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RESUMO

O uso em potencial de mel de abelha-sem-ferrdo pelas industrias alimenticia,
cosmética e farmacéutica vem aumentando nas ultimas décadas. No entanto méis de
muitas espécies sao pouco investigados ou ainda sequer foram estudados. O mel de
abelhas-sem-ferrdao ha muito é considerado um alimento de alto valor nutritivo e com
importantes propriedades terapéuticas. Recentemente houve a determinagcdo do
componente bioativo trehalulose, um dissacarideo isbmero da sacarose com uma ligagao
glicosidica a-(1—1) glucose-frutose. Estudos recentes ressaltaram a dificuldade em
distinguir a presenga de maltose e trehalulose em méis de abelhas-sem-ferrao brasileiros
utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, da sigla em inglés), e outros
trabalhos confirmaram a presengca de trehalulose em méis de abelhas-sem-ferrdo
produzidos pelas mais variadas espécies de diferentes regides. Com a problematica do mel
ser uma mistura complexa, surge a oportunidade de utilizar a Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) para determinar possiveis marcadores de qualidade e autenticidade. Neste
trabalho, a espectroscopia de RMN foi empregada para a elucidagéo estrutural de padrées
de maltose e trehalulose, juntamente com spiking de padrao para caracterizagao inequivoca
de trehalulose em méis das espécies Tetragona clavipes e Melipona marginata. Os
resultados obtidos confirmam a presenca de trehalulose e apontam para uma concentragao
consideravelmente maior de trehalulose em relagdo a maltose no mel da espécie Tetragona
clavipes, com uma proporgao relativa dos tautbmeros 1a, 1b, e maltose de 20:5:1, € no mel
da espécie Melipona marginata uma proporcao relativa 2:0,5:1. Conclui-se que a
espectroscopia de RMN é uma técnica eficaz para distinguir os agucares e suas proporg¢des
relativas, possibilitando atestar que a amostra de mel de Tefragona clavipes possui
proporgao consideravelmente maior de trehalulose que a amostra de mel de Melipona
marginata.

Palavras-chave: Mel, Abelha-sem-ferrdo, RMN de 'H, trehalulose.
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1. INTRODUGAO

As abelhas-sem-ferrdo, também chamadas de Meliponineas, nativas, ou abelhas
indigenas, sdo um amplo grupo de abelhas eussociais e apresentam uma gama de
variagbes de aspectos comportamentais, comunica¢do, forrageamento, densidade
populacional, arquitetura de ninho, entre outros (Nogueira-Neto, 1997). Mais de 500
espécies de abelhas-sem-ferrdo foram descritas e 61 géneros sao distribuidos na América
Latina, Australia, Africa, e partes tropicais da Asia (Souza et al., 2021). No Brasil, mais de
300 espécies foram catalogadas e distribuidas ao longo de todo territério nacional. Essas
abelhas tém um papel fundamental na polinizagdo e na manuteng¢ao da biodiversidade dos
biomas brasileiros (Lima et al., 2016, Rezende et al., 2020, Sato et al., 2023). Na cadeia
produtiva das abelhas-sem-ferrdo, o mel é o principal produto comercializado. Em
comparagao ao mel de Apis mellifera, o mel de Meliponineas apresenta caracteristicas
distintas como cristalizac&o lenta, sabor acido e maior fluidez (Avila et al., 2018).

O uso em potencial do mel de abelha-sem-ferrdo pelas industrias alimenticia,
cosmeética e farmacéutica vem aumentando nas ultimas décadas. Artigos publicados
referindo-se a “stingless bee honey” aumentaram de 288 itens em 1998 para 1870 em 2018,
demonstrando o crescente interesse da comunidade cientifica no estudo (Avila et al., 2018).
Varios estudos sobre a aplicagdao de méis de abelha-sem-ferrdao com fins terapéuticos
demonstraram propriedades pertinentes dessa matriz, incluindo propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e anticancerigenas, principalmente em comparagdo com mel
de Apis mellifera (Amin et al. 2018). No entanto méis de muitas espécies sao pouco
investigados ou ainda sequer foram estudados, como apontado por Souza e colaboradores
(2021), cujos perfis quimicos de espécies nativas sdo muito pouco explorados.

O mel de abelhas-sem-ferrao ha muito é considerado um alimento de alto valor
nutritivo e com importantes propriedades terapéuticas. Recentemente foi realizada a
determinacdo do componente bioativo trehalulose (Fletcher et al., 2020). A trehalulose é
um dissacarideo isbmero da sacarose com uma ligacdo glicosidica a-(1—1) glucose-
frutose, cujas propriedades acariogénicas e de baixo indice glicémico sdao bem
estabelecidas (Hungerford et al., 2021).

Enquanto estudos recentes ressaltaram a dificuldade em distinguir a presenga de
maltose e trehalulose em meéis brasileiros utilizando-se cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, da sigla em inglés) (Ressutte et al., 2025), estudos que fizeram separagéo
por HPLC com ionizacao por eletrospray acoplado a espectrémetro de massas em tandem,
HPLC-ESI-MS/MS, em amostras de méis confirmaram a presenca de trehalulose por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em méis de abelhas-sem-ferrao produzidos pelas
especies Tetragonula carbonaria e Tetragonula hockingsi da Australia, pelas espécies
Geniotrigona thoracica e Heterotrigona itama da Malasia, e Tetragonisca angustula do
Brasil (Fletcher et al., 2020).

Também foi confirmada, por meio de HPLC com detector de indice de refracéo
(HPLC-RID), a presencga e abundancia de trehalulose em méis de abelhas-sem-ferrdo da
China em cinco espécies diferentes: Lepidotrigona arcifera, Lepidotrigona terminata,
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Lepidotrigona flavibasis, Tetragonula gressiti e Tetragonula pagdeni, providenciando uma
base para padrbes de qualidade desse produto (Zheng et al., 2025). O método utilizado
nesse trabalho foi baseado em outro trabalho do mesmo grupo de pesquisa que otimizou a
técnica para determinacgao de trehalulose (Zheng et al., 2022).

Um estudo com a espécie Tetragonula carbonaria demonstrou a origem de
trehalulose por meio de testes alimentando as abelhas com solugcbes preparadas de
glucose com frutose, e de solugéo de sacarose. Concluiu-se que as solug¢des de glucose e
frutose 1:1 n&o produziram trehalulose, enquanto a partir de sacarose houve a completa
conversdo majoritariamente em trehalulose, mas com claros subprodutos artificiais, como
a erlose, dando um bom sinal de adulteragéo (Hungerford et al., 2021).

Esses trabalhos evidenciam a escassez de analises adequadas e padronizagdes
para um produto que potencialmente se tornara valioso no mercado. No Brasil até 2023
havia legislagdo somente referente a classificacdo de mel de Apis mellifera, nao relacionado
com os produtos de abelhas-sem-ferrao. No entanto os estados da Bahia e S&o Paulo
definiram parametros para esse produto, tais como classificagdo por origem,
processamento ou estado do material (liquido, cremoso ou cristalizado), quantidade de
acgucares redutores, umidade, sacarose aparente, pureza, com objetivo de controle de
qualidade e formalizagdo da venda (Souza et al., 2021). Em 10 de maio de 2023 foi
aprovada a Portaria n® 795 publicada pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), que
aprova as normas higiénico-sanitarias e tecnoldgicas para os estabelecimentos que
elaboram produtos de abelhas e derivados (BRASIL, 2023).

Neste contexto, a caracterizac&o inequivoca da trehalulose em meéis produzidos no
Brasil por abelhas-sem-ferrrao, € especialmente relevante para a definicdo de um possivel
marcador desta substancia, com promissora aplicabilidade em futuros estudos de misturas
e/ou adulteracdes desses produtos.



2. JUSTIFICATIVA

A RMN é uma técnica espectroscépica robusta, versatii e muito informativa,
altamente indicada na elucidagao estrutural de compostos organicos, naturais e sintéticos,
amplamente utilizada nas areas Quimica, Farmacia, Bioquimica e Ciéncia dos Materiais. O
nucleo de todos os atomos pode ser caracterizado por um numero quantico de spin nuclear,
I, que pode ter valor maior ou igual a zero e que sdo multiplos de 2. Aqueles com I=0, n&o
possuem spin nuclear, logo ndo podem emitir sinal de RMN. O nucleo com spin diferente
de zero possui momento angular e momento magnético associados a carga (Claridge,
2016).

Quando um campo magnético externo (Bo) € aplicado, o momento magnético do
nucleo tende a alinhar-se ao campo, em estado de menor energia a com mesma orientagao
com Bo ou em estado de maior energia f de orientagdo contraria. Sem um campo
magneético, os spins se orientam em todas as diregdes, e ndo possuem diferenca de energia
(Figura 1) (Claridge, 2016).

Figura 1: Aplicagdo de campo magnético e alinhamento dos nucleos.
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Fonte: Wade, 2022.

Sob a acdo do campo magnético nos momentos magnético e angular do nucleo, os
spins nucleares assumem um movimento de precessao com frequéncia caracteristica
(frequéncia de Larmor). Quando um nucleo, em precessao, € sujeito a combinagao correta
de campo magnético e radiacado eletromagnética, ocorre o fendbmeno da ressonancia, cuja
absorcao de energia e sua respectiva relaxacao sao detectadas pelo espectrdmetro, como
pode-se observar na equacao 1:
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AE = hv =

(1)

Onde h é a constante de Planck, v frequéncia da onda eletromagnética, y razao
magnetogirica, Bo campo magnético.

Uma das vantagens unicas da analise de amostras por RMN é a capacidade de
identificar uma ampla gama de compostos diretamente de extratos brutos (Fan, 1996).
Consequentemente a espectroscopia de RMN vem sendo cada vez mais utilizada em
analise de alimentos, possibilitando determinagdo da composi¢gao quimica e dinéamica
molecular de matrizes sdlidas, liquidas e semissdlidas. Desse modo, métodos baseados
em RMN tém sido empregados para investigar adulteragao, origem geografica e botanica,
e caracterizagao de alimentos e bebidas como café, vinho, vinagre, temperos e mel (Nunes
et al, 2025).

Embora estudos por RMN em méis de abelhas-sem-ferrdo tenham investigado a
presenga de trehalulose, até o momento ndo ha registros de pesquisas que tenham
avaliado esse agucar em meis brasileiros. Isso aponta para uma oportunidade relevante de
explorar o perfil espectral dessas matrizes.

Em estudos anteriores que avaliaram a influéncia do género e da origem de abelhas
brasileiras no perfil quimico, foram constatados que o género é o fator de maior importancia
na variagdo entre as amostras (Ressutte et al., 2025). Neste trabalho foi feita a analise de
meéis de abelha-sem-ferrdo das espécies Tetragona clavipes e Melipona marginata tendo
em conta os resultados obtidos de concentragdo da mistura de maltose + trehalulose, cujos
meéis de Tefragona clavipes apresentaram maior concentragdo da mistura em relagéo a
meéis de Melipona marginata (Ressutte et al., 2025).

Um outro aspecto relevante no estudo destes agucares € que o tempo de retengao
cromatografica de sacarose pode coincidir com maltose e trehalulose, dependendo do
método utilizado (Zaidi et al., 2023). Especialmente no trabalho de Ressute e colaboradores
(2025), nao foi levada em consideracdo a mistura de sacarose pois as amostras
correspondiam aos méis sem adulteracdo, onde a constatagao prévia por meio de HPLC
apontara nao haver sacarose nas espécies Tetragona clavipes e Melipona marginata.

Ressutte e colaboradores (2025) também apontaram que em estudos anteriores,
onde haviam sido atestadas que apenas maltose/sacarose estavam presentes em méis de
abelha-sem-ferrdo, altas concentragcdes do que de fato poderia ser trehalulose foram
observadas, como valores relatados por Shamsudin et al. (2019) em amostras da Malasia
(Heterotrigona, 22,56—-37,35 % e Geniotrigona, 28,96-43,15 %), e por Chuttong et al. (2016)
em amostras da Tailandia (Tetragonula laeviceps, 15-57 %). Vit et al. (1998) também
encontraram altos valores de maltose em mel de Frieseomelitta aff. varia da Venezuela
(56,9 %). Ressutte e colaboradores (2025) analisaram mel de abelha-sem-ferrdo de mesmo
género Frieseomelitta com uma concentragao de mistura trehalulose + maltose de 13,61—
35,15 %.

Desta forma, no presente trabalho, investigaremos os méis de Tetragona clavipes e
Melipona marginata a fim de contribuir cientificamente para o estudo de méis de abelha-



sem-ferrdo, objetivando elucidar os agucares caracteristicos nessas amostras e possibilitar
a utilizacdo de um marcador de qualidade e legitimidade para produtos derivados.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Utilizar a Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear para a atribuicao
inequivoca da presenca de trehalulose e maltose em méis de abelha-sem-ferrao das
especies Tetragona clavipes e Melipona marginata.

3.2 Obijetivos especificos

- Realizar experimentos de RMN com adi¢cdo de padréo trehalulose (spiking) a fim
de identificar sinais marcadores deste acucar nos méis estudados;

- Executar experimentos de RMN bidimensionais (HSQC, HMBC, TOCSY, COSY,
JRes) das amostras padrao de trehalulose e maltose, bem como dos méis estudados;

- Realizar a elucidacao estrutural das amostras padrao de trehalulose e maltose, e
destas moléculas nos méis avaliados;

- Determinar a proporc¢ao relativa entre trehalulose e maltose nos méis estudados.



4. METODOLOGIA DA PESQUISA

4.1. Amostras

Amostras de mel de Tefragona clavipes, originada do Parana, e Melipona marginata,
originada do Rio Grande do Sul, foram utilizadas no presente estudo. Para o preparo
individual das amostras para as analises de RMN, massas de 160 mg de mel foram
pesadas, diluidas em 440 pL de D20 e 200 pL de tampao deuterado fosfato pH 7,07 com
TMSP-d4 (sal de sddio do acido 2,2,3,3-d4-trimetilsililpropiénico) 0,05%. As solugdes foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 2 minutos e transferidas para tubos de RMN de 5 mm.

4.2 Padroes de maltose e trehalulose

Para as analises de RMN, amostra de maltose (PA, monoidratada, Sigma-Aldrich
(CAS 6363-53-7)) contendo 19,7 mg em 600 pL D20 com TMSP-d4 0,05% foi
acondicionada em tubo de RMN de 5 mm. Amostra de trehalulose 70% (0,1g, Biosynth
(CAS 51411-23-5)) contendo 100 mg foi dissolvida em 600 pL D20 com TMSP-d4 0,05% e
acondicionada em tubo de RMN de 5 mm.

4.3 Spiking de amostras

Nas amostras de mel de Tetragona clavipes e Melipona marginata, sucessivos
volumes da solucdo padrao de trehalulose preparada no item 4.2 foram adicionados para
confirmacéao da presenca deste acucar na matriz. Os volumes totais adicionados de solugao
de trehalulose foram de 25 yL= 4,17 mg; 50 yL= 8,33 mg; 100 yL= 16,67 mg.

4 4 Analises de RMN

As analises de RMN foram executadas em um espectrometro Bruker AVANCE NEO
de 11,75 T, operando a 500 MHz para a frequéncia do 'H, disponivel no LabRMN-UFMS.
O equipamento possui sonda Smartprobe® e automagéo experimental (amostrador, sintonia
e shimming automaticos, controle de temperatura). Os espectros de RMN de 'H foram
obtidos utilizando-se as sequéncias de pulsos zg30 e zgpr para supressao do sinal residual
de HOD. As aquisi¢des foram realizadas com NS de 32 varreduras, TD 64k, SW 20 ppm,
AQ 3,2 s, O1P 4,7 ppm. Adicionalmente, experimentos bidimensionais de RMN (HSQC,
HMBC, COSY, TOCSY, JRes) foram adquiridos para o assinalamento dos compostos.

4.5. Proporgao Relativa

A proporcao relativa foi feita utilizando como sinal de referéncia o padrao TMSP-d4,
com area de integragao definida como 1,000 do espectro de mel de Melipona marginata, e
em seguida as integrais dos sinais marcadores de trehalulose e maltose das amostras.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a analise das amostras, primeiramente realizou-se o assinalamento completo
da maltose, que € um agucar naturalmente comum em méis. A maltose (Figura 2) ja tem
sua caracterizagao estrutural bem estabelecida na literatura (Wishart et al., 2008; Hoch et
al., 2023) e possui os seguintes assinalamentos, conforme apresentado na Tabela 1. Os
dados de RMN assinalados para o padrao de maltose analisado neste trabalho estao
apresentados na Tabela 2.

Tabela 1: Assinalamento espectral de RMN da maltose, segundo a literatura.

Referéncia HMDB

(WISHART et al., Referéncia BMRB (HOCH et al., 2023)

2008)

Posicdo 8'H &'3C Posigdo &'H 513C CosYy TOCSY HMBC

1 15,12, 13,11,
5,40 102,28 1 5,42 102,31 3,57 11 2

2 522 94,65 2 523 94,63 3,57 15,4 54

3 464 98,50 3 465 98,50 3,27 17,14,9 14,8

4 15, 13,
3,96 7597 4 3,97 75,98 3,57;3,64 13, 2 7

5 3,93 72,69 5 3,94 72,70 3,64;3,94 - -

6 3,90 63,23 6 3,90 63,50 3,94 13 -

7 3,81 63,30 7 3,84 63,29 3,72 16 16, 4

8 17,16, 17,16,
3,76 63,29 8 3,77 63,29 - 14, 3 13, 3

9 17,16, 17,16,
3,77 63,29 9 3,77 63,29 - 14,3 13, 3

10 17,16, 17,11,
3,76 79,01 10 3,76 79,04 - 14, 3 8

11 3,71 75,44 11 3,72 75,43 3,42 16,15 7

12 3,67 75,68 12 3,68 75,62 3,57;3,42 16, 15,1 13

13 14,12,
3,63 79,42 13 3,64 79,48 3,94;3,97 9,53 8,6

14 3,58 77,25 14 3,60 77,28 - 17,10,1 12,6




5,42;5,23;3,97,3,6

3,57 74,39 15 3,57 74,38 8 14,5,1 13
16 3,41 72,14 16 342 7210 3,72;3,68 12,11 12,7
17 3,27 76,76 17 3,27 76,77 4,653,77 14,8,3 8

Figura 2: Formula estrutural da maltose, (4-O-a-D-glicopiranosil-D-glicopiranose), nas duas
formas anoméricas, com caracterizagao da posicdo dos carbonos para comparagdo com
os dados das Tabelas 1 e 2.

a-D-Maltose

-D-Maltose

Tabela 2: Assinalamento espectral de RMN do padréo de maltose, em solucéo preparada
neste trabalho.

5 'H (ppm)

13
Posicao (multiplicidade*, (6 ?n) COoSsYy TOCSY HMBC
J em Hz) PP
1 5,41 (dl 4,4) 102,46; 3,58 16, 15, 12 16, 15, 12', 12, 11,
102,34 13
2 5,23 (d 3,8) 94,74 3,57 15,13, 5 15",13,5, 4
3 4,66 (d 8,0) 98,66 3,28 14,10 14,10
4 395—400(m) 76,08 3,58;3,65 15,13,2 15", 13,6, 2
5 393—397(m) 72,88 3,65 15 15", 13, 2
6 3,92 (dd 12,2; 2,0) 63,60 - 15,13 14,13
7 3,86 (dd 12,2; 2,0) 63,60 3,74 16, 15,12, 11 16,12, 11
8 3,75—3,79(m) 63,45 - 16 -
9 3,75—3,79(m) 63,34 3,60 17,14, 3 17,13
10 3,75—3,79(m) 79,07 3,28;3,59 17,14,3 17,13
11 3,70—3,74(m) 75,64 3,86 16,7, 15,12 16, 15




12 3,69 (dd 10,0;8,6) 75,76  3,58;3,42 16, 15, 11 16, 15

13 3,63—3,67(m) 79,71 3,77 17,10, 5 10,9,6,5,4,1
14 3,68 —3,62(m) 77,44 3,78 10, 3 9,3

15 3,58 (dd 9,9;4,0) 74,59 5,41;3,69 16,11, 1 12'12

16 3,42 (dd 10,2; 8,9) 72,20 3,69;3,74 15,12,8,7,1 12'12,8

17 3,28 (dd 9,5;8,0) 76,88 4,66;3,28 14,10,3 10, 3

*Multiplicidades: d, dupleto, dd, duplo dupleto; dl: dupleto largo; m, multipleto.

Na atribuicao de sinais do padrao de maltose € possivel observar a sobreposig¢ao de
sinais devido ao equilibrio de suas formas anoméricas a e 3, demonstradas na Figura 1. Os
sinais de RMN de 'H em 5,40 ppm e 3,27 ppm, e seus respectivos sinais de RMN de *C
em 102,28 ppm e 76,76 ppm sdo comumente atribuidos como marcadores da maltose
(Nunes et al., 2025). A apresentacédo dos dados espectrais completos da maltose padrao
pode ser visualizada nas Figuras 3 a 9.

Figura 3: Espectro de RMN de 'H do padrdo de maltose e ampliagdo dos sinais
caracteristicos desta substancia.

T T T T 1

T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 4.4 ppm 37 36 35 34 33 32 31  ppm
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I
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1
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|
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. !#'iilf#' L ) ',

ﬂ

6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Nota-se na Figura 3 os sinais em 4,6 a 5,4 ppm, que por estarem longe da regido
congestionada de sinais comuns de agucares, poderiam ser bons marcadores de maltose.
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No entanto a matriz de méis é também abundantemente constituida de D-glucose, que por
sua vez possui sinais muito similares em 4,60 e 5,20 ppm, sobrepondo-se aos da maltose
(Wishart et al., 2021).

Figura 4: Espectro de RMN de "C do padrdo de maltose e ampliagdo dos sinais
caracteristicos desta substancia em matrizes como mel (Nunes et al., 2025).

| | EN\VZA1 W/

| |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
106 104 102 100 98 96 94 ppm 80 78 76 74 72 70 68 66 64 ppm
” |
‘ ‘ \
T T T T T T T T T T T T T T
15 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 ppm

Figura 5: Mapa de correlagéo obtido a partir do experimento de HSQC do padrao de maltose
com ampliagao de 3,00 — 5,60 ppmem F2 e 61 — 105 ppm em F1. Obs. Experimento HSQC
sensivel a fase, com fase positiva na cor azul e fase negativa, verde.
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Figura 6: Mapa de correlagao obtido a partir do experimento de COSY do padrao de maltose

com ampliagédo de 3,10 — 5,55 ppmem F2 e 3,00 — 5,73 ppm em F1.
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Figura 7: Mapa de correlagao obtido a partir do experimento de TOCSY do padrdo de
maltose com ampliacédo de 3,10 — 5,55 ppm em F2 e 3,00 — 5,70 ppm em F1.
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Figura 8: Mapa de correlagao obtido a partir do experimento de HMBC do padrao de maltose

com ampliagcédo de 3,00 — 5,60 ppmem F2 e 61 — 105 ppm em F1.
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Figura 9: Mapa de correlagao obtido a partir do experimento JRes do padrdo de maltose

com ampliacédo de 3,00 — 5,60 ppm.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34

T
ppm

13



Acucares em geral se caracterizam por apresentar sinais de 3,0 a 5,0 ppm,
dificultando a caracterizagdo somente por espectros de RMN de 'H devido a similaridade
das estruturas, e por fim gera grande sobreposicéo de sinais como foi observado neste
trabalho. Os assinalamentos do padrdao de maltose consequentemente se tornaram uma
valiosa ferramenta para determinar a presenca na matriz de méis de abelha-sem-ferrdo em
comparagao com a trehalulose.

A trehalulose por sua vez € um agucar com sinais caracteristicos em 5,00 ppm devido
a sua ligagao glicosidica incomum (1—1), e que possivelmente foi erroneamente atribuida
como maltose em trabalhos anteriores de acordo com Fletcher e colaboradores (2020).
Tendo como base essa informagao, foi feito o spiking de trehalulose nas amostras de mel
de Tetragona clavipes e Melipona marginata. Na Figura 10 é possivel observar ambas as
amostras e o aumento da intensidade dos sinais.

Figura 10: Exibicdo multipla de espectros de RMN de 'H com spiking de trehalulose em
amostras de mel de abelha-sem-ferrdo de Tetragona clavipes (superior) e Melipona
marginata (inferior) na principal regido de marcador (4,90 a 5,06 ppm), correspondente aos
sinais dos hidrogénios 1’ das formas tautoméricas 1a e 1b apresentadas na Figura 11.
Ordem da apresentagao dos espectros com adi¢ao de trehalulose (spiking): azul, nenhuma
adicdo de solucao de trehalulose; verde, adi¢ao total de 25 pL= 4,17 mg; amarelo-escuro,
50 yL= 8,33 mg; vermelho, 100 pL= 16,67 mg.

-
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Tabela 3: Assinalamento espectral de RMN da trehalulose, segundo a literatura (Fletcher
et al., 2020).

1-0-a-D-glicopiranosil-B-d-frutopiranose (1a) 1-0-a-D-glicopiranosil-B-d-frutofuranose (1b)
'H (ppm)
Anel Posicdo (multiplicidade*,J 13C Anel Posi¢cdo 'H 3C
em Hz)
1' 4,98 (d, 3.7) 99,32 1' 5,01 (d, 3.7) 99,32
2 3,58 (dd, 9.9, 3.7) 72,28 2' 3,59 72,23
3 3,79 (dd, 9.5, 9.2) 73,81 3 3,76 73,81
Glep &' 3,44 (dd,9.8,9.5) 70,41 Glep 4 3,44 70,29
5 3,73 (id, 9.8, 2.5) 72,73 5' 3,72 72,91
6' 3,88 (dd, 12.2, 2.5) 61,31 6' 3,89 61,35
3.80-3.76 (m)
1 3,48 (d.10.3) 69,93 1 3,56 69,29
3,94 (dl, 10.3)
2 - 98,64 2 - 101,69
3 3,85 (dd, 10.0,0.9) 68,70 3 4,15 77,11
Frup Fruf
4 3,92 (dd, 10.0, 2.0) 70,34 4 4,13 75,19
5 4,02 (dd, 2.0, 1.6) 69,89 5 3,88 81,49
6 4,08 (dd, 12.8, 1.0) 64,35 6 381 63.13

3,72 (dd, 12.8, 0.9)

Fonte: Fletcher et al., 2020.

*Multiplicidades: d, dupleto, dd, duplo dupleto; dl: dupleto largo; m, multipleto; td, tripleto de
dupletos.

Figura 11: Férmula estrutural dos tautémeros da trehalulose 1-O-a-D-glicopiranosil-3-d-
frutopiranose (1a) e 1-O-a-D-glicopiranosil-B-d-frutofuranose (1b), com caracterizacédo da
posi¢ao dos carbonos para comparagao com os dados das Tabelas 3, 4 e 5.

1a 1b
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Tabela 4: Assinalamento espectral de RMN do padrdo de trehalulose obtido sobre o
tautdbmero 1a, em solugéo preparada neste trabalho.

H (ppm) (multiplicidade*,

13c

Anel Posicao J em Hz) (ppm) Ccosy TOCSY HMBC
1' 4,97 (dl 3,7) 101,29 3,57 6,5,4,3,2,1 1,53
2' 3,57 (dd 9,8; 3,7) 74,26 497,3,77 6',5,4,3,1 5,3, 1
3 3,77 (dd 12,2;5,0) 75,81 3,57;343 6',5,4,2,1 4,2
Glep 4 3,43 (dd 10;8,8) 72,32 3,77;3,70 #6',5,3,2,1 6,5, 3
5' 3,70 (dd 12,7;2,0) 74,70 343;388 6,4,3,2,1 2,1,6.4
6 3,87 (dd 12,2;2,2) 63,30 3,77;3,70 43,2 45,2
3,77 (dd 12,2;5,3) 63,32 3,88 5,4,2. 1 2.4
1 3,46 (d 10,2) 71,91 3,93 1.4 3,1
3,93 (did 10,4) 71,91 3,46 6,31 3,2, 1
2 - 100,63 - - -
Frup 3 3,83(d9,9) 70,72 3,91 54 4,2
4 3,91 (dd 10;3,4) 72,35 3,83;4,01 5,3 3,2
5 4,00-4,02 (m) 71,88 3,91 6,3 6,4,3
6 4,07 (dd 12,8;1,2) 66,35 3,69 5 52,1
3,71 (dd 12,8;2,0) 66,38 4,07 5 4,2, 1

*Multiplicidades: d, dupleto, dd, duplo dupleto; dlI: dupleto largo; m, multipleto.

Tabela 5: Assinalamento espectral de RMN do padrdo de trehalulose obtido sobre o
tautdmero 1b, em solucéo preparada neste trabalho.

H (ppm) (multiplicidade*,

13C

Anel Posigao J em Hz) (ppm) COsY TOCSY HMBC
1' 5,00 (dI 3,7) 101,35 3,57 65,4, 3, 2 1,53
2 3,57* 74,21 5,00;3,74 6',5,4,3,1 2,4,3,1
3 3,74* 75,70 3,57;343 1 2
Glcp
4 3,43* 72,37 3,73; 3,69 - 6'
5 3,69** 74,87 3,43;3,86 6',4,3,2 3,6
6' 3,86** 63,35 3,69 - 5'
1 3,55** 71,26 - 6 2,32,1
2 - 103,67 - - -
3 4,13** 79,09 - - 6,5,4,1
Fruf
4 4,10** 77,18 3,87 - 6,53
5 3,87 83,46 4,10 3 4
6 3,79** 65,14 - 3 4,3,2

* Multiplicidade: dl, dupleto largo. ** Multiplicidades nao definidas devido a grande
sobreposigcao de sinais, somada a baixa propor¢ao deste tautdmero, inviabilizando a analise
do experimento bidimensional JRes.
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Com isso é possivel observar o que ja foi denotado por Fletcher e colaboradores
(2020), pois o equilibrio tautomérico da trehalulose em solugéo se apresentou no padrao
analisado neste trabalho, cuja existéncia das formas piranose e furanose esta na proporgao
3,6:1. Os assinalamentos do padrao de trehalulose tiveram detalhes que se assemelham
ao trabalho de referéncia, tais como as multiplicidades de identificacdo inviavel no
tautdmero 1-O-a-D-glicopiranosil-B-d-frutofuranose (1b). Isso se da devido a demasiada
sobreposig¢ao de sinais, principalmente causada pelo equilibrio tautomérico pois o sinal é
diretamente proporcional a concentragdo molar do analito (Malz & Jancke, 2005), e
consequentemente ha a necessidade de mais resolucdo para uma caracterizagao
completa.

Apresenta-se na Figura 12 o espectro de RMN de 'H da trehalulose padréo e na
Figura 13, a ampliagcdo dos hidrogénios 1’ dos tautbmeros 1a e 1b com destaque a
proporgao relativa por meio da integral dos sinais. A apresentacao dos dados espectrais
completos da trehalulose padrao pode ser visualizada nas Figuras 14 a 19.

Figura 12: Espectro de RMN de 'H do padréo de trehalulose e ampliacdo dos sinais
caracteristicos dessa substancia.
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Figura 13: Ampliagéo do espectro de RMN de 'H do padr&o de trehalulose para a regido de
4,90 a 5,06 ppm correspondente aos hidrogénios 1’ dos tautdmeros 1a (em 4,97 ppm) e 1b
(em 5,00 ppm), com destaque a proporcao relativa por meio da integral dos sinais
marcadores desta substancia.
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Figura 14: Espectro de RMN de "*C do padrao de trehalulose e ampliagdo dos sinais
caracteristicos dessa substancia.
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Figura 15: Mapa de correlagdo obtido a partir do experimento de HSQC do padrao de
trehalulose com ampliagao de 61 —-105 ppmem F1 e 3,20 — 5,10 ppm F2. Obs. Experimento
HSQC sensivel a fase, com fase positiva na cor azul e fase negativa, verde.

ppm

— -

105
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 ppm

19



Figura 16: Mapa de correlacdo obtido a partir do experimento de COSY do padrao de
trehalulose com ampliagao de 3,20 — 5,40 ppm em F1 e 3,40 — 5,20 ppm em F2.
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Figura 17: Mapa de correlagao obtido a partir do experimento de TOCSY do padrao de
trehalulose com ampliagao de 3,20 — 5,40 ppm em F1 e 3,30 — 5,20 ppm em F2.
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Figura 18: Mapa de correlagdo obtido a partir do experimento de HMBC do padrao de
trehalulose com ampliagao de 60 — 110 ppm em F1 e 3,20 — 5,20 ppm em F2.
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Figura 19: Mapa de correlagdo obtido a partir do experimento JRES do padréo de

trehalulose com ampliagao de 3,30 — 5,15 ppm em F1.
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A partir dos devidos assinalamentos do padrao de trehalulose neste trabalho, pode-
se prosseguir com a aquisigao dos espectros de RMN de amostras representativas de méis
das duas espécies de abelhas-sem-ferrao (Tetragona clavipes e Melipona marginata).
Durante a execugao do trabalho foi encontrado o desafio no preparo de amostras devido a
variagao de viscosidade dos méis, e na elucidacdo estrutural por causa da grande
sobreposig¢ao de sinais na regido de agucares. Nas Figuras 20 e 21 € possivel comparar os
espectros de 'H e *C das amostras de mel de Tetragona clavipes, mel de Melipona
marginata, e padrao de trehalulose.

Figura 20: Espectro de RMN de "H das amostras de mel de Tetragona clavipes (superior),
mel de Melipona marginata (ao centro) e padrao de trehalulose (inferior), com ampliagdes
e deslocamentos quimicos dos sinais caracteristicos de trehalulose e maltose, e destaque
aos sinais de trehalulose.
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Figura 21: Espectro de RMN de "*C das amostras de mel de Tetragona clavipes (superior),
mel de Melipona marginata (ao centro) e padrao de trehalulose (inferior), com ampliagao e
deslocamentos quimicos dos sinais marcadores de trehalulose e maltose, e destaque aos

sinais de trehalulose.
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Pode-se claramente apontar a presenca de trehalulose em abundancia muito maior
que maltose na amostra de mel de Tetragona clavipes, com a maltose apresentando sinais
muito baixos que em razado da sobreposicdo de sinais proximos e de intensidade
semelhante, foi necessaria a aplicagdo de experimentos de RMN bidimensionais. Todavia
na amostra de mel de Melipona marginata ha uma consideravel diminui¢ao na intensidade
do sinal de trehalulose, evidenciando a menor concentragdo desse agucar na espécie.
Também é possivel constatar a diminuigao da intensidade do sinal de maltose, a nivel de
tragos, que novamente foram confirmados por experimentos de RMN bidimensionais.

A proporgao relativa realizada a partir da integracao dos sinais de maltose e
trehalulose, proporcional ao sinal do TMSP-d4, é apresentada na Figura 22.

Figura 22: Espectro de RMN de "H das amostras de mel de Tetragona clavipes (superior),
mel de Melipona marginata (abaixo) com ampliacao e deslocamentos quimicos dos sinais
marcadores de trehalulose e maltose, e proporcao relativa.
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Podemos observar a proporgao em mel de Tetragona clavipes de 35,76:9,26:1.80 de
trehalulose 1a, 1b e maltose, o que corresponde a propor¢cao relativa de 20:5:1,
respectivamente. Enquanto no mel de Melipona marginata, a proporgao encontrada foi de

2,28:0,52:1,12 para trehalulose 1a, 1b e maltose, respectivamente, equivalente a proporgao
relativa de 2:0,46:1.
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi realizada a caracterizagao estrutural de padrées de maltose e
trehalulose, bem como a caracterizagcdo desses agucares em méis de abelhas-sem-ferrao
por meio da espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear. A técnica demonstrou-se
eficaz para distinguir os agucares e suas proporgdes relativas. Foi possivel constatar os
sinais marcadores de trehalulose nas amostras de mel por meio do spiking.

A amostra de mel da abelha-sem-ferrdo Tetragona clavipes apresentou uma
proporcao relativa consideravelmente maior de trehalulose, reforcando resultados de
trabalhos anteriores que evidenciam esse agucar como um dos majoritarios na matriz. A
amostra de mel da abelha Melipona marginata apresentou proporgao menor.

Podemos concluir que o trabalho realizado contribui valiosamente para analise de
méis de abelhas-sem-ferrdo e do agucar trehalulose. Com base nos resultados sugere-se
que estudos futuros adotem um grupo amostral mais amplo, englobando diferentes regides
geograficas e/ou distintas espécies de abelhas-sem-ferrdo, a fim de aprofundar a
compreensao dos padrdes observados nesta pesquisa.
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