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Analise Multivariada de Imagem Digital e Espectro UV
de Méis de Abelhas Nativas para Estimar Teores Totais
de Fendlicos e Flavonoides

Multivariate Analysis of Digital Images and UV Spectrum of Native Bee
Honeys to Estimate Total Phenolic and Flavonoid Contents

Maidelen Del Carmen Lozano Guerrero,?" Luiz Gustavo Barankievicz Martins,> Camila
Acorone,® Eliane Sloboda Rigobello,*™ Patricia Valderrama,>*" Yohandra Reyes Torres**

Honey from stingless bees is widely consumed in tropical and subtropical regions of Brazil. However,
few studies have been carried out aiming to address its quality standards regarding its physicochemical
parameters, bioactive components, and nutritional and pharmacological potential. To contribute to the
knowledge about these honeys, in this context, 87 honey samples from 16 species of stingless bees had
their total phenolic content (TPC) and flavonoid content (FC) evaluated using the Folin Ciocalteu and AICl,
complexation spectrophotometric methods, respectively. Additionally, the applicability of multivariate
calibration by Partial Least Squares (PLS) to estimate TPC and FC from UV spectra and digital imaging
of honey samples without any pretreatment was investigated. This approach aims to enable aquick
evaluation of these honeys without the use of chemical reagents or organic solvents, thus contributing to
an environmentally friendly analytical protocol. The results demonstrated that the PLS models effectively
represented the levels of total phenolics, expressed in terms of gallic acid equivalents, and flavonoid content,
expressed in terms of quercetin equivalents, in stingless bee honey samples. Therefore, the chemometric
approach of PLS regression proves to be a suitable and efficient tool to rapidly estimate TPC and FC in
honey samples from various species of stingless bees and different geographic origins.

Keywords: Stingless bees; honey; phenolics; flavonoid; PLS models.

1. Introducao

O mel de abelha tem sido utilizado desde a antiguidade como fonte nutricional e medicinal,
devido a suas diversas propriedades benéficas para a saide como sua atividade antibacteriana,
antiviral, antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante.! O mel € constituido principalmente
por acticares como a glicose e a frutose, além de quantidades traco de outros compostos
como acidos orgénicos, enzimas, vitaminas, flavonoides e minerais, que contribuem para suas
caracteristicas como cor, odor e sabor.”

Compostos fendlicos e flavonoides também sido encontrados no mel, sendo estes constituintes
importantes para a aparéncia e propriedades nutracéuticas do mel.® Esses compostos agem
como potentes antioxidantes naturais e sdo amplamente distribuidos nas sementes, cascas,
folhas e flores das plantas.* Quando as abelhas coletam o néctar, os compostos bioativos sdo
transferidos das plantas para o mel.* Os compostos bioativos tém sido objeto de investigagdo
devido aos seus potenciais beneficios e comprovados efeitos positivos em doencas cronicas,
tais como doengas cardiovasculares, cancer, obesidade e diabetes.’

O mel mais consumido e também acerca do qual se tem mais estudos cientificos € o da espécie
de abelhas Apis mellifera. Entretanto, além das espécies Apis existem outros tipos de abelhas
que também produzem mel, conhecidas como meliponinas ou abelhas sem ferrdo. No Brasil
existem catalogadas aproximadamente 196 espécies de abelhas nativas ou abelhas sem ferrao.

De acordo ao STANDARD FOR HONEY CODEX STAN 12-1981," e a Instrugdo Normativa
n° 11 do ano 2000,% os pardmetros de qualidade do mel incluem o sabor, que € determinado pela
quantidade e tipos de acticares e dcidos presentes; a taxa de umidade, que indica a quantidade de
dgua presente no mel e deve variar entre 16,8% a 20%; o teor de acticares redutores que devem
predominar no mel, sendo que para o mel floral seu teor deve ser de no minimo 65 g/100 g,
enquanto que para o mel de melato e sua mistura com mel floral deve ser no minimo 60 g/100 g;
e a taxa a qual a cristalizagdo ocorre no mel, que depende da razdo entre os conteidos de
glicose e agua (G/A).
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Entretanto, na literatura cientifica encontram-se
reportados valores superiores de umidade para o mel de
abelhas sem ferrdo. Um estudo realizado por Abid Nordin
et al.’ reportou teor de umidade de 30% em mel de abelha
de Trigona itama e Trigona thoracica. Lemos et al.'
encontraram teor de umidade de 35,11% em méis
produzidos por Melipona flavolineata. O estudo realizado
por Biluca ez al.,'" para méis de abelhas sem ferrdo do estado
de Santa Catarina, Brasil, encontrou valores de umidade que
variaram de 23,1 a43,5%. Por outro lado, o estudo realizado
por Theng Choon Ooi et al.'? determinou valores de frutose
de 19,39 + 0,01 g/100 g e de glicose 14,03 = 0,03 g/100 g
para mel de abelhas da espécie Trigona itama. Dessa forma,
verifica-se que as normas de qualidade descritas para o mel
de Apis mellifera ndo se aplicam integralmente ao mel de
abelhas sem ferrdo, que apresenta uma maior variabilidade
natural de suas propriedades fisico-quimicas. Ademais, a
auséncia de uma norma de controle de qualidade especifica
para o mel de abelhas sem ferrdo tem como consequéncia a
facil adulteracdo. Geralmente, a adulteragdo de méis envolve
a adicdo de glicose, xaropes, melados ou extratos de cana-
de-acticar comprometendo sua composi¢do e propriedades
fisico-quimicas, e gerando incerteza em relagdo a seguranga
no consumo desse mel.

Por outro lado, diversos estudos vém reportando que o
mel da abelha sem ferrdo apresenta capacidade antioxidante
que deriva da presenga de compostos como dcido ascérbico,
carotenoides, acidos organicos, fendlicos e flavonoides.
Os teores de fendlicos e de flavondides em produtos
naturais, como extratos de plantas ou alimentos como o
mel, sdo usualmente determinados através de métodos
espectrofotométricos. O ensaio com o reagente de Folin-
Ciocalteu (Figura 1), que € composto por uma mistura de
dcido fosfomolibdico e 4acido fosfotingstico, € o ensaio
padrdo para determinacdo de compostos fendlicos totais.
No entanto, o mais correto seria entender os resultados
do ensaio como uma medida da capacidade redutora da
amostra, ja que outros compostos de natureza nao fendlica
também reduzem o reagente de Folin-Ciocalteu em meio
alcalino.” A mudanca do estado de oxidagdo do molibdénio
e tungsténio torna a solucdo azul, permitindo a medicio
colorimétrica e a determinagdo da concentragdo dos
compostos redutores, como os compostos fendlicos.' J4 a
determinag@o de compostos flavonoides € realizada através
do método que usa o cloreto de aluminio (AICl;), em que o
cation do aluminio em solu¢do metandlica forma complexos
estdveis com os flavonoides (Figura 2)."

Os solventes e reagentes quimicos utilizados nesses
ensaios apresentam algum grau de toxicidade ao ser
humano e ao meio ambiente. Os ensaios envolvem vdrias
etapas de manipulacdo com exposicdo do analista, bem
como, alto consumo de tempo quando o nimero de
amostras € elevado.

Recentemente, diversos autores tém relatado a
aplicacdo de ferramentas quimiométricas como PLS para
a identificacdo de origem botanica, origem geografica
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Figura 1. Reacdo redox do 4cido gdlico com fon molibdénio,
componente do reagente de Folin - Ciocaulteau
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Figura 2. Reacgdo de formagdo do complexo Flavonoide-Al

e para deteccdo de adulteragdo de amostras de mel.
Valinger et al.'®*commercially available sugar syrups with
similar chemical composition. Adulterated honeys are
frequently marked as natural and are valued in the same
way as pure honeys and as a result, there is a growing
need for rapid, simple, and accurate analytical methods
to evaluate their characteristics and authenticity. In this
work potential of UV-VIS and NIR spectroscopy coupled
with PLS modelling and ANN modelling was analysed
for the detection of adulteration and quantification of the
physical and chemical proprieties of pure and adulterated
honey samples. Acacia honey samples from Krapina-
Zagorje County (Croatia estudaram amostras do mel de
acdcia puras e adulteradas utilizando espectroscopia UV-
VIS-NIR para discriminar propriedades fisico-quimicas
como teor de umidade, condutividade e a mudanca total
de cor utilizando modelagem por PLS. Kumaravelu
e Gopal!” empregaram a técnica de espectroscopia
de infravermelho préximo (NIR), juntamente com
ferramentas quimiométricas, para detecgcdo e previsdo
de adulterante no mel. Os modelos desenvolvidos
apresentaram resultados satisfatérios concluindo que a
implementacdo de ferramentas quimiométricas pode ser
uma alternativa vidavel para garantir um melhor controle
de qualidade na industria de mel indiana.

Até onde se sabe, a utiliza¢do conjunta da espectroscopia
UV e da imagem digital, juntamente com ferramentas
quimiométricas como a regressao por minimos quadrados
parciais (PLS), ainda ndo foi investigada para estimar
teores de fendlicos e de flavonoides em amostras de méis
de abelhas sem ferrdo, embora esta abordagem ja tenha sido
reportada por nosso grupo de pesquisa como uma ferramenta
eficiente para avaliar a capacidade antioxidante e o teor de
prolina desses méis.'®
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No presente trabalho, investigou-se o uso da
espectroscopia UV e de imagem digitais das amostras de mel
combinado com calibragdo multivariada por PLS para gerar
modelos preditivos que permitam determinar, de maneira
indireta, rdpida e sem o uso de reagentes quimicos, os teores
de compostos fendlicos totais e de flavonoides em amostras
de méis de abelha sem ferrdo oriundas de diferentes regides
do Brasil. Neste contexto, o método indireto consiste em
obter o espectro UV e/ou a imagem digital da amostra de mel
que se deseja avaliar. Em seguida, utilizando as equagdes
matematicas previamente geradas pelos modelos PLS para
um conjunto dado de amostras de mel, estima-se o teor de
fendlicos totais e de flavonoides em novas amostras de mel
sem necessidade de medidas quantitativas.

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostras

Neste trabalho foram avaliadas 87 amostras de méis
de abelhas sem ferrdo de 16 espécies, provenientes de
apicultores Brasileiros (Tabela 1). As amostras foram
coletadas em diferentes épocas durante os anos de 2014
a 2018. Os méis foram embalados em frascos plasticos
e conservados em freezer até o momento de serem
analisadas.

2.2. Ensaios de referéncia

2.2.1. Determinacdo do teor de fendlicos totais pelo
meétodo de Folin-Ciocalteu

O ensaio Folin-Ciocalteu foi realizado seguindo a
metodologia descrita por Biluca et al..'” Para isso, foram
pesados 0,5 g de cada mel e acrescentou-se 1,0 mL de dgua
deionizada (Milli-Q fornecido pela Millipore Corporation®).
A mistura foi homogeneizada durante 1 minuto em vértex
(KASVI basic Campina Sdo José do Pinhais-PR, Brasil).
Desta solug@o foram retiradas trés aliquotas de 100 uL
e adicionadas em trés tubos de ensaios. A cada tubo
foram adicionados 5,0 mL de dgua e 1,5 mL da solucdo
de carbonato de so6dio (Na,CO;, P.A Anidrol Produtos
para Laboratérios Ltda) 20% m/v. As misturas foram
homogeneizadas manualmente. Na sequéncia, adicionou-se
0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (Dindmica Quimica
Contemporanea Ltda) e homogeneizou-se. Entdo, a solu¢do
foi avolumada para 10 mL com dgua ultrapura, novamente
homogeneizada com ajuda de um vértex por um minuto,
protegida da luz e deixada em repouso durante uma hora.
Apés esse tempo, foi medida a absorbancia das solucdes em
comprimento de onda de 765 nm com um espectrofotdmetro
UV-Vis (UV-1800, Shimadzu®) (Figura 3 A).

Os teores de fendlicos em mel foram expressos em
equivalentes de acido galico. Para tal, foram construidas
curvas de calibrag@o de dcido galico (Vetec Quimica Fina
Ltda) na faixa de concentracdo de 5-1000 umol/L. As
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solucdes padrdo diluidas foram preparadas a partir de uma
solucdo estoque de 1000 pg/mL de acido galico. Para a
preparacdo da curva de calibracdo foi aplicado o mesmo
procedimento descrito para as amostras de méis.

2.2.2. Determinacéo do teor de flavonoides pelo método
de complexagcdo com AlCl;

A determinag@o do teor de flavonoides foi realizada
através do método espectrofotométrico de complexagdo
com cloreto de aluminio. A solu¢do de cloreto de aluminio
foi preparada na concentragdo AlCl, - 6H,O (Vetec Quimica
Fina Ltda) 2% em metanol (CH,OH, P.A Quimica Moderna
Barueri-SP, Brasi). Foram pesados, aproximadamente, 0,2 g
de mel e diluidos em 2,0 mL de uma solu¢do metanol: 4gua
destilada 1:1, v/v. Em seguida, se adicionou 1,0 mL da
solucdo trabalho de AICI; e a mistura foi homogeneizada.
Ap6s o tempo reacional de 30 minutos, foi realizada a leitura
da absorbéncia no espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu®
UV-1800) em comprimento de onda de 415 nm, contra um
branco de metanol. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata (Figura 3B).

Para expressar o teor de flavonoides em equivalente
de quercetina, foi construida para cada dia de andlise uma
curva de calibrag@o nas concentragdes de 5, 15, 25, 40 e
50 pg/mL a partir de uma solucdo padrao de quercetina (98 %,
Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Alemanha) na concentragio de
500 pg/mL em metanol. Para a construgdo de cada curva
analitica todo o procedimento foi realizado em duplicata.
Em tubos de ensaio colocou-se 1,0 mL de cada solucdo
de quercetina diluida em 1,0 mL de metanol e 1,0 mL da
solucdo trabalho de cloreto de aluminio. Apds transcorrido
um tempo de 30 minutos, realizou-se a medida da
absorbancia no comprimento de onda de 415 nm em um
espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu® UV1800) contra
um branco de metanol.

2.3. Aquisicado e tratamento das imagens digitais das
amostras de méis

As imagens digitais foram adquiridas segundo a
metodologia descrita por Turco et al.*’Multi Imaging
Analysis (MIA. Foi utilizado um celular iPhone® 8 Plus
cuja camera dispde de uma resolucdo full HD 1920 x 1080
pixels. As imagens foram recortadas digitalmente e
processadas com o auxilio do software livre editor de
imagens Gimp® V.2.10.4. Utilizou-se um tamanho padrao
de 409 pixels de largura por 870 pixels de altura, de modo
que as bordas fossem removidas e apenas a cor da amostra
de mel permaneca. O processo foi realizado em triplicata
para todas as amostras de méis.

As imagens adquiridas foram transformadas para
o sistema RGB utilizando o software de licenga livre
ChesmoStat®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, Ge B
dispostos lado a lado.

Rev. Virtual Quim.
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Figura 3. Etapas do ensaio de determinagdo do teor de fendlicos totais pelo método de Folin-Cioacalteu (a); etapas
do ensaio envolvidas na de determinac@o do teor de flavonoides pelo método de complexacdo com AICl, (b)

2.4. Obtencdo dos espectros UV das amostras de méis

Os espectros das amostras de méis foram adquiridos
preparando-se uma solucdo com 700 puL dos méis em
50,0 mL de 4gua deionizada, e agitando-se durante um
periodo de 10 minutos com ajuda de um vértex. Para a
aquisicao dos espectros utilizou-se um espectrofotdmetro
UV-Vis da marca Shimadzu® (UV-1800) trabalhando no
modo varredura na regido de 220 a 400 nm. Utilizou-se
como branco a dgua deionizada e todas as amostras foram
lidas em triplicatas.

2.5. Método dos Minimos Quadrados Parciais — PLS
(Partial Least Squares)

Foram obtidos modelos por PLS para relacionar a matriz
X que contém os valores obtidos nos canais RGB ou os
espectros UV (faixa de 220 a 400 nm) de cada amostra de
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mel e o vetor y que contém os valores de referéncia obtidos
para cada ensaio (método de Folin-Ciocalteu e método de
complexagdo com AICL,).

Os pré-processamentos dos espectros UV e a construgdo
dos modelos PLS foram realizados no software MATLAB
versdao R2007b (The MathWorks Inc., Natick, EUA) e o
pacote computacional PLS-Toolbox versao 5.2 (Eigenvector
Technologies, Manson, Washington). Os espectros UV das
amostras de méis tiveram a linha base corrigida através do
algoritmo baseline, incluso no pacote PLS Toolbox 5.2.
Os modelos foram construidos com os dados centrados
na média.

Os espectros e os histogramas RGB foram separados
em um total de 2/3 das amostras de mel para construc¢do do
modelo de calibracdo e 1/3 das amostras foram selecionadas
para o conjunto de validacdo externa. A separagdo das
amostras entre os conjuntos de calibragao e de validacao foi
realizada através do algoritmo Kennard-Stone.**
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A aplicabilidade e desempenho dos modelos PLS foram
estimados pelos pardmetros de mérito como a exatidao,
representada pelos valores de erro quadritico médio da
raiz para calibragdo (RMSEC), erro quadratico médio da
raiz para a validacdo externa (RMSEP), coeficiente de
correlagdo, desvio de predi¢@o residual para a calibracio
(RPDcal), desvio de predig¢do residual para a validacdo
(RPDval), inverso da sensibilidade analitica, limites de
deteccdo e quantificagdo.”***based on partial least squares
(PLS).

3. Resultados e Discussao

Os resultados de fendlicos totais e de flavonoides totais
por cada 100 g de mel variaram de 24,67 a 334,33 mg de
dcido gdlico/100 g e de 2,86 e 74,80 mg de quercetina/100g,
demostrando amplos intervalos de variacdo (Tabela 1).

A espécie Scaptotrigona bipunctata apresentou o
maximo valor em equivalente de dcido galico. Por sua
parte, Sousa et al.?® revelaram valores de teor de fendlicos

Tabela 1. Identificagdo das amostras de mel, espécie de abelha produtora, local de origem e resultados obtidos nos ensaios de referéncia®

D Nome cientifico - Nome comum Origem geografica Fenodlicos totais Flavonoides
Municipio/Estado mg EAG/100 g mg EQ/100 g

1 Tetragonisca angustula - Jatai Ariquemes / RO 169,33+5,77 13,94 +0,19
2 Tetragonisca angustula - Jatai Ariquemes / RO 143,67+2,08 9,84+0,40
3 Tetragonisca angustula - Jatai Ariquemes / RO 126,67+9,07 6,95+0,03
4 Tetragonisca angustula - Jatai Ariquemes / RO 163,67+9,24 10,80+0,46
5 Tetragonisca angustula - Jatai Cacoal / RO 78,33+7,09 5,28+0,14
6 Tetragonisca angustula - Jatai Cacoal / RO 80,67+4,51 5,15+0,21
7 Tetragonisca weyrauchi - Jatai acreana Ariquemes / RO 143,00+13,00 8,40+0,17
8 Tetragonisca weyrauchi - Jatai acreana Ariquemes / RO 91,67+5,13 8,31+0,55
9 Tetragonisca weyrauchi - Jatai acreana Ariquemes / RO 88,67+2,08 7,36+0,21
10 Tetragonisca angustula - Jatai Marialva / PR 165,33+2,31 6,46+0,12
11 Tetragonisca angustula - Jatai Marialva / PR 181,0+9,64 9,27+0,28
12 Tetragonisca angustula - Jatai Jussara / PR 308,00+2,65 11,60+0,77
13 Tetragonisca angustula - Jatai M.C. Rondon / PR 106,67+4,04 8,57+0,09
14 Tetragonisca angustula - Jatai Guaraquecaba / PR 117,67+6,11 12,46+0,36
15 Melipona quadrifasciata - Mandagaia Guaraquecaba / PR 115,67+1,53 11,78+0,23
16 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Guaraquecaba / PR 334,33+5,77 74,80+0,67
17 Melipona quadrifasciata - Mandagaia S.J dos Pinhais / PR 152,00+4,36 9,65+0,33
18 Tetragonisca angustula - Jatai Floresta / PR 112,67+7,77 10,19+0,33
19 Tetragonisca angustula - Jatai Tuneiras / PR 113,00+2,00 6,19+0,16
20 Tetragonisca angustula - Jatai Ponta Grossa / PR 78,33+3,51 5,91+0,33
21 Tetragonisca angustula - Jatai Perobal / PR 323,67+3,21 13,49+0,21
22 Tetragonisca angustula - Jatai Pérola / PR 63,00+2,00 8,56+0,48
23 Tetragonisca angustula - Jatai Pérola / PR 226,00+6,08 11,32+0,57
24 Tetragonisca angustula - Jatai Cambara / PR 117,67+2,08 8,80+0,69
25 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Cambard / PR 69,67+2,08 7,26+0,34
26 Tetragonisca angustula - Jatal Mandirituba / PR 57,00+0,00 5,75+0,08
27 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Mandirituba (PR) 88,00+6,00 11,68+0,28
28 Tetragonisca angustula - Jatai Mandirituba / PR 124,33+2,52 12,46+0,48
29 Melipona quadrifasciata - Mandagaia Mandirituba / PR 52,33+1,15 8,37+0,87
30 Melipona quadrifasciata - Mandacaia Mandirituba / PR 47,00+1,00 7,20+0,23
31 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Mandirituba / PR 126,67+1,53 12,18+0,34
32 Tetragonisca angustula - Jatai Ortigueira / PR 24,67+0,58 4,34+0,07
33 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 122,67+1,53 15,50+0,38
34 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 134,33+5,13 6,89+0,26
35 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 131,67+0,58 12,52+0,31
36 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 125,33+0,58 5,46+0,09
37 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 104,33+3,51 11,04+0,58
724 Rev. Virtual Quim.



Guerrero

Tabela 1. Identificagio das amostras de mel, espécie de abelha produtora, local de origem e resultados obtidos nos ensaios de referéncia® (cont.)

D Nome cientifico - Nome comum Origem geogrifica Fendlicos totais Flavonoides
Municipio/Estado mg EAG/100 g mg EQ/100 g
38 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéd / PR 105,00+3,46 13,73+0,29
39 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéd / PR 121,67+2,31 9,09+0,24
40 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 108,67+0,58 5,67+0,70
41 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 140,33+2,08 4,48+0,32
42 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 154,00+2,65 6,94+0,21
43 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 133,00+3,00 9,40+0,08
44 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 90,33+2,08 11,89+0,14
45 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéa / PR 143,67+6,35 3,90+0,19
46 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéd / PR 99,00+1,73 14,01+0,22
47 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéd / PR 95,00+2,65 12,22+0,13
48 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéd / PR 150,00+2,65 6,16+0,36
49 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéd / PR 157,33+3,21 6,21+0,30
50 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 157,67+3,21 5,72+0,40
51 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 133,00+1,73 4,52+0,28
52 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 123,67+2,31 8,91+0,24
53 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 109,00+1,00 16,78+0,30
54 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 137,33+2,52 6,96+0,18
55 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 121,67+0,58 14,04+0,44
56 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 128,67+1,15 13,35+0,19
57 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 116,67+2,08 5,46+039
58 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéd / PR 145,33+1,53 6,73+0,56
59 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 153,00+1,73 10,30+0,06
60 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 105,00+2,00 13,38+0,53
61 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 177,00+3,46 7,08+0,13
62 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 124,33+0,58 9,09+0,18
63 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 100,33+2,08 12,13+0,10
64 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 142,33+0,58 6,18+0,11
65 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 95,67+3,21 10,11+0,14
66 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 101,67+0,58 14,05+0,21
67 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 93,67+0,58 12,16+0,25
68 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringéd / PR 129,67+1,15 7,16+0,08
69 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 101,33+2,31 11,01+0,11
70 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 81,00+1,73 13,15+037
71 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 136,67+0,58 9,93+0,22
72 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringa / PR 107,00+1,00 11,50+0,14
73 Scaptotrigona bipunctata - Tubuna Maringd / PR 159,67+0,58 11,73+0,18
74 Scaptotrigona postica - Mandaguari Maringd / PR 108,33+2,08 15,93+0,33
75 Scaptotrigona poutsti¢a - Mandaguari Maringa / PR 104,67+0,58 9,74+0,19
76 Tetragonisca angustula - Jatai Maringd / PR 136,33+2,08 8,94+0,73
77 Tetragonisca angustula - Jatai Sao Lourenco / PR 156,67+5,77 20,90+0,91
78 Tetragonisca angustula - Jatai Sdo Lourenco / PR 95,00+2,65 10,69+0,79
79 Tetragonisca angustula - Jatai Foz do Iguagu / PR 123,33+0,58 8,48+0,41
80 Tetragonisca angustula - Jatai Santa Helena / PR 95,33+2,31 11,39+0,47
81 Tetragonisca angustula - Jatai Guaraquecaba / PR 95,67+2,08 14,62+0,09
82 Melipona marginata — Guarapu-miido Guaraquecaba / PR 60,67x1,15 5,19+0,04
83 Tetragona clavipes - Bord Guaraquecaba / PR 77,67+0,58 12,38+0,22
84 Melipona quadrifasciata - Mandagaia - Bahia 134,00+0,00 10,50+0,14
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Tabela 1. Identificagio das amostras de mel, espécie de abelha produtora, local de origem e resultados obtidos nos ensaios de referéncia® (cont.)

D Nome cientifico - Nome comum Origem geografica Fenolicos totais Flavonoides
Municipio/Estado mg EAG/100 g mg EQ/100 g
85 Tetragona clavipes - Bora - Goids 30,33+1,15 2,86+0,11
86 Tetragonisca angustula - Jatai Nova Tebas / PR 137,67+1,15 10,07+0,14
87 Melipona marginata - Guarapu-mitdo Guarapuava / PR 131,33+2,08 9,58+0,28

*Fenolicos Totais expressos em mg EAG/100 g (mg 4cido gédlico/100g). Flavonoides expressos como mg EQ/100 g (mg quercetina/100 g). Estado: Parand

/PR, Rond6nia /RO, (-) dado nao disponivel.

em equivalente de 4cido galico que variaram de 31,5 a
126,6 mg 4cido galico /100 g do mel, para quatro diferentes
méis monoflorais produzidos por duas espécies de abelhas
sem ferrdo na regido semidrida do nordeste brasileiro. A
determinacdo de compostos fendlicos no mel de abelhas
sem ferrdo da espécie Trigona itama também foi relatada
por Ooi et al..'? Neste estudo, foi identificado um teor de
15,38 mg acido gélico /100 g do mel.

Ja em relagdo ao conteido de flavonoides, um estudo
realizado com mel de abelhas sem ferrao na regifio semidrida
do nordeste brasileiro identificou valores de 4,2 a 1,9 mg
de quercetina por 100 g de mel*. No entanto, Agussalim et
al.,”” que estudaram mel de abelha de Tetragonula laeviceps
da Indonésia, encontraram valores entre 28 e 100 mg
quercetina/100 g. J4 Mokaya er al.,”® que analisaram méis
produzidos por espécies de abelhas sem ferrdo afrotropicais
(Hymenoptera, Meliponini), revelaram valores que variaram
entre 28,7 e 73,0 mg em equivalente de quercetina /100 g.

De maneira geral, verifica-se ampla variabilidade dos
teores de compostos bioativos avaliados nas amostras de
mel de abelhas sem ferrdo. E bem sabido que as principais
limitagdes desses métodos espectrofotométricos sdo a
baixa seletividade e exatiddo. Por exemplo, o método de
Folin-Ciocalteu pode levar a falsos positivos na presenga de
proteinas, aminodcidos, dcido ascérbico, acicares redutores
e outros redutores de natureza ndo fendlica.” Por outro lado,
Shraimet al.* testaram a exatidao do ensaio de complexagio
com AICI,; para determinacdo de flavonoides em extratos
de plantas enriquecidos com catequina, quercetina e rutina
e concluiram que as recuperagdes obtidas dos flavonoides
adicionados foram inaceitdveis.*

Apesar das limitagdes citadas, os ensaios colorimétricos
sdo amplamente utilizados em determinacdes rapidas e de
menor custo, se comparados aos métodos cromatograficos.
Neste trabalho, verificamos por meio do método dos
minimos quadrados parciais a correlag@o entre os resultados
de fendlicos e flavonoides totais obtidos pelos métodos
espectrofotométricos classicos e o perfil de absor¢do UV
e/ou as fotografias digitais das amostras de mel.

3.1. Modelos PLS
Na Figura 4A sao apresentados os espectros UV de todas
as amostras utilizadas na constru¢do do modelo PLS para

estimar o teor de fendlicos totais e teor de flavonoides nas
amostras de méis de abelhas sem ferrao.
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Antes da construcdo dos modelos PLS, os espectros
UV (Figura 4A) foram avaliados para verificar a presenga
de espectros com comportamento andmalo ou extremo
(outliers). Os outliers foram identificados e eliminados,
como mostra a Figura 4B com auxilio do grafico de Leverage
e dos residuos da varidvel independente. A identificagdo e
eliminacdo de outliers permite a construgdo de modelos
PLS com maior capacidade preditiva.’

Na Figura 4C sao apresentados os espectros UV das
amostras de méis ap6s a eliminacao das amostras andmalas.
O ntimero total de outliers eliminados para cada um dos
modelos computados € apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Nimero de outliers eliminados para cada um dos modelos
construidos

Quantidade total de outliers

Atributos (Matrix X-Y) eliminados antes da construciao

dos modelos por PLS
Espectro UV-Fendlicos 3
Imagem-Fendlicos 0
Espectro UV-Flavonoides 3
Imagem-Flavonoides 1

Na Figura 5 s@o apresentados os histogramas RGB
obtidos para as amostras dos méis, as quais foram
divididas em 2/3 do total das amostras para o conjunto
da calibragdo e 1/3 do total das amostras para a validacio
externa usando o algoritmo Kennard-Stone. Posteriormente
foram investigados os modelos PLS correlacionando os
histogramas RGB e os valores de referéncia de teores de
fendlicos e de flavonoides.

O objetivo deste trabalho foi investigar uma alternativa
para determinar o teor de fendlicos, expresso em termos de
equivalente de dcido glico, e o teor de flavonoides, expresso
em equivalente de quercetina, utilizando a espectroscopia
UV e imagem digital com o auxilio da modelagem por
PLS. As figuras de mérito dos modelos PLS para estimar
esses parametros sdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4. Um
dos parametros para avaliar a exatiddo dos modelos PLS
¢é considerar os valores d¢ RMSEC e RMSEP.*! Valores
proximos de RMSEC e RMSEP dos modelos mostrados nas
Tabelas 3 e 4 indicam que o nimero escolhido de varidveis
latentes foi adequado e que os modelos ndo apresentam
falta de ajuste ou super ajuste.’**°high cost, and lack of
reproductive results. This study investigates the feasibility
to determine roasting degrees in coffee beans and ground
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specialty coffees using near-infrared (NIR).

A linearidade dos modelos PLS desenvolvidos foi
avaliada com base no gréfico de residuos obtidos a partir
dos valores preditos do modelo na calibracdo e validagdo
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contra o erro absoluto (Figuras 8 e 9). Os gréficos de
residuos apresentaram um comportamento de aleatoriedade,
indicando que os modelos desenvolvidos se ajustam a
um modelo linear como PLS.?**'high cost, and lack of
reproductive results. This study investigates the feasibility
to determine roasting degrees in coffee beans and ground
specialty coffees using near-infrared (NIR).

Outro parametro para avaliar a capacidade preditiva e
qualidade dos modelos PLS € o desvio de previsdo residual
(RPD), que € obtido pela razao entre os desvios padrao dos
valores de referéncia e o erro padrio de predi¢do.* O desvio
de predicao residual foi calculado para os conjuntos de dados
de calibracdo e validag@o (Tabelas 3 e 4). No conjunto de
dados, o modelo que apresentou maior capacidade preditiva
foi o modelo UV-PLS para o teor de fendlicos. Segundo
a literatura, valores de RPD devem oscilar entre 1,5 € 2,4
para que sejam considerados satisfatérios.*® Em relacao
as figuras de mérito, os modelos UV-PLS flavonoides
e imagem-PLS para compostos fendlicos e flavonoides
demonstraram capacidades preditivas inferiores. No entanto,
todos os modelos sdo adequados se temos em conta a alta
variabilidade do conjunto de dados, com méis de diversas
espécies de abelhas sem ferrdo e regides de origem
geografica diferentes. Essas caracteristicas contribuem
para um modelo mais vigoroso ou completo e, portanto, de
maior aplicabilidade.

O inverso da sensibilidade analitica (sensibilidade
analitica™') permite estabelecer a menor diferenca de
concentracdo que o modelo PLS ¢ capaz de distinguir,
considerando os erros aleatérios de origem instrumental
como a principal fonte de erro.** As Tabelas 3 e 4 mostram
os valores do inverso da sensibilidade analitica para cada
um dos modelos, observando que, baseado nesse parametro,
os modelos que apresentaram melhor sensibilidade sdo os
modelos construidos com as imagens digitais das amostras de
mel, o que resulta em um método extremamente conveniente
para o controle de qualidade do mel, uma vez que a imagem
digital € facilmente obtida utilizando um dispositivo celular
e ndo requer nenhum pré-tratamento da amostra.

O limite de detec¢do (LD) refere-se a concentracdo
minima da substancia de interesse que pode ser detectada,
porém ndo necessariamente quantificada. Por outro
lado, o limite de quantificagdo (LQ) representa a menor
concentracdo da substancia de interesse que pode ser
medida com precisdo e confiabilidade. Foram empregadas
as equagdes indicadas para estimativa de LD e LQ em
calibragdes com dados de primeira ordem, sendo:**

LD=33 ox
(i
ox

LO=1022
2]

emque: corresponde ao desvio padrdo do ruido instrumental;
b € o vetor de coeficientes de regressdo do modelo PLS.
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Tabela 3. Parametros de Mérito para Modelos PLS baseados nas imagens de mel

Parametros de mérito

Equivalente acido galico

Flavonoides
Equivalente quercetina

Fenolicos totais

Faixa do modelo

N# de variaveis latentes

RMSEC
Predicao

RMSEP
Coeficiente de correlagio
RPDcal
RPDval

Inverso da sensibilidade analitica’!
Limite de deteccdo

Limite de quantificagdo

0,2400 - 3,4100 (mg/g)

0,0270 - 0,2180 (mg/g)

4 6
0,2172 0,0140
0,2339 0,0138
0,8304 0,824
1,37 1,16
1,95 2,65
0,2523 0,0128
0,8326 0,0424
2,5231 0,1284

Outro pardmetro empregado para avaliar a exatidao dos modelos PLS € o coeficiente de correlagdo, que estd
representado por uma regressao linear entre os resultados experimentais obtidos nos ensaios de referéncia
e as respostas previstas pelo modelo PLS Figura 6 e 7. Os valores obtidos de coeficiente de correlacdo sao
apresentados nas Tabelas 3 e 4, onde se pode observar que os valores estdo na faixa entre 0,7 e 0,8 indicando
que os modelos PLS obtidos apresentam capacidade preditiva para as propriedades avaliadas dos méis.

Tabela 4. Parametros de Mérito para Modelos PLS baseados em espectros UV de méis

Parametros de mérito

Equivalente acido galico

Flavonoides
Equivalente quercetina

Fenolicos totais

Faixa do modelo

N# de varidveis latentes

Predi¢ao RMSEC
RMSEP

Coeficiente de correlacio

RPDcal

RPDval

Inverso da sensibilidade analitica™!

Limite de deteccdo

Limite de quantificacido

0,2400 - 3,260 (mg/g)

0,0270 - 0,2180 (mg/g)

13 17
0,2228 0,0158
0,2360 0,0228
0,804 0,773

1,6 1,03

1.4 1,53
0,2928 0,0876
0,0966 0,02890
0,9278 0,08759

O limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificagdo
(LQ) para os modelos imagem-PLS versus teores de
fenolicos toais foram de 0,8326 e 2,523 1 respectivamente.
Para o modelo PLS das imagens versus teores de flavonoides
o LD e o LQ foram de 0,0424 e 0,1284 respectivamente.
Os LD e LQ paras os modelos UV-PLS, construidos
com os espectros UV versus teores de fendlicos totais e
flavonoides foram de 0,0966, 0,9278 e 0,0289, 0,08759
respectivamente. Os resultados obtidos com os modelos
UV-PLS e imagem-PLS apresentaram limites de deteccio
(LD) e de quantificacdo (LQ) satisfatérios, levando em
conta as faixas modeladas para os teores de fendlicos e
flavonoides.

O grafico de Vip scores fornece identificagdo importante
das varidveis mais relevantes envolvidas na modelagem.”’
Na Figura 10, as varidveis que apresentam valores de VIP
maiores que ‘1’ sdo as mais importantes na modelagem.
Dessa forma, na Figura 10A os comprimentos de ondas mais
significativos na modelagem e que permitem a estimativa
eficiente de compostos fenélicos foram as regides espectrais
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de 220 — 240 nm e 260 - 290 nm, que sdo precisamente as
faixas de comprimentos de onda onde as amostras de mel
apresentam absorcao consideravel da radiacdo UV.

Um estudo realizado por Pasini et al.*® identificou a
presenca de compostos fenélicos no mel na mesma faixa de
absor¢do que, na qual nossos teste de VIP score mostraram
a maior influéncia. Um dos compostos determinados foi
o dcido p-hidroxibenzéico, com uma absor¢do maxima
em torno de 254 nm. Além disso, o composto acido
p-cumdrico apresentou uma banda de absorcdo entre 232
nm e 310 nm, enquanto o 4cido ferulico apresentou uma
absor¢do maxima préxima de 280 nm no espectro UV. Esses
compostos fenélicos sdo conhecidos por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias e sdo comuns em varias
plantas, incluindo aquelas utilizadas pelas abelhas para a
producio de mel.*®

Por outro lado, na Figura 10B pode-se observar que
a faixa espectral que apresentou maior importancia para
a estimativa de flavonoides nos méis de abelhas nativas
vai de 220 a 310 nm. Nesta faixa espectral flavonoides
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Figura 10. VIP scores modelos UV-PLS. (a) Fendlicos totais, (b) Flavonoides

como quercetina, apigenina e galangina apresentam ampla
absorc¢do de radiagdo UV.*® Outros compostos fendlicos,
tais como acido caféico, acido cinamico e derivados,
apresentaram um perfil de absor¢do na regidio do ultravioleta
entre os comprimentos de onda de 279 e 302 nm.*

4. Conclusodes

Pode-se apreciar, tanto nos resultados obtidos neste
estudo com méis brasileiros quanto em trabalhos jd existentes
na literatura para méis de abelhas sem ferrdao de diferentes
regides do mundo, que hd uma ampla faixa de variabilidade
nos teores de fendlicos totais e de flavonoides em méis
de abelhas sem ferrdo. Portanto, pardmetros minimos de
qualidade devem ser estabelecidos para esse tipo de mel, o que
implica em realizar uma ampla amostragem e classificagio
dos méis segundo a espécie de abelha sem ferrdo produtora
e sua regido de origem, inclusive verificando o efeito
desses fatores nos teores de compostos bioativos do mel.
Tal esforco podera levar a certificagdo de origem do mel de
diferentes espécies de meliponinas, quando estabelecidas suas
caracteristicas peculiares vinculadas a um modo de manejo,
regido de origem e espécie de abelha.

O controle de qualidade € realizado através de métodos
fisico-quimicos, espectrofotométricos e/ou cromatograficos,
que sdo custosos e utilizam grandes quantidades de solventes
e reagentes quimicos. Dessa forma, ressalta-se a importancia
de métodos indiretos para a estimativa de propriedades de
interesse. Os resultados obtidos mostraram que os modelos
PLS conseguiram modular e capturar de maneira apropriada
a relagdo entre os espectros UV e/ou imagens digitais das
amostras de mel do conjunto de calibrac@o e os teores de
fendlicos totais expressos em equivalente de 4cido galico
e de flavonoides em equivalente de quercetina do referido
conjunto de amostras.

A validacao dos modelos foi avaliada pelos pardmetros
de mérito evidenciando sua sensibilidade para estimar

730

as propriedades desejadas. Dessa forma, a abordagem
quimiométrica de regressao por minimo quadrados parciais
(PLS) demostra ser apropriada como ferramenta rapida
e implicita para estimar o teor de compostos fendlicos e
flavonoides em amostras de mel de abelhas sem ferrdo de
diferentes espécies e origens geogréficas, principalmente
para amostras produzidas no Estado do Parand, ja que o
conjunto de amostras analisadas € representativa de méis das
regides apicolas do estado de Parand. Como limitacdo para
essa abordagem podemos citar a necessidade de verificar a
aplicabilidade do modelo para amostras coletadas em outras
regides do Brasil.
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