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RESUMO

O mel tem sido eficaz no tratamento de uma variedade de lesdes, que vao desde queimaduras até
feridas persistentes que nédo cicatrizam. Ele exerce fungdo como um agente antibacteriano e
antibiofilme, possuindo propriedades tanto anti-inflamatérias quanto pro-inflamatorias, além de
oferecer beneficios para a salde respiratoria, ajudando a combater infeccdes respiratorias e
bacterianas. A resisténcia microbiana tem sido um grande desafio na saude publica global e uma
grave ameaca contra a salde humana no século 21, e pela necessidade cada vez maior de combater
infeccdes causadas por microrganismos resistentes aos antimicrobianos existentes, os estudiosos
tém buscado opc¢des terapéuticas de origem natural, com efeitos medicinais, a fim de aplicar essas
substancias como forma alternativa a terapéutica medicamentosa convencional. O objetivo deste
estudo foi caracterizar quimicamente e avaliar o potencial bioldgico do mel de abelhas sem ferrao,
produzido no semiarido paraibano em diferentes épocas. Os méis da abelha Apis mellifera foram
adquiridos diretamente de meliponicultores do semiarido paraibano, predominantemente das
floradas de aroeira e marmeleiro, coletados no periodo seco e chuvoso. A caracterizagdo dos méis
foi realizada pelas analises do pH, viscosidade, grau de Brix e densidade. O teor de fendis totais
foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu. Os testes antioxidantes foram realizados
utilizando o método DPPH (2,2 difenil-1-picril hidrazil). O perfil térmico dos méis foi determinado
por meio de técnicas Termogravimétricas (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA). A impressao
digital (fingerprint) dos meis de abelhas foi obtida utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O potencial antibacteriano dos méis de abelha do semiarido paraibano, foi
determinado pelos ensaios de difusdo em agar, e pela concentracao inibitoria minima/concentracao
bactericida minima (CIM/CBM), por microdiluicdo em placas de 96 pocos, contra as cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), que estdo frequentemente relacionadas a infeccdes de feridas,
queimaduras e doencas respiratérias. Os trés microrganismos testados, apresentaram sensibilidade
aos méis de Apis mellifera, com concentrag¢fes inibitdrias minimas que variaram de 6,25% a
14,58% contra o Staphylococcus aureus, e de 6,25% a 20,83% contra a Pseudomonas aeruginosa,
enguanto que para a Escherichia coli, ndo houve varia¢do, com a concentracao inibitoria minima
de 25%, para os quatro méis testados. Dentre os quatro méis de Apis mellifera analisados, o mel C

(Marmeleiro, chuvoso) obteve a melhor atividade antibacteriana demonstrada contra



Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, e resultado semelhante aos demais contra
Escherichia coli. Os meis do semiarido paraibano estudados, demonstraram potencial
antibacteriano, e com estudos mais aprofundados, podem ser considerados como opcdo de

ingrediente ativo farmacéutico, no tratamento de infec¢Ges bacterianas.

Palavras-chave: Apis melifera; mel; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Honey has been effective in treating a variety of injuries, ranging from burns to persistent wounds
that do not heal. It functions as an antibacterial and antibiofilm agent, possessing both anti-
inflammatory and pro-inflammatory properties, as well as offering respiratory health benefits by
helping to combat asthmatic and bacterial infections. Microbial resistance has been a major
challenge in global public health and a serious threat to human health in the 21st century. Due to
the increasing need to combat infections caused by microorganisms resistant to existing
antimicrobials, scholars have been exploring therapeutic options of natural origin with medicinal
effects to apply these substances as an alternative to conventional drug therapy. The aim of this
study was to chemically characterize and evaluate the biological potential of stingless bee honey
produced in the semi-arid region of Paraiba at different times. Honey from the Apis mellifera bee
was acquired directly from meliponiculturists in the semi-arid region of Paraiba, predominantly
from flowering periods of Brazilian peppertree and quince, collected during the dry and rainy
seasons. The characterization of honey was performed by analyzing pH, viscosity, Brix degree,
and density. The total phenol content was determined by the Folin-Ciocalteu method. Antioxidant
tests were performed using the DPPH method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). The thermal profile
of honey was determined through Thermogravimetric (TG) and Differential Thermal Analysis
(DTA) techniques. The fingerprint of bee honeys was obtained using high-performance liquid
chromatography (HPLC). The antibacterial potential of semi-arid region bee honeys from Paraiba
was determined by agar diffusion assays and minimum inhibitory concentration/minimum
bactericidal concentration (MIC/MBC) by microdilution in 96-well plates against strains of
Staphylococcus aureus (ATCC 17193), Escherichia coli (ATCC 25922), and Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), which are frequently associated with wound infections, burns, and
respiratory diseases. All three tested microorganisms showed sensitivity to Apis mellifera honeys,
with minimum inhibitory concentrations ranging from 6.25% to 14.58% against Staphylococcus
aureus and from 6.25% to 20.83% against Pseudomonas aeruginosa, while for Escherichia coli,
there was no variation, with a minimum inhibitory concentration of 25% for the four tested honeys.
Among the four Apis mellifera honeys analyzed, honey C (Quince, rainy) showed the best
antibacterial activity demonstrated against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa,

with similar results to the others against Escherichia coli. The studied semi-arid region honeys



from Paraiba demonstrated antibacterial potential and with further studies, they could be

considered as an option for active pharmaceutical ingredient in the treatment of bacterial infections.

Keywords: Apis mellifera, honey, antimicrobial activity.



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figurab -

Figura 6 -
Figura 7 -

Figura 8 -
Figura9 -

Figura 10 -

Figura 11-

Figura 12 -
Figura 13 -
Figura 14 -
Figura 15 -
Figura 16 -
Figura 17 -
Figura 18 -
Figura 19 -
Figura 20 -
Figura 21 -
Figura 22 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Aspectos taxonémicos da abelha Apis mellifera..........ccccccoovvvveviveieciennenn, 17
Estrutura quimica de alguns compostos fendlicos encontrados no mel........ 20
Mecanismos de acdo dos méis contra as bactérias...........cccceevvvvivrviivinannns 23
Mecanismos de resisténcia das bactérias.............cc.coovoeverececieeeceerceiee e 24

(A) Colbnias de Staphylococcus aureus em placa com agar manitol
salgado. (B) Visualizagdo microscépica de Staphylococcus aureus pela

(o] [o] = Lot To o [ €1 =1 o o FA ST RPRRTRT 25
(A) Colbnias de Escherichia coli em agar EMB. (B) Visualizacédo
microscopica de Escherichia coli pela coloracdo de Gram...........cccccovvenee. 26
Colbnias de Pseudomonas aeruginosa em placa de agar CLED. (B)
Antibiograma em &gar Mueller Hinton de Pseudomonas aeruginosa............ 27
Localizacdo do municipio de S0 José dos Cordeiros...........cccvvvvevverreseennenn, 30

A) Processo de desoperculacdo do mel de abelha. (B) Processo de

centrifugacdo do mel de abelha. (C) Méis de abelha armazenados em tubos

conicos para analise em 1aboratorio...........ccccvevveveeveciec e 32
(A) Esquema para determinacdo dos fendis totais. (B) Tubos com as
amostras em diferentes concentracGes para leitura. (C) Espectrofotometro

UV-Vis Shimadzu UV-Mini 1240.........c.cccciiimiiiieniee e 34
(A) Pesagem do mel em balanca analitica. (B) Analisador térmico

Simultaneo DTG-60 SNIMAUZU........ccceveiiriieiie e 37
Cromatdgrafo Shimadzu modelo LC 20 A Prominence..........ccccoeevevervennns 38
Esquema para o preparo do indculo das cepas bacterianas............c..ccccveuee. 39
Esquema para 0 ensaio de difusdo em agar...........ccocevevereresese e 39

Esquema para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM).... 40

(@) TG do Mel A*; (b) DTAdOMel A* ... 49
(@) TGdo Mel B*; (b) DTAdOMEI B*.......oovviiiiiiiceec e 50
(@) TGdoMel C*; (b) DTAdOMEI C* ... 51
(@) TGdo Mel D*; (b)) DTA Ao Mel D*.....ccoooiiiiieeceece e 52
Cromatograma doS PAAIBES........cceerveiieiiereiee et 55
Cromatograma dos MEis SODIEPOSTOS. .......ccvereereerieiie e 56
Cromatograma dos meis fortificados com acido gélico e vanilina................ 57



Tabela 1l -
Tabela 2 —
Tabela 3 -
Tabela 4 -
Tabela b -
Tabela 6 -
Tabela 7 -
Tabela 8 -
Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

LISTA DE TABELAS

Pardmetros aceitaveis para determinar a qualidade do mel.......................... 20
Classificagdo das amostras dos meis pesquiSados............ccvvrererererierenrennen. 31
Determinagdo do pH doS MEIS..........coviiiiiiiiiie e 42
Determinacédo do grau de Brix e densidade nas amostras analisadas........... 44
Valores medios de trés anélises da amostras A-D diferentes + desvios
padrdo. TFT = teor de fendis totais. ........ccoovverriireieiniececc e 45
Eventos térmicos das curvas termogravimétricas do mel A (Marmeleiro,
seco), na razdo de aquecimento de 10 °C MinL........ccccoeeieeviie e 53
Eventos térmicos das curvas termogravimétricas do mel B (Aroeira, seco),

na razdo de aquecimento de 10 °C MiNL........cccccvvveveereeiie s 53
Eventos térmicos das curvas termogravimeétricas do mel C (Marmeleiro,
chuvoso), na razdo de aquecimento de 10 °C mint........ccccevvveerieniieiieennns 53
Eventos térmicos das curvas termogravimétricas do mel D (Aroeira,
chuvoso), na razdo de aquecimento de 10 °C mint...........ccccceevviiieveeriesnnnnn, 54

Média dos resultados obtidos nos testes de susceptibilidade, pela
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
[(O1=3Y,) TP 58
Resultado qualitativo, conforme parametros para determinacdo da
poténcia antimicrobiana do mel, pela concentracédo inibitéria minima,
EXPressas €M POrCENTAGJEIM. .. ....cuiierreresieiesiesrestesreere s e esaeaeseeseesresresneareas 59
Resultados obtidos nos testes de susceptibilidade, pela concentragédo
inibitéria minima (CIM) e concentra¢do bactericida minima (CBM),
equivalentes em mg/mL de Mel.........coooieiiiiiic i 60
Medidas obtidas do didmetro dos halos formados, no teste de difuséo em



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.4.3
3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.6

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
46.1
4.6.2
4.6.3
4.6.4
4.6.5
4.6.6

SUMARIO

INTRODUGAOD ......coooieieeeteeeeeeeeeeee e ses sttt sen st ssna s s s 14
OBUIETIVOS ...ttt e e e e st e st e e e s sae e e ast e e e aseeeanseeeanneeesneeeans 16
ODJELIVO GEIAL.....eee ettt e ae et re et e 16
ODJetiVOS BSPECITICOS . ...uviiiiiiieie et ae e reenreenne s 16
FUNDAMENTAGAO TEORICA .....coooiiiieieieeieieseesie st 17
ADbelNas ApiS MEITITEIA ........ocoiii s 17
1= PRSP 18
Composicao e caracterizacdo fisico-quimica do mel ... 19
Principais atividades bioldgicas atribuidas ao mel.........ccccccevveiiiiiiicceccc e 21
Atividade antiOXIAANTE .........oiiiiiiieiiee e 22
Atividade antinflamatOria............c.ooveeiieiese e 22
Atividade antimiCrODIANA .........couiiiiiiie e 22
RESISTENCIA MICIODIANA. ....c.viiiiieiccicee et nre s 23
StAPNYIOCOCCUS QUIBUS ..ottt sttt et e e sreesreenaesneenreenas 25
ESCRErICRIA COIN .o 26
PSEUdOMONAS @EIUGINOSA ... .cvieuieitieiieiesieesieetesteesteetesseesteesee s e steeaeereesbeeneesseesseeneesreenes 26
TECNICAS de CAFACLEIIZACAD .....ccvveveieeecieeie ettt e ettt e et te e te e sreennas 27
MATERIAIS E METODOS........cooioieieeeeeeeeseeiesee s ses s sesasss s senss s ssnsssesasses s 30
(@1 g o1 g 10 0153 4TI OSSP 30
DeterminNaCao A PH .........ooiiiiie e 32
AV E o0k [ - Lo L= PSP R TR URR 33
Determinacdo do grau de Brix e densidade...........cccooevveieiienecii i 33
TEOF dE TENOIS TOLAIS ... eeuveeeeie ettt bbbttt nb et 33
Validagdo do MEtodo aNalitiCO..........cvieieiiiieee e 34
[T oo g o F= Vo [P S P S R OT 34
R 1C] 121 (V7T F= Vo OSSPSR 35
[T (0 0 (=] (=T oo T J SRS 35
Limite de qUANTITICAGAD ........eiveieiieiiiesiieieee e 35
g =To] - T PSSRSO 35

R ODUSEEZ ...ttt s s e s e s e et et nnnnnnnnnnnnnnnnnnn 36



A7  ATIVIAAAE ANTIOXIAAINTE ...t aeeeeeeseeseseeenseensnensnnnnssnnnnnnnnnnns 36

4.8  CaracCterizaCao tEIMICA ........ccoviieeiie ettt et e te e ae e e s reeareeneesre e 36
4.9  Fingerprint/Perfil cromatografico do mel.........cccccooeiieiiiececc e 37
4.10 Atividade antimiCrobiana ...........cccooiiiiii i 38
4.10.1 CepPas DACIEITANAS .......ccueiviriiiiiiieieeie ettt nb b srere 38
4.10.2 Preparo dO iNOCUIO ..........ooouiiieieece ettt re e e ere e 38
4.10.3 Meétodo de difuSA0 BM AQAK ......ceccuiiieiieie et s sre e 39
4.10.4 Concentracao inibitéria minima e bactericida minima ............ccococeviiiiicinieneeee 40
4.11 ANALISE ESTALISTICA. . c..eveieieiteiie et are s 41
5 RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt s s es s 42
5.1 Determinacao A8 PH .....ccooiiiiiiiicie et 42
5.2 VISCOSIAAUE ...ttt ettt b et bbbt bttt bbb b 42
5.3 Determinacgéo do grau de Brix e densidade............coouviririeiiienineniseseee e 43
5.4 Teor de fENOIS TOTAIS......c.ciiiiieie ettt sresrenre s 44
55 Validacao do metodo de quantificagdo do Teor de Polifendis Totais ..........c.ccceceevenene 45
5.5. 1 SEIELIVIAAUE ...ttt bbbttt bt be it 45
TR I [ 1= U o - Lo [T 46
5.5.3 Limites de QUantifiCagao € DEECGAD .........ccuerviruiriiiiriirieiee e 46
TR TR o 1T 57 (o P SPPSRTRPPR 47
5.5.5 RODUSEEZ ...t ne et 47
5.6 Atividade antioXIOANTE ..........coi it 47
5.7  Caracterizago tEIMIICA. ......ccuiueeeirierieieie ettt sttt ettt b e b e 47
5.8 Perfil cromatografico (Fingerprint) das amostras de mel .........c.ccccooveviiiciicie e, 55
5.9 Atividade ANtiMICIODIANG ........eiciiiiiiieieieie e sae et 57
B CONCLUSAD ...coveieiiriiceeeisesse sttt 62

REFERENCIAS ... oot e e e et e e e e e et et e e e e s e e e e e esas e 63



14

1 INTRODUCAO

O mel de abelha e seus derivados tém sido apreciados a muito tempo, por seu valor
nutricional elevado e suas propriedades medicinais, sendo um componente essencial em diversas
formulagdes da medicina popular devido ao seu valor terapéutico. A composicdo fitoquimica do
mel de abelha, pode fornecer moléculas bioativas de grande valor para o tratamento de infeccdes
causadas por cepas bacterianas resistentes a medicamentos (Hamadou et al., 2022). E um alimento
elaborado pelas abelhas a partir do néctar das flores ou do melato. Reconhecido como um adocante
natural, é uma substancia viscosa e aromatica, e sua composicdo € complexa, abrangendo
carboidratos, &cidos organicos, aminoacidos, proteinas, minerais, vitaminas, lipidios, compostos
aromaticos, flavonoides, pigmentos, ceras, graos de polen, diversas enzimas e outros fitoquimicos
(Royo et al., 2022).

Diversos estudos evidenciaram atividades do mel de abelha, como a capacidade
cicatrizante, propriedades antioxidantes, antimicrobianas, nematicidas, anticancer e anti-
inflamatorias. O mel de abelha representa hoje um segmento de medicina alternativa conhecido
como apiterapia, e muitos pesquisadores manifestaram recentemente seu interesse nos mecanismos
de acdo do mel de abelha como agente antimicrobiano natural (Feknous; Boumendjel, 2022).

A composicéo do mel de abelha depende de diversos fatores, e entre eles estdo as condigdes
climéticas, o solo e a vegetacdo, o que pode favorecer ou ndo, caracteristicas importantes na sua
atividade antimicrobiana a depender do lugar da producdo (Campos et al., 2003).

O Brasil, com rica biodiversidade, variabilidade climatica e por sua amplitude territorial, se
destaca com grande potencial na apicultura, uma vez que essas caracteristicas favorecem a
producdo de mel de abelha o ano todo. O semiérido nordestino por sua vez, favorece a apicultura
por possuir intensa floracdo natural, devido a vegetacdo caracteristica da época seca e chuvosa,
contribuindo assim para a manutencao das colonias de abelhas (Costa, 2017).

A atividade da apicultura € atraente na Paraiba, devido sua resisténcia a seca e ao
crescimento econdmico. No entanto, o estado ainda néo explorou todo o seu potencial, focando
principalmente na producdo de mel de abelha em vez de produtos de maior valor agregado. A falta
de conhecimento técnico também limita a produtividade e o rendimento dos apicultores. E crucial
adquirir conhecimento para promover o desenvolvimento econdémico da apicultura na Paraiba
(Wanderley et al., 2015).
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A resisténcia microbiana tem sido um grande desafio na satde publica global e uma grave
ameaca contra a saude humana no século 21, sua ocorréncia se deve a interacdo natural entre
microrganismos e 0 ambiente, mas também esta diretamente associada ao uso indiscriminado dos
antimicrobianos, assim como o0 uso exacerbado na agropecuadria, a poluicéo pelo despejo do residuo
desses medicamentos no solo ou &gua, elevando assim, o numero de infecgdes causadas por
microrganismos resistentes a maltiplas drogas, levando a falha terapéutica (Silva et al., 2020). Pela
necessidade cada vez maior de combater infeccGes causadas por microrganismos resistentes aos
antimicrobianos existentes, os estudiosos tém buscado opcdes terapéuticas de origem natural, com
efeitos medicinais, a fim de aplicar essas substancias como forma alternativa a terapéutica
medicamentosa convencional (Azevedo, 2019).

O mel tem sido eficaz no tratamento de uma variedade de lesdes, que vdo desde
queimaduras até feridas persistentes que nao cicatrizam. Ele exerce fungdo como um agente
antibacteriano e antibiofilme, possuindo propriedades tanto anti-inflamatérias quanto pro-
inflamatorias (Martinotti et al., 2019), além de oferecer beneficios para a saude respiratoria,
ajudando a combater infecgBes asmaéticas e bacterianas (Ayoub et al., 2023).

Portanto, o interesse pelo mel nas pesquisas cientificas tem aumentado, mas em sua maioria,
séo avaliados aspectos fisico-quimicos e da qualidade para o consumo alimenticio, o que desperta,
a necessidade de conhecer mais suas caracteristicas farmacéuticas e atividade bioldgica. Diante de
tantas premissas, esse estudo foi realizado, para caracterizar e analisar a atividade antimicrobiana
do mel, produzido no semiarido paraibano, visando sua importancia para posterior aplicabilidade

em produtos terapéuticos nas mais diversas formas.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Caracterizar quimicamente e avaliar o potencial biolégico do mel de abelhas sem ferréo,

produzido no semidarido paraibano nas épocas seca e chuvosa.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

Caracterizar os parametros fisico-quimicos dos méis de abelha, das floradas do
semiarido paraibano estudados.

Realizar a caracterizacdo térmica dos meis de abelha utilizando térmicas de
termogravimetria (TG) e analise térmica diferencial (DTA).

Desenvolver e validar o método adaptado de Folin-Ciocalteau para quantificacdo
de polifendis totais.

Obter uma impressao digital (fingerprint) de mel de abelhas sem ferrdo utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Determinar o potencial antioxidante das amostras de méis de marmeleiro e aroeira,
produzidas por Apis mellifera, no semiarido paraibano;

Determinar o potencial antimicrobiano de diferentes amostras de méis de abelha

obtidos do semiarido paraibano.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1  Abelhas Apis mellifera

As abelhas da subfamilia Meliponinae, pertencentes a familia Apidae e comumente
chamadas de "Abelhas sem Ferrdo" (ASF), possuem uma caracteristica notavel: seu ferrdo é
atrofiado, o que as torna incapazes de ferroar. Essas abelhas sdo atualmente agrupadas
taxonomicamente em uma Unica tribo chamada "Meliponini*, composta por 32 géneros. Entre esses
géneros, 0 género "Melipona" é o Unico que apresenta um processo distintivo para a producédo de
rainhas. Dentro desse género, existem diversas espécies que produzem mel e tém sido criadas por

povos tradicionais das Américas por muitos seculos (Camargo; Oliveira; Berto, 2017).

Figura 1 - Aspectos taxonémicos da abelha Apis mellifera.

REINO- Animal
FILO- Arthropoda
CLASSE- Insecua
ORDEM- Hymenoptera
SUBORDEM- Apocnita
SUPERFAMILIA- Apoidea

NOME CIENTIFICO: Apis medlifera

Fonte: Adaptado de Ramos (2007).

As abelhas Apis mellifera, estdo espalhadas por todo o mundo, e proporcionam muitos
beneficios com a producéo de alimento e regulacdo da biodiversidade. Elas sdo originalmente da
Europa, Oriente Médio e Africa, porém elas desenvolveram uma capacidade de termorregulagio
que viabiliza a sua sobrevivéncia nas mais diversas temperaturas e regides (Castelli et al., 2022).

Devido a grande diversidade da flora apicola, hd uma ampla presenca de espécies de abelhas
nativas sem ferrdo na regido Nordeste do Brasil. Essas abelhas, embora produtoras de mel, tém
uma producdo inferior, se comparadas as abelhas com ferrdo do género Apis. Atualmente, devido
a maior disponibilidade comercial do mel das abelhas com ferrdo, o consumo do mel das abelhas

sem ferrdo € menor em relacdo a outros tipos de mel. No entanto, o interesse em produzir mel das
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abelhas sem ferrdo persiste ao longo do tempo, impulsionado por suas caracteristicas Unicas,
propriedades terapéuticas e pelos beneficios ecoldgicos resultantes da polinizacdo das flores
durante a producdo. Estima-se que o Brasil detenha cerca de 192 espécies de abelhas sem ferréo,
algumas delas populares e criadas especificamente para a producao de mel, com destaque na regido
Nordeste (Sousa, 2015).

Na América Latina, existem aproximadamente 300 espécies de abelhas sem ferrdo, que sdo
insetos sociais de grande diversidade e foram introduzidas no Brasil em meados do século XIX,
sendo hoje amplamente distribuidas no pais (Mendes et al., 2019; Carvalho et al., 2005; Camargo;
Oliveira; Berto, 2017).

3.2  Mel

De acordo com Silva et al. (2013), o mel é uma mistura complexa de agUcares e outras
substancias, produzido por abelhas, e apresenta caracteristicas proprias e variaveis, de acordo com
a fonte de néctar, clima, ambiente, época da coleta, entre outros. O mel é uma solu¢do concentrada
de acUcares, misturada com hidratos de carbono, enzimas, aminoacidos, acidos organicos,
minerais, substancias aromaticas, pigmentos e grdos de pdlen, podendo conter cera de abelhas
proveniente do processo de extracédo (Brasil, 2000). A Instrugdo Normativa N° 11, de 20 de outubro
de 2000, traz a seguinte definicdo do mel:

Entende-se por mel o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do
néctar das flores ou das secre¢des procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecfes
de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias especificas préprias, armazenam e
deixam madurar nos favos da colmeia.

O mel pode ser categorizado com base na fonte utilizada para a sua producéo. Existem dois
tipos principais: o mel floral, obtido a partir do néctar das flores, podendo variar de acordo com
sua origem, que pode ser monofloral, quando é proveniente principalmente de flores da mesma
familia, género ou espécie, como também pode ser multifloral, quando é obtido de diferentes
floradas; e o mel de melato, que se origina de secrec¢des de partes vivas das plantas ou de excre¢des
de insetos que se alimentam das plantas (Sousa et al., 2016). Além disso, 0 mel pode ser
classificado com base no método de extracdo, incluindo as categorias de mel escorrido, mel

prensado e mel centrifugado. Quanto a sua apresentacdo comercial, existem varias formas, como
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mel liquido, cristalizado, semicristalizado, mel em favos, mel com pedacos de favo e mel filtrado
(Brasil, 2000).

3.3  Composicdo e caracterizacao fisico-quimica do mel

A composi¢do do mel depende de diversos fatores, e entre eles estdo as condigdes
climéticas, o solo e a vegetacdo, o0 que pode favorecer ou ndo, caracteristicas importantes na sua
atividade antimicrobiana a depender do lugar da producéo (Campos et al., 2003).

O mel produzido pelas abelhas € um alimento praticamente ndo alérgico e altamente
digerivel pelo corpo humano. E rico em nutrientes, servindo como uma excelente fonte de energia,
com cerca de 80-85% de seu contetido sendo carboidratos de alta energia. Os agucares presentes
no mel sdo facilmente digeriveis, similar aos agucares encontrados em muitas frutas. O mel é
composto por mais de 22 tipos de agucares, sendo que a frutose e a glicose séo os principais. Em
particular, no mel obtido a partir do néctar das flores, a quantidade de frutose deve ser maior do
que a de glicose (El Sohaimy; Masry; Shehata, 2015).

No mel contém aproximadamente 200 substancias distintas em sua composic¢do, além dos
aclcares e agua, também existem outros elementos como proteinas (enzimas), acidos organicos,
vitaminas, minerais, pigmentos, compostos fendlicos e uma vasta gama de compostos volateis.
Além disso, ha também particulas solidas provenientes da coleta do néctar das flores. Dentre 0s
compostos fendlicos encontrados em diversos estudos estéo, o acido vanilico , &cido cafeico, acido
siringico, éacido ferulico, quercetina, kaempferol, galangina , acido 3-hidroxibenzobico,
acido clorogénico , acido 4-hidroxibenzdico, acido galico, acido benzoico e outros(Silva et al.,
2016).


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/vanillic-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/caffeic-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/syringic-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/syringic-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/ferulic-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/quercetin
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/galangin
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/chlorogenic-acid
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/gallic-acid
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Figura 2 - Estrutura quimica de alguns compostos fendlicos encontrados no mel.

o} C|H3 0
HO =z
OH HO

Acido fertlico

O OH

HO

Acido vanilico Acido cafeico
O.__OH

HO OH

OH
Acido gélico

Kaempferol

Quercetina

Fonte:https://pt.wikipedia.org/wiki/Acido_vaniIico/Acido_cafeico/Acido_ferUIico/Quercetina/KaempferoI/Acido_gé
ICO

De acordo com a legislagéo brasileira, mais especificamente a Instru¢cdo Normativa n® 11,
de 20 de outubro de 2000, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
demonstrado na tabela 1, os parametros estabelecidos para determinar as caracteristicas fisico-
quimicas do mel, sdo os acUcares redutores, umidade, sacarose aparente, sélidos insolGveis em
agua, minerais (cinzas), acidez, atividade diastasica, e hidroximetilfurfural (HMF), eles definem
o0s padrdes e niveis minimos de qualidade para o mel destinado ao consumo humano direto (Brasil,
2000).

Tabela 1 - Parametros aceitaveis para determinar a qualidade do mel.

Melato ou Mel de Melato e sua

Parametro Mel floral

mistura com mel floral

Acucares redutores
Umidade
Sacarose aparente
Solidos insollveis em &gua
Minerais (cinzas)
Acidez
Atividade diastasica

Hidroximetilfurfural

Minimo 65g/100g Minimo 60g/100g
Méximo 20g/100g
Maximo 6g/100g 15g/100g
Méximo 0,19/100g
Maéaximo 0,69/100g Maéaximo 1,29/100g
Maxima 50 mil equivalentes/kg
Minimo 8 escala de Gothe

Maximo de 60mg/kg

Fonte: Adaptado de Brasil (2000).
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Outros fatores como a relagédo entre frutose e glicose, bem como a relagdo entre glicose e
agua, desempenham papéis importantes na qualidade do mel e contribuam para uma melhor
compreensdo desse produto. A relacdo frutose/glicose é um indicativo da capacidade do mel de
cristalizar. Os solidos soltveis no mel referem-se a quantidade total de sélidos dissolvidos na fase
liguida do mel. Essa medida é uma indicacdo da concentracdo de substancias sollveis,
principalmente acUcares, presentes no mel de abelha e desempenham um papel importante na
determinacdo da qualidade e sabor do mel, além de influenciarem suas propriedades fisicas
(Fiorotti, 2021).

O nivel de umidade do mel € crucial para sua estabilidade, protegendo-o contra fermentacao
e granulacdo. Baixos niveis de umidade impedem a atividade microbioldgica, 0 que permite que o
mel seja preservado por longos periodos de tempo (El Sohaimy; Masry; Shehata, 2015).

O mel das abelhas sem ferréo, é utilizado como alimento e popularmente, com finalidades
medicinais, onde lhe sdo atribuidas propriedades terapéuticas e antioxidantes, € um alimento
apreciado por ser comprovadamente nutritivo, de sabor caracteristico e alto valor energético
(Borsato et al., 2013).

3.4 Principais atividades bioldgicas atribuidas ao mel

Por longos periodos, os méis de abelha tém sido empregados na medicina tradicional, tanto
de forma oral quanto topica, para combater diversas doencas. Eles demonstram propriedades
antimicrobianas, gastrointestinais fornecendo protecdo, e caracteristicas antioxidantes, além de
serem uma valiosa fonte de energia (Royo et al., 2022b). Com a extensédo da divulgacdo de estudos,
houve o aumento no interesse pelo uso medicinal do mel de abelha, abrangendo o tratamento de
enfermidades originadas pelo estresse oxidativo e suas propriedades que combatem a inflamagéo,
virus, fungos e células tumorais (Fauzi; Norazmi; Yaacob, 2011).

Tem sido sugerido que muitas das propriedades medicinais das plantas podem ser
transmitidas através do mel de abelha, de modo que este pode ser usado como um veiculo para
transportar as propriedades medicinais das plantas. A constituicdo do mel de abelha é diversificada,
sendo grandemente influenciada por sua fonte floral. Além disso, os elementos sazonais e do
ambiente também tém a capacidade de impactar tanto a composi¢do quanto os efeitos bioldgicos
do mel de abelha (Alvarez-Suarez et al., 2014).
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3.4.1 Atividade antioxidante

A acdo antioxidante, refere-se a capacidade e potencial desses produtos em diminuir as
reacOes oxidativas nos sistemas de alimentos e na saude humana. Os compostos antioxidantes
intrinsecos ao mel de abelha desempenham um papel significativo em sua capacidade antioxidante.
Além disso, os padrdes fenolicos dos méis de abelha e, consequentemente, a adi¢ao antioxidante,
variam conforme sua origem floral (Sousa et al., 2016). O mel ganhou reconhecimento devido a
sua abundancia de substancias antioxidantes, como acidos fendlicos, derivados de carotenodides,
acidos organicos, produtos da reacdo de Maillard, aminoacidos e proteinas. As propriedades
antioxidantes presentes em muitas variedades de mel demonstraram eficacia na diminuicdo da
probabilidade de ocorréncia de enfermidades cardiacas, cancer, comprometimento do sistema

imunoldgico, desenvolvimento de cataratas e diversos processos inflamatorios (Habib et al., 2014).

3.4.2 Atividade antinflamatoria

O mel é um alimento rico em flavonodides, antioxidantes naturais que sao caracterizados
pelas atividades anticancerigenas e pelas suas propriedades antinflamatorias. Desta forma, 0s
produtos naturais tem sido considerados como uma opcdo segura, disponivel e eficaz em
tratamentos de doencas inflamatorias (Silva et al., 2021). O potencial anti-inflamatério do mel pode
estar relacionado na estabilizacdo da membrana, no ensaio de inibi¢do da protease e na inibicéo da
desnaturacdo de proteinas (Ruiz-Ruiz et al., 2017).

Evidéncias recentes, sugerem que no mel existem compostos que podem acelerar a
regeneracdo tecidual e a cicatrizacdo de feridas, onde atua como imunomodulador, além das

propriedades tradicionais, sendo eficaz para o tratamento de feridas (Martinotti et al., 2019).

3.4.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana do mel, estd principalmente ligada aos agentes biocidas do
peroxido de hidrogénio. Este peroxido é gerado dentro do mel por meio da a¢do enzimética da
glicose oxidase, que provém das glandulas hipofaringeas das abelhas (Gregdrio et al., 2020).

Varios estudos relataram o efeito inibitério do mel de abelha contra 60 espécies bacterianas,

dentre elas: Gram-negativas, Gram-positivas, aerobias e anaerobias (El-Kased, 2016).



23

Apesar de relatada na literatura, essa atividade ainda permanece incerta em alguns aspectos,
como a identificacdo dos componentes bioativos e mecanismos de acdo, e as evidéncias
demonstram que ndo ha um componente especifico responsavel pela acdo antimicrobiana do mel
de abelha. Estudos demonstram que, seus diferentes compostos e caracteristicas parecem agir de
forma sinérgica, incluindo o pH baixo, a acdo osmética, a presenca de perdxido de hidrogénio,
componentes fendlicos (especificamente beneficios fendlicos e flavonoides), metilglioxal e
peptideos derivados das abelhas (Romario-Silva et al., 2022). Na figura 3, é possivel observar

alguns mecanismos de acdo do mel de abelha contra diferentes tipos de bactérias.

Figura 3 - Mecanismos de acdo dos méis contra as bactérias
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Fonte: Adaptado de Romario-Silva et al. (2022).

3.5 Resisténcia microbiana

As bactérias adotam estratégias especificas para neutralizar o efeito dos antibioticos,
adaptando-se aos diferentes mecanismos antibacterianos desses medicamentos. Isso inclui a
mutacdo do alvo do medicamento, a liberacdo de hidrolases e a expulsdo dos antibiéticos das
células por meio de bombas de efluxo, entre outros. Ela é sempre originada da alteracdo genética e
bioquimicamente expressa pela célula bacteriana, podendo ser transferida de uma para outra, de
forma cromossomica e extracromossomica, por plasmidios ou transposons. Essas bactérias
continuam a desenvolver constantemente novos mecanismos de resisténcia aos antibioticos, como
a producdo de proteinas protetoras contra alvos, alteragdes na morfologia celular, entre outros. Essa
diversificagdo de estratégias confere-lhes sistemas de defesa multiplos contra antibidticos,

resultando no surgimento de bactérias multirresistentes (MDR) e na limitacdo da eficacia dos
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medicamentos disponiveis em ambientes clinicos (Zhang; Cheng, 2022).

Figura 4 - Mecanismos de resisténcia das bactérias.

(pasmidal ou outro)

Fonte: Pinilla et al. (2012)

A descoberta dos antibidticos, foi uma grande conquista na medicina, e o0 auge da origem
de muitos destes foi na chamada “era de ouro”, que aconteceu de 1930 a 1960. Porém, o uso
excessivo e indiscriminado desses agentes tempos depois, disseminou a resisténcia bacteriana pelos
mais diversos mecanismos (Baran; Kwiatkowska; Potocki, 2023).

A abordagem para enfrentar as cepas de bactérias resistentes aos antibioticos e
quimioterapicos € desafiadora. Essa problematica, estd diretamente associada ao uso
indiscriminado dos agentes antimicrobianos, elevando o nimero de infec¢des causadas por micro-
organismos resistentes a maltiplas drogas, levando a falha na terapéutica (Silva et al., 2020).
Portanto, é crucial adotar medidas que contribuam para a diminuicao do risco de desenvolver essas
cepas, por autoridades responsaveis pela satde puablica. 1sso envolve a criacdo de condicGes
sanitarias planejadas e investimentos em pesquisas cientificas destinadas a identificar novos
antibioticos, quimioterapicos e vacinas mais eficazes no combate a bactérias multirresistentes e, de
maneira mais abrangente, aos agentes infecciosos (Santos et al., 2007). Atualmente, existe um
conjunto de intervencdes destinadas a promover o uso responsavel de antimicrobianos nos servicos
de saude, conhecido como Antimicrobial Stewardship (AMS), com o objetivo de diminuir a pressdo
seletiva para organismos multirresistentes (Anderson et al., 2017).

Além de todas essas medidas, diante da necessidade cada vez maior de combater infeccdes

causadas por micro-organismos resistentes aos antimicrobianos existentes, 0s estudiosos tém
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buscado opcOes terapéuticas de origem natural, com efeitos medicinais, a fim de aplicar essas

substancias como forma alternativa a terapéutica medicamentosa (Azevedo, 2019).

3.5.1 Staphylococcus aureus

Sdo bactérias gram-positivas, em forma de cocos, agrupadas em cachos, encontradas em
cerca de 20% a 40% das fossas nasais humanas, e também na garganta, trato gastrintestinal e pele.
Apesar de estar presente na microbiota normal humana, o Staphylococcus aureus também atua
como agente de diversas infec¢Bes superficiais, invasivas e toxicas (Lee et al., 2018). O
Staphylococcus aureus possui uma série de fatores de viruléncia, incluindo toxinas como as
enterotoxinas, exotoxinas pirogénicas, toxinas leucocidinas e toxina alfa-hemolisina, que podem
causar danos as células e tecidos hospedeiros (Ahmad-Mansour et al., 2021).

O Staphylococcus aureus emergiu como um dos agentes patogénicos mais preocupantes,
principalmente devido ao aumento da resisténcia observada contra antibidticos da classe f3-
lactamicos, o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e até mesmo contra a
vancomicina (VRSA). O aumento da presenca de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), juntamente com a gravidade das patologias causadas por essa bactéria em geral, resultou
no uso frequente de antibidticos especificos para combate-la, e esse cenario tem contribuido para

0 aumento das taxas de resisténcia (Hasan; Acharjee; Noor, 2016).

Figura 5 - (A) Col6nias de Staphylococcus aureus em placa com agar manitol salgado. (B)
Visualizacdo microscopica de Staphylococcus aureus pela coloracdo de Gram.

A
Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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3.5.2 Escherichia coli

A Escherichia coli, € uma bactéria gram-negativa, fermentadora de glicose e oxidase
negativa, caracterizada por sua forma bacilar (em formato de bastdo) e sua estrutura de parede
celular que inclui uma membrana externa lipopolissacaridica, porinas e diferentes tipos de fimbrias.
Faz parte da microbiota normal do trato gastrointestinal humano, mas também pode causar doengas
infecciosas intestinais, extra intestinais e até mesmo sistémicas (Jang et al., 2017). Algumas cepas
de E. coli adquiriram genes que conferem resisténcia a antibiéticos, o que pode dificultar o
tratamento de infecgcdo. Além disso, varias cepas possuem fatores de viruléncia, como toxinas, que
ajudam a desenvolver doengas e agravar seus efeitos (Amaretti et al., 2020). Os genes cruciais que
determinam essa resisténcia incluem aqueles que codificam enzimas como betalactamases de
espectro estendido (ESBL) e carbapenemases, que sdo capazes de inativar a maioria dos
antibidticos betalactamicos, e geralmente € acompanhado pela resisténcia a varias outras categorias
de antibioticos (Stapleton et al., 2017).

Figura 6 - (A) Col6nias de Escherichia coli em 4gar EMB. (B) Visualizagdo microscopica de
Escherichia coli pela coloragdo de Gram.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

3.5.3 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria em forma de bastonete que pertence ao grupo

dos gram-negativos, ndo fermentadora de glicose, aerébica e oxidase positiva. E conhecida por sua
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versatilidade em causar diversas infecc@es, incluindo trato respiratorio, trato urinario, pele, tecidos
moles e até corrente sanguinea. Sua capacidade de se adaptar a diferentes ambientes, juntamente
com sua resisténcia a diversos antibioticos, pode tornar o tratamento desses resistentes mais
desafiador (Thi; Wibowo; Rehm, 2020). Esta listada na lista prioritaria da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), de bactérias patogenas, onde pesquisas e o desenvolvimento de novos
antibioticos sdo urgentemente necessarios (Botelho; Grosso; Peixe, 2019).

Figura 7 - Coldnias de Pseudomonas aeruginosa em placa de 4gar CLED. (B) Antibiograma em
agar Mueller Hinton de Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

3.6 Técnicas de caracterizacdo

A caracterizacdo térmica, usando técnicas de analise termogravimétrica (TG) e analise
térmica diferencial (DTA), oferece a capacidade de monitorar a alteracdo na massa de uma amostra,
e também registrar sua variacdo de temperatura ao longo de reagdes induzidas por um programa de
aquecimento ou durante processos de transicdo de fase. Isso fornece informacGes especificas e
multifacetadas sobre as propriedades térmicas da amostra, incluindo fendmenos como
desidratacdo, mudancas de fase, degradacgéo e estabilidade térmica (Zhou et al., 2022).

A termogravimetria (TG) é uma das técnicas mais frequentemente empregadas para a
andalise térmica, utilizada para caracterizar materiais tanto inorganicos quanto organicos. A
termogravimetria derivada (DTG) é uma analise que possibilita a investigacdo das discrepancias
nos termogramas (Fuente et al., 2011).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em menos de trés décadas, se tornou
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um dos métodos analiticos mais utilizados, tanto em aplicacdes qualitativas como quantitativas.
Esse crescimento se justifica devido a sua notavel capacidade de analises quantitativas com alta
sensibilidade, bem como a habilidade de separacdo de substancias ndo volateis e resistentes a
instabilidade térmica. A CLAE pode ser descrita como uma técnica fisico-quimica de separacédo
dos constituintes de uma mistura, realizada atraves da distribui¢do entre duas fases. Enquanto uma
das fases permanece fixa (estacionaria), a outra fase se desloca através dela. Ao longo do processo
cromatografico, os componentes da mistura se distribuem entre essas duas fases, resultando em
migracdes diferenciais dos componentes (Migues et al., 2022).

O método de Fingerprint baseia-se principalmente na presenca ou auséncia de picos
cromatograficos entre amostras, mas ndo consegue distinguir quais sdo esses picos. Por ser uma
técnica simples, tem sido bastante utilizada para triagem de compostos bioativos (Xiao et al., 2022).

Os compostos fenolicos, desempenham um papel importante na atividade biologica do mel,
dentre eles:

Acido tanico, composto obtido através da hidrdlise do tanino, um polifenol sintetizado pelas
plantas, possui atividade antioxidante, pelas hidroxilas presentes na molécula, neutralizando a
atividade de radicais livres gerados no organismo (Mendes et al., 2019).

Acido benzoico, que é um &cido carboxilico aromatico, utilizado industrialmente como
analgesico, antisseptico, quimioterapico e também como conservante e intensificador de sabor
(\Valdez Sepulveda; Gonzalez-Morales; Benavides; Mendoza, 2015).

Quercetina, um flavondide com potente atividade antioxidante, ndo sintetizado pelo
organismo humano, usada para prevenir e tratar algumas doencas cronicas (Deepika; Maurya,
2022).

Rutina, flavondide encontrado em uma ampla diversidade de vegetais, possui muitas
propriedades terapéuticas, sendo utilizada para o tratamento da insuficiéncia venosa cronica
(Araujo et al., 2022).

Catequina, pertencente a uma subclasse de flavonoides, pode ser encontrada em algumas
folhas de chas verde e preto, e também em alguns sucos e outros graos e vegetais, com possiveis
efeitos benéficos a salde, dentre eles o antinflamatério e a reducédo da pressdo arterial (Costa et al.,
2021).

Acido cinamico, polifenol bioativo, encontrado em baixas concentracbes em fontes

vegetais, possui propriedades terapéuticas e também inseticidas.
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Acido gélico, um composto organico pertencente a classe dos &cidos fendlicos, encontrado
naturalmente em uma variedade de plantas. Suas propriedades antioxidantes fazem do acido galico
uma substancia de interesse em diversos campos, incluindo a medicina e a industria alimenticia.
Evidéncias sugerem propriedades antinflamatdrias, antimicrobianas, antivirais, antitumorais,
hipoglicémicas e hiperlipidémicas (Ahangarpour et al., 2022). Além disso, na industria alimenticia,
0 &cido galico é utilizado como conservante natural, ajudando a prolongar a vida util de certos
alimentos devido as suas propriedades antimicrobianas (Bajpai; Patil, 2008).

Vanilina, composto organico que possui um aroma distintamente doce e perfumado, sendo
responsavel pelo sabor e cheiro caracteristicos da baunilha. Esta presente em diversos compostos
bioativos, e existem evidéncias em estudos cientificos sobre suas atividades bioldgicas, como
anticancerigena, antidiabética, propriedades antioxidantes, antibacterianas e antidepressivas (Silva
et al., 2023).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Origem dos méis

As amostras foram adquiridas diretamente de meliponicultores, do municipio de S&o José
dos Cordeiros, localizado no semiarido paraibano.

O municipio de Sdo José dos Cordeiros encontra-se na regido central do estado da Paraiba,
fazendo parte da bacia hidrografica do Rio Paraiba, sub-bacia do Rio Taperoa. Esta cidade esta
situada na mesorregido Borborema e na microrregido Cariri Ocidental. A area total do municipio
de S&o José dos Cordeiros abrange 376,793 km2. A sede do municipio esta localizada nas
coordenadas geograficas 07° 23' 27' S e 36° 48' 28" O, a uma altitude de 545 metros, segundo o
IBGE (2014).

Figura 8 - Localizagdo do municipio de Sdo José dos Cordeiros.

Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A30_Jos%C3%A9_dos_Cordeiros

Foram analisadas 4 amostras de mel da abelha Apis mellifera, sendo 2 predominantemente
das floradas de marmeleiro e 2 de aroeira. A primeira coleta foi realizada ao final do periodo de
estiagem (margo de 2022), e a segunda durante o inicio do periodo chuvoso (junho de 2022),

conforme a tabela 2.
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Tabela 2 - Classificagdo das amostras dos méis pesquisados.

Amostra Apis mellifera Quantidade de Periodo de
(Flor predominante) amostras coleta

Mel A Marmeleiro 01 Margo/2022

Mel B Aroeira 01 Margo/2022

Mel C Marmeleiro 01 Junho/2022

Mel D Aroeira 01 Junho/2022

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

O processo para a colheita do mel foi a desoperculagéo, onde removeu-se a fina camada de
cera que as abelhas depositam sobre as células do favo de mel para sela-las. Essa camada é
conhecida como opérculo. Ao remover os opérculos, os apicultores tiveram acesso ao mel
armazenado dentro das células do favo e puderam proceder a extracdo do mel. Apos a
desoperculacdo, os favos foram colocados em centrifugas para extrair o mel por meio da forca
centrifuga, preservando a estrutura dos favos para que as abelhas pudessem reutiliz-los (Figura
9).



32

Figura 9 - (A) Processo de desoperculacdo do mel de abelha. (B) Processo de centrifugacédo do
mel de abelha. (C) Méis de abelha armazenados em tubos cénicos para analise em laboratorio.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.2  Determinacgéo de pH

Em balanca analitica, pesou-se 10 g de amostra de mel dilui-se e homogeneizou-se com 75
mL de agua e realizou-se a leitura no pHmetro, em triplicata, como descrito no Instituto Adolf Lutz
(2008).
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4.3 Viscosidade

A anélise reoldgica dos méis, foi realizada no viscosimetro Fungilab Viscolead One,

conforme manual do fabricante, e o spindle utilizado foi o0 R6, a 100, 60 e 50 rpm.

4.4  Determinagéo do grau de Brix e densidade

O grau Brix e a densidade dos méis foram determinados utilizando o densimetro Density
Meter DMA 35.

45 Teor de fendis totais

O teor de polifendis totais foi determinado pelo método descrito por Chaves et al (2016),
com adaptacdes, com R 2= 0,9913 determinado na curva padrdo do acido galico como padrio, nas
concentragBes de 3a 21 pg/mL, em baldes volumétricos de 10 mL, a partir de uma solugdo estoque
de 1mg/mL. Para o mel, foi preparada uma solugéo na concentragdo de 100 mg/mL, onde foi pesado
1g de mel e adicionado &gua destilada em baldo volumétrico de 100 mL. Foi adicionada 0,5 mL de
cada concentragdo preparada, em um tubo de ensaio contendo 0,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau, e ap6s 2 minutos foi adicionado 1 mL de solucéo de carbonato de sddio a 20% (p/v),
onde permaneceu em repouso durante 8 minutos ao abrigo da luz. A determinagdo do teor de fendis
totais foi realizada usando um Espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu UV-Mini 1240, com um
comprimento de onda de 757 nm (Figura 10). Os resultados foram expressos em miligramas de

acido galico/g de mel (mg GAE/g de mel). Toda a analise foi realizada em triplicata.
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Figura 10 - (A) Esquema para determinacéo dos fendis totais. (B) Tubos com as amostras em
diferentes concentragdes para leitura. (C) Espectrofotémetro UV-Vis Shimadzu UV-Mini 1240.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.6 Validacao do méetodo analitico

As figuras de mérito avaliadas foram: seletividade, linearidade, limite de detecc¢do, limite
de quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez. O processo de validacdo seguiu as diretrizes
estabelecidas pela RDC 166/2017 da ANVISA.

4.6.1 Linearidade

A linearidade do método foi analisada a partir da preparacdo da curva de calibracao feita
partindo da média das analises em triplicata de uma solucdo padrdo de &cido galico, nas
concentragBes de 3 pg/mL a 21 pg/mL, e também através do branco (solucdo de &gua destilada,

reagente de Folin Ciocauteau e carbonato de sodio). A equacgéo da reta foi obtida pelo método dos
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minimos quadrados e, a partir disso, calculou-se o coeficiente de correlacdo linear. Os dados de
cada nivel de concentracdo foram avaliados por meio da analise unilateral de variancia de dados
ANOVA.

4.6.2 Seletividade

A seletividade do método foi obtida a partir da analise comparativa entre as curvas de
linearidade das amostras analisadas que continham o analito de interesse contra as amostras do

branco, que continham os reagentes de Folin-Ciocalteau e carbonato de sodio.

4.6.3 Limite de deteccéo

O limite de detecc¢do foi calculado através do desvio padrdo do intercepto e em razdo da

inclinacdo da curva analitica. O célculo foi realizado utilizando a férmula descrita na Equacgéo 1.

LD =DP *33IC.

Onde: DP = desvio padrdo do intercepto; IC = inclinacdo da curva analitica.

4.6.4 Limite de quantificacdo

O limite de quantificagédo foi calculado a partir do desvio padrdo do intercepto e na

inclinacdo da curva analitica, como descrito na Equacao 2.

LQ=DP «101IC.

Onde: DP = desvio padrédo do intercepto; IC = inclinacdo da curva analitica.

4.6.5 Precisao

A precisdao do metodo desenvolvido foi analisada a partir dos testes de repetibilidade. A
precisdo do método analitico foi avaliada pela repetibilidade, através da leitura espectrofotométrica

de 6 solugdes contendo quercetina doseadas no mesmo dia, com concentragdes de 12 pg mL—1. A
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precisdo intermedidria (precisdo inter-dia) e inter-analista foram avaliadas atraves de medicdes
espectrofotométricas de 6 solucdes doseadas em dias diferentes por analistas diferentes. A precisdo

foi verificada em funcdo do desvio padréo relativo (DPR%).
4.6.6 Robustez

Para a robustez, amostras de acido galico foram analisadas com variagfes no comprimento
de onda (£ 2 nm) e variacdo no tempo de reacdo sob Abrigo de luz (+2 minutos protegida da luz).
A andlise foi realizada de modo que, para cada tempo (8 minutos e 10 minutos) 3 amostras foram
avaliadas (para a triplicata do modelo), de modo que cada uma das amostras foi submetida a analise
nos seguintes comprimentos de onda: 767A e 769 A. A concentra¢do de acido galico foi obtida
através da equacdo adquirida com a curva de calibracdo. Para avaliacdo da robustez do método,
foram avaliados os seguintes parametros: Desvio Padrdo e Desvio Padrdo Relativo entre as 12

analises realizadas.

4.7 Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi feita utilizando a técnica do DPPH conforme
Chaves e colaboradores (2016). Inicialmente, preparou-se solugdes etanolicas de DPPH 200 mM,
acido galico 20 pg/mL e das amostras de méis, na proporcdo de 1:4. O acido galico foi utilizado
como padrdo. Em seguida, transferiu-se 100 pL das solugdes de meis e acido galico para uma
microplaca de 96 pocos. Também foram transferidos 100 L de etanol para pogos como controle
negativo. Adicionou-se 100 pL da solugédo de DPPH a cada pogo, e as misturas repousaram por 30
minutos. Apos esse tempo, a absorbancia das solucdes foi medida em um leitor de microplacas

calibrado para o comprimento de onda de 495 nm (filtro verde).

4.8  Caracterizacao térmica

A caracterizacdo térmica dos diferentes tipos de méis de abelha, foi realizada conforme
Silva et al. (2013), com modificaces. As analises foram realizadas em um analisador térmico
simultaneo DTG-60 Shimadzu, em atmosfera inerte de nitrogénio com vazao de 100 mL/min, em
diferentes razdes de aquecimentos (5, 10, 20 e 40°C) com amostra de 5,0 + 0,1 mg, visando obter
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dados de termogravimetria e analise térmica diferencial (Figura 11).

Figura 11- (A) Pesagem do mel em balanga analitica. (B) Analisador térmico simultdéneo DTG-
60 Shimadzu.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.9  Fingerprint/Perfil cromatografico do mel

O método cromatogréfico realizado, foi desenvolvido e validado por (FERNANDES et al.,
2015). As amostras de mel foram submetidas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia usando
um cromatografo Shimadzu modelo LC 20 A Prominence com um detector UV-, acoplado ao
software LC Solution da Shimadzu (Figura 12), sendo pré-estabelecido o comprimento de onda de
254 nm e 366 nm. A fase movel consistiu em &gua acidificada (4cido ortofosforico 1%), pH
ajustado para 3,5 (fase A) e metanol (fase B) (70:30 v/v). O modelo de coluna cromatografica
Gemini C18 (Phenomenex) (250 x 4,60 mm x 5 um) foi utilizada durante as corridas
cromatograficas, a mesma foi mantida em uma temperatura de 30 °C com um volume de injecdo
de 20 pL. os pardmetros cromatograficos foram definidos de acordo com o comportamento da
amostra. As seguintes substancias foram utilizadas como compostos fendlicos de interesse a serem
detectados nas amostras de mel: &cido galico, acido tanico, acido benzoico, vanilina, quercetina,
rutina, catequina e acido cinamico (Chaves et al., 2016).

A separacao cromatografica foi realizada em fase movel com acido fosforico: agua 0,05%

como solvente A e metanol como solvente B a uma vazdo de 1 ml/min. O programa de gradiente
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foi o seguinte: 90-10% B (10 min), 70-30% B (3 min), 40-60% B (5 min), 60-40% B (3 min), 80-
20 % B (3 min) e 90-10% B (6 min). Os picos foram detectados em 254 nm e foram identificados

comparando o tempo de retencdo com acido galico padréo.

Figura 12 - Cromatografo Shimadzu modelo LC 20 A Prominence.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

410 Atividade antimicrobiana

4.10.1 Cepas bacterianas

Foram utilizadas cepas padrdo da American Type Culture Collection (ATCC), de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). Esses microrganismos estdo frequentemente relacionados a infecgdes

de feridas, queimaduras e doencas respiratdrias bacterianas.

4.10.2 Preparo do inéculo

O microrganismo testado foi inoculado em caldo Caldo Tryptic Soy (TSB) por 24h em
estufa bacteriologica a 37 °C, apds esse periodo, foi preparado o inoculo para o teste em
espectrofotdmetro na faixa de 580 nm, onde foi ajustado a 25% de transmitancia (1 x 108 UFC/mL),
realizando-se as corre¢fes com o Caldo Tryptic Soy (TSB). Apdés o ajuste, o inoculo foi diluido em
1:100, obtendo-se assim uma concentragdo de 1 x 108 UFC/mL, conforme representado na figura
13.
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Figura 13 — Esquema para o preparo do indculo das cepas bacterianas.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

4.10.3 Método de difusdo em agar

j" —

p g e

1x 1085 URC/ml

Dilulgdo 1:100

O ensaio de difusdo em &gar foi realizado conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 52

ed, em triplicata e representado na figura 14, onde inicialmente foi preparada uma camada base

com agar Mueller Hinton, fundido em placas de Petri medindo 90 x 15 mm. Apds a solidificacdo

do meio base, preparou-se 100 mL do agar superficie, e apds ser fundido e atingir uma temperatura

de 46 a 48 °C, foi adicionado 1 mL do in6culo ajustado, homogeneizado e distribuido

uniformemente nas placas contendo a base. Apos o endurecimento, foram colocados os cilindros

de aco inoxidavel, onde foi adicionado 100 pL do mel de abelha a ser testado. As placas foram

incubadas em estufa bacteriol6gica na temperatura de 37 °C, durante 24 horas e ap6s esse tempo,

realizou-se a medigdo do didmetro dos halos formados.

Figura 14 — Esquema para o ensaio de difusdo em agar.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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4.10.4 Concentragdo inibitoria minima e bactericida minima

O microrganismo testado foi inoculado em caldo Tryptic Soy (TSB) por 24h em estufa
bacterioldgicaa 37 °C, ap0s esse periodo, foi preparado o indculo para o teste em espectrofotdmetro
na faixa de 580 nm, onde foi ajustado a 25% de transmitancia (1 x 108 UFC/mL), realizando-se as
correcdes com o caldo Tryptic Soy (TSB). Ap6s o ajuste, o indculo foi diluido em 1:100, obtendo-
se assim uma concentragdo de 1 x 10® UFC/mL.

Para determinar a concentracdo inibitéria minima, em uma microplaca contendo 96 pogos
contendo 8 linhas nomeadas de A-H e 12 colunas numeradas de 1 a 12, colocou-se inicialmente
100 pL de agua destilada estéril em todos eles. Nos pocos Al e B1 foi adicionado 100 L de caldo
TSB, nos pogos C1 e D1 adicionou-se 100 pL das solugGes dos antimicrobianos. As amostras dos
méis A, B, C e D, foram aliquotadas nos pogos E1, F1, G1 e H1, respectivamente.

Diluicdes sucessivas foram realizadas e em seguida, foi adicionado 100 uL do inéculo
ajustado em todos os pocos, com excecdo da linha A. As microplacas foram incubadas em estufa
bacteriol6gica na temperatura de 37 °C, durante 24 horas. Ap0Gs esse periodo de incubacéo, foi
realizado o plaqueamento a partir dos pocos, em placas contendo &gar Mueller Hinton, e incubadas
a 37 °C, durante 24 horas, para a determinacdo da concentracdo bactericida minima, entdo foi
adicionado 20 uL de resarzurina preparada numa concentracao de 100 pg/mL em todos 0s pogos e
depois de 2 horas foi-se realizada a leitura da concentracdo inibitoria minima (Figura 15). O teste

foi realizado em triplicata, considerando os 3 microrganismos testados.

Figura 15 — Esquema para a determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM).
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. Determinacdo da CBM
/

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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No dia seguinte, apds 18 horas, as placas semeadas a partir dos pocos foram observadas, e
consideradas segundo a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano, determinando a

concentracdo bactericida minima (Eloff, 1998).

4.11 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste t de Student,
que foi utilizado para comparar os dados obtidos para diferentes amostras de mel. Os resultados
foram representados como média + desvio padrdo (DP) de trés medicdes paralelas. Os valores

médios foram considerados estatisticamente significativos para p < 0,05.



42

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Determinacéo de pH

Na Tabela 3, observamos que os valores de pH obtidos neste estudo, variaram entre 4,09 -
4,14, assemelhando-se com amostras analisadas por Gois et al. (2015), em diferentes municipios
do Estado da Paraiba, que encontrou valores entre 3,17 - 4,34. A variacdo do pH pode influenciar
na textura, estabilidade e vida Gtil dos méis (Bhalchandra et al.,2022). Em muitos estudos podemos
encontrar a analise do pH, embora ndo seja um parametro exigido na legislagcdo vigente. Dessa
forma, é possivel observar que esse parametro € muito influenciado pela regido geografica, fonte
floral e clima (Tesfaye et al.,2016), e a sazonalidade pode ter sido responsavel pela diferenca
significativa que ocorreu entre os méis de marmeleiro nas duas épocas coletadas. As amostras de
mel geralmente apresentam solugdes com alto teor de frutose e glicose e com baixo pH, em que,

contribui para inibi¢do do crescimento de muitas bactérias (Habib et al.,2014).

Tabela 3 - Determinacdo do pH dos méis.

Amostra M
Mel A (Marmeleiro, seco) 4,14 +0,02
Mel B (Aroeira, seco) 4,06 + 0,05
Mel C (Marmeleiro, chuvoso) 4,07 £ 0,03
Mel D (Aroeira, chuvoso) 4,10 + 0,02

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

5.2 Viscosidade

Alguns fatores interferem diretamente na viscosidade do mel, como a origem floral,
temperatura, teor de dgua, que em menor quantidade, favorece na maior densidade e viscosidade,
e a relacdo entre frutose e glicose, onde a maior concentracdo de frutose resulta em uma menor
viscosidade (Alves et al., 2005), esse parametro ndo é determinado na legislacdo vigente. Os
valores encontrados foram consideravelmente maiores em relagéo ao estudo de Sekine et al. (2019)

que ficaram entre 395 — 4115 cP.
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Gréafico 1 - Viscosidade determinada nos méis A-D.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Onde: Mel A - Marmeleiro, seco; Mel B - Aroeira, seco; Mel C - Marmeleiro, chuvoso; Mel D -

Aroeira, chuvoso.

5.3  Determinacéo do grau de Brix e densidade

O conteudo de sélidos soluveis, representando principalmente compostos de aculcar
encontrados nos méis estudados, variaram de 79,2 °Brix (Mel C) até 79,9 °Brix (Méis A e D),
conforme tabela 4. Estes valores corroboraram com os encontrados por Utzeri (2018), e
colaboradores, que foram entre 76,3 e 85,3°Brix.

De acordo com Chiqueti (2022), espera-se que o valor da densidade do mel, em temperatura

de 20 °C, varie de 1,38 a 1,45 g/cm3, assim como os resultados encontrados no presente estudo.
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Tabela 4 - Determinacédo do grau de Brix e densidade nas amostras analisadas.

Amostra 1B Densidade (g/cm3)
(média + DP) g
Mel A (Marmeleiro, seco) 79,9+£0,15 1,41 £ 0,003
Mel B (Aroeira, seco) 79,4 £0,25 1,41 + 0,001
Mel C (Marmeleiro, chuvoso) 79,2+ 0,28 1,40 + 0,002
Mel D (Aroeira, chuvoso) 79,9 £ 0,05 1,41 + 0,004

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

5.4 Teor de fendis totais

Pode-se observar que 0s maiores valores ocorreram para 0s méis predominantemente de
aroeira B e D, onde houve uma diferenca significativa (p < 0,05) entre os dois periodos, em que
foram coletados, sendo no periodo chuvoso 142,4 + 0,05 mgGAE 100 g !, e no periodo seco 114,5
+0,04 mgGAE 100 g ! . Enquanto que para os méis predominantemente de marmeleiro, os valores
foram de 105,1 + 0,04 mgGAE 100 g ! no periodo seco, e 74,3 + 0,03 mgGAE 100 g ~'. Valores
semelhantes foram encontrados por Gardoni et al. (2022), variando entre 107,2 e 178,5mg 100 g
1 e também por Royo et al. (2022) que encontrou valores que variaram de 40,70 + 0,03 mgGAE
100 g ' a 84,77 + 0,05 mgGAE 100 g ..

Os valores e as diferencas (p < 0,05) encontradas, podem ser explicadas pelo fato em que
0 metabolismo e a composicdo das plantas, sdo determinados pelas condigfes ambientais e
climaticas, influenciando diretamente no seu contetdo polifenélico e no néctar oferecido as
abelhas para a producdo do mel (Sousa et al., 2016), 0 que possivelmente implica na composicao

e presenca desses metabdlitos nos méis.
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Tabela 5 - VValores médios de trés analises da amostras A-D diferentes + desvios
padrdo. TFT = teor de fendis totais.

Amostra TFT
(mgGAE 100g )
Mel A (Marmeleiro, seco) 105,10 + 0,042
Mel B (Aroeira, seco) 114,50 + 0,04°
Mel C (Marmeleiro, chuvoso) 74,30 + 0,03¢
142,40 + 0,05¢

Mel D (Aroeira, chuvoso)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023. *Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, p<0,05)

55 Validacao do método de quantificacdo do Teor de Polifendis Totais

5.5.1 Seletividade

Comparando-se as linearidades das amostras contendo o composto fendlico de referéncia

(&cido galico) e das amostras do branco, foi possivel constatar uma boa seletividade do método,

conforme o grafico 2.

Grafico 2 - Comparacao entre as faixas de linearidade das amostras contendo analito de interesse
e amostras Branco.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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5.5.2 Linearidade

De acordo com os dados obtidos através do método de regressao para a média de 3
diferentes curvas de calibracdo, o0 método desenvolvido apresentou linearidade na faixa de 3 a 21
pg/mL (para a solucdo analisada na cubeta). O valor para o coeficiente de correlacdo linear obtido
foi de 0,9913, significando uma taxa de erro de 0,87% e que 99,13% dos eventos podem ser
explicados e previstos pela regressdo realizada (Grafico 3). A partir da analise dos dados pela
analise de variancia unilateral (ANOVA), foi possivel evidenciar a qualidade da regressédo
realizada. Onde ndo houve falha no ajuste do modelo, uma vez que, no nivel de 95% de confianca,

os valores de calculados de F foram menores que os valores criticos de F.

Gréfico 3 - Curva de calibracdo obtida a partir das anélises das amostras de Acido Galico
(concentragdes de 3 a 21 pg/m).

2,5 -
y}=0,0911x + 0,167
2 1 R?=0,9913
© ]
£ 15
«0 1
=
o A
Q0
< ]
0,5 1
0-l"'!""v"v'lvvvvvvvvv
0 5 10 15 20 25

Concentragdo (yg/mL)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

5.5.3 Limites de Quantificacdo e Deteccéo

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados baseando-se no desvio padréo do
residual da linha de regressao e sua relacdo com o coeficiente angular (inclinacéo da reta), dados
estes obtidos a partir de curva de calibracdo resultante da média de 3 outras curvas de calibracéo.
O método mostrou-se sensivel a variacdo de pequenas concentracdes, de modo que os limite de

deteccdo e quantificacdo corresponderam, respectivamente, a 0,3657 pug/mL e 1,1082 pg/mL.
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5.5.4 Precisao

As analises de precisdo intermediaria inter-turno, inter-dia e inter-analistas mostrou
resultado satisfatorio, de modo que os valores da meédia das 24 analises na concentragdo de 12
pg/mL, o desvio padrdo e o desvio padréo relativo foram, respectivamente, de 1,1781, 0,0576 e
4,8933%.

5.5.5 Robustez

Os resultados obtidos a partir das leituras em diferentes comprimentos de onda e com
variacdo de tempo das solucdes de &cido galico nas concentragdes de 12 pg/mL, mostraram,
respectivamente, valores de média, desvio padrédo e o desvio padréo relativo de 1,4428, 0,0267 e
1,8514%.

5.6 Atividade antioxidante

Com base nos dados de absorbancia, calculou-se os valores de IC50 para as amostras. Os
IC50 obtidos foram: 14,5404 mg/mL (mel A), 15,2454 mg/mL (mel B), 212,2887 mg/mL (mel C)
e 166,7899 mg/mL (mel D), tendo como referéncia 3,9999 pg/mL (acido galico).

Os resultados demonstraram o potencial antioxidante do mel de Apis mellifera para
aplicacOes terapéuticas e cosméticas. A amostra A apresentou a maior atividade antioxidante,
enquanto a C apresentou a menor. Ambas as amostras sdo do mel de marmeleiro, indicando que o
potencial antioxidante do mel, possivelmente varia de acordo com a época da coleta.

De acordo com Gregorio et al. (2020), a variacdo da atividade antioxidante pode estar
relacionada a cor das amostras, e também com a presenca de flavondides como quercetina,
flavonas, isoflavonas, antocianinas, catequinas e isocatequinas, e os fendlicos podem participar

juntamente com os flavondides na determinagdo dessa atividade.

5.7  Caracterizacgao térmica

Os eventos térmicos por técnicas de TG e DTA, estdo representados nas figuras 16 a 19, e

foram observados na razéo de aquecimento de 10°C min, conforme dispostos nas tabelas6a 9. O
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teor de &gua e de agUcares presentes nos méis podem sofrer perda e degradacdo em temperaturas
elevadas, os quais afetam o efeito bioldgico do produto. Esses parametros podem ser analisados

por técnicas termoanaliticas que verificam eventos de perda de massa em funcdo do aumento da
temperatura.
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Figura 16 - (a) TG do Mel A*; (b) DTA do Mel A*.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
*Mel A: Marmeleiro, seco.

b)

DTA (uV)

49

[ ——Mel A

T s, T v L) 4

v — v
50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temperatura ("C)



Figura 17 - (a) TG do Mel B*; (b) DTA do Mel B*.
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Figura 18 - (a) TG do Mel C*; (b) DTA do Mel C*.
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*Mel C: Marmeleiro, chuvoso.
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Figura 19 - (a) TG do Mel D*; (b) DTA do Mel D*.
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Tabela 6 - Eventos térmicos das curvas termogravimétricas do mel A (Marmeleiro, seco), na
razdo de aquecimento de 10 °C min?,

Mel A Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4 Evento 5

T inicial (°C) 103,91°C 212,10°C 246,19°C 329,69°C 422,22°C

T final (°C) 153,58°C 240,84°C 284,50°C 422,22°C 900°C
Perda de 17,59% 28,25% 24,96% 24,78% 4,42%
massa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Tabela 7 - Eventos térmicos das curvas termogravimétricas do mel B (Aroeira, seco), na razdo de
aguecimento de 10 °C min?.

Mel B Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4 Evento 5
T inicial (°C) 54,93°C 210,35°C 241,92°C 402,70°C 606,77°C
T final (°C) 107,53°C 233,08°C 278,33°C 606,77°C 900°C
Perda de 20,91% 28,99% 26,85% 16,04% 6,85%
massa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Tabela 8 - Eventos térmicos das curvas termogravimétricas do mel C (Marmeleiro, chuvoso), na
razdo de aquecimento de 10 °C min?.

Mel C Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4 Evento 5
T inicial (°C) 84,81°C 223,09°C 251,45°C 418,76°C 587,17°C
T final (°C) 145,89°C 240,35°C 282,56°C 587,17°C 900°C
Perda de 18,28% 30,16% 22,95% 28,24% 0,37%
massa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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Tabela 9 - Eventos térmicos das curvas termogravimétricas do mel D (Aroeira, chuvoso), na
razdo de aquecimento de 10 °C min?,

Mel D Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4 Evento 5

T inicial (°C) 107,05°C 208,64°C 219,50°C 249,48°C 325,88°C

T final (°C) 138,74°C 256,95°C 236,33°C 325,88°C 900°C
Perda de 15,79% 11,57/% 20,50% 46,54% 5,60%
massa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Ao confrontar os dados das figuras 16, 17, 18 e 19 com os dados das tabela 6, 7, 8 e 9,
respectivamente, é possivel observar que, nas curvas termogravimétricas, a degradacdo dos méis
ocorre em cinco etapas, a qual esta associada a uma possivel decomposicao de outros agucares
(mono-,di-,tri- e oligossacarideos), confirmada pelos picos endotérmicos nas curvas de DTA nas
figuras 16(b), 17(b), 18(b) e 19(b). Observa-se cinco eventos térmicos ocorridos nos quatros tipos
de méis, em que, as massas perdidas comecam em temperaturas distintas, sendo o Mel B o que
apresentou a temperatura mais baixa (54,93°C) de provavel perda de agua ou decomposicdo dos
acucares, seguido do Mel C (84,81°C), Mel A (103,91°C) e Mel D (107,05°C).

Dentre os eventos observados, pode-se inferir que o primeiro evento térmico pode ser
associado a provavel volatilizacdo de agua e de algum produto de degradacdo térmica da sacarose,
devido ao seu ponto de fusdo ocorrer em 185°C. O segundo e o terceiro evento térmico que ocorrem
em temperaturas maiores que 200°C, podem estar envolvidos na degradacdo de acUcares e
proteinas, em que estdo diretamente relacionadas com a condutividade elétrica do mel. As Gltimas
etapas indicam uma possivel decomposicéo de outros agtcares (mono-,di-,tri- e oligossacarideos),
devido as altas temperaturas de aquecimento, que facilitam a degradacdo de acUcares mais
compostos e também de algum composto inorganico, corroborando com os resultados encontrados
por Wanderley et al., 2015.

No mel D, observa-se um evento endotérmico significante, o qual apresentou em uma baixa
variacdo de temperatura (208,64-256,95°C) uma rapida perda de massa de 11,57%. Esse evento foi
comprovado na curva de DTA e observa-se uma instabilidade térmica evidenciada pela nédo
formacédo de um platd nas curvas termogravimétricas. Essa etapa pode estar relacionada a fusdo

dos agucares ou minerais presentes no mel em maior quantidade ou devido a época de coleta e
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condigdes climéticas. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2013).

5.8  Perfil cromatografico (Fingerprint) das amostras de mel

A abordagem qualitativa (perfil cromatografico) vem sendo empregada para estabelecer
parametros de autenticidade e qualidade de amostras de produtos naturais.

O método empregado foi desenvolvido e validado por Fernandes (2015) e colaboradores.
Apbs a obtencdo dos cromatogramas (fingerprint), foi avaliado o perfil cromatografico, nas
condic@es analiticas pré-definidas pelo método validado, dos seguintes padrdes: acido galico, acido
tanico, acido benzoico, vanilina, quercetina, rutina, catequina e acido cinamico, conforme podemos

observar na Figura 20.

Figura 20 - Cromatograma dos padroes.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

A figura 21 apresenta os perfis cromatograficos obtidos para as amostras dos méis: A, B, C
e D. Observa-se, ap6s uma inspecdo visual, variagdes nos diferentes cromatogramas, conforme a
época do ano.

A partir da avaliacdo dos perfis cromatograficos dos padrGes quimicos, sobrepostos as
amostras dos méis: A, B, C, e D, foi possivel observar a ocorréncia dos padrfes quimicos: acido

galico e vanilina, porém ndo foram detectados: acido tanico, acido benzoico, quercetina, rutina,
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catequina e cido cindmico (Figura 21).

Figura 21 - Cromatograma dos méis sobrepostos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
Onde: Mel A - Marmeleiro, seco; Mel B - Aroeira, seco; Mel C - Marmeleiro, chuvoso; Mel D - Aroeira, chuvoso.

A presenca dos padrbes quimicos, acido galico e vanilina, nas amostras analisadas, foi
confirmada, atraves da avaliacdo do parametro cromatografico tempo de retencdo. Cada amostra
foi fortificada com quantidades conhecidas do padrdo e em seguida foi obtido o perfil

cromatografico. (Figura 22).
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Figura 22 - Cromatograma dos méis fortificados com acido galico e vanilina.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Os resultados da analise estio em concordancia com os dados disponiveis de
Ramanauskiene et al. (2012), para diferentes tipos de mel lituano, e outros grupos de pesquisadores
que encontraram o acido galico, como um dos acidos dominantes no mel, determinado em amostras
de mel de diferentes origens geogréaficas. A vanilina também foi detectada em todas as amostras

testadas no estudo, corroborando com os resultados de Jiang et al. (2020).

59 Atividade antimicrobiana

A susceptibilidade dos microrganismos testados, foi demonstrada nas tabelas 10 e 11,
conforme as metodologias aplicadas, para concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo
bactericida minima (CBM), expressas em porcentagem e em mg/mL (tabelas 10 e 11), e difusdo

em agar, com o diametro dos halos determinados em milimetros, conforme tabela 13.
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Tabela 10 - Média dos resultados obtidos nos testes de susceptibilidade, pela concentracao
inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM).

CIM CBM
AMOSTRAS S. aureus E.coli  P.aeruginosa S.aureus E.coli P.aeruginosa
Mel A (%) 1458 +7,21 25+0,00 20,83+7,21  25+0,00 - -
Mel B (%) 1458 £7,21 250,00 16,66 +7,21  25+0,00 - 25 + 0,00
Mel C (%) 6,25+0,00 250,00 6,25+0,00  25+0,00 - 25 +0,00
Mel D (%) 12,50+ 0,00 25+0,00 12,50+ 0,00  25+0,00 - 25+0,00
Amicacina (ug/mL) 13,01+ 450 1,62+ 0,56 i 2%%‘;* 3,25+ 1,12
Cefazolina (ug/mL) 0,29 + 0,17 1,30 + 0,45

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
Mel A - Marmeleiro, seco; Mel B - Aroeira, seco; Mel C - Marmeleiro, chuvoso; Mel D - Aroeira, chuvoso. (-) CBM
ndo detectada nas concentracfes analisadas.

Os trés microrganismos testados, apresentaram sensibilidade ao mel de Apis mellifera. As
concentrag@es inibitérias minimas, variaram de 6,25% a 14,58% contra o Staphylococcus aureus,
e de 6,25% a 20,83% contra a Pseudomonas aeruginosa, enquanto que para a Escherichia coli, ndo
houve variacdo, com a concentracdo inibitéria minima de 25%, para o0s quatro méis testados.

O mel C (Marmeleiro, chuvoso), obteve a menor concentracédo inibitéria minima contra
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, com 6,25%, mesmo valor encontrado por
Anand et al. (2019), a partir do mel monofloral de Agastache cultivado na Australia

Outro pardmetro para determinar, qualitativamente, a atividade antimicrobiana dos méis,
de acordo com os valores obtidos no teste de microdiluicdo expressos em porcentagem, pode ser
observado conforme descrito por Gregério et al. (2020), onde considera-se a atividade
antimicrobiana forte (1,0% a 12,5%), moderada (12,5% a 50%) e fraca (>50%). Desta forma, pode-
se relacionar os resultados da concentracdo inibitéria minima observada, conforme demonstrado

na tabela 11.
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Tabela 11 - Resultado qualitativo, conforme parametros para determinacgdo da poténcia
antimicrobiana do mel, pela concentracdo inibitdria minima, expressas em porcentagem.
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

MICRORGANISMO MEL A MEL B MEL C MEL D
S. aureus Moderada Moderada Forte Moderada
E. coli Moderada Moderada Moderada Moderada
P. aeruginosa Moderada Moderada Forte Moderada

Fonte: Adaptado de Gregério et al. (2020).
Mel A - Marmeleiro, seco; Mel B - Aroeira, seco; Mel C - Marmeleiro, chuvoso; Mel D - Aroeira, chuvoso.

Esses resultados demonstraram uma atividade moderada a forte contra microrganismos
causadores de infeccBes da pele e doengas respiratorias (David; Daum, 2017).

Os valores de CIM/CBM obtidos para Staphylococcus aureus, foram compativeis com 0s
encontrados por Gregorio et al. (2020), de 12,5% e 25%, respectivamente, em mel de Apis mellifera
coletado na regido ocidental do Estado do Parana, enquanto que para a Escherichia coli, apenas a
CIM de 25% corroborou com o estudo, e ndo foi possivel detectar o valor da CBM nas
concentracOes analisadas.

Para os resultados de CIM/CBM expressos em mg/mL, observamos valores superiores aos
encontrados por (Hamadou et al., 2022), para todos os méis analisados, contra 0s microrganismos
estudados. Para o Staphylococcus aureus, obtivemos as concentracdes bacteriostaticas (CIM) e
bactericidas (CBM) para todos os méis. Apenas para a Escherichia coli (Mel A-D) e Pseudomonas
aeruginosa (Mel A), néo ficou determinada a concentracdo bactericida, dentro das concentragdes

de méis testadas.
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Tabela 12 - Resultados obtidos nos testes de susceptibilidade, pela concentracao inibitéria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM), equivalentes em mg/mL de mel.

CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
AMOSTRAS S.aureus E.coli P.aeruginosa S.aureus E. coli P. aeruginosa
Mel A 102,0 175,0 116,6 175,0  >175,0 >175,0
Mel B 43,7 175,0 87,5 175,0 >175,0 175,0
Mel C 43,7 175,0 116,6 175,0  >175,0 175,0
Mel D 87,5 175,0 87,5 175,0 >175,0 175,0

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
Mel A - Marmeleiro, seco; Mel B - Aroeira, seco; Mel C - Marmeleiro, chuvoso; Mel D - Aroeira, chuvoso.

Quanto aos resultados obtidos pelo método de difusdo em agar (tabela 13), nota-se que, as
duas variacbes de mel testadas, em duas épocas climaticas diferentes, apresentaram atividade
contra a bactéria Gram-positiva utilizada nos experimentos, ou seja, S. aureus. Neste caso, as zonas
de inibicdo do crescimento bacteriano foram observadas apos a aplicacdo dos méis puros. O
crescimento de S. aureus teve maior inibicdo pelos méis B (35 mm), C (35 mm) e D (34 mm), e
teve uma zona minima para o mel A (6 mm). Da mesma forma, os méis testados inibiram o
crescimento de bactérias Gram-negativas E. coli. As zonas de inibi¢do de crescimento para 0s meis
B (20 mm), C e D (18 mm) e A (6 mm). Enquanto que, para a Pseudomonas aeruginosa (6 mm),
obteve-se a menor zona de inibicdo para todos os méis testados, como demonstrado na tabela 10,
corroborando com os recentes estudos de Kunat-Budzynska (2023).

Neste estudo, observou-se que os resultados da atividade antimicrobiana obtidos a partir do
ensaio de difusdo em agar de alguns méis, ndo estdo em concordancia com os resultados da CIM.
Diferentes fatores podem estar relacionados a essa situacao, entre eles, a difusividade do mel no
agar (Pavan, 2017).
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Tabela 13 - Medidas obtidas do didmetro dos halos formados, no teste de difusdo em agar.
Diametro do halo (mm)

Amostras S. aureus E. coli P. aeruginosa
Mel A 6 6 6
Mel B 35 20 6
Mel C 35 18 6
Mel D 34 18 6
Amicacina (250 pg/mL) 13 21 15

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
Mel A - Marmeleiro, seco; Mel B - Aroeira, seco; Mel C - Marmeleiro, chuvoso; Mel D - Aroeira, chuvoso.

Dentre os quatro méis de Apis mellifera analisados, o0 mel C (Marmeleiro, chuvoso) obteve
a melhor atividade antimicrobiana demonstrada para Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, e resultado semelhante aos demais para Escherichia coli. Ao observar os resultados
obtidos na caracterizacdo fisico-quimica, percebe-se que o seu valor de pH diminuiu
significativamente em relacdo ao mesmo mel em época seca, este também é o menos viscoso, com
menor teor de fenais totais e é também o que teve a maior perda de massa na analise térmica.

De modo geral, € possivel afirmar que o mel de abelha do semiarido paraibano, possui
atividade antibacteriana, e que as condicdes climaticas, o solo e a vegetacdo, pode favorecer ou

n&o, caracteristicas importantes nessa atividade em fungéo da sua composicao.
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6 CONCLUSAO

- Os aspectos fisico-quimicos avaliados, estdo em consonancia com outros estudos, e 0s
valores encontrados demonstram alguns fatores que podem contribuir sinergicamente, para a
atividade bioldgica do mel, como a baixa acidez, o teor de agucar e a sua composicao fendlica.

- O mel A (época seca), apresentou maior capacidade antioxidante, enquanto que o mel C
(época chuvosa), ambos predominantemente de marmeleiro, a menor, dentre 0s quatro méis
estudados, o que possivelmente se deve a influéncia da sazonalidade nas caracteristicas do mel;

- Na analise de polifendis totais, notou-se variacdo estatistica para os dois tipos de méis,
nas diferentes épocas coletadas, onde, o mel de aroeira, apresentou maior teor total de polifendis,
em ambas as epocas de coleta, em comparacdo ao mel de marmeleiro, o que se deve, possivelmente,
a influéncia climatica e diferenca de vegetacdo na composi¢cdo do mel.

- Os dois tipos de méis testados, sendo um predominantemente de marmeleiro e o outro,
predominantemente de aroeira, em duas épocas climaticas distintas (seca e chuvosa),
demonstraram atividade antimicrobiana contra cepas bacterianas Gram-positivas (Staphylococcus
aureus), e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa).

- O mel C (Marmeleiro, chuvoso) obteve a melhor atividade antibacteriana, demonstrando
eficacia contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, potenciais patdgenos em
infeccOes respiratoria e de feridas.

- Foram observadas atividades bioldgicas (in vitro) importantes, em todas as amostras de
mel de abelhas Apis mellifera, produzidos no semiérido paraibano, por apicultores vinculados a
Associacdes e Cooperativas apiculas do Estado.

- Os méis do semiarido paraibano estudados, demonstraram potencial antibacteriano, e com
estudos mais aprofundados, podem ser considerados como opcdo de ingrediente ativo

farmacéutico, no tratamento de infec¢Oes bacterianas.
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