multivariada dos espectros na regido do UV e das imagens
digitais em funcdo dos resultados obtidos pelos métodos de
referéncia. Ainda, devido ao numero de variaveis contidas
na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm no
espectro UV e no sistema RGB de imagens, sdo geradas
matrizes com grande quantidade de varidveis. Assim, a
andlise multivariada a partir da regressao por PLS torna-
se apropriada.

Para a construcdo dos modelos PLS para estimar a
capacidade antioxidante expressa pelos resultados dos
ensaios DPPH e FRAP foram consideradas 88 amostras (1
a 89, com excec¢do da amostra 18 que apresentou valores de
equivalente de quercetina abaixo do limite de quantifica¢o).
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Nos modelos para a estimativa do teor de prolina empregou-
se um total de 70 amostras (18 amostras apresentaram
valores de prolina abaixo do limite de quantificagio).

Antes da construcdo dos modelos por PLS, os dados
espectroscopicos (Figura 1A) foram inspecionados na
procura por espectros com comportamentos anémalos
(outliers), que poderiam interferir na qualidade dos modelos
PLS. A inspecdo dos outliers (Figura 1B) indicou a presenga
de 9 espectros UV com anomalias. Essas amostras foram
excluidas do conjunto de dados para a andlise PLS. A
Figura 1C apresenta os espectros UV das amostras de mel
apods a remocao dos outliers, com perfis mais homogéneos,
e maximos de absor¢do entre 260 e 300 nm, com 1, 4m.
entorno de 290 nm.

Para estimativa da capacidade antioxidante em termos
de equivalente de quercetina (ensaio DPPH) e equivalente
FeSO, (ensaio FRAP), bem como, contetido de aminoacidos
(ensaio prolina) foram construidos modelos PLS utilizando
os espectros UV e as imagens das amostras de mel
(Tabelas 2 e 3).

A exatiddo dos modelos PLS foi avaliada considerando-
se os valores de RMSEC e RMSEP. A proximidade dos
valores RMSEC e RMSEP em todos os modelos indica
que o numero escolhido de varidveis latente foi adequado
e nao houve super ajuste ou falta de ajuste nos modelos.**

O ajuste dos modelos PLS € um outro indicativo de
exatiddo. O ajuste € representado por uma regressao
linear entre os resultados de referéncia e os resultados
previstos pelo modelo PLS.* Nas Figuras 4 e 5 os ajustes
dos modelos PLS podem ser observados em relagédo
as imagens digitais e aos espectros UV, enquanto os
coeficientes de correlagdo sdo apresentados nas Tabelas 2
e 3. Os resultados alcangados foram da ordem de 0,7
e considerados satisfatérios devido a complexidade da
composicao quimica das matrizes de mel. Na calibracdo
multivariada é comum encontrar valores de coeficiente
de determinag@o em torno de 0,7, principalmente, quando
o método de referéncia € laborioso.?”>* Além disso,
resultados semelhantes foram obtidos por Valinger et al.,'
que correlacionaram por PLS dados espectroscépicos
de UV-VIS de mel de acicia adulterada e sua atividade
antioxidante medida pelo método FRAP.

A linearidade dos modelos PLS foi avaliada com base nos
graficos de residuos, obtidos a partir dos valores preditos na
calibracdo e validacdo (Figuras 4 e 5). A distribui¢@o aleatdria
dos residuos indica a linearidade nos modelos, ou seja, o
modelo linear ¢ adequado para modular a correlagdo entre
os dados espectroscopicos de UV, bem como as imagens
digitais, e as propriedades estudadas para as amostras mel.*

O desvio de predicio residual (RPD) relaciona-se a
capacidade preditiva dos modelos e € obtido pela razdo
entre os desvios padrdo dos valores de referéncia e o erro
padrio de previsao.*' Neste estudo os valores de RPD foram
calculados para os conjuntos de calibracdo e validagdo
(Tabelas 2 e 3). Segundo a literatura.,”**? os modelos com
boa capacidade preditiva devem ter um valor de RPD
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Figura 1. Espectro UV das amostras de mel antes da avaliagdo de outliers (A); avaliagdo de outliers (B); espectros de UV
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Tabela 2. Pardametros de Mérito para Modelos UV/PLS

Parametros de méritos DPPH quercetina FRAP PROLINA
Faixa do modelo 0.0010 - 0.3300 mg/g de mel  0.0040 —1.4730 mg Fe**/g de mel ~ 0.0050-0.6050 mg/g de mel
Nimero de variaveis latentes 14 8 16
Predicao RMSEC 0.0322 0.1469 0.0647
RMSEP 0.0395 0.1593 0.0942
Coeficiente de correlacao 0.72 0.70 0.73
RPDcal 1.5 1.7 1.2
RPDval 1.5 1.4 1.4
Inverso da sensibilidade analitica! 0.0074 0.0029 0.0311
Limite de detencao 0.0244 0.0097 0.1027
Limite de quantificacio 0.0740 0.0293 0.3112
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Tabela 3. Parametros de Mérito para Modelos Imagem/PLS

Parametros de méritos DPPH quercetina FRAP PROLINA
Faixa do modelo 0.0010 - 0.3300 mg/g de mel  0.0040 —1.4730 mg Fe?*/g de mel  0.0050-0.6050 mg/g de mel
Niimero de variaveis latentes 6 3 8
Predicio RMSEC 0.0299 0.1263 0.0584
RMSEP 0.0375 0.1398 0.0695
Coeficiente de correlacio 0.74 0.79 0.78
RPDcal 1.1 1.5 0.9
RPDval 14 1.7 1.8
Inverso da sensibilidade analitica™ 0.0201 0.0566 0.0515
Limite de detencao 0.0663 0.1868 0.1700
Limite de quantificacio 0.2008 0.5662 0.5150
T T T T T T 16 T T T T T T T
A B
®

03 B

o o
o o I
Lo N [

DPPH (mg/g de mel) - UV/PLS
o
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1
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Figura 2. Ajuste para os modelos UV-PLS. (A) DPPH, (B) FRAP, (C) prolina. (¢) amostras no conjunto de calibragao;(*)

amostras no conjunto de validacio externa
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Figura 3. Ajuste para os modelos baseados em imagem-PLS. (A) DPPH, (B) FRAP, (C) prolina. (¢) amostras no
conjunto de calibragdo; (*) amostras no conjunto de validacio externa

entre 2,4 e 1,5 para que sejam considerados satisfatdrios.
Em relag@o a essa figura de mérito, os modelos UV-PLS e
imagem-PLS apresentam excelente capacidade preditiva da
capacidade antioxidante dos méis de abelhas nativas. Por
outro lado, em relag@o a predi¢do da prolina, os modelos
apresentaram capacidade inferior.

Entretanto, hd de se ressaltar que dentre os ensaios de
referéncia, a determinagdo de prolina € mais complexa, por
envolver numerosas etapas de homogeneizagio, aquecimento,
resfriamento, o que resulta em maior tempo de andlise e maior
probabilidade de erros durante sua realizagio. Além disso, é
preciso ressaltar que os modelos incluem diferentes espécies
de abelhas, bem como diferentes regides de produgio do mel
e época de coleta, o que corrobora para um modelo mais

1102

robusto, porém mais complexo. Nesse sentido, a obtengio
de modelos multivariados que permitam a estimativa dessa
propriedade no mel contribui significativamente para a
diminui¢do de custos de andlise, exposicdo do analista e
impacto no meio ambiente.

O inverso da sensibilidade analitica (sensibilidade
analitica™!) € a razdo entre a sensibilidade e o desvio
padrdo do ruido instrumental, e permite determinar a
menor concentracio distinguivel pelos modelos PLS."-
Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentados os resultados obtidos
para a sensibilidade analitica™ para cada uns dos modelos,
os quais para os modelos UV-PLS foram 0,0074 mg/g,
0,0029 mg/g e 0.0311 mg/g para DPPH, FRAP e prolina,
respectivamente. Por outro lado, os modelos baseados na

Rev. Virtual Quim.



Guerrero

01 . , . ; , . 06 . . . . . .
A B
oosf ¥ * . osf * .
L ] . ° .
006 4g ¢ 1 04} * 1
P . - .
L ®
0.04 20, fo 2T o ® | o3l *#& i
LA R * e ® @ ®
‘*”. do.* :&
o 002 @ 4 o 02 o L 1
E o® Pq.’*w?,% ® ° ¢ s o * Sore®® o
@ ® o0 % ‘! ¥e ® 2 o® Q?o' * ° .
2 0 4 tgo e, e o 1 %0.1-*” .pu. 5 . ]
o ok - o |Plg ST o} o &
U 0021 .w 3 “':-ltu * . w o oghy ** ° N * ® i
* o R 289 % o] *
e [ M e ° i .
004l ‘.* P+ *® o J | @ w. ]
I % *, ] 01 .
@,
Ve 27 AL LI
006} ° * . o2 § 8% o0 * .
o
* o *% ¥ %
008} : . 03f * .
H
015 005 04 015 02 025 03 035 042 04 06 08 1 12 14 16
DPPH (mg/g de mel) - UV/PLS FRAP (mg Fe%*/g de mel) - UV/PLS
025 . . .
(o8
. *F
02} * -
®
®
015 ® .
*.
* ° * *
01F o 0% 4o %O ° o .
®
8 * ”‘ o0
2 oo0s * o0 .
2 o Vb ot 0., °
'g * % ‘: i““‘.’ ®
e o0 0 ¥ P00 ® 9% 4 _
- *o o® 400 ] ®
w ® @ ®
oy 2% ,® o
005} & o ™ W §
&% *e o
@ ) o* e ©®
01 %* ® i
° % ® o
L *
]
0.15 -
*
; % .

Figura 4. Residuos para os modelos UV-PLS. (A) DPPH, (B) FRAP, (C) prolina. (¢) amostras no conjunto de calibracio;

-0.%.

0 0.1 02 03 04 05 06
Prolina (mg/g de mel) - UV/PLS

(*) amostras no conjunto de validac¢@o externa

07

imagem-PLS apresentaram resultados para o inverso da
sensibilidade analitica um pouco superior: 0,0201 mg/g,
0,0566 mg/g e 0,0515 mg/g para DPPH, FRAP e prolina,
respectivamente. Isso significa que os modelos baseados
em imagem-PLS possuem uma capacidade inferior para a
disting@o de amostras com concentragdes proximas.

O limite de detencdo (LD) € a menor concentracio que
pode ser detectada, mais ndo precisamente quantificada,
enquanto o limite de quantificagdo (LQ) representa a
menor concentragdo que pode ser quantificada com
confiabilidade.* Os resultados alcangados com os modelos
UV-PLS e baseados em imagem-PLS mostram resultados de
LD e LQ satisfatdrios, considerando-se as faixas modeladas
para DPPH, FRAP e prolina.

Vol. 15, No. 6, 2023

4. Conclusodes

Os modelos PLS modularam adequadamente a
capacidade antioxidante obtida nos ensaios DPPH e FRAP, e
o teor de aminodcidos totais, expresso como teor de prolina,
em amostras de mel de abelhas sem ferro.

As figuras de mérito obtidas indicam que os modelos
apresentaram adequada capacidade de predigdo da
capacidade antioxidante e do teor de prolina nos méis de
abelha sem ferrdo. Portanto, a ferramenta quimiométrica
de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) €
adequada como uma ferramenta auxiliar para estimar
de forma rdpida e indireta a capacidade antioxidante
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e teor de aminodcidos totais em méis de abelhas
sem ferrao.

As informacdes compiladas sobre a capacidade
antioxidante e teor de prolina dos méis de abelhas sem ferrdo
contribuem para o conhecimento das propriedades desses
méis e esclarecimento quanto a necessidade de elaborar
um regulamento técnico adequado para esse tipo de mel.
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