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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho analisar fisica e qaimente a cera dapis
mdlifera na qual foram adicionados diferentes teores ddimarAs avaliacdes foram
realizadas por meio de técnicas de cromatografiasgaassociada espectrometria de
massas (GC-MS), espectroscopia na regidao do infnelleo com transformada de
Fourier (FT-IR), calorimetria diferencial explom#d (DSC) e andlises fisico-
guimicas, as quais incluem indice de acidez, imtticgaponificacéo e temperatura de
fuséo, para tanto, empregou-se cera contendo nzarafn diferentes propor¢ées,
correspondentes a 1,5%; 3%; 6%; 12%; 24% e 48%xefam das amostras foi
realizado no Departamento de Entomologia (DEN/UFLA) analisadas no
Departamento de Quimica, central de andlises @gug&o quimica (CAPQ/DQI-
UFLA). O conjunto de dados provenientes das asaliee GC-MS e FT-IR foi
analisado utilizando o reconhecimento de padrdeplab envolveu a analise de
componentes principais (PCA) e a andlise de Comgemélierarquicos (HCA). A
analise de CG-MS permitiu identificar 21 compogitessentes na cera pura Ale
melifera e cera com parafina, sendo que pelas analise€AeeHCA, a amostra
contendo 48% de parafina (T6) foi a que mais pierhétectar a presenca de parafina
a cera. Na analise do indice de acidez foi vetificgue o0 aumento do teor de parafina
na cera ocasionou a reducdo da acidez quando @aiog@m a cera pura. A andlise
de saponificacdo revela que essa técnica ndo poderssiderada como satisfatéria
para a deteccdo de adicédo de parafina a cera.liseatid DSC mostra uma reducao
na temperatura de fusdo de acordo com o aumeaittigi® de parafina, conduzindo
a resultados nédo condizentes com o parametro fatgetexido na literatura quando se
tem adicdo de parafina acima de 12%. Os resulfadibs conclusivos e permitiram
caracterizar uma amostra de cera com adicdo depara

Palavras-chave: Cera de abelha. Adicéo de parAfiddises fisico-quimicas.
CG-MS. FTIR. DSC.



ABSTRACT

The objective was to analyze physical and chemjidhlé wax of Apis
melifera in which were added different paraffin contentbe Tevaluations were
performed by gas chromatography techniques assdcizss spectrometry (GC-MS)
spectroscopy in the infrared with Fourier transfdiffiT-IR), differential scanning
calorimetry (DSC) and physic-chemical analyzes, ctvhinclude acid value,
saponification value and melting temperature, fhegeit was used wax containing
paraffin in different proportions, correspondingi&%; 3%; 6%; 12%; 24% and
48%. The sample preparation was conducted at tiemBlogy Department
(DEN/UFLA) and analyzed at the Chemistry Departmesntral analysis and
chemical prospecting (CAPQ/DQI-UFLA). The datafemtn the GC-MS and FT-IR
analysis was analyzed using pattern recognitionichwinvolved the principal
component analysis (PCA) and the analysis of Hibiesl Components (HCA). The
GC-MS analysis identified 21 compounds in pure waxmdlifera and wax with
paraffin, and by analysis of PCA and HCA, the sangpintaining 48% paraffin (T6 )
was the most possible to detect the presence affipan the wax . In the analyzing
of the acid value was found that increasing thaffiamwax content caused the acidity
reduction when compared with pure wax. Saponifoafinalysis reveals that this
technique can not be considered satisfactory édgection of adding paraffin in the
wax. The DSC analysis shows a decrease in meftingerature according increasing
addition of paraffin, leading to inconsistent reswith pre-defined parameter in the
literature when it is added paraffin above 12%. Témults were conclusive and
allowed to characterize a wax sample with paraffidition.

Keywords: Bees wax. Adding paraffin. Physical-ctehanalysis. CG-MS. FTIR.
DSC.
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1 INTRODUCAO

A cera das abelhagpis melifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera:
Apidae) é um dos principais produtos apicolas, resase para o
desenvolvimento de uma coldnia, a qual é utilizadaconstrucao de favos,
servindo como local de armazenamento de aliment@dlen e o mel) e
desenvolvimento de ovos, larvas e pupas. A ceradupida por oito glandulas
cerigenas dispostas aos pares na parte ventralagto @o sétimo urosternito do
abdome das abelhas operérias, estando amplamesatevdlvidas com 12 a 18
dias de vida. A producdo de cera de uma col6niaaddm uma quantidade
significativamente importante de energia, o eqeivtd a cerca de 7,5 kg de mel
para produzir 1,2 kg de cera (TAUTZ, 2010). E umiastancia que tem muitos
usos na industria, como impermeabilizantes, polimde superficies, producéo
de armas, moveis, couros, fabricacdo de velas,rodugdo de cosmeéticos,
logBes, cremes faciais e labiais (COUTO; COUTO,62000LLOCH, 1980;
WIESE, 2005).

A cera que possui a melhor qualidade é aquela geote de opérculos,
por ndo conter residuos dos contelddos tegumemtasdarvas, pedacos da pupa
e fragmento de prépolis (COUTO; COUTO, 2006). Assien producao
comercial e utilizacdo da cera de qualidade torsamantajosas ndo sé para a
produtividade e qualidade do mel obtido, mas tampam aumentar os lucros
do apicultor (BARROS et al., 2009).

A cera de abelha é composta por uma mistura deeés(67%),
hidrocarbonetos (14%), acidos graxos (12%) e aic(dic) (TULLOCH, 1980).
Cada um desses compostos quimicos possui diferenrigsrimentos de cadeia
de atomos de carbono, sendo praticamente imposdraeionar esses

componentes da cera por métodos como a destilagéoristalizagdo, mas a
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determinacdo da composic¢éo detalhada de cera thmadese tornou possivel a
partir de 1960, por meio da aplicacdo de procediosermodernos de

cromatografia, como por exemplos a cromatografsog@ que possibilitou a
identificacdo de mais de 300 compostos quimiceyalites (BARROS et al.,

2009; TAUTZ, 2010TOLLOCH, 1980).

Contudo, sua composicdo depende das subespécideithas, a idade
da cera e as circunstancias climaticas de sua @odlBONVEHI; BERMEJO,
2012). No manejo realizado para criacdo de ab@tlamduzido tecnicamente,
o profissional em apicultura prepara os quadros dalsneias, ninho e
melgueiras, colocando laminas de cera alveoladaat® a facilitar e acelerar
sua construcdo. Essas sdo a base pura para caosttos favos, sendo os
prismas hexagonais usados para reproducdo da aaddarmazenamento do
alimento, o pélen e o mel. As laminas sdo prodszata cilindros alveoladores
por uma prensa especializada ou mesmo pelo prapicoltor. Nesse processo é
utilizada toda a cera obtida no manejo das colmeitsmbém aquela oriunda
dos opérculos e recolhida durante o processamem® @uadros na
desoperculacao e centrifugacdo do mel (SEMKIW; SKUB 2013). Uma das
situacdes indesejaveis que ocorre no processantientoera sdo adicdes de
parafina. A utilizacdo desse composto tem comotigbj@ reducdo de custos,
uma vez que a parafina € um produto barato e tansndnenta o volume de
cera alveolada produzida (COUTO; COUTO, 2006), Gdmt o uso de alguma
substancia estranha a cera provoca o fenémeno jdgame (SEMKIW;
SKUBITA, 2013). Nesse caso, as operarias ndo aceaitalaminas alveoladas e
ndo constroem o0s prismas hexagonais e em algutnag@s ha total rejeicédo
pelas abelhas, podendo mesmo ocorrer o abandooolmaia (SILVA et al.,
2008). Porcentagens elevadas de parafina incatpgracera é uma das fases
gue induz os adultos a ndo aceita¢do das lamisasidas nos quadros, sendo

gue em algumas situacdes pode ser detectado at@&Q@farafina. A parafina
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por ser um produto que possui algumas caractersstisico-quimicas proximas
a cera é praticamente improvavel reconhecer viemthnse foi ou nédo

incorporada a cera. Porém, uma das maneiras pahe@& se uma por¢do de
cera apresenta ou ndo parafina € por meio de esgfismicas.

Assim, considerando que a cera € o principal pmduipregado pelas
operarias de abelhas na colmeia e a possibilidzadeale rejeicdo desses insetos
em casos de adicdo de parafina pelo apicultortiebjese nesta pesquisa
analisar por meio de atributos fisico-quimicos anposicdo de cera dA.
mellifera oriunda de favos de mel que foram desoperculadosogporada com
diferentes teores de parafina por meio de técnitasromatografia gasosa
associada a espectrometria de massas, especteosaagigido do infravermelho
transformada de Fourier, calorimetria diferencigileratéria, indice de acidez,

indice de saponificacio e Temperatura de fus&o.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econdmica das abelhas

As abelhasA. mellifera sdo insetos valiosos na polinizacéo de plantas
superiores, as angiospermas (SOUZA; EVANGELISTA-RRDBUES, 2007).
Elas, ao visitarem as flores, coletam um poucodiienparmazenando-o na parte
da tibia do terceiro par de pernas, regido chantdaorbicula. Também
coletam néctar, sendo as matérias-primas natwa@m/aveis que servirdo para
alimentacao, construcdo e o funcionamento da @I@AUTZ, 2010). O polen,
presente nas anteras de flores masculinas, aléreedenecessario para a
reproducdo das mesmas foi evoluido de modo a iEmé¢ e alimento para as
abelhas, sendo a fonte natural e contendo de 6%% & proteinas, um
componente importante para o desenvolvimento daneial (BARBOSA-
COSTA et al., 2011; WINSTON, 2003). Todavia, acegér o desenvolvimento
de sua colbnia, as abelhas também perpetuam asesspégetais, aumentando
a qualidade e quantidade dos produtos agricolasspel servico de polinizacao.

A prestacédo de servico de polinizacéo realizadaspatbelhas as plantas
€ responsavel por mais de 70% da producdo agdedamentes e frutas sendo
considerada essencial para a regulacdo de ecoss$ste producdo de culturas
alimenticias (IMPERATRIZ-FONSECA, 2010; RICKETTSat, 2008) em que
se verifica que flores bem polinizadas produzernofreem maior nimero e de
melhor qualidade . Contudo, o recente declinio glmizadores em todo o
mundo e a queda na producdo de muitas culturaseriioes como a de
legumes e frutas mostra a vulnerabilidade dessasas na dependéncia por
agentes polinizadores (GALLAI et al., 2009).

Segundo Imperatriz-Fonseca et al. (1993) o surgimera proliferacao
das abelhas relacionam com o aparecimento dasspeginas. Teriam surgido

na metade do periodo Cretaceo, ap6s a origem dagapl com flores
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(RAMALHO; SILVA; CARVALHO, 2007), onde podem aprasar
comportamento solitario, parassocial, subsocial uss@cial (MICHENER,
1974). As relacdes sociais mais complexas exist@®m @ussociais, com
sobreposicao de geracdes, existéncia de castasddsfie divisdo do trabalho,
onde o nivel mais complexo é encontrado nas espéeieApinae (SANTOS,
2010).

Para Kerr et al. (1996) as abelhas eussociaiees@ionsaveis, de acordo
com o ecossistema, por 40 a 90% da polinizacacedpécies silvestres. De
acordo com Wille (1983) essas abelhas visitam &etgpmente as flores nas
altas copas, podendo essa vegetacao ser prejugiekdaua auséncia e falta de
polinizacdo, causando modificacdes nas comuniddeesirvores e florestas
tropicais. Sua conservacdo juntamente a outrosnipadlores é de suma
importancia (KEARNS; INOUYE; WASER, 1998), uma veque sdo
consideradas mantedoras da biodiversidade por dosicservigos prestados as
comunidades floristicas de todo o mundo via pdiicén (REGO et al., 2006).

O habito generalista é considerado uma necesshifigiea e, portanto,
aceito como padrdo entre essas abelhas eussoaidiandlia Apidae, com
grandes coldnias perenes, altas taxas de reprodeciaadlividuos, que precisam
de muito alimento, ao longo do ano inteiro (RAMALHGCSILVA;
CARVALHO, 2007). A polinizacéo representa atualneemtn fator de producao
fundamental na conducdo de muitas culturas agsicata todo o mundo. A
polinizacdo pode ocorrer na prépria planta ou eantps de mesma espécie que
estejam em lugares distintos, onde o gréo de gbtesmsportado para o estigma
da flor ou, ainda, com a transferéncia dos graogoflen da antera de uma flor
para o estigma de outra flor, sendo esse da mesp#cie, mas de plantas
diferentes com intervencdo de agentes polinizagda@so por exemplo, o0s
insetos (IMPERATRIZ-FONSECA, 2010).
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O Brasil apresenta uma grande diversidade de espdg abelhas,
estimadas em 3000 (VOLLET-NETO et al.,, 2010). Islmmonstra o seu
potencial para obtencdo de quantidade expressivaratiutos apicolas, pois
apresenta caracteristicas climaticas favoraveispleane variada vegetacao
silvestre. Essas abelhas possuem alta rusticidadéeacial para a producdo de
mel, pdlen, cera, prépolis, apitoxina e geleia (E&IREIA et al., 2010).

Segundo Da Silva et al. (2010), as abelhas qudatoledlen limitam
suas visitas as flores masculinas, enquanto gqubelbas coletoras de néctar
visitam todas as flores, realizando a polinizagézada. O pélen é a fonte
principal de proteinas e vitaminas, importante padesenvolvimento completo
das larvas, abelhas recém-nascidas e rainha. @ prelduzido pelas abelhas a
partir do néctar recolhido de flores e processadtaspenzimas do trato
digestorio desses insetos, sendo armazenado ens fau@ servir-lhes de
alimento.

As abelhas sdo essenciais agentes entomdfilos, laagas distancias
em busca de matéria-prima, pélen e néctar, parauteragiio da colmeia,
também promovendo a polinizacdo, influenciando madygdo de frutos,
sementes e melhoria na reproducdo de espéciesaiegéroporcbes de
proteinas, carboidratos, vitaminas, sais mineragua sdo encontrados no pdlen
e mel, os quais compfdem a dieta indispensavel patasenvolvimento das
colénias (SOUZA; EVANGELISTA-RODRIGUES, 2007; CARVAO-ZILSE
et al., 2007).

A confeccdo dos favos oferece as abelhas, protegdéoal adequados
para desenvolver seus individuos e manter o estdgqualimento. Os favos
contém feromdnios que sédo identificados pelas abeth servem como um

substrato para a comunicacao (SILVA et al., 2008).
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De acordo com Ramalho, Silva e Carvalho (2003)c@6nias deA.
mellifera possuem mecanismos eficientes de monitoramento lexem a
exploracdo mais intensa das fontes florais maidytias do ambiente.

A multiplicacdo artificial e comercializacdo de @alas de abelhas
meliferas podem tornar-se uma alternativa de merparh os apicultores, pois a
taxa de sucesso na captura de enxames silvestmesaiado ano apds ano,
devido tanto ao aumento no numero de colmeias emseovoadas, como a
reducdo das condi¢Bes favoraveis para a multigizatatural dos enxames,
principalmente com o aumento das areas desmatadasd; FREITAS, 2004).

De acordo com Imperatriz-Fonseca, Saraiva e Goega(2007), a
importancia econdmica das abelhas como agentesnéfilis na agricultura
comercial, tem demonstrado a vulnerabilidade dalyg@& de alimento em
decorréncia do alto declinio de polinizadores emsioto mundo, realgando
consequéncias drasticas como a reducdo da prodeciatas e verduras para
nameros abaixo do ideal ao consumo atual ao sepensuma escala global.

A apicultura é uma atividade dependente dos resunsaturais,
ocorrendo oscilacdo de producdo de acordo com mdigfes climaticas e
ambientais de cada regido, pois as abelhas busmamlimmento na natureza, e
possuem uma relacdo muatua com as plantas, quecémnneeus alimentos
(néctar e pdlen) e outros materiais esséncias ta diesses insetos e como
recompensa as plantas recebem os servicos dezpghioi realizados pelas
abelhas (ANDRADE et al., 2013).

2.2 Caracterizacao da cera de abelha

A producgdo de cera de abelha em uma coldnia é foewckzl para o
sucesso da espécie, pois a cera serve para consfufavos, além de
armazenarem alimentos atuam na regulagdo térmstapdicéo de feromonios
e para oviposicéo da rainha (TAUTZ, 2010; WINSTQBO3).
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A cera de abelha esta ligada a histéria dos pawdigenas, havendo
evidéncias da importancia dos produtos desseossetmo fonte de alimento e
uso medicinal para o homem (mel, polen, prépols)cera é utilizada na
conservacdo de produtos agricolas, confeccdo éfatat, artesanatos, etc.,
servindo também em misturas com resinas na corfetartefatos para caca e
pesca por populacdes nativas (SAMPAIO; CASTRO; 2{|.2009).

Segundo Bernal et al. (2005), a cera de abelha énaduto gorduroso
natural, com uma producdo mundial de cerca de 6Qomeéladas. A cera de
abelha tem mdltiplos usos em cosméticos, farmadiilmentacao e também na
industria como: impermeabilizantes, lustres pasmgi marmorarias, producéo
de armas, moveis, couros e fabricacdo de velas) di ser utilizado pelos
apicultores para fazer uma melhor utilizacdo dasaflas. Antigamente o
produtor rural sustentava sua familia com a veraeda e mel produzido em
sua propriedade (IMPERATRIZ-FONSECA; SARAIVA; GONCYES,
2007). E uma alternativa para manutencdo das espéeindo uma atividade de
desenvolvimento sustentavel (KERR et al., 1996).

Segundo Brasil (2001) a cera de abelha destinagamé&rcializacdo deve
atender aos requisitos minimos de composicdo edqdal E caracterizada
como um produto secretado pelas abelhas para famtas favos nas colmeias
de consisténcia plastica, de cor amarelado-pamdaall fusdo, e quando nao
tiver passado por qualquer processo de purificagétyosa ao tato, mole e
plastica ao calor da mao, fratura granulosa, odombtando o do mel, sabor
levemente balsamico, temperatura de fusdo 61°C°@, GBsoldvel em agua,
soluvel em dleos volateis, éter, cloroférmio e legwg indice de acidez de 17 a
24mg KOH/g, indice de ésteres 72 a 79, indice ldede de ésteres e acidez 3,3
a 4,2 e ponto de saponificagéo turva de no maxsic.6

A composicdo quimica da cera de abelha depende ate plas

subespécies di. mellifera, da idade da cera e das condi¢bes climéticasala su
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producdo. Essa variacdo ocorre principalmente rentglade relativa dos
diferentes compostos quimicos presentes na cerdp ssses hidrocarbonetos,
acidos graxos livres, monoésteres, diésteres,teréss hidroximonoésteres,
hidroxipoliésteres, monoésteres, poliésteres daloacigraxos (Figura 1)
(BARROS; NUNES; COSTA, 2009; MAIA; NUNES, 2013).

Estrutur: %
Alcano: 12,80%
et AT
Hidrocarbonetos Alcenos [ 2.90%
[ — ]
Total Hidrocarbonetos 14-16%
Acidos Graxos Livres 12-15%
Esteres alquils i
do e o N
Monoésteres gmdo pa|mlt.ICO _ , — 40,80%
Esteres alquile | 4t~
do n=14-15 -
acido oleico
Hidroximonoésters | Esteres do acid | - J\/\VL P
hidroxipalmitico| ._..... - =
— _ 9,20%
Diolésteres d gD N
acido palmitico| -::-:: -
Diésteres de ,;f’m)\
diois - i ™ A=a-
Diésteres 7,40%
Esteres d P i
hidroxiacidos *“PK/L/*)\/V
acilados mebi aelioa
Total Estere 57-67%
Alcoois Livres 1%

Figura 1Estrutura quimica e abundancia relativa dos difeeeoomponentes da

cera de abelha
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Segundo Tulloch (1980), Barros, Nunes e Costa (2008
hidrocarbonetos formam grupos de compostos quingjonessdo abundantes na
cera. Os n-alcanos, representando cerca de 6786loe ¢s hidrocarbonetos que
ocorrem em cera de abelhas, podendo estar presieatgos ramificados em
proporcdes menores de 0,2%, sendo possivelmenternientes em sua maioria
de fontes exdgenas, em que esses possuem um rmiene® atomos de carbono
na molécula. Além dos hidrocarbonetos saturadodemoser encontrados na
cera de abelha os hidrocarbonetos insaturadogdi@gacom ligacdes duplas
entre dois atomos de carbono, os alcenos §W#al., 2014). Contudo, alguns
pesquisadores (JIMENEZ et al., 2004, 2006; TULLOQBIB0) observaram a
presenca de dienos, os quais sdo definidos commochidonetos insaturados
com duas liga¢Ges duplas.

Entretanto, Barros, Nunes e Costa (2009) sinalzayae além desses
compostos, podem estar presentes na cera de almaslhanonoésteres
representando em média 40,8% com 20 a 36 atomearkeno de cadeia linear
com carbonos pares de atomos na molécula (Figura 1)

A coloracdo mais escura apresentada na cera deabegundo Maia e
Nunes (2013), se deve ao acumulo de residuos lardsu de abelhas
encontradas nos favos de ninho, indicando grandatigiade de alcanos de
cadeias lineares pares.

Segundo Semkiw e Skubita (2013), na cera puradicdrde acidez é
um indicador do conteldo de acidos graxos livresn@noésteres acidos
presentes na cera, sendo o indice de saponificagdndicador do contetdo de
acidos graxos livres e de acidos graxos estertgads quais sdo libertados
durante o processo de saponificacao.

Os compostos quimicos presentes na cera de almis&stem de uma
série de homologos diferindo apenas no compriméatoadeia de carbono da

molécula com dois atomos. Jimenez et al. (2007Aydasdo formas para
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detectar adulteracdo com parafina em diferenteseptagens de cera utilizando
a técnica analitica GC/FID, observaram que crigirpatros que sirvam de guia
para cera pura tem mostrado resultados interesspata detectar porcentagens
acima de 1%.

Contudo, Barros, Nunes e Costa (2009) e Maia e N(2@13) citaram
gue o estudo da composi¢cdo quimica da cera deaabigltia apresenta grandes
desafios, devido a diversidade de componentes tdeerza lipidica e pela facil
volatilizacdo. Dessa maneira, torna-se dificil cpadrées da composicdo de
cera de abelha que sirvam de guia para cera pwoia, gpicultores vém
realizando misturas de quadros velhos com quadnassnquando vao realizar o
seu processamento, o que acaba modificando osgsafisto-quimicos.

Na indistria, a cera de abelha passa por variaegsos, sendo limpa
onde séo retirada todos os residuos por meio @@ fimdendo ser por fervura
em agua, por meio de vapor, ou pelo calor da emetigirica ou solar) seguida
por sedimentacdo e filtracdo (BARROS; NUNES; COSTAR009;
BOGDANOV, 2004). Cera de abelha ap6s passar petaclagem &
comercializada em folhas laminadas que serdo atdscam quadros vazios nas
colmeias com o intuido de acelerar a producédowdesfa

Segundo Maia e Nunes (2013) a qualidade da ceabelba mostra-se
elementar na apicultura, com o propdésito de preseswas propriedades fisico-
guimicas e de melhorar a qualidade e quantidadepdmdutos oriundos de
abelhas, evitando uma possivel rejeicdo de follwanbdas a base de cera de
abelha. Contudo, o alto valor comercial da ceraligha torna a sua adulteragcéo
com produtos lipidicos, em particular com paraffnequente, sendo citado por
varios estudos onde procuram encontrar paramegreeabnhecimento da cera
de abelha pelas abelhas, incluindo o uso de pamsndisico-quimicos
(BERNAL et al., 2005; MAIA; NUNES, 2013; SERRA, 1@9TULLOCH,
1972, 1973, 1980) e estudos de cromatografia gaswsaleteccao de ionizagéo
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de chama (BONVEHI; BERMEJO, 2012; MAIA; BARROS; N&ES, 2013;
JIMENEZ et al., 2004, 2006, 2007, 2009; SERRA,19B8LLOCH, 1972,
1980; WAS et al., 2014).

2.3 Caracterizacao da parafina

A parafina incorporada a cera de abelha proporaimnanaior volume
de cera a ser utilizado pelo apicultor para produlgfolhas laminadas a serem
colocadas nos quadros, reduzindo a quantidade rdegesta na producao de
folhas laminadas e a quantidade de mel gasta ab&bas na producéo de cera
(SILVA et al., 2008).

A parafina é um produto oriundo do petroleo, forenadr uma mistura
de hidrocarbonetos de cadeia longa contendo makbd&tomos de carbono.
Possui baixos teores de hidrocarbonetos poliaroostide cor branca e
estabilidade quimica, com temperatura de fusdopqde variar em funcao do
tipo e grau de pureza para o qual foi produzidae E®mposto possui alcanos de
cadeia linear saturada que compdem uma parte doteidassa mistura, em que
suas propriedades e composicdo podem variar depdmdia sua utilizagdo
(SEMKIW; SKUBITA, 2013).

Assim, varios autores discriminaram modificacbes@ra de abelha de
acordo com os valores anormais de alguns paranaedgicos, por exemplo, a
temperatura de fuséo, o valor de saponificacdo waiar de iodo (BERNAL et
al., 2005; BONVEHI; BERMEJO, 2012; SEMKIW; SKUBITR013).

De acordo com Bonvehi e Bermejo (2012), a caraaedio fisico-
quimica da cera de abelha pura é necessaria darantia-la corretamente a

partir de folhas de cera de abelha processadadteradas.
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2.4 Cromatografia gasosa associada a espectrometda massas

Os espectrOmetros de massas com quadrupolo liiediosmados por
guatro tubos cilindrico paralelos, de comprimeradavel entre 100 e 200mm
(Figura 2), onde os ions entram no centro desbes tpelas suas extremidades
passando ao seu eixo, sendo que, somente os ionslaterminado valor de
massa-carga (m/z) mostram-se estaveis, sendo eapdezeatravessar 0
guadrupolo até o detector. Os ions instaveis de difrentes possuem
instabilidade erréatica e acabam colidindo com bsgwu saindo do quadrupolo
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). No espectroe dmassas,
observam-se as massas dos fragmentos positivdamente ao ion molecular
nas suas concentracdes relativas, em que a baridantessa do espectro é
chamada de pico-base, que apresenta aleatorianmaaténtensidade 100%. A
intensidade do ion molecular depende de sua edtd®| pois, os ions
moleculares estéveis sdo os de sistemas aromdlisgscos do ion moleculares
produzidos e reconhecidos incluem geralmente cet@minas, ésteres, acidos

carboxilicos, aldeidos, amidas e hidrocarbonetos.

Feixe de ions Quadrupolos fons em ressonancia

Al O L

Reservatério

Hl Y@ )

|| Detector
‘ I

_@_

Voltagens DC ¢ RF

-0

Lentes da lun e

Figura 2Esquema do “filtro de massas” com quadrupolo
Fonte: Silverstein, Webster e Kiemle (2006)
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A cromatografia gasosa de alta temperatura coatci@bd por ionizacao
de chama mostra-se como um procedimento atualgstudar a caracterizacéo
de cera de abelha e determinar a sua qualidade, @&ssno a cromatografia em
fase gasosa com deteccdo por espectrometria dasn@s-MS), que também
tem sido utilizada para identificar os componendesontrados na cera de
abelha. Segundo Silverstein, Webster e Kiemle (R@86valores anormais de
alguns parametros analiticos sdo encontrados. Assadulteradora adicionada
pode ser apenas detectada por procedimentos datografia em fase gasosa
(BONVEHI; BERMEJO, 2012). Entretanto, (TULLOCH, 8% JIMENEZ,
BERNAL et al., 2004) citaram que a cromatografiafase gasosa é a técnica
mais comum para caracterizar diferentes tipos dasceor exemplo, a de
abelhas, de acordo com seus compostos quimicositoones, podendo ser

utilizada para andlises rapidas e compara¢besateles nimeros de amostras.

2.5 Espectrometria na regido do infravermelho conréansformada de
Fourier (FT-IR).

A espectrometria na regido do infravermelho commsfiarmada de
Fourier (FT-IR) é uma técnica utilizada nos ultinao®s, em que toda a faixa de
radiacdo passa junto pela amostra com um grande g tempo, permitindo
melhorias na resolucéie: 0,001 cnif), obtendo dados de facil manipulacéo. A
radiacdo que mostra os dados de interesse fica 4000-400 cih é separada
por dois feixes (Figura 03). Com a variacdo no aamgnto do pistdo, ocorre
um ajustamento do espelho B realizando uma variagadistancia percorrida
pelo feixe B, assim, a passagem da radiacao pelateartransmite uma faixa de
energia grande (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007)
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: Conversor analogico-digital

Computador CB—) Registrador

Figura 3Esquema de um espectrémetro de FT-IR
Fonte: Silvestein, Webster e Kiemle (2007)

De acordo com Ribeiro (2012), um espectro devefraelho possui um
amplo conjunto de informacdes, o que pode prejudica analise sem o auxilio
de ferramentas quimiométricas que analisam os dzapEctrais.

O reconhecimento de padrbes tem sido utilizado cdemamenta
multivariada em quimica analitica, pois, a quantidde dados dos parametros
analisados no reconhecimento de padrfes é elevadaikzacéo da descri¢cdo
gréfica facilita a interpretacdo dos resultadoseEonjunto de dados é capaz de
elaborar graficos que apresentam grande quantiddde informacdes
compreendidas em um conjunto de dados analiticee Esrtamente € um
método que nao leva em consideracdo a identidadandestra. Entre eles
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observa-se a analise de componentes principais)(B@A4lise de componentes
hierarquicos (HCA), que permitem a visualizacadiggéde todo o conjunto de
dados, podendo esses ser variaveis e elevados.oCdassas ferramentas
guimiométricas (PCA e HCA) aumenta a compreensacodunto de dados. A
PCA reduz o tamanho do conjunto de dados origipadservando a maior
guantidade de informacdo possivel, enquanto a H@Wipa as amostras em
categorias, apoiando-se na similaridade dos daglognd mesma categoria e nas
diferencas entre os membros de categorias difer¢ ORREIA; FERREIRA,
2007; MAIA; NUNES, 2013).

2.6 Analises fisico-quimicas

Segundo Brasil (1981), a temperatura de fusao idand® deve exceder
75°C, devendo acontecer nos limites de 62 a 65a€a Bernal et al. (2005) a
temperatura de fusdo seria aquela em que a cedressst completamente
fundida, liquida, totalmente transparente e serhbidag, ficando seus limites
entre 61 a 66°C.

No indice de acidez, deve-se atentar para newtcalizdos acidos até
que atinjam seu ponto de equivaléncia, para 1gete cmantendo seus valores
médios entre 17 a 24 e o ponto de saponificaca® skavindicado pelo inicio da

solidificacéo dos acidos graxos (BRASIL, 1981).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo das amostras

A cera de abelhas. mellifera utilizada nas andlises foi obtida de
opérculos de quadros de melgueiras coletados naridpda Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Apoés a coleta da ceraopp@sculos ela foi derretida
empregando-se um derretedor a vapor a uma tempesituada entre 67+2°C.
Uma vez liquefeita foi mantida em repouso em umté&ioer retangular até
completar solidificacdo por um periodo de quatrcaboDesse material foram
coletadas as amostras destinadas a experimenfag@nafina Solven Wax 140
Food Grade foi adquirida da empresa Solven Solgeat€uimicos LTDA
(Hortolandia, Sao Paulo). Utilizando uma balanciisdo, foram pesadas e
preparadas oito amostras, sendo a primeira comagpoea, outra com parafina
pura e seis amostras de cera contendo 1,5%; 3,0%; 82,0%; 24,0% e 48%

(p/p) de parafina, totalizando oito amostras (Taligl

Tabelal Tratamentos (T) e as Amostras (A)

Tratamentos Amostras

PO Parafina = 100g
TO Cera pura=100g C
T1 1,5% P + 98,5% C
T2 3,0% P +97,0% C
T3 6,0% P + 94,0% C
T4 12% P + 88,0% C
T5 24% P +76,0% C
T6 48% P + 52,0% C

Legenda: T= tratamentos; P= parafina; C= cera

Apdés a pesagem, os tratamentos foram colocadosreBeaker de 250

ml e em seguida submetidos a banho-maria a umastatapa que oscilou entre
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66+2°C. As amostras foram agitadas utilizando ustdmade vidro para cada
tratamento por um periodo de 1,12 horas até con@tzogeneizacdo. Apds as
amostras estarem totalmente fundidas e as mistlgasera e parafina se
tornarem homogéneas, os frascos com as amosteas fetirados do banho-
maria ficando em repouso para sua total solidifioggor um periodo de quatro
horas. Os tratamentos foram identificados para eposés analises de
caracterizacdo, as quais foram realizadas no laebimrado Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Amostras e reagentes

As amostras foram analisadas por cromatografia sgas@oplada a
espectrometria de massas, espectroscopia no infralf®, calorimetria
exploratéria diferencial, indice de acidez e indime saponificacdo. Para a
solubilizacdo das amostras utilizou-se cloroforiid (Vetec). Para as andlises
de indice de acidez os reagentes utilizados foh&mixido de potassio (Vetec),
agua destilada tipo Ill, ftalato acido de potas§adrdo primario), alcool
isopropilico PA (Merck). Nas andlises de saponifma foram utilizados
hidréxido de sédio (Sigma aldrich), acido cloridriA (Vetec) e agua destilada

tipo 1.

3.3 Cromatografia gasosa associada a espectrometda massas (CG-MS)

Para a andlise por GC/MS, cerca de 3,0 mg de ecabelha, parafina e
cera com parafina foram solubilizadas em 4,0 micldeoférmio, sob agitacdo
por 2 min. As analises foram realizadas em um crognafo gasoso acoplado a
um espectrémetro de massas GC-MS QP2010 Plus (&himndapédo) equipado

com injetor automatico para liquidos e gases AO@I5(Bhimadzu, Japao).
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Uma coluna SLB" (5% feni- 95% dimetilsiloxano) 30 m x 0.25 mm 2®um
foi utilizada para a separacéo e identificacdo ayepostos. A temperatura do
injetor foi mantida a 290°C e operada no modo sphbt O gas de arraste
utilizado foi He 5.0 com um fluxo de 1 mL miinA temperatura do forno foi
programada de 50°C (permanecendo por 3min) atéClg®&rmanecendo por
1min) com uma rampa de aquecimento de 50°C*ménde 180°C até 300°C
(permanecendo por 5 min) com uma rampa de aquetinuen3°C mift. O
espectrébmetro de massas utilizado foi o de impalgoelétrons (70 eV)
utilizando o modo scan (40 a 850 Da) com um cogtealvente em 4,5 min. A
temperatura da interface do detector e da fontmmke permaneceu a 240°C e
200°C, respectivamente. Os compostos foram ideatiis comparando seus
espectros de massa com espectros da bibliotecaCéd %5(Wiley 8 e FFNSC

1.2 libraries). As analises foram realizadas emiciia.

3.4 Analise por espectroscopia na regido do infrasmelho

As analises de espectroscopia na regido do infrealao com
transformada de Fourier (FTIR), foram realizadasceatral de analises e
prospec¢do quimica (CAPQ/DQI-UFLA), empregando-8enty das amostras
diluidas em 500 pL de cloroférmio. Em seguida, dgatas das amostras
diluidas foram adicionadas em janela de KBr. Apéperacdo do solvente, as
analises foram conduzidas no equipamento IR AffifBhimadzu) em uma
faixa espectral situada entre 4000 'cen 400 crit, resolucdo de 4 che 64

scans.
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3.5 Determinagfes de parametros fisico-quimicos dara de abelha

As analises para o indice de acidez, indice den#figagdo e a
temperatura de fusdo seguiram a metodologia pragmst Bernal et al. (2002,
2005).

3.5.1 indice de acidez

Para a andlise do indice de acidez 1,0 grama dasttat® de cera pura e
com parafina foi adicionada em um Erlemeyer der@k0Qonde foi solubilizado
em 50 mL de cloroférmio com agitacdo manual até iatuna se tornar
homogénea. Em seguida, duas gotas de fenolftafefam adicionadas e a
solucéo foi entdo titulada com solucdo metandlie®N 0,05M. Os sistemas
foram agitados manualmente e continuamente dugatitelacdo. Uma amostra
em branco de cloroférmio também foi titulada pacerecdo da acidez do
solvente. O indice de acidez (em mg de KOH/g) ééwado pela formula:
indice de acidez = 56,1M (V-V")

m
Em que V é o volume, em mL, de solugdo de NaOH estamol que é
necessaria para a amostra; V' é o volume, em mLsalecdo de NaOH
necesséria para o ensaio em branco; M é a molaritiadma solu¢éo de NaOH,;

e m é a massa, em gramas (g), da amostra de cabeltia.

A solucdo de NaOH 0,05M foi previamente padronizaden uma
solucédo aquosa de ftalato acido de potassio @t#Q,) utilizando 0,01 mol/L,
mantida em um bal&do volumétrico de 1000 mL cerca,dg, com aproximacao
de 0,1 mg, sendo o volume de ftalato acido de pimt&®mpletado com 1L de
agua. A mistura foi agitada para dissolver a sapséndo utilizadas 2 gotas de

fenolftaleina como indicador. As analises forartafeem triplicata.
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3.5.2 indice de saponificagéo

Uma quantidade de 0,3g das amostras de cera prom @arafina foi
pesado e colocado em um frasco de vidro de 10 mLsé&guida, 4 mL de uma
solucdo aquosa 4M de NaOH foi adicionado ao fra@cérasco foi fechado e
colocado em um forno para concluir a saponificagadl00°C por 1 h. Apés tal
procedimento, a fase aquosa foi vertida para uentayer de 250 ml, e o frasco
foi lavado com cerca de 5,0 mL de agua, que tambgincolocada no
Erlemeyer. A solucio, ainda quente, foi adicionddas gotas de fenolftaleina
como indicador e realizada uma agitacdo manualtaoies titulando com uma
solucdo de HCI 0,5M. Um ensaio em branco tambémrdailizado. As
determinacbes foram feitas em triplicata. A sapcaifio, expressa em mg de

KOH/g, foi calculada pela férmula:

indice de saponificacdo = 56,1M (V-V)

m
Em que V é o volume, em mL, de solucdo de acidddrioo exigido pelo
branco; V' é o volume, em mL, de solugcédo de HCkssério para a titulagédo; M
€ a molaridade da solu¢do de HCI; e m é a massa, €aamostra de cera de

abelha.

3.5.3 Temperatura de fuséo

Esse indice foi determinado seguindo o método @dorithetria
Exploratéria Diferencial (DSC-60 A SHIMADZU). Patanto, foram utilizados
aproximadamente 9,8 mg das amostras de cera pukandglifera e cera com
parafina, sendo analisadas em um recipiente tipmelnha” e lacradas para
posteriormente serem inserias no equipamento atemperatura de 25°C a
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500°C em uma taxa de 10°C fia fluxo de 30mL mit de géas nitrogénio ()l

Um ensaio em branco (parafina) também foi conduzido

3.5.4 Aplicacdo do reconhecimento de padrdes paradlise quimiométrica
dos dados

As analises quimiométricas foram realizadas utiliita o software
Chemoface versdo 1.4 (NUNES et al.,, 2012). Foraalizezlas analises de
Agrupamento de Componentes Hierarquicos (HO#erarchical componente
analysis), onde a distancia euclidiana foi utilizada peedficar as similaridades
pelo vizinho mais proximo das amostras e a An@dé&s€omponentes Principais
(PCA —principal component analysis), por ser um dos métodos mais utilizados
nas andlises exploratérias de dados. A partir dsgltados da intensidade dos
picos correspondentes foi possivel correlacionacaaacteristicas da cera de
abelha com os respectivos produtos quimicos de@uposi¢cdo nas diferentes

amostras analisadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica da parafina e da cera dgis mellifera

A determinacdo da composicdo quimica da parafinda ecera deA.
mellifera foi realizada quantificando o seus conteddos diobarbonetos,
ésteres e alcoois livres por meio de cromatogrgfisosa com detector de
massas (GC-MS). Nos cromatogramas obtidos podewesécados que muitos
alcanos sé@o encontrados tanto na cera puva dellifera quanto na parafina,
diferenciando, sobretudo na intensidade do picocdda composto. Os
compostos 1- Hexacosanol e 1-Heneicosil formato fodam observados na
parafina pura, o que leva a inferir que esse cotopondo possui alcoois e
ésteres, sendo formada por hidrocarbonetos commcodano e Hentriacontano,
0S quais apresentaram um pico significativo na &imada parafina avaliada
(Figura 4).
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Figura 4 Cromatogramas sobrepostos de cera pukgisimel lifera,
parafina e cera contendo 1,5%; 6,0% e 48% de parafi
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Em relacdo aos hidrocarbonetos com ndmeros pdnegages de atomos de
carbono e detectados na cera puraAdenellifera e com 48% de parafina
(Tabela 2), constatou-se que esses resultados feeamlhantes e encontra-se
em conformidade a trabalhos dispostos na literaiB@NVEHI;, BERMEJO,
2012; JIMENEZ et al., 2004, 2006, 2007, 2009; MAINUNES, 2013;
TULLOCH, 1980; WA et al., 2014).

Tabela 2 Compostos quimicos detectados em cera puApis mellifera e com
48% de parafina por cromatografia gasosa com aspaetria de massa

(GC-MS)
N° de Tempo de retencdo (mit
carbono Compostos Formula
na molécula Cerapura Ceracom
parafina
Cox 18,568 18,557 Heneicosano CyiHay
Cxo 20,15 20,137 Etil (92)-9-octadecenoat( CogH3:0-
Co 20,96 20,953 Docosano CooHug
Cys 23,425 23,421 Triacosano CysHas
Cos 25,902 25,903 Tetracosano CosHso
Coxs 28,366 28,379 Pentacosano CosHso
Co 30,77 30,797 Hexacosano CoeHsa
C,, 33,152 33,183 Heptacosano CoHse
Cys 35,415 35,466 Octacosano CogHss
Coo 37,66 37,707 Nonacosano CogHso
Cxo 39,805 39,853 Triaconano CsoHs2
Cis 41,042 41,118 1-Octadecanol CigH3s0
Cu 41,528 41,524 1-Hexacosanol Cy6Hs,0
Cs 41,932 41,964 Hentriacontano Cs1Hes
Cs 43,941 43,974 Dotriacontano CaoHes

Cac 45,47¢ 45,46¢ 1-Triacontanc CsHeO
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Tabela 2 Continuagéo

Tempo de retencdo (mit

N° de
carbono Compostos Férmula
na molécula Cera pura Cera com
parafina
Cso 45,599 45,596 1-Heneicosil formato CyoH440,
(o 45,928 45,951 Tritriacontano CasHes
Csy 47,902 47,932 Tetratriacontano CzH7o
(o) 49,65 49,647 1-Hentriacontanol C31He.0
Css 50,1 50,213 Pentatriacontano CasH7

Outros compostos encontrados foram os ésteresntoneros pares de
atomos de carbono, Etil (92)-9-octadecenoatgH§sO,), contendo 20 carbonos
e l-Heneicosil formato (GH40,) com 22 atomos de carbono na molécula
(JIMENEZ et al.,, 2004). Também foram detectados atioois livres, 1-
Octadecanol (¢H3s0), com 18 carbonos, 1-Hexacosanojskz,0), contendo
26 carbonos, 1-Triacontanol {fs,0), com 30 carbonos e 1-Hentriacontanol
(Cs1He40), com 31 carbonos na sua molécula, resultadoslkames aos
relatados por (MAIA; NUNES, 2013). Contudo, nestabalho ndo foi
observada a presenca de hidrocarbonetos insatur@goamostras de cera de
abelha analisadas por GC-MS, como relatado nasuisasqde (TULLOCH,
1980; WAS et al., 2014), devido possivelmente a serem cstopoque
volatilizam facilmente.

Nas amostras de cera e dentre os n-alcanos deogliimgares de carbono,
o principal composto detectado foi o HeneicosangH) (Figura 5), seguido
pelo Triacosano (§H4s) (Figura 6) e pelo Pentacosanodds,) (Figura 7), e
ainda Heptacosano {fss), Nonacosano (Heo), Hentriacontano (&Hss),

Tritriacontano (GsHsg) € Pentatriacontano ¢,).
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Figura 5 Espectro de impacto de elétron de HenamngG1H,4,) com ion
molecular de m/z = 296

Baze Peak: 57010000

x10,010)
14 =
7
8
I
05
%
‘ 17 |
ot Wb gl gl L T ovm ve e g an ms s s o om g |
- 1) 1) v 1 T I T i T 1 1 T
500 750 1000 1250 1500 1750 00 250 200 250 00 750
m/z

Figura 6 Espectro de impacto de elétron de Triawm$@:3H,s) com ion
molecular de m/z = 324
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Figura 7Espectro de impacto de elétron de Pentacosagd{{Lcom ion
molecular de m/z = 352

Também estiveram presentes, contudo em menor idadet os
hidrocarbonetos com niimeros pares e contendo de322atomos de carbono e
que incluem o Docosano {4 (Figura 8), o Tetracosano {fsy) (Figura 9),

0 Hexacosano (fHs4) (Figura 10), o OctacosanofHsg), Triaconano (gHsy),

Dotriacontano (g:Hee) € Tetratriacontano @H7o).
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Na determinac¢@o qualitativa dos n-alcanos verifise que o grupo de
hidrocarbonetos que aparece com maior represddtai®y na cera de abelha,
sendo detectados os alcanogHg, CoHso, CogHss, CogHss, CaoHez, CaoHee,
CsH7o, CoaHaa, CodHag, CosHsz, CorHse, CooHeo, CaiHea, CagHes CasHzz, contendo
21 a 35 atomos de carbonos nas suas moléculasp ssrabntrados 21
compostos (Tabela 2). Além dos alcanos foram ermdo$ na cera os ésteres
Etil (92)-9-octadecenoato §gH350,), 1-Heneicosil formato (6H440,) e acidos
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livres CigH330, GeHs40, GoHe0, CaHssO. Esses resultados aproximaram dos
dispostos na literatura (BONVEHI; BERMEJO, 2012IENEZ et al., 2004,
2006, 2007, 2009; MAIA; NUNES, 2013; TULLOCH, 1980°AS et al., 2014).
Foi empregada na presente pesquisa cera oriunddealaaA. mellifera
africanizada, um hibrido fértil que se encontrasente na regido Zoogeografica
Neotropical. Os resultados obtidos para a composidd cera e quando
comparados aqueles apresentados por pesquisasadaalicom abelhas desse
mesmo grupo, contudo, de outra regido geograficanf semelhantes. Pode-se
inferir que a regido Neotropical por apresentardagies climaticas e flora
distintas poderia interferir na composicdo quimita cera, aspecto n&o
detectado nas analises realizadas. Pode-se ainéditac que os adultos
alimentando-se de fontes proteicas (pélen) de @@spécies vegetais poderiam
produzir substéncias quimicas diferentes, contnddjsiologia desses insetos,

ha comportamentos semelhantes.

4.2 Andlise da cera dépismellifera associada com diferentes teores de
parafina.

Nesse ensaio foram empregadas amostras de cé&anulifera com
1,5%; 3,0%; 6,0%; 12,0%; 24,0% e 48,0% de parafiRar meio da
cromatografia gasosa associada a espectrometrimadea (CG-MS), foram
identificados 21 hidrocarbonetos (Tabela 2). Embsgam os mesmos
compostos presentes ha cera pura constatou-serdifer na intensidade de seus
picos, evidenciando que com a incorporacdo da ipardfouve mudanca na
intensidade do composto submetido a analise. #tades obtidos podem ser
comparados aqueles de Bonvehi e Bermejo (2012),quess avaliaram
porcentagens diferentes de parafina em relacdomgsegadas no presente

ensaio, sendo portanto encontrados 0s mesmos ctmapos
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Assim, por meio das analises de PCA e HCA foiizadh uma
avaliacdo comparativa dos perfis volateis de cera,paplicando-se a anélise
aos dados cromatograficos obtidos por CG-MS e lemiomando-os as
intensidades de seus picos encontrados para oostoagletectados (Figura 4).

Analisando os resultados obtidos pode-se constaéda segunda
componente principal (PC2) a qual retém 6,83% miasmacdes do conjunto de

dados dos escores obtidos, a existéncia de dgiegudistintos (Figura 11).

x 10
5 1 T T

° Parafina

4t i

PC2 (6.83%)

o
g Cera

-2 -1.5 -1 0.5 0
PC1 (93.02%) g

Figura 11 Grafico de escores dos dados obtidoSeMS
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O primeiro foi formado pela parafina pura e oana¢nto 6 (T6), o qual
possui 48% de parafina. O segundo grupo foi agoefstituido pela cera e
pelos tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5 contendo 3,@&; 6,0; 12,0; e 24,0% de
parafina, respectivamente. Aumentando-se o tepadifina incorporada a cera,
ha um aumento significativo de hidrocarbonetos ea ueducdo de ésteres
modificando a intensidade dos compostos e 0s esem@ntrados tornaram-se
evidentes (MAIA; NUNES, 2013).

Os resultados obtidos por meio da Analise de Commes
Hierarquicos (HCA) levando em consideracédo a diséBuclidiana e o tipo de
ligacdo pelo vizinho mais préximo permitiram a dongdo de um dendrograma
fazendo-se a diferenciacéo entre a cera pura,agésanada com parafina e so

esse composto (Figura 12).

Parafina
TG
wn T5
=
—
= Cerapura
i)
% T4 T1-1.5%
-Ew T2-3.0%
= T3 — T3-6.0%
= T4-12.0%
™ ' T5-24.0%
T6-48.0%
T1
05 1 1.5 2 25 3 35 4 4.5 5 55
Dhstincia euchdiana %107

Figural2 Dendrograma obtido a partir dos resultagod CA provenientes dos
dados de GC-MS, com ceraAlgis mellifera com e sem parafina
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Os resultados apresentados levando em consideracétistancia
Euclideana e o tipo de ligacdo pelo vizinho maiéxpno revelaram que as
amostras contendo até 12% de parafina (T1, T2, TB4)ese mostraram
similares a amostra de cera, ao passo que as amosin 24% (T5) e 48% (T6)
de parafina comegaram a exibir menor similaridamhe a cera.

Na analise do dendrograma pode-se ainda inferiacarmostra 48% de
parafina (T6) foi a que mais permitiu detectar ga&a de parafina a cera, visto
gue a mesma é a que exibe maior similaridade coanadina.

Tais resultados validam a utilizacdo da técnicaCfe-MS para a

deteccao de adi¢do da parafina a cerA. deellifera.

4.4 Andlise de espectroscopia no infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos emlichip, sendo
observadas em todos os espectros as bandas decdabspba regido
correspondente a um estiramento axial de C-H dmafcque ocorre na regido
de 3000 a 2840 ch Essa posicéo das vibracdes de estiramento axi@l-d
esta entre aquelas que menos variam na posicacpet®. A presenca de
hidrocarbonetos alifaticos também foi observadddiea presenca C-H (GH
na banda de absorbancia 2926'cen2853 crif, apresentando um estiramento
axial assimétrico (¢ CH,) e um estiramento axial simétrica, @H,). Esse tipo
de estiramento axial pertence ao grupo do metilergual aumenta quando ele
faz parte de um anel sob tenséo.

As bandas com estiramento axial de C-H de hidboreetos aromaticos
ocorrem entre 3100 c¢he 3000 crit (A) (Tabela 3). As bandas de absorcéo ao
redor de 2927 cih(B), dos grupos C-H (CH com um estiramento axial
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assimétrico e as dos grupos C-H ¢Cebm 2852 cil (C) (Tabela 3) e com um
estiramento axial simétrico mostrando grupamenti@tieos de carbonos
primarios e secundarios de alcanos. Constatou-seachanda de absorcdo de
C=0 de aldeidos alifaticos ocorreu entre 1740 arl720 cril (D) (Tabela 3)
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).

Tabela3 Bandas de infravermelho e nimeros de ondas oleitiosnalise
de espectrometria

NUmero de
onda (cnmi) Tipo de vibracéo
3100-3000 Estiramento axial deHCde hidrocarbonetos aromatic

Vibragbes simétricas e assimétricas de grupos @-H d
2927-2852 alcanos

1737 Estiramento axial de C=0 de aldeidos alifa
Estiramento angular de hidrocarbonetos simétricc
1463 plano 6CHy)
Estiramento angular fora do plan-H do
1213 metileno
Estiramento angular fora do plano da ligagcdo C-H
758 aromatica
Vibracdes de estiramento angular ¢-H de
669 Alguinos

A banda com 1463 cinde C-H (E) apresentou um estiramento angular de
hidrocarbonetos simétricos no plan@H,) em posicdo aproximadamente e
semelhante as observacges feitas por Barbosa (ZDB3¢rva-se na banda 1213
cm® (F) uma absorcéo intensa em razéo de um estiraraagtilar fora do plano
C-H do metileno. Na banda de absorcdo de 758 @), ocorre estiramento
angular fora do plano da ligacdo C-H aromaticabarada de absorgéio 669 tm

(H) representa vibra¢des de estiramento angul@-dele alquinos (Figura 13).
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Figura 13 Espetro das amostras de cera de abgbasaéna. A. Estiramento
axial de C-H de hidrocarbonetos aromaticos 3100 en3000 cril.
B. estiramento axial assimétrico dos grupos C-H3jGtd redor de
2927 cnt. C. Estiramento axial simétrico dos grupos C-H {QOt&
regido de 2852 cth D. Deformacéo axial de C=0 1750 a 1735 cm
Y(ésteres alifaticos saturados). E. Estiramento langude
hidrocarbonetos simétricos no planaCH,) na banda 1463 cfrde
C-H. F. Estiramento angular fora do plano C-H ddilereo na banda
1213 cni. G. Estiramento angular fora do plano da ligacad C
aromatica ao redor de 758 ¢mH. Banda de absorcdo 669 tm
apresenta vibracdes de estiramento angular de €dijdinos

Com o intuito de se avaliar a cera pura de abglbasneio da analise
comparativa de infravermelho associada com varmsemtuais de parafina,
aplicou-se a andlise de PCA e HCA aos dados pradessutilizando a
conversao de transmitancia para absorbancia egéorraultiplicativa de sinais.

As variaveis foram correlacionadas aos numerosndia @orrespondentes aos
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grupos de hidrocarbonetos identificados, possiitlo verificar a presenca de
parafina acima de 6,0% nas amostras de cera (Bigdra 15).

Os escores obtidos na analise do infravermelhoeatidram que as
porcentagens mais baixas de cera adicionada air@araépresentando os
tratamentos com 1,5 % e 3,0 % foram aqueles que sgaaproximaram dos

distanciamento entre os escores obtidos para t@mmeatos com 6,0; 12,0 e
24,0% de parafina, os quais se encontram em posigdliana. Em relagéo ao
tratamento com 48,0%, verificou-se ser aquele gaé ree aproximou dos

escores obtidos para a parafina pura (Figura 14).

1561 =

PC2 (17.40%)

a Cera pura

0.5 1 1 1 1
2.5 -2 -1.5 -1 -0.5 0

PC1 (79.71%)

Figura 14 Escores do infravermelho da ceraAfgs mellifera, parafina e cera
contendo parafina
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Ao se analisar os resultados obtidos por meio dalrdgrama para os
dados do infravermelho (Figura 15), constatou-serms tratamentos com 1,5 e
3,0% de parafina, foram proximos aqueles para qarea. Os demais
tratamentos e com maior porcentagem de parafirenfas que se destacaram,
embora o tratamento com 48,0% de parafina apresep&ior ao produto puro.
Por esse método foi possivel caracterizar com maiecisdo a presenca da

parafina incorporada a cera.
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. | T5-24.0%
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0 0.5 1 156

Dhstancia euchdiana
Figural5 Dendrograma obtido a partir dos resultgglogenientes dos dados de
infravermelho por HCA
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4.5 Andlises fisico-quimicas da cera de abelldgis melifera

4.5.1 indice de acidez

O indice de acidez determinado nas amostras dedeé: mellifera com e
sem parafina, evidenciou reducdo significativa elgsrametro em funcao da
maior concentracdo da parafina. Com 48,0 % esgeeifal de 10, ao passo que
na cera pura foi de 17, resultados similares ag®rt@dos na literatura
(BERNAL et al., 2005) em que o maior teor de paafimplica em reducao
linear do indice de acidez. Na literatura pertiaeet de acordo com as
informacdes em Brasil (2001), esse indice podawvde 17 a 24 mg KOH'gle

cera.

f(X) = 16.841319-0.149496"x

R®=0,9775

10 12 14 16 18

6 8
L

indice de acidez/mg KOHg”1cera
4
L

I T T 1
0.0 1.5 3.0 6.0 12.0 24.0 48.0

Porcentagem de parafina
Figura 16indice de acidez de cera Apis mellifera com parafina

A adicdo de parafina na cera também pode semdietiiia por colorimetria
dissolvendo a cera ou parafina em cloroférmio ReAitulando com NaOH
0,05M em metanol. Ao se diluir a parafina pura é<nil. de cloroférmio, a
coloracdo obtida foi o verde-claro (Figura 17 Aams a titulagdo com NaOH

em metanol, essa coloracdo tornou-se rosa (Figurg)l1Constatou-se que a
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cera pura apresentou coloracdo verde durante egzode titulacdo (Figura 17
C) e marrom-claro préximo ao final da titulacdo @ fnal do processo
apresentou coloracado rosa-claro (Figura 17 D). Upeeto relevante foi aquele
observado em todas as amostras de cera contend@,6,0; 12,0; 24,0 e 48,0
% de parafina, em que durante o processo de iolag coloracdo da solucdo
passou diretamente para rosa-claro, ndo sendotafidea coloracdo marrom-
claro (Figura 17 D).

Os resultados permitiram inferir que esse métadsiste de uma andlise
favoravel para a detecgéo de incorporacéo de parafi ceras.

s
Figural?7 Parafina diluida em cloroférmio (A) e lhita com NaOH 0,05M em
metanol (B), cera dé\pis mellifera diluida em cloroférmio (C) e
titulada com NaOH 0,05M em metanol (D) e cera amhbeparafina

(E)

4.5.2 indice de saponificacio

O indice de saponificacdo foi empregado para sdiaava adicdo de
parafina & cera de abelha. Adotando-se o métod@iemgroposto por Bernal
et al. (2005), as amostras de cera foram hidrasadm KOH em metanol e
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posteriormente tituladas. Os resultados obtidodegwiaram que houve reducao
linear (R= 0,7582) do indice de saponificacdo com até 24%pai@fina
incorporada a cera (Figura 18). Contudo, com a &adide parafina em
guantidade superior a este limiar (24%), verifiseueomportamento contrario
caracterizado pelo aumento no indice de sapondficatingindo o valor de
210.14+69.40 mg KOH g-1 cera. Nesse caso, assunmouin o gradiente de
parafina (0 a 48%) adicionado a ceraAlemdlifera, o modelo ajustado foi
aquele de segundo grau®R0,801) o qual é caracterizado por uma hipérbole
(Figura 18). Esses resultados foram coincidenteglag obtidos por Bernal et
al. (2005), os quais afirmaram que a cera de almplhado apresenta parafina
em sua composicdo ndo pode ser hidrolisada e anifiepgdo empregando

KOH etandlico ndo se apresentou como método efeien

 flx)= 606,7485 - 36,5634*x + 0,5901*X" (R" = 0,801)
7777777777777 fix)= 573,253 - 22,227 (R” = 0,7582)

|
.S
b

indice de saponificagao/mg KOHg'1cera
100 200 300 400 500 600 700
1

0

| —— T T 1
0.0 1.5 30 6.0 12.0 24.0 48.0

Porcentagem de parafina

Figura 18 indice de saponificagéo de cera pyiamellifera com parafina.
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4.5.3 Temperatura de fusdo por DSC

Quanto a temperatura de fusdo para se avaliaesemga de parafina em
diferentes concentracdes de cera, foi evidenciado ajcera pura apresentou
temperatura de fusdo (PF) de 65,5 °C e a paraér@2@ °C. Analisando esse
parametro em relagdo aos tratamentos avaliadosgtoarse que se aumentando
o teor de parafina incorporada a cera, houve redsigaificativa da temperatura
de fusédo, sendo que com 1,5% de parafina encos&rd@b,1 °C e com 48% o
PF foi de 57,2 °C (Tabela 4).

Tabela 4 Temperatur de fusédo obtida por DSC para cereéApis mellifera, cera
com parafina e parafina

Amostras Termogramas DSC  Temperatura de fusdo (°C)
Cera pura A 65,5
T1- 1,5% B 65,1
T2- 3,0% C 64,0
T3- 6,0% D 63,7
T4-12,0% E 61,4
T5- 24,0% F 58,9
T6- 48,0% G 57,2
Parafina H 62,3

Analisando-se a correlagdo de energia em funcéterdperatura (Figura
19), os pontos de fusdo nas amostras A, B, C e dntram-se dentro dos
padrbes estabelecidos pelas normas brasileiras JBRA981), contudo, para o
tratamento 4 com 12,0 %, a curva endotérmica (Be per considerada dentro
dos limites para as normas no pais e préxima angtados obtidos por Bernal

et al. (2005). As temperaturas de fusdo das ansoftra G divergiram dos
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padrbes estabelecidos por Brasil (1981), send@aqueza deve apresentar PF de

62 a 65°C e também aqueles de Bernal et al. (2005).

DSC (u.a)

—
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00

Temperatura (°C)

Figura 19 Termogramas de Calorimetria Exploratdbiderencial (DSC),
obtidos para as amostras: Cera pura (A), T1-1,5% TB-3,0%
(C), T3-6,0% (D), T4-12,0% (E), T5-24,0% (F), T6;:4% (G) e
parafina (H)
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5 CONCLUSAO

Os métodos de analises de cromatografia gasosaespettrometria de
massa (GC-MS), espectroscopia no infravermelhoregamdo-se os métodos
quimiométricos de analise de componentes princiffAi3A) e de analise de
componentes hierdrquicos (HCA) mostram-se eficqzas verificacdo da
adicdo de parafina em cera de abelha. O métodm-isiimico utilizado para
determinacdo do indice de saponificacdo em cem@ciass a parafina ndo é
adequado por ndo ocorrer saponificacdo quandoeexigtesenca da parafina. A
temperatura de fuséo e o indice de acidez indicaradicao de parafina a cera
de abelha. O método de cor proposto por meio dia¢éio de acidez foi eficaz
na determinacdo de adicdo de parafina a cera dleaaleen que o mesmo pode
ser considerado como método barato, rapido e ssmghe ser realizado se
comparado a GC-MS e IR, que demandam equipamemrtasieyado custo,
podendo ser realizado pelos apicultores na vetdicade possivel adicdo de
parafina a cera d& mellifera.
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