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SUGARS IN THE HONEY. A review about composition, origin and importance of carbohydrates in
honey is presented. Fructose and glucose are the major carbohydrates, ranging from 65-85 % of the total
soluble solids. Other minor carbohydrates, chiefly di- and trisaccharides, have been also identified.
Fructose, glucose and sucrose are mainly originated from nectar. Oligosaccharides are mainly formed by
trans-a-D-glucosylation reactions catalysed by honeybee a-D-glucosidase. The profile of carbohydrates
can be useful for the identification of the brazilian region in which honey was produced and may also be

useful for testing brazilian honey authenticity.
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INTRODUCAO

O mel é um produto viscoso, adocicado e geramente de
aroma agradavel, apreciado, segundo alguns relatos, desde a
Grécia antiga’. Sua qualidade nutricional (vitaminas, minerais,
valor energético elevado), suas propriedades medicinais (agdo
antioxidante e antisséptica relacionada aos compostos fendli-
cos) e suas propriedades sensoriais tem atraido milhares de
consumidores®. A matéria-prima para produciio do mel pelas
abelhas € o0 néctar ou a excrecdo de afidios ou o exsudato de
plantas ou mesmo frutas. O néctar € a matéria-prima para a
producdo de méis florais que sdo os mais apreciados e acan-
¢am os maiores pregos no mercado. O mel floral pode ser
monofloral, quando o néctar é coletado de uma Unica espécie
vegetal; polifloral, se mais de uma espécie de planta contribui
com o néctar; silvestre, que se caracteriza por ser um mel
polifloral produzido em vegetacdo priméria e, portanto, espé
cies nativas contribuem com o néctar. O mel extrafloral ndo é
produzido a partir do néctar e, sim, de exsudato de plantas ou
de restos de frutas ou outra fonte de matéria-prima. Os méis
florais sdo caracterizados por andlise microscopica que identi-
fica e quantifica os grdos de pdlen. Atualmente, existe um
grande interesse em se caracterizar o mel através da andlise
polinica juntamente com a fisico-quimica. A andlise polinica
depende de grande experiéncia por parte do andlista ja que é
desenvolvida através da comparagdo da morfologia do pdlen
com descricfes da literatura. A matéria-prima para produgéo
dos méis de melato é oriunda da excrecéo de artrépodes (inse-
tos) da ordem Homoptera conhecidos como afideos (ex. pul-
gbes) que sugam o fluido do floema (vaso condutor de mate-
rial organico nas plantas)®. Esses insetos excretam um liquido
adocicado na forma de gotas através do cana alimentar. Esse
liquido se deposita na parte externa das folhas e em outras
partes da planta. A abelha coleta esse liquido e o utiliza como
matéria-prima para producdo de mel. Frequentemente, os méis
de melato sdo classificados em 2 tipos. agueles ricos em me-
lezitose que sd0 sujeitos a granulagdo, e os ricos em erlose que
ndo sofrem granulagdo*. Geralmente, as abelhas preferem cole-
tar o néctar como matéria-prima, utilizando outras fontes no
periodo de baixa disponibilidade de néctar. Os méis de melato
s apresentam valor de mercado na Europa Central; em outras
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regiOes sdo considerados inferiores, do ponto de vista estético,
aos méis florais. Portanto, o enfoque principal desta revisao é
o mel floral. Neste trabalho é abordada a composicdo de
glicidios, sua origem e sua aplicagdo na avaliagdo da qualida-
de do mel.

MONOSSACARIDIOS
INTRODUCAO

A frac8o monossacaridica do mel é composta basicamente
pelos aclicares simples frutose e glicose. A presenca desses
monossacaridios no mel foi descrita em uma série de traba-
lhos>®7. Em 19548, por exemplo, 21 amostras de mel que re-
presentavam 19 fontes florais diferentes foram analisadas atra-
vés da cromatografia de adsor¢do seletiva e de métodos anali-
ticos descritos anteriormente na literatura (p. ex. polarimetria)®.
Os resultados obtidos demonstraram que a fragdo monossaca-
ridica desses méis consistia de glicose e frutose. Em 1975'°,
foi descrito um método simples para a detec¢do e quantificagdo
da frutose e da glicose em amostras de mel empregando-se a
cromatografia gasosa (CG). Nesse método, aliquotas secas de
mel eram tratadas com o &cido n-butanoborénico em piridina
de modo que os monossacaridios eram convertidos em deriva-
dos n-butanobordnicos ciclicos. Subseqlientemente, a trimetil-
sililagdo produzia derivados voléteis separdveis pela CG. A
grande vantagem desse método era fornecer picos Unicos para
a frutose e a glicose das amostras de mel e néctar estudadas.
Os métodos de CG que utilizavam apenas a trimetilsililagdo
geravam picos multiplos para esses compostos, 0 que prejudi-
cava consideravelmente sua quantificagio'12131415 " Apesar da
vantagem mencionada acima e da boa reprodutibilidade do
método em questdo, ainda é necess&rio estabelecer a exatiddo
do mesmo. A determinacdo de frutose e glicose por CG tam-
bém pode ser realizada de modo vantajoso transformando es-
ses monossacaridios em seus derivados de trimetilsililoxima
com base em uma técnica desenvolvida em 1977 e modifica-
da posteriormente'’. Pela aplicagdo dessa técnica modificada,
a frutose e a glicose renderam (cada uma separadamente) ape-
nas um pico, ja que os isbmeros de cada um desses glicidios
ndo foram separados pela coluna usada no estudo (coluna
empacotada OV-17). A cromatografia liquida de ata eficiéncia
(CLAE) também pode ser empregada de modo eficaz para a
andlise dos dois monossacaridios em questdo. Nesse contexto,
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podemos destacar o emprego da cromatografia de troca
aniénica em conjunto com um detector amperométrico’® e da
cromatografia de fase normal (Supelcosil-NH,, Lichrosphere-
5-NH,, etc.) com uma mistura de acetonitrila e agua como
eluente e um detector de indice de refragdo (IR)¥%,

Além da frutose e da glicose, a presenca do monossacarideo
D-galactose, em quantidades tragos, também ja foi relatada em
amostras de mel?. Entretanto, é importante ressaltar que esse
monossacarideo quando na sua foram livre é considerado um
composto téxico para as abelhas®.

COMPOSICAO

Hé& vérios estudos sobre a composi¢do da fragdo monossa-
caridica do mel. Em um trabalho, 21 amostras de mel dos EUA
foram examinadas e os valores médios encontrados para glicose
e para frutose foram, respectivamente, 32,299 %* 39,28g %°.
White e colaboladores?, acreditando que maiores conhecimen-
tos a respeito das fontes florais, idade, area de produgdo e ano
de colheita de amostras de mel poderiam ser Uteis para os pro-
dutores, realizaram um amplo estudo com 504 amostras de mel
(82 tipos florais simples e 93 combinagfes de composicao
conhecida) de 47 estados norte-americanos. Os teores médios
de glicose e frutose encontrados nesse estudo para méis florais
foi de 31,289 % e 38,199 %, respectivamente. Ja para os 14
méis de melato presentes, os teores médios de glicose e frutose
foram 26,089 % e 31,80g %, respectivamente. Em 1968%,
experimentos que empregavam a CG foram conduzidos com o
intuito de verificar a reprodutibilidade desse método na andlise
quantitativa de glicidios do mel. Para a realizag8o desses expe-
rimentos os glicidios tiveram que ser convertidos em seus de-
rivados volateis de per(trimetilsilil). Quatro determinacbes di-
ferentes em uma amostra de melato forneceram os seguintes
valores para a D-frutose: 36,79 %; 37,0g %; 36,89 % e 37,29
%. Ja para a D-glicose os valores relatados foram os seguintes:
27,89 %; 28,09 %; 27,59 % e 28,09 %. Em um outro estudo,
varios méis de diferentes partes do Canada foram avaliados
com o intuito de se padronizar os méis desse pais’. As anélises
foram conduzidas separando-se os glicidios através de croma-
tografia em papel, eluindo-se quantitativamente e determinan-
do-se seus teores ectrofotometricamente por um método
descrito previamente®*®, Os dados obtidos para 95 amostras
analisadas mostraram que apenas 4,2 % dos méis possuiam o
teor de monossacaridios abaixo de 659 %, 32,6 % entre 659 %
e 70g % e 63,2 % acima de 70g %. Nesses méis o teor médio
de frutose (37,1g %) foi significativamente maior do que o
teor médio de glicose (33,79 %). Alguns autores'® emprega-
ram a CG e uma técnica de derivatizagdo na qual 0s monossa-
caridios eram tratados com o &cido butanoboranico em piridina
antes da etapa de trimetilsililagdo. Valores apreciavelmente
mais elevados do que os normalmente citados na literatura®,
foram encontrados. Por exemplo, em trés das quatro amostras
de mel analisadas o conteldo de frutose foi relatado como
sendo superior a 40g % e, em um caso, o contelido de glicose
foi de 40,6g %. Segundo Siddiqui, o limite de 65g % para o
teor de agUcar invertido (D-glicose + D-frutose) abrange todos
ou, pelo menos, a maioria dos méis originérios de néctar®.
Nesse contexto, os méis poliflorais apresentam contelidos de
D-frutose e D-glicose em proporgdes quase iguais. Por outro
lado, méis monoflorais como o mel de sdlvia e de castanha
doce contém, de modo significativo, mais D-frutose do que D-
glicose®®®, J4 os méis de melato sdo pobres em ambas as
hexoses?. Méis ricos em D-glicose s3o raros, p. ex., 0 mel de
colza?®??, Os teores de frutose e glicose sd0 os principais res-
ponsaveis pelo tipo de desvio que o mel produz no plano da
luz polarizada. De modo geral, como nos méis florais ha

* g% significa gramas do glicideo em cada 100 gramas da amostra.

GlicidiosnoMel 517

predominancia de frutose, estes devem ser levorotatorios. Ja o
melato e alguns méis adulterados sdo geralmente dextrorotato-
rios. No estudo de Perez-Arquillué e colaboradores®’, a maior
parte das amostras (85,2 %) foi classificada como levorotatéria
e apenas quatro amostras com teores elevados de sacarose
(3,21g % em média), foram classificadas como dextrorotatérias.
Usando uma técnica de CG-DIC, baseada originalmente em
um método descrito na literatural® que foi posteriormente
modificado®, no qual derivados de trimetilsililoximas de
glicidios eram separados e quantificados, esses mesmos auto-
res”’ determinaram que os valores médios para os teores de
frutose e glicose de 27 amostras de mel de alecrim da Espanha
foram de 36,69 % e 31,29 %, respectivamente. Para esses méis,
a razdo frutose/glicose (F/G) foi de 1,17, uma proporcdo que
estava levemente fora da faixa proposta anteriormente?® para
méis do tipo alecrim (1,06 - 1,13). Em um outro trabalho®®
usando a cromatografia de troca aniGnica em conjunto com um
detector amperomeétrico, foram encontrados valores médios de
36,2-38,59 % e 33,2-40,0g % para frutose e glicose, respecti-
vamente, em quatro tipos diferentes de mel. Um estudo reali-
zado com diferentes méis (p. ex., acécia, tilia, castanha doce,
girassol, eucalipto, sdvia, asclépsia e melato), utilizando um
sistema de CLAE composto de uma coluna de gel de silica
ligada a grupos amino (Supelcosil-NH,, 250 x 4.6 mm, parti-
culas de 5 nm de tamanho), acetonitrila:agua (83:17 - v/v)
como fase mével e um detector de IR, mostrou que o mel de
acécia possuia o maior teor de frutose (49,59g %) e o menor
teor de glicose (30,44g %) entre os méis estudados'®. Conse-
guentemente, o mel de acécia se caracteriza por uma razdo F/
G elevada®. Esses dados estdio em concordancia com estudos
descritos previamente na literatura®™. Em outro estudo, a com-
posicdo de glicidios dos méis monoflorais mais importantes da
Espanha (alecrim, flor de laranjeira, alfazema, girassol,
eucalipto, urze e melato) foi anaisada®™. Os monossacaridios
foram determinados por CG ap6s a obtencdo de derivados de
trimetilsililoxima seguindo uma técnica descrita anteriormen-
te'® 0 qual foi modificada alguns anos depois'’. Os méis de
melato apresentaram concentracGes baixas de frutose (34,39
%). Em compensacéo, os niveis de frutose foram elevados nos
méis de eucalipto, alfazema e, especiadmente, nos méis de gi-
rassol (média = 39,49 %). J& os méis de flor de laranjeira,
alecrim e urze apresentaram niveis de frutose intermediérios.
Com relagdo ao teor de glicose, os méis de melato apresenta-
ram um valor médio baixo (25,89 %), o mel de girassol apre-
sentou um valor elevado (35,49 %) e os demais tipos de mel
ficaram em situagé@o intermediaria. A observacdo de que os
méis de girassol apresentavam o0s maiores conteudos para
ambas as hexoses estava em concordancia com a composi¢ao
de monossacaridios dos néctares da familia Asteraceae®™. O
contetido de monossacaridios foi analisado em 74 méis de di-
ferentes tipos florais correspondentes a 14 estados brasileiros®.
Nesse estudo, a CLAE foi utilizada conforme um trabalho
anterior, sendo composta de uma coluna de fase amino e
detector de IR®. Os contetidos de frutose e glicose das amos-
tras analisadas estavam na faixa de 22,8 - 47,29 % e 24,0 -
38,79 %, respectivamente. Esses valores foram considerados
similares aos valores encontrados para méis de outras origens
geogréficas*?’. A soma da frutose com a glicose mostrou que
97% dos méis analisados estavam dentro do limite (> 60 g/100
g) sugerido anteriormente para a “Europe Union and Codex
Alimentarius Standards’®*,

ORIGEM

O mel é uma solucdo concentrada de dois monossacaridios:
D-frutose e D-glicose. Para entender a origem desses monos-
sacaridios nos méis florais é necessario conhecer a composi-
cdo de glicidios do néctar. Em 1886%, j& se tinha evidéncias
da presenca de D-frutose, D-glicose e sacarose no néctar. Além
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de se conhecer a composicdo de glicidios do néctar usado pe-
las abelhas para produzir o mel, € também necessario entender
a acdo da enzima invertase que catalisa a hidrélise da sacarose
liberando frutose e glicose.

Percival® examinou 889 espécies de plantas e encontrou
trés padrdes de composi¢do de glicidios para o néctar: (a) néc-
tar com alto teor de sacarose, (b) néctar com quantidades apro-
ximadamente iguais de glicose, frutose e sacarose e (c) néctar
com alto teor de glicose e frutose. O néctar com sacarose do-
minante foi associado a flores de tubos longos nos quais o
néctar era protegido (trevos), enquanto as flores abertas conti-
nham geralmente apenas glicose e frutose. Essas descobertas
confirmaram estudos anteriores®” %26 que sugeriram uma rela-
¢do entre a taxa desses trés glicidios e as diferentes espécies
de flor. Em um outro estudo, os néctares foram divididos em
quatro classes diferentes em funcdo da razéo sacarose/hexose
(S/H): sacarose dominante (S/H > 0,999), rico em sacarose
(0,5 < 0,999), rico em hexose (0,1 < 0,499) e hexose domi-
nante (S/H < 0,1) 2.

No caso dos méis de melato, devemos conhecer a composi-
¢do de glicidios da excregdo dos insetos que sugam o fluido
do floema (vaso condutor de material organico nas plantas)®.
Os depositos das excregdes de afidios usados para a producdo
de melato foram analisados por vérios grupos e foram sugeridas
evidéncias de que esses depdsitos sdo misturas de glicidios um
pouco mais complexas do que aquelas do néctar. Sabe-se que
a glicose, a frutose, a sacarose e a melezitose sdo constituintes
dessas excrecfes de afidios®40?,

Com base no que foi relatado acima, é facil perceber que a
frutose e a glicose existentes no mel podem ja estar presentes,
em maior ou menor grau, nos substratos utilizados para gerar
esse produto ou podem ser produzidos pela inversdo da saca-
rose através da acdo da enzima invertase.

IMPORTANCIA

Os teores de frutose e glicose sdo extremamente importan-
tes para 0 estabelecimento de uma série de caracteristicas do
mel. A glicose, por exemplo, € 0 monossacarideo responsavel
pela granulagdo do mel. O maior problema resultante dessa
precipitacdo de glicose € o aumento do teor de umidade da
fase liquida que permite que células de leveduras osmofilicas
(microorganismos que se desenvolvem em condi¢des desfavo-
réveis. atividade de &gua baixa e concentragdo de glicidios
alta), que ocorrem naturalmente no mel, se multipliquem e
provoguem a fermentacdo do produto. Em um trabalho, foram
obtidos resultados em relacdo a solubilidade da glicose em
solugbes de frutose*. As concentragdes dos glicidios foram
similares as encontradas no mel. Foi verificado que a glicose
se tornava mais solUvel a medida que a concentracdo de frutose
aumentava. A explicag8o fornecida para essa observacdo foi
baseada em um equilibrio entre a glicose anidra e a glicose
monoidratada (a forma encontrada no mel granulado). Foi su-
gerido que em niveis de frutose elevados, o equilibrio favore-
ce a forma anidra da glicose, que apresenta uma maior solubi-
lidade em 4gua®. A importancia desse equilibrio para a granu-
lac8o foi sustentada por um outro autor que observou que em
solugdes saturadas com frutose, a temperatura de transicdo da
glicose monoidratada para a glicose anidra estava abaixo de
30°C*. Pode-se concluir, entdo, que méis com teores de frutose
elevados e baixos teores de glicose sdo menos suscetiveis a
granulagdo, fendmeno este que diminui a aceitagdo desses pro-
dutos naturais por parte dos consumidores. Outros autores
demonstraram estatisticamente que a tendéncia de granulagéo
poderia ser estimada através da razdo glicose/agua (G/A), des-
crita em um trabalho anterior®, ou da razdio G-A/F (G, glicosg;
F, frutose; A, agua). Foi demonstrado que a razdo G/A forne-
cia a relagdo mais significativa com a tendéncia de granulag&o.
Além disso, a obtencdo desse indice necessitava apenas da
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determinac8o do teor de glicose e do teor de umidade. Razbes
G/A de 1,70 e inferiores estavam associadas a ndo granulagdo
do mel, enquanto valores de 2,10 e superiores indicavam uma
répida granulagdo. Entretanto, um estudo com 54 amostras de
mel de todo 0 mundo sugeriu que existe apenas uma correla-
¢cao vaga entre a razdo G/A ou F/A e a tendéncia de granula-
¢A0™. Foi descoberto que em apenas 40 - 50% das amostras a
granulacdo podia ser prognosticada a partir dessas razées. Um
outro autor, trabalhando com uma grande quantidade de amos-
tras do Canada (95 amostras), confirmou a ineficacia desses
indices para o progndstico da granulagdo em méis’. Expres-
sando os resultados obtidos por cromatografia em papel atra-
vés das razdes F/G, (G-A)/F e G/A e comparando esses dados
com a taxa de granulagdo observada para cada amostra durante
6 meses através de um método descrito na literatura®®, ndo foi
encontrada para essas amostras uma relagcdo entre a taxa de
granulagio e qualquer um dos indices usados®. Foi sugerido,
entdo, que o fator verdadeiramente envolvido com a granula-
¢3o0 seria a presenca ou auséncia de gérmens de cristalizag&o.

A acidez do mel também est4 fortemente associada ao
monossacarideo D-glicose. Esse monossacarideo é convertido,
através da acdo da enzima D-glicose oxidase, no acido
glicdnico™. Esse &cido constitui de 70 a 90% dos &cidos orga-
nicos do mel®*. A acidez do mel é regida pela presenca des-
se &cido e de sua lactona. Durante o processo de conversdo da
D-glicose no é&cido D-glicénico ocorre, também, a formac&o
do peréxido de hidrogénio (H,0,)*. Sabe-se agora que a
inibina, nome dado a uma substéncia com propriedades anti-
bacterianas no mel, € na realidade o perdxido de hidrogénio.

Outra importante fungdo encontrada para os monossacaridi-
os do mel é a utilizagdo, de modo complementar a analise
polinica, na identificagdo de determinados tipos de méis. Com
esse intuito o teor de frutose, o teor de glicose e a relacdo
F/G podem ser empregados. Foldhazi®, por exemplo, estudou
a composicdo de vérios méis através de um sistema de CLAE
e percebeu que os méis em estudo poderiam ser classificados
em 5 grupos em fungdo do teor de frutose: mel de acécia
(@49g %), asclépsia, sélvia, castanha doce e méis florais mis-
turados (45 — 46g %), tilia, girassol e méis de eucalipto (42 —
43g %), mel de crista de galo (@ 36g %) e mel de melato
(@329 %). Ao estudar alguns méis de alecrim da Espanha,
alguns autores sugeriram que a razéo F/G poderia ser utilizada
para distinguir méis de diferentes origens botanicas’. Esse
pardmetro apresentou uma variagdo consideravelmente baixa
entre as amostras (DP = £ 0,05). Em um outro trabalho, foram
estudados os principais méis uniflorais da Espanha (aecrim,
flor de laranjeira, alfazema, girassol, eucalipto, urze e
melato)®. Utilizando o Teste de Tukey (P = 0,95) os autores
organizaram os méis em uma variedade de padrdes que depen-
dia do glicideo sob consideragdo. Com base no teor de frutose,
o teste de Tukey forneceu um grupo Unico para os méis de
melato. De acordo com o contetdo de glicose trés grupos fo-
ram bem separados pelo teste de Tukey: méis de melato, méis
de girassol e demais tipos de mel em estudo. A razdo F/G
dividiu a populagdo de méis estudados em quatro grupos de
acordo com o método de Tukey, embora cada um tenha se
sobreposto com pelo menos dois outros grupos devido a ampla
distribuicdo desse parametro. Nesse caso, 0s méis de melato e
de urze, com as maiores razfes F/G, formaram um grupo que
ndo se sobrepds ao grupo dos méis de girassol e alecrim, com
razbes F/G menores. As razdes F/G para os méis de flor de
laranjeira e eucalipto da Espanha foram superiores aos valores
noticiados para os més florais italianos*’, mas estd em concor-
dancia com os dados publicados previamente para os méis de
eucalipto australianos®™. A razdo G/A forneceu trés grupos de
acordo com o teste de Tukey. O grupo dos méis de eucalipto e
girassol apresentou valores que foram significativamente superi-
ores aos valores dos outros tipos de méis. Os méis de alfazema
formaram um grupo Unico, com raz8es G/A intermediarias. As
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razdes G/A elevadas dos méis de girassol da Espanha se
correlacionaram bem com seus niveis elevados de glicose e
suas umidades baixas, uma vez que eles sdo méis de verdo,
reunidos e colhidos em areas quentes da Espanha. A razéo G/
A elevada dos méis de eucalipto é devido principalmente a seu
baixo contelido de &gua. Dentre outros parametros, o teor de
frutose, glicose e a razéo G/A foram selecionados, pelo pro-
grama de andlise de discriminacdo usado neste trabalho, como
os indices mais valiosos para estabelecer uma classificagéo
acurada das amostras de mel em fungdo de sua origem. Esses
mesmos autores®® publicaram um segundo trabalho que mos-
trou que o teor de frutose foi um dos principais parametros
discriminadores dos sete tipos de amostras de méis monoflorais
comerciais da Espanha®. Alguns autores estudaram 74 méis
de diferentes tipos florais correspondentes a 14 estados brasi-
leiros?®. Dessa vez, o teor de frutose, o teor de glicose e a
razdo F/G foram os indices mais importantes para a caracteri-
zacdo dos méis em funcdo de suas regifes de origem. Por
exemplo, entre as regides brasileiras 0 maior contelido de
frutose foi encontrado nos méis de eucalipto do sudeste. De
modo contrério, foi relatado que os méis de eucalipto da Zona
da Mata (estado de Minas Gerais - regido sudeste) apresenta-
vam um nivel de frutose baixo®. Em relacdo ao valor médio
de frutose, glicose e a razdo F/G, ndo houve diferenca signifi-
cativa (p < 0,05) entre as regides brasileiras?®. Entretanto, os
méis de eucalipto do estado de S&o Paulo apresentaram um
valor médio para a frutose (44,29 %) consideravelmente maior
do que agueles de outros estados brasileiros (40,2 - 41,3g %)
e dagueles produzidos na Espanha (37,0 - 39,2g %)%, Conse-
guentemente, 0s autores sugeriram que os més de eucalipto
do estado de S&o Paulo poderiam ser caracterizados com base
em seu contedido de frutose?. Apenas duas amostras do estado
da Paraiba apresentaram a razdo F/G abaixo de 1, fato que foi
associado ao baixo teor de frutose (< 30g %). Como estabele-
cido em um trabalho anterior, as amostras de mel com uma
razdo F/G menor do que 1 poderiam ser classificadas como
méis adulterados®. Por outro lado, uma atividade metabolica
peculiar de leveduras osmofilicas é que, quando elas crescem
em alimentos que contém alguns glicidios simples como uma
fonte de carbono, a frutose é preferencialmente assimilada; essa
propriedade é denominada de frutofilia®>. Uma vez que esse
tipo de levedura cresce em méis com umidade acima de 20 %
e, também, em regifes de clima favoravel (temperaturas anuais
atas), foi sugerido que esses microrganismos foram responsa-
veis pela diminuicdo da razdo F/G nos dois méis da Paraiba®®.
De fato, durante a analise microscopica para a identificagcéo
polinica, foi evidenciada a presenca de leveduras nesses méis.
Portanto, uma razdo F/G abaixo de 1 poderia ser originéria de
adulteragdo com agUcar comercial queimado ou do crescimen-
to de leveduras osmofilicas. Além disso, reacdes n&o
enziméticas como p. ex., a de reversdo (condensacdo de mo-
nossacaridios por catdlise acida) poderiam ocorrer a tempera-
tura ambiente e em pH baixo, favorecendo a formagdo de oli-
gossacaridios com concomitante perda de frutose®. No mesmo
trabalho foi ressaltado que em pH baixo também pode ocorrer
a formac&o de anidridos difrutosidicos.

OLIGO- E POLISSACARIDIOS
INTRODUCAO

No inicio do século 20, a composicdo de glicidios no mel
era considerada como uma mistura de glicose, frutose e saca-
rose. A partir da década de 20, foram obtidas evidéncias da
presenca de maltose em méis florais através da forma%éo de
sua 0sazona caracteristica®. Entretanto, outros autores>® con-
cluiram que as evidéncias obtidas por Elser>® ndo eram sufici-
entes para se considerar a maltose como um constituinte do
mel. Mais tarde, foi demonstrado a presenca de pelo menos 15
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componentes, entre eles. maltose, turanose, isomaltose e
melibiose®. Outros autores, baseados nos resultados obtidos
por eletroforese em papel e espectroscopia por infravermelho,
confirmaram a presenca de maltose e a ocorréncia de outros
dissacarideos (ex. maltulose, turanose)?>’. Em um outro tra-
balho, os glicidios foram isolados em coluna de carvéo e 22
componentes foram detectados, dos quais 15 foram classifica-
dos como cetoses®®. A identificacgo inequivoca de oligossaca-
ridios foi conduzida em um outro estudo, através da formagéo
de octacetatos cristalinos, no qual a maltose, a nigerose, a iso-
maltose e a kojibiose (sugerida pela primeira vez como um
dos oligossacaridios do mel) foram detectadas®®. A presenca
de leucrose também ja& foi descrita®, porém, ndo foi confirma-
da em trabalhos subsequentes!®1931:60.61.62

Um fracionamento em larga escala foi conduzido através
do uso de coluna de carvao-celite, separagdo por cromatogra-
fia em papel e, em menor grau, por eletroforese em papel,
revelacdo com reagentes especificos, identificagdo das osazonas
caracteristicas e, em alguns casos, obtencdo de espectros na
regidio do infravermelho®®, Estes autores identificaram 24
oligossacaridios, com a descri¢do pela primeira de vez de 2 b-
dissacarideos: gentiobiose e laminaribiose. A presenca desses
2 dissacarides foi confirmada em estudos subsequentes'®®!, Em
um trabalho, foi sugerida a presenca de a ,b-trealose (neotrea-
lose)®, entretanto, nenhum outro autor detectou até o momen-
to esse dissacarideo no mel. Nem a a,a-trealose (trealose) nem
a neotrealose foram detectadas de maneira inequivoca no mel,
embora, a trealose sgja um constituinte importante da fragéo
glicidica do fluido circulante de abelhas operédrias, rainhas e
zangdes®*. A identificacio de oligossacaridios com residuos de
galactose (a-galactosideos) tem sido motivo de controvérsia
na literatura. Alguns autores ndo encontraram vestigios da pre-
senca de a-galactosideost8606L83 - Apesar disto, a melibiose
tem sido identificada por diferentes autores?®°6:62:65,

A CG-DIC foi usada para o estudo de oligossacaridios do
mel através da combinacdo das reacdes de redugdo com
boroidreto de sédio e trimetilsililagdo com N-trimetilsililimi-
dazol® ou formacsio de um derivado éter trimetilsililoxima dos
glicidios a partir da reagdo com hexametildisilazano e hidroxi-
lamina®. As maiores limitages para o uso desta técnica s&o:
a formagdo de espécies tautoméricas dos glicidios redutores e
a necessidade de formacdo de um derivado volétil do glicideo.
Mesmo assim, foram identificadas pela primeira vez a celobiose
e a palatinose, esta Ultima confirmada por ressonancia magné-
tica nuclear-carbono 13%. Enquanto a celobiose n&o foi detec-
tada por outros autores, a palatinose foi detectada em uma
amostra de mel de afafal®. A CLAE foi usada a partir da
década de 90 para andlise de oligossacaridios no mel'81962
Alguns autores usaram coluna de fase amino e detector de IR.
As maiores limitagBes foram: a resolucdo dos oligossacaridios
e a sensibilidade do detector'®®2. Em um outro trabalho, foram
utilizadas duas colunas de troca aninica acopladas em série e
um detector amperométrico, o qual € mais sensivel que o de
IR, para analisar oligossacaridios'®. Esta dltima técnica mos-
trou-se mais adequada para andise de glicidios no mel porém,
0 custo € bem mais elevado em comparagdo com a metodolo-
gia de CLAE composta de fase amino e detector de IR. Além
do mais, embora a resolugdo tenha melhorado bastante com o
uso das 2 colunas de troca aniénica em série, os autores ndo
conseguiram separar os pares isomaltose/maltulose, maltose/1-
cestose e turanose/gentiobiose'®.

Ao todo 15 dissacarideos foram descritos na literatura como
constituintes da matriz mel. Alguns dissacarideos, entretanto,
ainda carecem de estudos mais detalhados para sua confirma-
¢do como glicidios do mel. Na Tabela 1 é apresentada uma
listagem dos dissacarideos do mel descritos na literatura.

As primeiras evidéncias da presenca de trissacarideos em
méis florais foram sugeridas por diferentes autores!:66:67:68
Somente a partir de um trabalho executado em larga escala é
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Tabela 1. Listagem de di- e trissacaridios descritos no mel.

Quim. Nova

nome trivial nome sisteméatico
dissacaridios

celobiose O-b-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-D-glicopiranose
gentiobiose O-b-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-D-glicopiranose
isomaltose 0O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-D-glicopiranose
isomaltulose O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-D-frutofuranose
kojibiose O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 2)-D-glicopiranose
laminaribiose O-b-D-glicopiranosil-(1 -> 3)-D-glicopiranose
leucrose O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 5)-D-frutopiranose
maltose O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-D-glicopiranose
maltulose O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-D-frutose
melibiose O-a-D-galactopiranosil-(1 -> 6)-D-glicopiranose
neotreal ose O-a-D-glicopiranosil-b-D-glicopiranosidio
nigerose 0O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 3)-D-glicopiranose
palatinose O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-D-frutose
sacarose O-a-D-glicopiranosil-b-D-frutofuranosidio
turanose O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 3)-D-frutose
trissacaridios

centose -D-glicopiranosil-(1 -> 4)-O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 2)-D-glicopiranose

1-cestose
erlose
4-a-gentiobiosilglicose

isomaltotriose
isopanose
|aminaritriose
maltotriose
melezitose
panose
rafinose
teanderose

O-a
O-aD-glicopiranosil-(1 -> 2)-b-D-frutofuranosil-(1 -> 2)-b-D-frutofuranosidio
O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-a-D-glicopiranosil-b-D-frutofuranosidio
O-b-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-D-glicopiranose
3-a-isomaltosilglicose O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 3)-D-glicopiranose
O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-D-glicopiranose
O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-D-glicopiranose
O-b-D-glicopiranosil-(1 -> 3)-O-b-D-glicopiranosil-(1 -> 3)-D-glicopiranose
O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-D-glicopiranose
O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 3)-O-b-D-frutofuranosil-(2 -> 1)-a-D-glicopiranosidio
O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 4)-D-glicopiranose
O-a-D-galactopiranosil-(1 -> 6)-O-a-D-glicopiranosil-b-D-frutofuranosidio
O-a-D-glicopiranosil-(1 -> 6)-a-D-glicopiranosil-b-D-frutofuranosidio

InformagBes extraidas da literatura: celobiose e palatinose®, laminaritriose'®, rafinose® e outros glicidios™.

gue houve a confirmacdo da presenga de trissacarideos no
me®. Foi noticiada a identificacio inequivoca de 9 trissacari-
deos e sugerida a presenca de outros dois. a 3-a-isomaltosil-
glicose e a 4-a-gentiobiosilglicose as quais ndo receberam no-
mes triviais. A concentragdo em coluna de carvéo-celite, a se-
paragdo por cromatografia e eletroforese em papel e a cromato-
grafia em camada fina combinada com hidrdlise &cida e enzimética
foram os procedimentos usados. A melezitose, 3-a-isomaltosilgli-
cose, maltotriose e isomaltotriose foram caracterizadas como b-
undecacetatos cristalinos®®, A melezitose e a maltotriose tém sido
identificadas por diferentes autores!®1927:31616289  ApGs a iden-
tificacdo de isomaltotriose em um estudo prévio®™, somente
Swallow e Low®®, usando CLAE composta de detector ampe-
rométrico e coluna de troca anidnica, foram capazes de detec-
tar esse trissacarideo em méis de alfafa e trevo hibrido. A iden-
tificagdo de 3-a-isomaltosilglicose e 4-a-gentiobiosilglicose
carece de outros estudos para sua confirmagdo ou ndo como
trissacarideos presentes no mel.

Em um trabalho pioneiro®, a erlose foi caracterizada pela
primeira vez em méis florais e confirmada em varias publica-
cBes subsequentes'®1927316L63  giqdiqui e Furgala® identifi-
caram a 6-a-glicosilsacarose (teanderose) ao verificarem que o
trissacarideo isolado do mel, quando submetido a hidrélise
parcial com éacido sulfdrico e amiloglicosidase, apresentava um
perfil de dissacarideos idéntico a um padrdo auténtico de
teanderose sujeito as mesmas condi¢Bes de hidrdlise. Um deri-
vado peracetilado foi obtido para cada um e, ambos os deriva-
dos apresentaram comportamentos similares quando submeti-
dos a cromatografia em camada fina. A teanderose foi assm
denominada em homenagem ao Dr. O. Theander que foi o
primeiro a isolar este trissacarideo em Aspergillus Niger™®. A
teanderose foi detectada em diferentes amostras de méis

monoflorais por outros autores'®®!. Tanto a 2a-maltosilglicose
(centose) como a 1-cestose foram identificadas e descritas so-
mente uma vez no mel®. As ligacdes entre os monossacaridios
foram estabelecidas pela caracterizagdo dos ésteres metilicos
de glicidios obtidos apds as reagdes de metilagdo e hidrélise
dos trissacarideos. No caso da 1-cestose, a utilizagdo da CLAE
ndo permitiu a sua separacdo da maltose'®; enquanto, que pela
CG, um padréo deste trissacarideo foi bem separado®. Entre-
tanto, os ultimos autores ndo identificaram 1-cestose em amos-
tras de mel. Tanto a panose como a isopanose foram detecta-
das e identificadas em trabalhos diferentes 189282 sendo que
na pendltima referéncia® somente a panose foi identificada
As vantagens e desvantagens da CLAE e CG para andlise de
trissacarideos em mel sdo as mesmas das encontradas para
determinagdo de dissacarideos.

A presenca de laminaritriose no mel foi descrita na literatu-
ra®. Foi encontrado somente tragos deste trissacarideo em mel
de alfafa. N8 ha qualquer outra mengdo na literatura sobre a
identificacdo deste trissacarideo em amostras de mel. A rafinose
foi sugerida pela primeira vez em uma publicacio® e descrita
em trabalhos subsequentes®®’. Entretanto, a presenca de
rafinose no mel foi contestada devido a auséncia de galactose
como um monossacarideo constituinte do mel®. O argumento
usado nesse Ultimo trabalho foi que a cromatografia em papel
usada para identificar a rafinose ndo seria suficiente para con-
firmar a presenca deste trissacarideo, ja que ele tem comporta-
mento similar a teanderose. Como ja mencionado na se¢éo
dissacarideos, alguns autores ndo identificaram a -gal actosideos
no melt31861  Entretanto, em um outro trabalho, foram anali-
sados 87 méis provenientes de varias regifes dos EUA onde
constatou-se a presenca de residuos de galactose em todas
as amostras’. Esses autores usaram galactose oxidase para
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oxidar residuos de galactose terminal com a hidroxila da posi-
¢do 6 livre o qua é caracteristico da rafinose. Além do mais, a
rafinose tem sido identificada por diferentes autores através da
CLAE usando coluna amino e detector de IR® e da CG-DIC®L73,

Um total de 13 trissacarideos foi detectado no mel, porém,
alguns necessitam de estudos adicionais para sua confimacéo
como constituintes do mel. Na Tabela 1 é apresentada uma
listagem dos trissacarideos do mel descritos na literatura.

Além de di- e trissacarideos ja identificados no mel, alguns
autores tem sugerido a presenca de outros oligossacaridios e
também de polissacaridios. Foi noticiada a presenca de um
tetrassacarideo e de um pentassacarideo em uma amostra de
mel do Canadd®. As evidéncias para identificacdo da isomal-
totetraose e da isomaltopentaose foram baseadas no perfil de
tri-, di- e monossacaridios obtidos ap6s hidrolise parcial com
acido sulfarico e com amiloglicosidase e na determinagdo das
rotacBes especificas de cada um.

Embora os componentes coloidais do mel sejam pouco es-
tudados seus efeitos indesejaveis sdo descritos desde a década
de 30"477® A tendéncia do mel & turbidez, caramelizacdo e
cristalizacdo seria aumentada pela presenca de coldides. Essas
substancias foram identificadas como céras, agregados de pro-
teinas e polissacaridios. Helvey”’, usando eletroforese em pa-
pel e andlise de sedimentagdo em mel de trigo sarraceno obte-
ve trés polimeros. duas proteinas e um polissacarideo, sendo
este Ultimo o componente minoritdrio com massa molecular de
cerca de 9.000Da. Um estudo detalhado da fracdo polissacari-
dica de um mel do Canada foi descrita na literatura™®. A
hidrélise acida do polissacarideo rendeu trés monossacaridios:
D-manose, D-galactose e L-arabinose (razo 1,0:4,04:2,04). A
hidrélise parcial seguida de reagdo de metilagdo rendeu 7 frag-
mentos que foram caracterizados por completo. Foi concluido
que o polissacarideo era constituido de 22-23 residuos de
monossacaridios que consistiam de 6 residuos terminais néo
redutores compostos de: 3 D-manose, 2 D-galactose e 1 L-
arabinose; 5 a 6 residuos de D-galactose compondo a parte
ramificada do polissacarideo através das ligagdes O-3 e O-6;
11 unidades ndo terminais consistindo de 6 residuos de D-
galactose unidos pela ligagdo (1 -> 6); 5 residuos de L-
arabinose onde 4 foram unidos pela ligagéo (1 -> 5) elo (1 ->
4) e 1 unido pela ligacgo (1 -> 3)%. A rapida difusio do
polissacarideo em uma ultracentrifuga possibilitou estimar a
sua massa molecular em menos de 10.000. Infelizmente, ne-
nhum estudo foi realizado para formular a estrutura quimica
deste polissacarideo. Foi noticiada a presenca de outros
polissacaridios, contudo, o isolamento e a caracterizagdo néo
foi possivel devido as pequenissimas quantidades destes com-
ponentes no mel.

COMPOSICAO

Embora a fragdo dissacaridica seja complexa no mel, néo
existem muitos estudos sobre a sua composi¢do nessa matriz
alimenticia Em um outro estudo, foram examinados 21 méis
monoflorais dos EUA onde foram encontrados 7,11 % de
maltose, 1,62 % de sacarose e 1,03 % de uma fragdo glicidica
desconhecida®. Os glicidios foram adsorvidos em coluna de
carvdo-celite e seletivamente eluidos a partir de um gradiente
de etanol. Nesse trabalho, a maltose foi expressa pelo contel-
do de dissacarideos redutores determinados pela redugdo do
fon clprico a cuproso e a sacarose foi estimada através do
aumento do poder redutor da fragcdo ap6s hidrdlise &cida. Por-
tanto, esses resultados superestimaram o conteddo de maltose
e sacarose em méis dos EUA. A composicdo de dissacarideos
individuais s6 foi melhor desvendada a partir de um trabalho
que foi mencionado anteriormente®. Foi estimada a distribui-
¢do percentual de dissacarideos a partir do conteldo total de
oligossacaridios (3,65 %) em base seca e obtido os seguintes
resultados para méis do Canad& 29,4 % de maltose; 8,2 % de
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kojibiose; 4,7 % de turanose; 4,4 % de isomaltose; 3,9 % de
sacarose; 3,1 % de maltulose + isomaltulose; 1,7 % de
nigerose; 1,1 % de neotrealose; 0,4 % de gentiobiose e 0,09 %
de laminariobiose. Outros autores, analisando 54 méis
comercializados na Suica através da técnica de CG, identifica-
ram a sacarose e a maltose e sugeriram a presen(é‘a de outros 4
dissacarideos os quais ndo foram caracterizados™. O contetido
meédio de sacarose e maltose foi 0,64 % e 9,07 %, respectiva-
mente. Um estudo envolvendo 490 amostras de mel foi reali-
zado nos EUA?2, Esses autores encontraram valores médios de
2,74-15,98 % para maltose, 0,25-7,57 % para sacarose e uma
fragdo desconhecida de oligossacaridios foi estimada ao redor
de 0,13-8,49 %.

A distribuicdo de dissacarideos em 6 méis do Canada foi
estudada através da CG®. Nesse trabalho, os glicidios foram
expressos em relagdo a maltose, 0 qual foi o oligossacarideo
majoritario. Foi obtida a seguinte ordem decrescente: maltose
(100 %), turanose (49 %), kojibiose (45 %), palatinose (36
%), sacarose (34 %), laminaribiose (28 %), gentibiose (22 %),
celobiose (19 %), isomaltose (16 %), neotrealose (15 %),
nigerose (10 %). Comparando esse trabalho® com um outro
estudo®, ambos analisando méis do Canadd, pode-se inferir
gue dos 5 dissacarideos mais abundantes 4 (maltose, turanose,
kojibiose e sacarose) foram consensuais, embora, o tamanho
da amostragem e a metodologia tenham sido bastante diferen-
tes. Em um trabalho®® foram identificados e quantificados 11
dissacarideos enquanto em um outro” apenas 2, ambos usaram
a técnica de CG. O cromatograma pobre obtido no Ultimo tra-
balho seria devido a formag8o de oximas por reacdo dos
glicidios com hidroxilamina, antes da reacdo de sililacdo, o
qual reduz apreciavelmente a resolucdo dos glicidios™. Em
contrapartida, no outro trabalho®!, os glicidios foram reduzi-
dos com boroidreto de sodio, obtendo-se os alditdis correspon-
dentes antes da reagcdo de trimetilsililagdo. A mesma limitagéo
na resolucdo de glicidios, com a formagdo de derivados
oximicos, foi obtida por Mateo e Bosch-Reig® ao analisarem
85 méis monoflorais oriundos de diferentes regides da Espanha.
Neste trabalho, a composi¢cdo média de dissacarideos foi: 4,629
% de maltose; 2,23g % de kojibiose; 1,439 % de maltulose;
1,229 % de sacarose e 0,72g % de isomaltose. A maltose eluiu
juntamente com a turanose e nigerose e, portanto, incluiu a
contribuicdo desses 2 dissacarideos. Nem a trealose nem a
melibiose foram detectadas™. Em trabalho anterior?, foi usa-
do CG para analisar derivados de éter trimetilsililoxima, ob-
tendo-se valores médios de 7,29 % para maltose e 1,979 %
para sacarose em 27 amostras de mel de aecrim da Espanha
A média para maltose foi maior do que a obtida por outros
autores (3,9g %) 3155,

Em um estudo, foi usado CLAE com detector amperométri-
co e coluna de troca anibnica para estudar os oligossacaridios
de 4 méis monoflorais do Canada'®. Foram obtidos os seguin-
tes resultados médios. maltose/1-cestose (1,01g %), sacarose
(0,679 %), kojibiose (0,40g %), nigerose (0,32g %), isomalto-
se/maltulose (0,279 %), laminaribiose (0,19 %), palatinose e
neotrealose (tragos) e melibiose (ndo detectado). No caso do
mel de canola, a sacarose apresentou um valor médio muito
baixo (0,046g %); somente tracos de laminaribiose foram acha-
dos no mel de trevo hibrido; no mel afafa foi achado 0,067g
% de Ealatinose. Como ja observado em trabalhos anterio-
res* %183 a maltose, a kojibiose e a sacarose foram os dissa-
carideos predominantes'®. A CLAE com detector de IR e colu-
na de fase amino foi usada para andlise de 34 méis mono- e
poliflorais da Hungria®®. Foram encontrados valores médios de
3,789 % para maltose, 2,179 % para turanose, 0,869 % para
sacarose e 0,689 % para isomaltose. Em um outro trabalho,
empregou-se a mesma técnica para quantificar 6 dissacarideos
em 70 méis de diferentes estados brasileiros®. A maltose (mé-
dia = 3,059 %) foi o dissacarideo majoritario com valores si-
milares aos dos méis da Espanha (média = 3,969 %) e aos
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dos méis da Hungria (média = 3,36g %)*°, porém, com valores
superiores aos dos méis do Canada (média = 1,07g %)% e aos
dos méis dos EUA (média = 1,01g %), Nesse estudo redliza-
do no Brasil, foram achados valores médios de 0,78-2,03g %
e 1,11-2,81g % para turanose e nigerose, respectivamente®?,
Os valores médios de melibiose ficaram no limite de 0,05-
0,15g %, bem inferiores aos dos outros dissacarideos. A distri-
buicdo de sacarose e isomaltose foi ampla, alcangando valores
médios de 0,07-0,77g % e 0,18-0,71g %, respectivamente. O
contetido de sacarose dos méis brasileiros ficou dentro dos li-
mites impostos pelo “European Codex Honey Standards’
(E 59/100g para méis em geral; até 10g/100g para mel de flor
de laranjeira) e pela Legislacdo Brasileira (£ 10g/100g)®2.

O estado atual do conhecimento permite classificar os dis-
sacarideos do mel em 4 grupos, com base na identificagéo
inequivoca e na distribuicdo quantitativa:

1-majoritario: maltose, kojibiose, turanose, sacarose
2-minoritario: isomaltose, maltulose, nigerose, palatinose,
gentiobiose, celobiose

3-tragos: laminaribiose, neotrealose

4-carece de confirmag&o: leucrose, isomaltulose, melibiose

Apesar da fragdo trissacaridica estar em menor concentra-
¢do no mel sua complexidade é equivalente a da fragéo
dissacaridica. O primeiro trabalho que apresentou dados quan-
titativos sobre trissacarideos foi publicado no final da década
de 60%. Esses autores, a exemplo do que fizeram na anélise de
dissacarideos, expressaram o contetdo dos trissacarideos indi-
viduais, em 95 méis canadenses, em relagcdo ao total de oligos-
sacaridios (3,659 %), apresentando 0s seguintes resultados:
erlose (4,5 %), teanderose (2,7 %), panose (2,5 %), maltotrio-
se (1,9 %), 1-cestose (0,9 %), isomaltotriose (0,6 %), melezi-
tose (0,3 %), isopanose (0,24 %), centose (0,05 %), 3-a-iso-
maltosilglicose e 4-a -gentiobiosilglicose (tragos). Em um estu-
do realizado com 54 amostras de mel suico, 20 apresentaram
de 0,1-2,1g % de rafinose e 14 apresentaram de 0,1-1,26g %
de melezitose™. Também usando CG, outros autores®® foram
capazes de identificar 5 trissacarideos que foram expressos em
relacdo ao dissacarideo maltose (100 %). A seguinte ordem foi
obtida: erlose (48 %), isopanose (15 %), panose (4 %),
teanderose (2 %), maltotriose (0,3 %). O perfil mais rico em
trissacarideos obtido por alguns autores®® com relagéo ao obti-
do em um trabalho anterior’® foi devido a diferencas no méto-
do de derivatizagdo, jA mencionadas anteriormente. Outros
autores?’, usando CG, detectaram erlose (média de 0,61g %) e
melezitose (média de 0,05g %) em 27 amostras de mel de ale-
crim. A mesma metodologia foi usada em um outro trabalho
para determinar trissacarideos em 85 méis monoflorais da
Espanha. Neste trabalho, a rafinose ficou ao redor de néo de-
tectado (nd) a 0,96g %, a erlose de nd a 2,1g % e a melezitose
de nd a 3,99 %L

Cerca de 9 trissacarideos foram investigados em 4 méis
monoflorais dos EUA®. Neste trabalho, foi usada a técnica de
CLAE com detector amperométrico e 2 colunas de troca
anidnica. A seguinte distribuicdo foi encontrada: erlose (0,26-
3,979 %), teanderose (0,067-0,38g %), melezitose (0,038-
0,056g %), maltotriose (0,023-0,10 g %), isopanose (nd-0,10g
%), panose (tragos-0,08g %), melezitose (0,038-0,056g %),
isomaltotriose (tragos-0,038g %), laminaritriose (nd-tragos). E
importante ressaltar que altos teores de erlose foram encontra-
dos em méis de trevo hibrido (3,97g %) e afafa (3,46g %); foi
encontrada uma pequena quantidade de teanderose (0,067g %)
em mel de canola; a isopanose (0,10g %) so foi detectada em
mel de trevo hibrido; somente tragos de panose foram encon-
trados em mel de trevo hibrido; a laminaritriose foi identificada
somente em mel de afafa e em quantidades tragos'®. Lamenta-
velmente, esses autores ndo foram capazes de analisar a
1-cestose devido a sua co-eluicdo com a maltose. Em outro
estudo, usou-se CLAE com detector de IR e coluna amino para
analisar trissacarideos em 34 amostras de méis da Hungriat®.
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Esse autor quantificou a erlose (média de 0,18-3,0g %), mal-
totriose (0-0,24g %), melezitose e rafinose (tragos). O contel-
do médio de erlose ficou ao redor de 3g % para méis de acécia
e sdlvia Em um outro trabalho®, foi usada metodologia seme-
Ihante a do trabalho anterior'® para analisar-se 4 trissacarideos
de 70 méis brasileiros. Os valores médios de maltotriose al-
cancaram de 0,24-1,03g %, sendo considerados mais elevados
do que os valores encontrados em outros paises (0,02-0,23g
%)%, Em geral, os méis brasileiros apresentaram pegquenas
quantidades de panose (0,03-0,08g %). Esses resultados foram
similares aos encontrados em méis canadenses (tracos-0,09g
%)% A melezitose ficou no limite de 0,21-0,37g %°2 o qual
foi mais alto do que os valores médios noticiados em outros
paises (0,03-0,06g %)8193L73 pgra rafinose, foram achados
valores médios de 0,10-0,25g %°* que foram similares aos méis
de origem espanhola (0,16-0,34g %)°.

Com base em resultados da literatura, os trissacarideos do
mel podem ser classificados em 3 grupos, conforme a identifi-
cacdo inequivoca e a distribuicdo quantitativa:

1-majoritario: erlose

2-minoritério: teanderose, isopanose, panose, maltotriose,

melezitose, rafinose, isomaltotriose

3-carecem de confirmag8o: centose, 1-cestose, 3-a-isomal-

tosilglicose, 4-a-gentiobiosilglicose, laminaritriose

O contetdo de isomaltotetrose e de isomaltopentose foi
estimado em 0,33 % e 0,16 %, respectivamente®®. Com respei-
to aos polissacaridios, foram isoladas duas fragdes que perfize-
ram 0,002 % do mel’®.

ORIGEM

Em 1886 foi noticiado que o néctar continha glicose, frutose
e sacarose™. Mais tarde, detectou-se rafinose e melibiose em
alguns néctares™. Outros autores examinaram algumas varie-
dades de néctar de trevo e constataram a presenca de maltose,
porém, sugeriram que este dissacarideo poderia ser um
contaminante oriundo da ac&o de afidiost®. Em um outro estu-
do, foi usada a CG para analisar alguns néctarest!. Encontrou-
se somente frutose, glicose e sacarose. Outros autores, usando
a mesma técnica, encontraram além desses 3 glicidios, tam-
bém, rafinose e melezitose'. Maurizio® detectou maltose em
pequenas quantidades no néctar de algumas plantas, porém a
maioria das plantas continha somente glicose, frutose e sacaro-
se. Embora a composicdo de glicidios do néctar seja ainda
pouco estudada, a origem dos diversos oligossacaridios pre-
sentes no mel ndo pode ser explicada somente pela coleta de
néctares de diferentes variedades de plantas realizada por abe-
lhas operéarias. A formagdo de oligossacaridios no mel seria
principalmente devido as reacdes de trans-D-glicosilacdo e, em
menor extensdo, se € que existe alguma, as de trans-D-
frutosilagdo. Neste processo, grupos D-glicopiranosila ou D-
frutofuranosila sdo transferidos para uma molécula receptora
que pode ser um mono-, oligo- ou polissacarideo. A ocorrén-
cia da reacdo de trans—D-%IgicosiIa(;éo foi descrita previamente
na série oligossacaridica®®®. Essas reactes seriam catalisadas
pelas mesmas enzimas envolvidas em reacdes de hidrdlise de
glicidios™. Esses autores postularam o seguinte esquema para
a reacdo de trans-D-glicosilacdo:

D-G,D-G,+ E U D-G, + D-G,-E
D-G,-D-G, + D-G,-E U D-Gy-D-G,-D-G, + E

O mesmo foi postulado para reacdo de trans-D-frutosilacéo.

Foi mostrado que em relagdo a a-glicosidases de fungos a
trans-D-glicosilagdo ocorreria preferencidlmente para hidroxilas
primérias de aldoses®®. As reacBes de trans-D-glicosilacio e
trans-D-frutosilagdo ocorreriam no aparelho digestivo das abe-
lhas e seriam a principal rota de formagdo de oligossacaridios.
Outros autores demonstraram a atividade de trans-D-glicosilagdo
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em uma fracdo, rica em invertase, isolada do mel®. Nesse tra-
balho, foi constatada a grande atividade de a -glicosidase, tracos
de frutosidase e nenhuma atividade de b-glicosidase. Essa ativi-
dade de a-glicosidase seria oriunda da prépria invertase. Os in-
dicios para a presenca de a-glicosidase foram: a inatividade na
presenca de rafinose, grande atividade na presenca de sacarose
e maltose, formagdo de erlose a partir da incubagcdo da sacarose
com a fragdo contendo a-glicosidase, inibicdo pela glicose. Esta
enzima apresenta a peculiaridade de transferir glicose da sacaro-
se para uma molécula receptora sem a necessidade de formagéo
de um derivado fosforilado da glicose. Esses autores ndo foram
capazes de obter uma evidéncia direta da presenca de uma
enzima com atividade de trans-D-frutosilacgo®’.

Existe uma grande variagdo na distribuicdo de sacarose nas
amostras de mel o qual foi noticiada por diferentes auto-
res'®3162 O motivo para os niveis varidveis de sacarose pode-
ria ser devido a reacdo de trans-D-glicosilagdo que é iniciada
pela transferéncia da unidade a-D-glicopiranosil da sacarose
para uma molécula receptora®. Ja o ato conte(do de erlose
poderia ser explicado pelo fato deste trissacarideo ser um in-
termediério durante a reagio de trans-D-glicosilacdo no mel®”.
A erlose seria formada pela transferéncia do grupo a-D-
glicopiranosila de uma molécula de sacarose para a quarta
posicdo do residuo de glicose de uma outra molécula de saca-
rose. Seus niveis aumentariam inicialmente e, em seguida, di-
minuiriam o que seria acompanhado pela formagdo de novos
oligossacaridios. Isso explicaria por exemplo as baixas con-
centracBes de sacarose e de erlose em méis de canola’® e em
méis de girassol®L. Embora alguns néctares contenham maltose,
a grande propor¢ao deste dissacarideo no mel seria oriunda da
reacdo de trans-D-glicosilagdo. Portanto, a maltose, a erlose e
vérios outros oligossacaridios presentes no mel como p. ex., a
maltotriose, a isomaltose e a kojibiose seriam produtos secun-
dérios, originarios da reagdo de trans-D-glicosilagdo catalisada
principalmente pela invertase. Como j& mencionado anterior-
mente, a ocorréncia da reacdo de trans-D-frutosilagdo no mel
ndo foi comprovada até o momento. Com relagdo a melezitose
e a 1-cestose, alguns autores consideraram estes trissacarideos
como constituintes da seiva de vérias espécies de plantas®®
enquanto, outros”®¥ tém sugerido que esses glicidios seriam
carreados para colméia através de coleta das excregdes adoci-
cadas de afideos, as quais estdo presentes na superficie das
plantas. De fato 0 mel de melato que é produzido através de
excreces de afideos é rico nesses 2 trissacarideos enquanto,
meéis monoflorais tém somente quantidades infimas desses com-
postos®. Outros autores®® também sugeriram que a presenca de
erlose poderia ser devida a agdo de afideos, porém, a erlose é
encontrada em bem maior quantidade que a melezitose em méis
monoflorais. Portanto, a origem da erlose estaria principal mente
associada & reacdo de trans-D-glicosilagdo no mel.

Os a-galactosideos, particularmente a rafinose, poderiam ser
oriundos da excrecéo de afidios®. Por outro lado, foi noticiado
gue as plantas poderiam ser divididas em 3 grupos, com base
na composicéo de glicidios da seiva do floema (vaso condutor
de 4gua e substancias organicas produzidas pelas plantas:
1- sacarose (maioria das plantas), 2- a-galactosideos, 3- addit6is™.
As abelhas operérias ocasionalmente poderiam coletar néctar
dos 2 Ultimos grupos. Outros autores sugeriram que tanto o
néctar como a excrecdo de afidios poderiam contribuir como
fontes de a-galactosideos no mel”. Uma conjectura interes-
sante seria a utilizagdo desses oligossacaridios como um “de-
posito” de galactose por agdo de mecanismo de desintoxicagao.
A galactose livre é considerada um composto toxico para as
abelhas®. Com respeito aos b-D-dissacarideos (celobiose,
gentiobiose e laminaribiose), alguns autores ndo acharam ati-
vidade de b-glicosidase na fracdo bruta da invertase e conclu-
fram que esses dissacarideos seriam constituintes do néctar®’.
Entretanto, outros autores tém descrito a ocorréncia de uma
enzima com atividade de b-glicosidase no mel®. O fato é que
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0s b-D-dissacarideos sdo encontrados em quantidades infimas
no mel. A origem dos b-D-dissacarideos no mel ainda carece
de estudos mais detalhados.

Em um outro estudo, foi demostrado que o perfil de
glicidios se altera mesmo quando o mel é estocado a 26 *
3°C%®. Durante 2 anos os autores observaram uma Conversio
de 9 % ao ano de mono- para oligossacaridios. A D-glicose
livre desapareceu mais rapidamente do que a D-frutose livre,
portanto, a razdo F/G aumentou consideravelmente. Um outro
autor achou uma reducdo apreciavel de sacarose, uma pequena
perda de erlose e um aumento no contelido de maltose durante
10 meses de estocagem & temperatura ambiente %1,

A composicao de oligossacaridios no mel pode ser aterada
pela agdo de enzimas de leveduras osmofilicas. Como ja menci-
onado anteriormente, essas leveduras podem crescer em alimen-
tos com atividade de &gua baixa e teores elevados de glicidios®.
Algumas preparacBes enziméticas isoladas de fungos e levedu-
ras tém mostrado atividade de trans-D-glicosilagdo e trans-D-
frutosilacdio em alguns substratos como glicose®®, maltose®,
sacarose™. O resultado dessa atividade foi a formagdo de oli-
gossacaridios como a nigerose, a kojibiose, a isomaltotriose, a
turanose e a isomaltose. A reagdo de trans-D-frutosilagdo foi
observada em fragoes enziméticas isoladas de fungos que foram
capazes de sintetizar trissacarideos como a Eanose a partir da
maltose® e a 1-cestose a partir da sacarose®™.

Um outro fator pouco estudado é a ateracdo do perfil de
oligossacaridios durante o armazenamento do mel a temperatu-
ra ambiente, através de reacdes ndo enziméticas’. Esses auto-
res sugeriram que o pH baixo do mel monofloral (média de
3,91) poderia promover reversdo (condensacdo de monossaca-
ridios por catdlise &cida) e formagdo de compostos como
anidridos difrutosidicos. A ata concentracdo de glicidios e o
pH baixo dos méis monoflorais favoreceria a reacdo de rever-
s80. Embora o papel da reacdo de reversdo na formagdo de
glicidios do mel seja uma matéria especulativa, esta via pode-
ria ser responsavel pela formacgéo de oligossacaridios ndo
comumente achados na natureza, como p. ex. os b-D-dissaca-
rideos: laminaribiose e gentiobiose.

A origem de polissacaridios no mel seria devida® ao
transporte, para colméia, de grédos de pdlen que contém
polissacaridios ou ao processo de desintoxicagdo que neutra-
lizaria os efeitos toxicos da D-galactose, D-manose, L-
arabinose para a abelha.

A composi¢cdo de glicidios do néctar ainda carece de estu-
dos mais detalhados. A dificuldade em se obter néctar em
quantidade suficiente € a principa razdo para 0 nUmero restri-
to de trabalhos sobre o assunto. Um outro problema seria a
acdo das enzimas da propria abelha sobre a matéria-prima e
também sobre 0 mel durante 0 seu armazenamento e amadure-
cimento. A atividade dessas enzimas é afetada pelas condigdes
climéticas e variagBes na composi¢do da matéria-prima. Ja a
presenca de leveduras osmofilicas bem como as reagBes néo
enzimaticas poderiam contribuir para modificagbes na compo-
sicdo de glicidios. Todas essas varidveis tornam o estudo da
origem bioquimica dos oligossacaridios um grande desafio para
0s especialistas. Se a ocorréncia dessa variedade de oligossa-
caridios no mel é fruto do capricho do acaso ou se tem rele-
vancia para 0 metabolismo da abelha e, portanto, essencial para
sua existéncia, ainda é um enigma a ser desvendado.

IMPORTANCIA

A utilizagdo do perfil de oligossacaridios como um dos
parametros na identificagdo da origem boténica do mel tem sido
objeto de estudo por diferentes autores. Ja no inicio do século,
grandes c])uantidades de melezitose foram detectadas em mel de
melao®*°. Mais tarde, em outro trabalho, empregando a técni-
ca de CG, também foi encontrado um alto teor de melezitose e
sugerido que esta propriedade distinguiria méis florais de méis
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de melato’™. Vérios autores, usando CLAE®1962 ¢ CG?"%, tam-
bém encontraram quantidades menores de melezitose em méis
florais. Portanto, o contelldo de melezitose € um parémetro im-
portante na caracterizagdo de méis de melato. Em um outro es-
tudo, foi sugerido que o perfil de oligossacaridios poderia ser
importante na determinacdo da idade e da autenticidade de méis
florais®®. Swallow e Low *® acharam pequena quantidade de
sacarose e tracos de erlose em mel de canola o que diferenciou
este de outros méis monoflorais. Estes autores concluiram que o
perfil de oligossacaridios poderia servir como uma “impressdo
digital” para caracterizacdo da origem boténica do mel.

Mateo e Bosch-Reig® realizaram um trabalho extenso de
avaliacdo do perfil de oligossacaridios de 7 variedades de méis
monoflorais da Espanha, obtidos por CG, como um método de
caracterizagdo desses méis. Os resultados foram testados esta-
tisticamente através de analise mono- e multivariada. A distri-
buicdo de sacarose foi significativamente maior em mel de flor
de laranjeira quando comparado aos méis de afazema, giras-
sol, eucalipto, alecrim e urze. O contelido de maltose pareceu
ser Util na diferenciacdo do mel de girassol, do eucalipto, sen-
do o dltimo rico neste dissacarideo. Segundo esses autores, a
kojibiose e a maltulose serviram para distinguir o mel de flor
de laranjeira e girassol (baixo teor) do mel de alecrim (ato
teor), uma vez que houve diferenca estatisticamente significa-
tiva entre as médias (p<0,05). Ainda nesse trabalho, foi con-
cluido que o conteido de glicose, frutose, sacarose e maltose
e arelagdo G/A foram os melhores par@metros para classifica-
¢do correta das amostras de mel. No computo geral, foi obtido
um valor de 77,9 % de classificacBes certas; no caso de cada
mel foram obtidos: 100 % para mel de melato, 92,9 % para
girassol, 83,3 % para urze e 75 % para eucalipto. Para os
outros méis (flor de laranjeira, aecrim, alfazema) a percenta
gem de acerto alcangou o limite de 53,8-69,2 %>.. Os mesmos
autores publicaram um outro trabalho, usando as mesmas amos-
tras de mel do estudo realizado em 1997, onde a andlise mul-
tivariada foi aplicada para os parametros condutividade elétri-
ca, cor, conteldo de &gua, frutose e sacarose®. O percentual
geral de acerto foi de 95,7 %. No caso dos méis de girassol,
eucalipto e melato houve 100 % de acerto.

Alguns autores realizaram um trabalho extenso de identifi-
cacdo de oligossacaridios em méis brasileiros®®. Foi sugerido
que o perfil de oligossacaridios poderia ser Util na identifica-
¢ao0 da regido brasileira produtora de mel. Entre as regides
brasileiras estudadas, o contelido médio de maltose na regido
sudeste foi significativamente menor (p<0,05) do que aquele
da regides sul, centro-oeste e nordeste. Os méis de eucalipto
apresentaram valores médios de maltose significativamente
menores do que aqueles da regido sul. As amostras de mel da
regido nordeste mostraram valores médios de turanose e mal-
totriose significativamente menores do que o0s encontrados para
as regides sul, sudeste e centro-oeste. Consequentemente, o
contelido de maltose, turanose e maltotriose poderia ser Gtil na
identificacdo da regido produtora de mel%2. Com respeito aos
estados brasileiros, os méis do estado de Sdo Paulo mostraram
um conteido de melibiose significativamente menor do que o
obtido a partir dos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais.
Com base nos teores de maltose e nigerose, os méis do estado
de Mato Grosso poderiam ser distinguidos daqueles oriundos
dos estados do Mato Grosso do Sul e Goias. O vaor de mal-
totriose foi significativamente maior no estado do Parana quan-
do comparado ao estado do Rio Grande do Sul. As amostras
de mel do estado do Piaui mostraram valores médios de
rafinose e maltotriose significativamente maiores do que os
obtidos no estado da Paraiba. Portanto, o conteldo de
melibiose, maltose, nigerose, maltotriose e rafinose poderiam
auxiliar na identificacdo do estado brasileiro produtor de mel®?,
Um trabalho estatistico com uma amostragem maior de méis
monoflorais representativa de cada érea produtora de mel em
cada estado seria necessdrio antes da utilizacdo do perfil de
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oligossacaridios como um dos pardmetros para identificagdo
da regido produtora de mel.

A andlise microscopica do mel, principalmente do sedimen-
to para identificagdo e contagem de gréos de pdlen é ainda a
principal ferramenta usada para analisar a origem boténica do
mel. Entretanto, a interpretacdo da andlise polinica apresenta
agumas dificuldades como: a baixa ou ata representatividade
dos gréos de polen de algumas plantas e a determinagdo do
género e da espécie. Considera-se, por exemplo, que 0s graos
de polen da alfazema apresentam baixa representatividade.
Portanto, para que o mel sgja considerado de alfazema basta
conter de 10-13 % deste tipo de pdlen. Portanto, o perfil de
glicidios apresenta-se como um parametro complementar a
andlise microscopica do mel, no que diz respeito a identifica-
¢ao do tipo floral. O perfil de oligossacaridios poderia ser tam-
bém Util na caracterizagdo da regido em que o mel foi produ-
zido. Este tipo de caracterizac8o seria Util para os consumido-
res gue estivessem interessados em consumir apenas méis de
regides com legislagcBes mais rigorosas em relagdo a utilizagdo
de agrotéxicos bem como ao cultivo de plantas transgénicas.
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