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RESUMO

UMADA, Murilo K. Potencial antimicrobiano correlacionado as caracteristicas fisico-
quimicas de amostras do mel de Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera:
Apidae) produzido no Estado do Parana. 2014. 88 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Engenharia Ambiental) — Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Campo Mouréo, 2014.

O mel de abelhas é um produto biolégico com a matriz quimica complexa e que possui
propriedades antibacterianas, tendo sua composicao variando em funcdo da origem botéanica,
da espécie da abelha produtora e das condigdes climéticas da regido onde foi produzido. As
bactérias tem desenvolvido resisténcia a diferentes antibidticos, estimulando pesquisas com o
mel. Contudo estudos sobre as propriedades antimicrobianas de amostras do mel no Brasil
ainda sdo escassas. Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do mel
de Tetragonisca angustula, através da caracterizagdo dos parametros fisico-quimicos e da
quantificacdo do teor de peroxido de hidrogénio e verificando a correlacdo destes sobre a
atividade antimicrobiana. Para tanto foram avaliadas dez amostras de mel de T. angustula do
Estado do Parana contra a bactéria Staphylococcus aureus. Os halos de inibicdo em diferentes
periodos foram comparados com valor da zona de inibi¢do de antibidtico padrdo. Pelo teste de
Shapiro-Wilk apenas uma amostra ndo apresentou normalidade do halo de inibicdo, sendo o
resultado das zonas de inibi¢cdo submetido & analise de varidncia ndo paramétrica Kruskall-
Wallis e teste a posteriori de Dunnett. Os resultados dos parametros fisico-quimicos foram
analisados pelo teste H e a posteriori de Dunnett. Foi empregado o coeficiente de correlagdo
Pearson para a verificacdo da relacdo dos parametros fisico-quimicos e do peroxido de
hidrogénio sobre a atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos mostraram atividade
antimicrobiana do mel de T. angustula e que esta atividade bioldgica ndo possui correlacdo
aos parametros analisados e do peréxido de hidrogénio, evidenciando que outros fatores
estejam envolvidos no potencial antimicrobiano. A bactéria S. aureus mostrou-se sensivel a
duas amostras de mel no periodo de seis horas e resisténcia apds nove horas de incubacéo.
Apos dezoito horas de incubacdo, apenas o antibiotico amoxicilina apresentou halo de
inibicdo. As amostras apresentaram a variagdo da umidade em fungdo dos diferentes locais
onde foram produzidos e a ndo conformidade em relacdo a legislacdo atual referente ao mel
de Apis mellifera.

Palavras-chave: Meliponineos. Qualidade do mel. Abelha nativa. Peréxido de hidrogénio.

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

UMADA, Murilo K. Antimicrobial potential correlated the physicochemical properties of
honey samples Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera: Apidae) produced
in Parané State. 2014. 88 p. Course Completion Assignment (Bachelor of Envorinmental
Engineer) — Federal University of Technology - Parana. Campo Mouréo, 2014.

The honey bee is a biological product with a complex chemical matrix and has antibacterial
properties, and its composition varies depending on the botanical origin, the species of bee
production and climatic conditions of the region where it was produced. Bacteria have
developed resistance to different antibiotics, stimulating research with honey. However
studies on the antimicrobial properties of honey samples in Brazil are still scarce. This study
aimed to evaluate the antimicrobial potential of honey Tetragonisca angustula, through the
characterization of the physicochemical parameters and the quantification of the levels of
hydrogen peroxide and checking the correlation of these on antimicrobial activity. For that ten
samples of honey T. angustula Parana State against the bacterium Staphylococcus aureus
were evaluated. The inhibition at different periods were compared with the value of the
standard antibiotic inhibition zone. The Shapiro - Wilk test only one sample showed no
inhibition zone of normality, with the result of the inhibition zones subjected to analysis of
variance nonparametric Kruskal - Wallis test and Dunnett's. The results of physicochemical
parameters were analyzed by H test and Dunnett's. The Pearson correlation to check the
relationship of physicochemical parameters and hydrogen peroxide on the antimicrobial
activity was employed. The results showed antimicrobial activity of honey T. angustula and
that this biological activity has no correlation to the parameters analyzed and hydrogen
peroxide, indicating that other factors are involved in antimicrobial potential. The S. aureus
was sensitive to two honey samples within six hours and strength after nine hours of
incubation. After eighteen hours of incubation, only the antibiotic amoxicillin showed
inhibition. Samples showed the humidity variation due to different locations where they were
produced and non-compliance with the current Brazilian legislation of honey from Apis
mellifera.

Keywords: Stingless bees. Honey quality. Brazilian native bee. Hydrogen peroxide.

Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

A sociedade tem buscado alternativas alimentares mais saudaveis, em funcdo disso
tém crescido o consumo por produtos organicos, dentre estes estdo os produtos decorrentes
das abelhas (ANDRADE-RODRIGUES et al., 2008). O mel é o produto biolégico elaborado
pelas abelhas a partir do néctar e transformadas por evaporacdo da agua e da adicdo de
enzimas (SODRE et al., 2007). Considerado um alimento de alta qualidade e de alto valor
nutritivo devido a sua composicdo fisico-quimica (ALMEIDA-FILHO et al., 2011; BAZONI,
2012), sendo também atribuidos propriedades antibacteriana do mel (WHITE; SUBERS,
1963; ALLEN; MOLAN e REID, 1991; CORTOPASSI-LAURINO; GELLY, 1991).

O mel é o produto das abelhas melifera mais facil de ser explorada, apresentando
maior possibilidade de comercializagdo (SILVA et al., 2006). Anacleto (2007) ressalta que a
criacdo de abelhas sdo atividades conservadoras das espécies, sendo das poucas atividades
agropecuarias que apresentam os requisitos da triplice da sustentabilidade (econémico, social
e ambiental), pois gera renda ao produtor rural, gerando ocupacdo a mdo de obra familiar do
campo evitando o éxodo rural e conservando o habitat para a criacdo das abelhas.Segundo
Chiari et al. (2002), a criacdo racional das abelhas sem ferrdo para exploracdo do mel é
econbmica e ecoldgica, devido ao baixo investimento e, ao mesmo tempo, possibilitando a
reproducdo de espécies vegetais através da polinizacdo. Conforme Souza (2008) o mel das
abelhas sem ferrdo é um produto diferenciado devido ao seu sabor, cor e aroma, obtendo
precos mais elevados quando comparado ao mel das abelhas do género Apis.

O Brasil possui um representativo potencial produtivo de mel, devido a sua
diversificada flora, extensao territorial e variabilidade climatica (OLIVEIRA; REGINATTO,
2004). Contudo a composicéo fisico-quimica e a qualidade do mel variam com relagcdo a
especie vegetal visitada, da abelha produtora e com menor influéncia condi¢bes de solo e
clima da regido. (RACOWNSKI et al., 2007). Proporcionando uma grande variagdo nas
caracteristicas fisico-quimicas e de qualidade no mel das abelhas brasileiras (OLIVEIRA;
REGINATTO 2004).

A regulamentacao do mel para fins de comercializacdo no Brasil € feito pela Instrucao
Normativa n® 11, de 20 de outubro de 2000, pelo Ministério de Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento (BRASIL, 2000). Porém esta regulamentagdo, baseada em legislacdes
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internacionais somente atende as caracteristicas do mel de Apis mellifera, ndo contemplando o
mel das abelhas nativas do pais (ANACLETO et al., 2009).

Mel de meliponineos, em geral, possuem percentuais de umidade acima dos valores
maximos sugeridos para o mel de Apis, desta forma os criadores de abelhas nativas com o
intuito de enquadra-los conforme o “Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do
Mel” utilizam do aquecimento como forma de desumidificar o mel, descaracterizando e
alterando caracteristicas fisico-quimicas, cuja interacdo destes é responsavel pela atividade
antimicrobiana. Desta forma estudos dos parametros fisico-quimicos e das propriedades
antimicrobianas do mel das abelhas nativas se tornam importantes com a finalidade de
contribuir para a elaboracdo de uma norma especifica para este produto bioldgico e seu uso

como antibiotico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antimicrobiano e caracterizar parametros fisico-quimicos do mel

de Tetragonisca angustula produzido no Estado do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a presenca e a variagdo da atividade antimicrobiana in vitro do mel de
Tetragonisca angustula frente a bactéria Gram-positiva: Staphylococcus aureus pelo método
de disco-difuséo;

Caracterizar parametros fisico-quimicos do mel de Tetragonisca angustula: Acidez,
Umidade, Hidroximetilfurfural (HMF) e Potencial Hidrogenidnico (pH);

Comparar valores dos parametros fisico-quimicos com as normas vigentes;

Quantificar o teor de peroxido de hidrogénio das amostras de mel de Tetragonisca
angustula por permanganimetria;

Investigar a correlacdo dos parametros fisico-quimicos analisados e do perdéxido de

hidrogénio sobre a atividade antimicrobiana do mel de Tetragonisca angustula.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ABELHA SEM FERRAO

O conhecimento pelos povos indigenas nas Américas sobre as abelhas sem ferrdo ou
abelhas nativas e a criacdo dessas abelhas, é muito antigo quando comparado, no continente
Sul Americano, com as atividades das abelhas Apis mellifera (VILLAS-BOAS, 2012). Até o
século XIX no Brasil, a Unica fonte de mel eram as abelhas sem ferrdo (Apidea: Meliponinae)
(SILVEIRA; MELO e ALMEIDA, 2002). O mel das abelhas nativas, utilizado na
alimentacdo, era tido como a principal fonte de acticar do homem, utilizando-o como adogante
natural (KERR et al., 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-BOAS, 2012). Conforme
Kerr et al. (2005), até 1838 as abelhas sem ferrdo foram as Unicas espécies produtores de mel
empregadas antes da introducdo da abelha Apis mellifera ou da exploracdo da cana para
fabricacdo de aguUcar.

A heranca indigena do conhecimento tradicional foi gradativamente assimilada pelas
sociedades pos-colonizacdo (VILLAS-BOAS, 2012). Esta diversidade de saberes e praticas
indigenas podem ser evidenciadas no atual manejo com as abelhas nativas pelos nomes
populares de muitas espécies como jatai (Tetragonisca angustula), urucu (Melipona
scutellaris), irapuéd (Trigona spinipes), jandaira (Melipona subnitida), manduri (Melipona
marginata) e tantas outras (VILLAS-BOAS, 2012). Entretanto 0os nomes populares muitas
vezes ndo indicam com precisdo a verdadeira identidade da abelha (NOGUEIRA-NETO,
1997).

De acordo com Ferreira (2012), a apicultura é entendida como a criacdo de abelhas
com ferrdo pertencente a superfamilia Apoidea do género Apis, origindria da Europa e da
Africa (Figura 1). Para designar manejo das abelhas nativas, o pesquisador Paulo Nogueira
Neto utilizou a palavra meliponicultura, que foi utilizada pela primeira vez em 1953
(GEHRKE, 2010). De acordo com Freitas (2003), a meliponicultura ¢ a atividade de criacdo
racional de abelhas sociais (meliponineos) que possuem o ferrdo atrofiado, impossibilitando o
seu uso defensivo. Devido a predilecdo do género melipona pelos criadores, o termo persiste
mesmo para a atividade onde espécies de outros géneros de abelhas nativas predominem
(GEHRKE, 2010). Apesar de existirem no Brasil cerca de 192 espécies de abelhas nativas ou
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abelhas indigenas sem ferrdo, pertencentes a diversos géneros (SILVEIRA; MELO e

ALMEIDA, 2002). A abelha Apis mellifera, espécie introduzida no periodo colonial para fins

de apicultura, ainda é a mais conhecida entre os brasileiros (SANTOS, 2002).

Finga 1 - Aspecto da abelha Apis mellifera.
Fonte: Florit (2014).

Os meliponineos sdo abelhas eusociais e que habitam regides tropicais e subtropicais
(NOGUEIRA-NETO, 1997). Sendo o Brasil um dos principais locais de ocorréncia dessas
abelhas (KERR et al., 1996). Ramalho (2004) ressalta que os meliponineos destacam-se pelo
habito alimentar generalista, constituindo os principais polinizadores da flora nativa. Kerr
(1996), afirma que de acordo com o ecossistema, as abelhas sem ferrdo sdo responsaveis por
40% a 90% da polinizagdo das espécies silvestres de ambientes tropicais.

Venturieri, Raiol e Pereira (2003), ressaltam que a criacdo racional das abelhas sem
ferrdo pode ser integrada aos plantios florestais, frutiferas e culturas de ciclo curto, podendo
contribuir, através da polinizacdo com o aumento da produgdo agricola, originando frutos

maiores e em maior quantidade e regeneracdo da vegetacdo nativa. Os mesmos autores
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destacam que a meliponicultura auxilia na geragéo de renda e emprego, contribuindo para a
melhoria da qualidade de vida do meliponicultor ou produtor familiar. Desta forma a
meliponicultura demonstra ser uma ferramenta no processo de re/construcdo de consciéncia
ambiental, pois alia a criacdo e perpetuacdo de abelhas nativas e 0 manejo de seus produtos,
com a conservacao do ambiente (KURIHARA; CARDOSO, 2007).

Dentre as abelhas nativas sem ferrdo com ampla distribuicdo geogréfica na regido
neotropical, estdo as abelhas Tetragonisca angustula (CAMARGO; PEDRO, 2007) (Figura
2). A Tetragonisca angustula, conhecida pelo nome vulgar jatai (NOGUEIRA-NETO, 1997),
é uma espécie da subfamilia Meliponinae inserida na tribo Trigonini (MOURE, 1961) que séo
encontrados desde a Argentina até o México (BAITALA, 2005), com ocorréncia nos Estados
do Amazonas, Amap4, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Mato
Grosso, Parg, Paraiba, Parana, Rio de Janeiro, Rondénia, Rio Grade do Sul, Santa Catarina e
Sdo Paulo (ROUBIK, 1983; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1984; NOGUEIRA-NETO,
1997; SILVEIRA; MELO e ALMEIDA, 2002; SOUZA et al., 2009), exceto na caatinga
brasileira e algumas regides da Amazénia (OLIVEIRA et al., 2004). Nogueira-Neto (1997)
ressalta que a abelha jatai ndo apresenta risco em eliminar espécies nativas quando
introduzida em igual nicho ecoldgico, pois a abelha jatai possui nicho ecoldgico peculiar

convivendo com meliponineos e abelhas de outros grupos, incluindo Apis mellifera.
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Figura 2 — Aspecto da abelha sem ferr&o T. angustula sobre tubo do ninho.
Fonte: Florit (2014).

Malagodi-Braga e Kleinert (2004) destacam que a espécie Tetragonisca angustula é
amplamente utilizada na meliponicultura, devido o seu comportamento ndo agressivo. Além
de nidificar em cavidades de troncos vivos ou mortos, em fissuras de paredes, no chdo e em
tubulacdes, adaptando-se as diferentes condi¢des de nidificacbes, ocorrendo também em areas
antropica (CASTANHEIRA, 1995; NOGUEIRA-NETO, 1997; FREITAS; SOARES, 2004).
A arquitetura do ninho de jatai possui caracteristicas peculiares, caracterizada por um tubo de
cerume marrom-amarelado com a extremidade com bordas mais estreitas de cera mais clara
(FREITAS e SOARES, 2004) (Figura 3). A entrada do ninho para a maioria dos meliponineos
é guardada por abelhas que defendem a colmeia contra ataque ou invasao de abelhas de outras
colmeias e formigas (Figura 4). Zeil e Wittmann (1989), estudando o comportamento de voo
das abelhas-guardas de T. angustula verificaram que estas mantinham sua posicao por até 70
minutos frente a colmeia.



24

-

| s .

Figura 3 - Aspecto do tubo de cerume e abelhas de T. angustula.
Fonte: Florit (2014).

Nogueira-Neto (1997) ressalta qualidades da abelha jatai como rusticidade e habitos
higiénicos, dispensando a pasteurizacdo do mel. Através de andlise polinica de amostras do
mel de colénias mantidas no campus da USP, Imperatriz-Fonseca et al. (1984), concluiram
gue as abelhas de T. angustula visitaram 180 espécies vegetais pertencentes a 45 familias
distintas para coleta de alimento. Ramalho et al. (1994) notaram que as abelhas campeiras de
jatai mostraram alta fidelidade (97%) a um mesmo tipo de floral, ndo misturando pélen de
diferentes fontes florais sendo eficiente para fins de polinizacdo. Os mesmos autores relatam
uma maior capacidade em transportar cargas de poélen do que espécie de outros meliponineos
(Melipina quadrifasciata e Melipona scutellaris) em relagdo ao peso do seu préprio corpo. De
acordo com Malagodi-Braga e Kleinert (2004), a abelha jatai mostrou-se eficiente na
polinizacdo de cultura de morango em estufas, encontrando diferenca significativa entre as
flores polinizadas que produziram frutos mais pesados, em maior quantidade e com o

desenvolvimento perfeito em relacdo as flores ndo polinizadas.
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De acordo com Freitas e Soares (2004), dentre os trigonineos, a jatai produz mel com
0 sabor mais apreciado e peculiar. Segundo Bertoldi (2008), nos Gltimos anos tem aumentado
significativamente o consumo de mel no mundo, em decorréncia da mudanca dos héabitos
alimentares em consumir produtos naturais. Mendes et al. (2009) afirmam que o mel de
abelhas nativas € um produto que tem apresentado uma demanda crescente de mercado,
qguando comercializados obtendo precos mais altos em relagcdo ao mel de A. mellifera, devido

ao seu sabor e propriedades terapéuticas a ele atribuidas.

Figura 4 — Aspecto das abelhas-guardas de T. angustula no tubo de cerume.
Fonte: Florit (2014).

3.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DO MEL

O mel é o produto bioldgico com matriz quimicamente complexa produzido pelas
abelhas a partir do néctar das flores, das secrecfes de partes vivas das plantas ou, ainda, das

excreces em forma de liquidos acucarados de homopteros (BRASIL, 2000; CAMPOS et al.,
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2003). Sendo um alimento altamente nutritivo devido a sua composicdo quimica (BAZONI,
2012).

De acordo com a Instrucdo Normativa n°11 (BRASIL, 2000), o mel é uma solugédo
concentrada de agUcares e contém, ainda, uma mistura complexa de outros hidratos de
carbonos, enzimas, aminoacidos &cidos organicos, minerais, substancias aromaticas,
pigmentos e grdos de polen, podendo conter cera de abelhas procedente do processo de
extracdo. A presenca e a quantidade das substancias presentes no mel definem suas
caracteristicas fisico-quimicas (BATISTA DE SOUSA, 2011). O percentual dessas
substancias presentes no mel podem variar a depender da abelha produtora, origem da
matéria-prima, da regido geogréafica, do clima, estado fisiologico da colbnia, o estagio de
maturacdo do mel, manejo das colénias e o armazenamento (WHITE, 1978; CRANE, 1987,
ANKLAM, 1998; SODRE, 2000).

A formacdo do mel ocorre em duas modificagcBes principais no néctar (PAULINO;
MARUCCI, 2009). De acordo com Garcia-Cruz et al. (1999), a elabora¢do do mel inicia-se
logo apds a colheita do néctar e do orvalho doce na vesicula melifera das abelhas operarias
forrageadoras. Nesta etapa enzimas das glandulas hipofaringeas das abelhas sdo adicionadas
ao néctar durante a coleta (BAZONI, 2012).

Na colmeia, as abelhas campeiras regurgitam o néctar coletado transferindo-o para as
operarias que recebem o material bruto e o processam (GARCIA-CRUZ et al., 1999;
BAZONI, 2012). Nesta etapa fisica, ocorre a desidratacdo do néctar na absor¢do no papo da
abelha (PAULINO; MARUCCI, 2009). Garcia-Cruz et al. (1999) ressalta que a desidratacdo
feita sobre a lingua da abelha operéaria diminui o contetdo de agua em 40% a 50% do peso
inicial do néctar. Entdo o néctar é colocado em alvéolos para a desidratacdo adicional atraves
da ventilacdo reduzindo o teor de dgua (BAZONI, 2012). Quando a atividade enzimatica e a
desidratacdo da agua estdo completas, os alvéolos séo fechados com uma pelicula de cera e 0
mel € deixado para maturar (GARCIA-CRUZ et al., 1999; BAZONI, 2012).

O mel apos o processo de maturacdo apresenta em sua composicao basica 70% de
acucares, em maior proporcdo os glicidios, frutose e glicose sendo as substancias mais
significativas no mel em proporgdes quase iguais (KERR, 1996). A agua é o segundo
componente em maior quantidade presente no mel (BATISTA DE SOUSA, 2011). Outras
substancias também sdo descritas no mel, como sais minerais (potassio, sodio, célcio,
magnésio, zinco, manganés, cobre) (BERTOLDI et al., 2007); &cidos (acético, benzéico,

butirico, citrico, fenilacético, férmico, gluconico, isovalérico, lactico, maléico, malico,
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oxalico, piroglutdmico, succinico e valérico) (CRANE, 1983; MARCHINI; SODRE e
MORET]I, 2004); vitaminas (tiamina, riboflavina, acido nicotinico, vitamina K, acido folico,
biotina, piridoxina) (BAZONI, 2012); substancias aromaticas, pigmentos, cera e grdos de
polen (ANANIAS, 2010), enzimas (o-glicosidases; a- ¢ B-amilases; glicose-oxidase; catalase
e fosfatase 4cida) (GARCIA-CRUZ et al., 1999; BAZONI, 2012); flavonoides e outras
substancias biologicamente ativas (HOOPER, 1981), e uma extensa variedade de compostos
organicos que contribuem para sua cor, odor e sabor (VILHENA; ALMEIDA-MURADIAN,
1999).

O Brasil apresenta grande diversidade, devido a ampla extensdo territorial e
variabilidade climatica além de apresenta uma grande variedade de espécies de abelhas
(PIANARO, 2007). White (1978) ressalta que a composicdo do mel depende basicamente da
composicdo do néctar da origem da flora visitada e da espécie de abelha que o produz
conferindo-lhes caracteristicas especificas. Outros fatores como as condic¢Ges climéticas e do
solo da regido de onde o mel é produzido, podem alterar com menor influéncia as
caracteristicas fisico-quimicas do mel (KOMATSU, MARCHINI e MORETI, 2002; SODRE
et al., 2003). Desta forma caracteristicas que tornam o Brasil um pais interessante para
producdo de mel também proporcionam uma grande variacdo nas caracteristicas fisico-
quimicas e de qualidade (OLIVEIRA; REGINATTO 2004).

Almeida-Anacleto  (2007) afirma que as caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e polinicas do mel produzido pelas abelhas nativas do Brasil sdo pouco
conhecidas. Este fato é devido a elevada diversidade da flora apicola principalmente nas
regides tropicais, associadas as elevadas taxas de umidade e temperatura atrelada a baixa
producéo que é inerente a estas espécies (SODRE, 2000; ALMEIDA-ANACLETO, 2007).

A regulamentacdo do mel no Brasil para fins de comercializacao é feito pela Instrucéo
Normativa n°® 11, de 20 de outubro de 2000, como referéncias as normas do Codex
Alimentarius Comission (CAC, 1990) e da Resolu¢cdo GMC n° 89/99 (MERCOSUL, 1999),
entretanto a legislacdo brasileira somente atende as caracteristicas do mel de Apis mellifera,
ndo contemplando o mel das abelhas nativas do pais (ALMEIDA-ANACLETO et al., 2009).

Trabalhos de analises fisico-quimicas do mel sdo realizados com o objetivo de
comparar os resultados obtidos com padrdes estabelecidos para o mel de Apis mellifera pelas
agéncias reguladoras nacionais ou internacionais, para a verificacdo da qualidade do mel
produzido internamente, assim como para a fiscalizacdo com relagdo a adulteragcdes que
podem ocorrer (CARVALHO et al., 2005).
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A legislacdo brasileira recomenda a anélise de nove caracteres (BRASIL, 2000).
Carvalho et al. (2005), destaca que outros critérios podem ser utilizados no sentido de
fornecer informacdes que possam colaborar no conhecimento deste produto. Os parametros

fisico-quimicos estudados no presente trabalho seréo:

3.2.1 Acidez

A acidez do mel deve-se a diversos fatores como a variacdo dos acidos organicos
causadas pelas diversas fontes de néctar, a atividade enzimatica da glicose-oxidase que
origina o acido glucénico (MENDES et al., 2009). O &cido glucdnico € o acido que apresenta
maior porcentagem sobre outros &cidos. Este acido € resultado da acéo enzimética da glicose-
oxidase sobre a glicose originando o acido glucdnico estando em equilibro com a glicolactona
(CRANE, 1983; WHITE, 1978).

A acidez livre é um parametro importante na qualidade do mel, uma vez que contribui
para o sabor caracteristico deste alimento (CRANE, 1987). Os acidos do mel dissolvidos em
solucdo aquosa produzem ions de hidrogénio, promovendo a sua acidez ativa, sendo possivel
indicar as condi¢fes de armazenamento e o processo de fermentacdo (MARCHINI et al.,
2004). Os &cidos do mel que contribuem para a sua resisténcia a danos causados por micro-
organismos (RACOWSKI et al., 2007; ALMEIDA-ANACLETO, 2007).

3.2.2 Hidroximetilfurfural (HMF)

O hidroximetilfurfural (HMF) é um derivado quimico dos agucares. E o resultado da
hidrolise acida de agucares simples (glicose e frutose) na presenca de acido gluconico e dos
acidos do mel (ANANIAS, 2010).

A presenca do HMF é utilizado como indicador de qualidade (CARVALHO et al.,
2005). Salinas; Esoinosa-Mansilla e Berzas-Nevado (1991) ressaltam que este composto além

de um indicador de superaquecimento, pode indicar a idade do mel, adi¢do acucar invertido.
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3.2.3 Potencial hidrogenibnico (pH)

O pH determinado no mel refere-se aos ions hidrogénio presentes na solucéo (VIDAL;
FRIGOSSI, 1984). A variagdo do pH pode ser influenciada pelo pH do néctar, solo ou
associacOes de vegetais para a composi¢cdo do mel (CRANE, 1987). De acordo com Almeida-
Anacleto (2007), o pH do mel pode variar pela concentracdo de diferentes acidos, minerais
(célcio, potéssio e sodio) e outros constituintes das cinzas. Souza (2008), ressalta que o pH €
considerado um importante fator antimicrobiano, promovendo estabilidade ao produto frente
ao desenvolvimento de micro-organismos.

A analise do parametro pH pela atual legislacdo brasileira de controle de qualidade do
mel ndo é obrigatorio, entretanto possui grande importancia no auxilio desta analise por
influenciar na velocidade de formagdo do hidroximetilfurfural (SILVA; QUEIROZ e
FIGUEIREDO, 2004; MENDES et al., 2009).

3.2.4 Umidade

A umidade é o segundo componente de maior porcentagem presente no mel
(PERALTA, 2010). O conteudo de &gua tem influéncia direta na viscosidade, cor, peso
especifico, maturidade, cristalizacdo, conservacao e palatabilidade (CRANE, 1983; WHITE,
1978; ESTUPINAN et al., 1998).

Conforme Mendes et al. (2009), a diferenca da umidade entre meliponineos e Apis
mellifera pode ser devido ao manejo da abelha em opercular o mel, visto que, de maneira
geral a abelha Apis opercula 0 mel quando este apresenta umidade em torno de 17% a 18% de
umidade, diferenciando-se da abelha nativa, a qual opercula o potes de mel com umidade
variando em torno de 24%.

Micro-organismos osmofilicos presentes nos corpos das abelhas, no néctar, no solo e
nas areas de extracdo e armazenamento do mel (WHITE, 1978) quando presentes no mel
multiplicam-se com o0 aumento da umidade, favorecendo o processo de fermentacdo
(CARVALHO et al., 2005).
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3.3 PROPRIEDADE ANTIMICROBIANA DO MEL

De acordo com Bazoni (2012), as propriedades antibacterianas do mel foram
reconhecidas in vivo por Aristoteles (350 a.C.). Conforme Dustmann (1979) o efeito
bactericida foi reconhecida por Van Ketel em 1892. A primeira mencdo a presenga de
antibidticos em mel de meliponineos foi realizada por Gonnet, Lavie e Nogueira-Neto em
1964 (NOGUEIRA-NETO, 1997). Molan (2001); Améndola (2003) relatam que o mel tem
sido usado como antimicrobiano antes mesmo da descoberta que as bactérias fossem
responsaveis por infecgdes.

White; Subers e Schepartz (1963); Vargas (2006); Bazoni (2012) ressaltam, que as
mesmas propriedades desenvolvidas pelas abelhas sociais para preservacdo do mel contra
micro-organismos funcionam na aplicacdo medicinal como antibidtico. lurlina et al. (2009)
destaca que a atividade individual e sinergia das caracteristicas fisico-quimicas desempenha
um papel no carater antimicrobiano. Para White (1979); Hooper (1981); Molan (1992) e
Wahdan (1998), os responsaveis pela habilidade antimicrobiana sdo os fatores fisicos, alta
pressdo osmotica e acidez, e os fatores quimicos como a presenca de substancias inibidoras,
como o perdxido de hidrogénio. Posteriormente foram descobertas substancias volateis,
fatores antimicrobianos ndo perdxidos, incluindo acidos fendlicos e flavondides como agentes
antimicrobianos (WESTON, 2000).

Diversos trabalhos confirmaram um amplo espectro de acdo antimicrobiana do mel
capaz de inibir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (WHITE; SUBERS;
SCHEPARTZ, 1963; DUSTMANN, 1979; ALLEN, MOLAN; REID, 1991; CORTOPASSI-
LAURINO; GELLI, 1991; MOLAN, 1992). Molan (1992) observou que o mel mostrou-se
eficaz contra bactérias resistentes a antibiéticos como Staphylococcus aureus, resistente a
meticilina (MRSA), e Pseudomonas auruginosa multirresistente, principais agentes
infecciosos de feridas e queimaduras respectivamente.

Vargas (2006) estudando 80 amostras de mel dos Campos Gerais do Estado do Parana,
observou atividade antimicrobiana frente Escherichia coli e mais expressivamente contra
Staphylococcus aureus. Miorin et al. (2003) compararam a atividade antimicrobiana frente a
S. aureus de amostras de mel de A. mellifera e de abelha sem ferrdo T. angustula
provenientes dos Estados de Minas Gerais e Parana, ndo encontrando diferenga significativa
entre o mel produzido por essas espécies; Peralta (2010) estudando mel das mesmas espécies
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do Estado da Bahia observou para a amostragem analisada uma maior atividade
antimicrobiana do mel de A. mellifera em comparagdo ao mel de abelha sem ferrdo. Gonnet;
Lavie e Nogueira-Neto (1964); Cortopassi-Laurino e Gelli (1991); Martins et al. (1997),
estudaram o potencial antibacteriano do mel de abelhas africanizadas e de abelhas sem ferrdo
brasileiras, observaram que a atividade meédia antibacteriana das amostras de A. mellifera foi
claramente inferior aos resultados obtidos aos das abelhas nativas. Ainda no estudo de
Martins et al. (1997), os autores observaram que as amostras de mel das abelhas da tribo
Trigonini foram agentes antimicrobianos superiores ao da tribo Meliponini.

White; Subers e Schepartz (1963) afirmam que perdxido de hidrogénio é a principal
substancia responsavel pela atividade antibacteriana do mel. Weston (2000) destaca que a
quantidade de peroxido de hidrogénio depende tanto dos niveis de glicose-oxidase, quanto de
catalase. A enzima catalase presente no mel se origina do pélen e do néctar da flor (MOLAN,
1992), e sua quantidade depende da origem floral e da quantidade de polen coletado pelas
abelhas (WESTON, 2000). Castro (2004) ressalta que quando presente, a catalase é
inversamente proporcional a quantidade de peroxido de hidrogénio existente no mel.
Entretanto, Kleinert et al. (2009), afirma que mesmo quando a producdo de perdxido de
hidrogénio é inibida com a adicéo de catalase, ainda assim, o mel dos meliponineos mantém
atividade antibacteriana. Nogueira-Neto (1997) afirma que além da catalase, existe outros
fatores que podem contribuir para eliminar ou diminuir a quantidade de peroxido de
hidrogénio presente no mel, como gréos de polen. De acordo com White; Subers e Schepartz
(1963), o processamento e estocagem podem influir na queda do teor de perdéxido de
hidrogénio

Weston (2000) observou a acdo antibacteriana do perdxido de hidrogénio e dos
compostos fenodlicos no mel, concluindo que os flavondides eram derivados da propolis e
apresentaram baixa atividade antimicrobiana. Molan (2001), concluiu que 0s compostos
fendlicos (acido benzoico, cindmico e flavonoides), contribuiram de forma inferior se
comparado a atividade antimicrobiana do perdxido de hidrogénio no mel. De acordo com
Peralta (2010), a reacdo do peroxido de hidrogénio e o acido benzoico pode criar
peroxiacidos, estes mais estaveis que o perdxido de hidrogénio, ainda de acordo com o autor
referido, os peroxiacidos em pH &cido sdo agentes antimicrobiano mais eficientes que o
perdxido de hidrogénio escapando da destruicdo da catalase, devido a seletividade desta

enzima, especifica para o perdxido de hidrogénio.
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Nogueira-Neto (1997) considera que em muitos casos a acidez do mel de
meliponineos impede o crescimento de micro-organismos prejudiciais A enzima glicose
oxidase, que é adicionada pela glandula da abelha, transforma a glicose em acido gluconico e
perdxido de hidrogénio conferindo ao mel resisténcia ao ataque bacteriano (BAZONI, 2012).
A acidez do mel é predominantemente responsavel pelo &cido glucénico, que constitui
aproximadamente de 70% a 90% dos &cidos organicos presentes no mel (BATISTA DE
SOUSA, 2011).

A umidade do mel é um pardmetro que se relaciona com os fatores fisicos e quimicos
responsaveis pela atividade antimicrobiana do mel. Grossi (1998) ressalta que mel que possui
maior umidade confere viscosidade mais baixa. Conforme Nogueira-Neto (1997) mel com
menor viscosidade faz com que a atividade da enzima glicose oxidase seja mais intensa,
havendo maior producdo de &cido gluconico, ocasionando pH relativamente baixo e acidez
livre alta.

Conforme Nogueira-Neto (1997) outro fator antibacteriano a ser considerado é o pH.
Segundo Estupifian et al. (1998), o pH depende dos acidos ionizados do mel, assim como dos
elementos minerais e influencia na atividade enzimaética e entre outras propriedades. White;
Subers e Schepartz (1963) destacam que a atividade enzimatica da glicose-oxidase abaixa 0
pH do mel, paralisando a atividade da propria enzima cessando a producdo do peroxido de
hidrogénio De acordo com Crane (1983), o valor do pH estd relacionado com a
particularidade na composicao floristica dos locais de coleta, uma vez que o pH do mel pode
ser influenciado pelo pH do néctar.

Molan (2001); Al-Waili (2004), ressaltam que o mel de diferentes fontes florais,
processados e estocados de maneiras diferentes apresenta variagdo em sua atividade
antimicrobiana. Conforme Crane (1983); Camargo et al. (2006), o processo que esta
relacionado ao grau de envelhecimento do mel ou pelo processamento do mel que envolva
aumento de temperatura ¢ a formacdo do hidroximetilfurfural. Para Spano et al. (2006), o
HMF ¢ produto da degradacdo sendo sua concentracdo influenciada pelo baixo pH, acidez
total, minerais e origem botéanica, umidade, temperatura e stress fotoquimico.

Souza-Freitas et al. (2010) analisando a influéncia do tratamento térmico no mel de
Melipona subnitida, constataram o decréscimo dos parametros acidez total e umidade e
aumento do pH e acucares redutores, alterando o valor nutricional do mel e indicando a perda
de algumas enzimas. Gonnet; Lavie (1960) constataram que mel de A. mellifera aquecidos a
temperatura de 80°C durante 30 minutos ainda apresentavam valores superiores a metade do
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valor antibiético presentes em amostras de mel frescos. White; Subers e Schepartz (1963)
analisando a influéncia da temperatura no mel constataram reducéo nos valores de atividade
antimicrobiana, além de uma reducdo no conteddo de perdxido de hidrogénio no mel

aquecido.

3.5 MICRO-ORGANISMO Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus foram descritos pela primeira vez em 1880, em pus de abscessos
cirurgicos, pelo cirurgido escocés Alexander Ogston (SANTOS et al., 2007). O género
Staphylococcus pertence a familia Microccae, possuindo, atualmente 33 espécies, podendo 17
serem isoladas de amostras biolégicas humanas (SANTOS et al., 2007). Os Staphylococcus
sdo bactérias anaerobias facultativas, Gram-positivos com aproximadamente 0,5 a 1,5 um de
diametro, apresentam-se isolados, aos pares, em cadeias curtas ou agrupados (CORDEIRO,
2011). A bactéria Staphylococcus aureus € a espécie mais virulenta do seu género
(PERALTA, 2010). As cepas de S. aureus crescem em meios comuns, caldo ou agar simples,
com pH de 4,00 a 9,80, sendo a faixa de pH 6timo entre 6,00 e 7,00 (LUZ, 2008). A
temperatura de crescimento pode variar de 4°C a 46°C, sendo capaz de resistir a dessecagdo e
ao frio, podendo permanecer viavel por longos periodos em particulas de poeira (SANTOS et
al., 2007, CORDEIRO,2011).

A bactéria de S. aureus encontra-se amplamente distribuidos no ambiente e fazem
parte da microbiota normal da pele e mucosas e até intestino (SANTOS et al., 2007).
Frequentemente relacionado com diversas infeccdes em seres humanos (CASSETTARI,
STRABELLI; MEDEIROS, 2005). As doencas causadas por S. aureus variam desde
intoxicagbes alimentares ou infecches cutdneas de pouca importancia até infeccdes
hospitalares graves, principalmente da corrente sanguinea, associando-se significativamente a
morbidades e mortes (SPERANCA, GOMES; PRAZERES, 2010).

Com a descoberta da penicilina em 1928 e seu uso a partir da década de 1940 a grande
maioria dos Staphylococcus aureus era sensivel a este antibiético (CHAMBERS, 1988). No
final da década de 1950, a bactéria da espécie S. aureus tinha desenvolvido resisténcia a
grande maioria dos antibidticos de uso parenteral, incluindo a eritromicina e a tetraciclina

(CHAMBERS, 1988). Com a introducdo da penicilina em uso clinico, o S. aureus passou a
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desenvolver resisténcia a esse P-lactamico pela produgdo da enzima P-lactamase
(penicilinases), capaz de hidrolisar o anel B-lactdmico da penicilina, tornado-a inativa
(SANTOS et al., 2007). Com o uso das penicilinas semissintéticas, em 1970 surgiram cepas
resistentes a meticilina denominadas MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus),
na qual o padréo de resisténcia estende-se a outros antibidticos B-lactdmicos (VOSS et al.,
1994). Conforme Santos et al. (2007), as cepas MRSA se disseminaram em ambientes
hospitalares, limitando o uso de glicopeptidios vancomicina e teicoplanina ao combate de S.
aureus. De acordo com Souza, Reis e Pimenta (2005), em 1997 no Japdo foram registradas
amostras de Staphylococcus resistentes ao glicopetideos denominadas VRSA (Vancomycin
Resistant Staphylococcus aureus).

Conforme Tomasz et al. (1989), a bactéria S. aureus possui trés mecanismo distintos
de resisténcia a meticilina: a) Hiperproducao de B-lactamases; b) Presenca de uma proteina
ligadora de penicilina (PBP — Protein Binding Penicilin) alterada denominada PBP 2a; c)
Modificacbes na capacidade de ligacdo das PBPs. Além de possuir enzimas como a
coagulase, catalase, hialuronidase, fibrinolisinas, lipases, nucleases e penicilinases (SOUZA,
REIS e PIMENTA, 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

A avaliacdo do potencial antimicrobiano e as analises dos parametros fisico-quimicos
das amostras de mel de Tetragonsica angustula, foram realizadas nos Laboratorios da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR, campus Campo Mourao.

4.1 MEL DA ABELHA DE Tetragonisca angustula

Foram avaliadas 10 amostras de mel pasteurizadas e ndo pasteurizadas de Tetragonisca
angustula.

As amostras de mel das abelhas foram adquiridas entre junho e agosto de 2013, a partir
de meliponicultores ou associa¢es de meliponicultores, sendo de diferentes localidades do
Estado do Parana (PR) (Tabela 1). Essas amostras de cerca de 100 mL, foram mantidas em
seus frascos de origem, sendo identificadas conforme o seu local de colheita, armazenadas em
geladeira a 6°C e mantidos no escuro para a protecdo dos compostos sensiveis a temperatura e

a luz até a realizacdo das analises.

Tabela 1 — Municipio de origem, identificacdo, data de colheita e tratamento térmico das amostras de mel produzidas
por Tetragonisca angustula adquiridas no Estado do Parana (PR)

LOCALIDADE DE ORIGEM

OAAMOSTRA (muncio - 'ENTIFICAGAODA  DATABECOLHEITA  Tratamits oo
Estado)
Campo Mourédo — PR CM Junho/2013 N&o pasteurizado
Céu Azul - PR CEU Novembro/2012 Pasteurizado
Guaraquecaba — PR GUA Janeiro/2013 Pasteurizado
Mandirituba — PR MAN-B Fevereiro/2013 Pasteurizado
Mandirituba — PR MAN-M Fevereiro/2013 Pasteurizado
Maringa — PR MGA Julho/2013 N&o pasteurizado
Ortigueira — PR ORT Junho/2013 Pasteurizado
Santa Helena — PR SH Setembro/2012 Pasteurizado
Ubiratd — PR uBlI Junho/2013 N&o pasteurizado

Francisco Beltrao - PR SC Janeiro/2013 Pasteurizado
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4.2 MICRO-ORGANISMO UTILIZADO

4.2.1 Linhagem bacteriana

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus. Esta linhagem foi obtida no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand - UTFPR, campus Campo Mourdo e séo

mantidas sob-refrigeracao a temperatura de 6°C em meio de cultivo liquido.

4.2.2 Meio de cultura agar Mueller-Hinton

A composicdo do meio de cultura agar Mueller-Hinton para 1000 mL de &gua
destilada (g.s.p.) contem os seguintes componentes: Infuso de Carne (300,00 g), Hidrolisado
de Caseina (17,50 g), Amido (1,50 g), Agar (17g) e pH 7,30 + 0,1. Para o preparo de meio
solido agar Mueller-Hinton, o meio de cultura foi pesado sobre papel aluminio em balanca
analitica tarada, conforme as especificac6es do rotulo da embalagem (21g/L).

O p6 do meio de cultura foi transferido para um Erlenmeyer, sendo vertida sobre o
papel aluminio uma pequena quantidade de &gua destilada para arrastar todo o meio de
cultura, completado de agua destilada conforme a especificacdo. O Erlenmeyer com 0 meio de
cultura foi levado para um banho-maria a 60°C durante 20 minutos. A cada 3 minutos, a
solugdo foi homogeneizada para a dissolucdo do agar Mueller-Hinton com auxilio de um
bastdo de vidro. Apos a fundi¢do do meio de cultura em banho-maria, na abertura do balao
Erlenmeyer foi tampado com gaze e coifa de papel Kraft e autoclavado a 1 atm de pressao e
temperatura de 120°C por 15 minutos. Depois de esterilizado, o meio foi levado para banho-
maria a 50°C até o momento do plagqueamento.

O procedimento de plaqueamento foi realizado com o meio de cultura &gar Mueller-
Hinton na forma liquida, onde cerca de 20 mL era vertido em cada placa de Petri de 25 x 100
mm estéril em camara de fluxo laminar. A placa foi colocada sobre superficie plana, sendo

realizados movimentos delicados em forma de “8”.
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Ap6s o meio de cultura solidificar, as placas de Petri foram embaladas em conjuntos
de 3 com filme de PVC e armazenadas em posi¢éo invertida em geladeira a temperatura de

6°C até o0 momento das analises.

4.2.3 Preparacao do inéculo bacteriano e padronizacéo

A linhagem bacteriana descrita no item 4.2.1, foi repicada em meio &gar Mueller-
Hinton e crescida a temperatura de 35°C em estufa bacteriologica por 24 horas,
posteriormente foi feita uma suspensdo da linhagem onde as colénias de bactérias foram
transferidas em solucdo salina estéril 0,9% até obtencdo de turvacdo correspondente a escala
nefelométrica 0,5 de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL) a qual foi medida em espectrofotdmetro
com comprimento de densidade dptica (D.O.) de 580 nm e absorbancia de 0,08 e 0,10
(KONEMAM et al., 2001).

4.3 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANO - TSA

Para o teste de sensibilidade (TSA), o material necessario foi embalado com papel
Kraft, esterilizado em autoclave por 15 minutos a temperatura de 120°C e 1 atm,
posteriormente era seco em estufa a 100°C.

O isolado bacteriano padronizado (item 4.2.3) foi submetido ao TSA por meio da
técnica de difusdo em disco de acordo com a metodologia descrita por Bauer et al. (1966).

O procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar, com um swab, a suspenséo
bacteriana foi semeada sobre toda a superficie do dgar Mueller-Hinton nas placas de Petri.

Para cada amostra de mel realizou-se nove repeti¢cdes para 0 TSA, na qual em cada
placa discos de papel filtro estéril com 5 mm de diametro impregnados com cerca de 1 mL de
uma amostra de mel, sendo o excesso retirado das superficie dos discos e distribuidos na
superficie do agar contendo a estirpe bacteriana sendo levemente pressionados com auxilio de
uma pinga estéril. Para determinar a resisténcia da linhagem bacteriana foram empregados

discos-controle com antibiético amoxicilina 10 pg (AMO) e com agua destilada, sendo
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utilizado como controle positivo e controle negativo respectivamente. As placas foram
identificadas e incubadas em posi¢do invertida em estufa bacterioldgica a 35°C.

As leituras dos halos foram realizadas em 6, 9 e 18 horas apds a incubacdo para
verificar o comportamento da bactéria frente as amostras de mel e do controle positivo. Os
didmetros dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano foram mensurados em milimetro

ao redor de cada disco com auxilio de lupa microbiolégica e paquimetro digital.

4.3.1 Interpretacdo da atividade antimicrobiana

Para a interpretacdo dos halos de inibicdo foram consideradas trés terminologias:
micro-organismo sensivel (S), micro-organismo intermediario (I) e micro-organismo
resistente (R).

Para a mensuracdo dos diametros dos halos de inibicdo das categorias sensivel (S),
intermediario (I) ou resistente (R) é indicada abaixo. O resultado de inibi¢do a partir do TSA

baseou-se nas especificacdes contidas na Tabela 2.

a) Sensivel (S): O efeito do antibidtico ou agente antimicrobiano testado, apds o periodo
de incubacdo, na placa de Petri contendo agar, é a formacdo de uma regido com halo
de inibicdo (escasso desenvolvimento ou auséncia total de colbnias na regido de
incidéncia da amostra) (CSLI, 2003).

b) Intermediario (I): Os halos de inibigdo apresentam valores menores ao padréo
interpretativo “sensivel” e valores maiores da interpretacdo “resistente” conforme a

tabela utilizada.

c) Resistente (R): As cepas “resistentes” ndo sao inibidas pelas concentragdes sistémicas

dos agentes antimicrobianos (CLSI, 2003).
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Tabela 2 — Padréo interpretativo das zonas de inibicdo (em mm) de antibiograma, baseado na técnica de
Bauer et al. (1966).

Padr&o interpretativo

Antibiético Concentragéo Sigla
R 1 S

Penicilina 10un PEN <14 - >15
Ampicilina 10 pg AMP <13 14a16 >17
Amoxicilina 10 pug AMO <11 12a13 >14
Ag;;’;&f;'r']gta; 20/10 ug AMC <13 14217 >18
Cefalexina 30 pg CFX <14 15a17 >18
Cefalotina 30 ug CFL <14 15a17 >18
Ceftriaxona 30 pg CRO <13 14a20 >21
Cefadroxil 30 pg CEF <14 15a17 >18
Imipeném 10 pg IPM <13 14a15 >16
Lincomicina 2ug LIN <14 15a20 >21
Tr%‘;{ip‘;im 25 ug suT <10 11a15 >16
Gentomamicina 10 pg GEN <12 13a14 >15
Amicacina 30 ug AMI <14 15a16 =17
Neomicina 30 pg NEO <12 13a14 >15
Eritromicina 15 ug ERI <13 14222 >23
Tetraciclina 30 ug TET <14 15a18 >19
Doxiciclina 30 ug DOX <14 15a18 >19
Ciprofloxacina 5 ug CIP <15 16a20 >21
Norfloxacina 10 ug NOR <12 13a16 =17
Enrofloxacina 10 pg ENO <12 13 al6 >17

R: resistente; I: intermediario; S: sensivel.
Fonte: Laborclin — Produtos para laboratérios Ltda. apud Sprea (2005).
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4.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO MEL DE Tetragonisca angustula

As analise dos parametros fisico-quimicos acidez livre, hidroximetilfurfural (HMF), pH
foram realizadas de acordo com as técnicas descritas pela A.O.A.C. (Association of Official
Analytical Chemists, 2000). O parametro umidade foi realizado de acordo com Instituto
Adolfo Lutz (1985).

4.4.1 Acidez livre e pH

Para a tomada do pH e acidez livre para cada amostra foram pesados 2,00 g de mel e
diluidos em &gua destilada até o volume de 15 mL. Posteriormente o pH foi determinado com
auxilio de um pHmetro de bancada Schott Gerate, modelo CG818, previamente calibrado com
solucdo tampdo de pH 4,00 e 7,00.

A solucéo utilizada para determinacdo do pH foi utilizada na determinacéo da acidez
livre, sendo adicionadas 3 gotas de fenolftaleina 1% e titulando-se com solucdo de hidréxido
de sodio (NaOH) 0,05 M em bureta de 25 mL até o ponto de viragem, onde a solucdo obtia
coloracdo levemente rosea persistente por 10 segundos.

A acidez foi calculada segundo a formula (1):

. Volume gasto (mL)x Molaridadeygom) XFC(NaoH) X1000
Acidez = (NaDH) 7 " (NaOH)

1)

Massa de amostra (g)

quando o peso é exatamente 2,00 g de amostra e NaOH 0,05 M, o célculo resume-se
em (2):

Acidez (mEq/Kg) = Volume gasto (mL) X Fcygon) X 25 (2)

Onde:
Fc (naon)= fator de corre¢cdo NaOH (0,05; fc = 1,0496).
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4.4.2 Hidroximetilfurfural (HMF)

A metodologia utilizada foi para a determinacdo do Hidroximetilfurfural (HMF) foi o
método espectrofotométrico.

As solucBes necessarias foram previamente preparadas:

Solucdo de Carrez I: 15 g de K4Fe(CNg).3H,0 diluidos e completados para 100 mL
com agua destilada;

Solucdo de Carrez 11: 30 g de Zn(CH3C0O0O),.2 H,0 e completados para 100 mL com
agua destilada.

Solucdo de bissulfito de sédio 0,2% (m/v).

Em um béquer de 50 mL foram adicionados 5,00 g de mel e 25 mL de &gua destilada,
agitando a solucdo para a solubilizagdo da amostra. Posteriormente foram adicionados 500
mL de solucdo Carrez I, homogeneizando, e mais 50 mL da solucdo de Carrez IlI,
homogeneizando. A solucdo de mel apds ser misturada com a solucdo de Carrez Il se torna
turva, sendo completada para o volume de 100 mL. A solucdo foi filtrada em papel filtro,
descartando-se os primeiros 10 mL filtrados.

Foram pipetados 5 mL da solucéo filtrada e transferidos para 4 tubos de ensaio de 50
mL. No primeiro tubo de ensaio foram adicionados 5 mL da solucdo de bissulfito de sddio
0,2%, sendo este tubo referéncia. Nos demais tubos, denominados tubos teste foram
adicionados 5 mL de agua destilada.

Os tubos de ensaio de referéncia e teste foram homogeneizados e medidos em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 284nm e 336nm em cubeta de quartzo. A
calibracdo do aparelho foi realizada com a solugdo do tubo referéncia e posteriormente foi
realizada a medida dos 3 tubos teste de cada amostra de mel.

As leituras de absorbancia de luz que forem superiores a 0,6, deve-se diluir as solucdes
teste e referéncia na mesma proporc¢ao e repetir a leitura, como indica o método.

O teor de HMF no mel é expresso em mg.kg™ e é calculado pela seguinte formula (3):

|Abs 284 — Abs 336 | X F 3)

com F =149,7, calculado através da formula (4):
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126 X1000 X1000
T 16830 X10 X5

(4)
Onde:

126 = peso molecular do HMF;

16830 = absortividade molecular do HMF a 284 nm;

1000 = mg/g;

10 = centilitro/litro;

1000 = g/kg;

5 = gramas de mel.

4.4.3 Umidade

Para a realizacdo da metodologia, capsulas de porcelana foram deixadas em estufa a
110 °C por duas horas e posteriormente resfriadas em dessecador. Uma a uma, as capsulas de
porcelana foram pesadas em balanca analitica, sendo anotada sua massa e posteriormente
tarando-as.

Uma tomada de amostra de 2,00 g de mel foi transferida para a capsula de porcelana
previamente pesadas e levadas para estufa a temperatura de 105°C por 5 horas ou a peso
constante.

Apds a secagem em estufa as capsulas de porcelana contendo mel foram pesados

sendo anotado sua massa e calculado o teor de umidade do mel pela formula (5).

(Pu)- (Pa) X100

Umidade (%) = (Pw)—(Pp)

()
Onde:
Pu = Peso da capsula de porcelana + Amostra imida;

Pa = Peso da cépsula de porcelana + Amostra seca;

Pp = Peso da capsula de porcelana.
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4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

A determinacdo do teor de peroxido de hidrogénio das amostras de mel foi realizada
através do método titulométrico de oxi-redugdo com o titulante permanganato de potéssio
(KM40,). Todos os reagentes utilizados para a verificacdo do peroxido de hidrogénio foram

de grau analitico, P.A.

4.5.1 Preparo da Solug&o de KM4040,02 mol.L™

Em um vidro de relégio pesou-se cerca de 3,40 g de KM4O4, optou-se em preparar
uma solugdo ligeiramente mais forte que 0,02 mol.L™, pois a solugdo sofre reducdo em
presenca de matéria organica em suspensédo. O reagente pesado foi transferido para um béquer
de 1500 mL de capacidade e misturado a 1 Litro de 4gua destilada. A solucdo foi agitada com
bastdo de vidro e levada ao aquecimento sobre tela de amianto em Bico de Bunsen por 15
minutos. Apds o periodo de aquecimento a solucdo foi deixada em temperatura ambiente para
resfriamento e posteriormente filtrada em funil com placa de vidro sinterizado. O filtrado foi
recolhido em um baldo volumétrico de 1000 mL previamente lavado com solucédo

sulfocrébmica e transferido para frasco de cor ambar de 1 L de capacidade.

4.5.2 Padronizagdo da Solucéo de KM4040,02 mol.L™

Pesou-se exatamente 0,140 g de oxalato de sédio (Na,C,0,) (padrdo primario),
previamente dessecado em estufa a 120°C por duas horas. O reagente foi transferido para um
erlenmeyer de 500 mL, adicionaram-se 50 mL de &gua destilada e cuidadosamente 10 mL de
acido sulfarico H,SO,4 1:1 (v/v). O conjunto foi aquecido até 80°C e posteriormente titulado
com a solucdo de KM4O4, com agitacdo constante, até o ponto de viragem onde a solucao

tonava-se levemente rdsea, persistente por 30 segundos.
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4.5.3 Determinacdo do teor perdxido de hidrogénio nas amostras de mel

Para cada amostra de mel foi utilizado um baldo volumétrico onde foi pipetado e
transferido 5 mL de mel e completado com &gua destilada para o volume de 100 mL. Com
uma pipeta volumeétrica, transferiu-se 25 mL da solucéo de mel, anteriormente preparada, para
um erlenmeyer e adicionou-se 50 mL de agua destilada e 20 mL de &cido sulfarico 1:5 (v/v)
(Solucéo teste de perdxido de hidrogénio).

Com a solucdo padronizada de KM4O, foi realizada a titulacdo até o ponto de
equivaléncia. O conjunto foi aquecido a 60°C e posteriormente finalizando a titulacdo gota a
gota até o aparecimento de coloracdo résea. O volume consumido de KM,O, foi anotado e
posteriormente o procedimento foi realizado novamente.

Com o valor do volume consumido em cada titulacéo foi realizado o calculo de média

e calculado o valor da concentragdo final (Cf), conforme a equagéo (6):

Ci—Vi
=5 ©)

Cf
Onde:
Ci = Concentracéo inicial,
Vi = Volume inicial;
Cf = Concentracdo final,
V= Volume final.

A concentracdo do teor de perdxido de hidrogénio foi calculada pela formula (7):

¢= MMXV (7)

Onde:

C = Concentracéo;

m = Massa em gramas;

MM = Massa molar (H05);
V = Volume em litros.
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O célculo do teor de peroxido de hidrogénio na solucéo é calculado como se segue (8):

mL de KMnO4consumido na solugao 0,02 mol.L~1x0,42517

H,0,(%) = (8)

Peso da amostra (g)

O resultado fornece a concentracdo de peroxido de hidrogénio na solucéo expressa em
percentual do peso (g H,O,/100g de solugdo).

4.6 ANALISE DE DADOS

A partir da determinacdo do potencial antibacteriano das amostras de mel de T.
angustula contra a bactéria S. aureus os resultados foram submetidos a andlise de
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk ao nivel de significancia p < 0,05, seguido da analise
de variancia ndo paramétrica Kruskal-Wallis (teste H). A opcdo pelo teste de Kruskall-Wallis
é empregada quando ndo é observado normalidade dos halos de inibicdo quando aplicado o
teste de Shapiro-Wilk.

Os resultados das andlises fisico-quimicas foram submetidos aos célculos de média e
desvio padrdo. A analise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a
posteriori de Dunnett foi utilizado para analisar a diferenca entre 0 mesmo parametro nos
diferentes tratamentos em funcdo do numero de repeti¢Oes realizadas para cada parametro (n
= 3). O coeficiente de correlagdo de Pearson foi empregado para verificar o efeito dos
pardmetros fisico-quimicos analisados sobre o potencial antimicrobiano. Correlacdes
significativas (p < 0,05) indicam o efeito do pardmetro fisico-quimico testado sobre a
atividade antimicrobiana ou a influéncia deste sobre outro parametro.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software BioEstat 5.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados obtidos dos halos de inibicdo com base no ensaio in vitro com amostras

de mel de T. angustula do Estado do Parana pode ser observado na Figura 5.

= 8 > B . - 8
Figura 5 - Halos de inibicdo formados com amostras de mel de abelhas T. angustula do Estado do Parana
(PR) pela metodologia de disco-difusdo, identificadas com as siglas do municipio de procedéncia frente a
bactéria Staphylococcus aureus, demonstrando o nivel do potencial antibacteriano ap6s 6 horas de
incubacdo. CA: Controle positivo com antibiético Amoxicilina (AMO); C: Controle negativo com agua
destilada.
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Os halos de inibigdo apresentaram valor minimo de 6,55 mm (GUA) variando até o
valor maximo 25,09 mm (CEU), valores médios e a variacdo em milimetro obtido na leitura

para 6 horas sdo apresentados no Gréafico 1
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Gréfico 1 — Valores de média, maximo e minimo em milimetro dos halos de inibi¢do obtidos no teste de
sensibilidade a antibiético — TSA pela metodologia de disco-difusdo com amostras de mel de abelha jatai
(T. angustula) do Estado do Parané ap6s 6 horas de incubacéo [(p) Kruskal-Wallis = 0,9414; H=3,4957].

A amostra CEU apresentou na leitura o maior valor médio dos halos com 15,68 mm e
para a amostra ORT registrou-se 0 menor valor medio dos halos (12,69 mm). O valor médio
dos halos de inibicdo do mel de T. angustula frente a0 micro-organismo S. aureus para 0
periodo de incubacéo de 6 horas foi de 13,66 mm e desvio padrédo 0,93.

Através do teste estatistico de Shapiro-Wilk em nivel de significancia de 5% a amostra
MAN-M diferiu dos demais tratamentos, sendo realizada a analise de varidncia néo
paramétrica de Kruskall-Wallis. A partir do teste H [(p) Kruskal-Wallis = 0,9414; H=3,4957],
verificou-se que as amostras ndo apresentaram diferenca entre os halos de inibicdo com
referéncia a sua localidade apresentando uniformidade dos halos de inibicdo para a
amostragem do mel de T. angustula avaliado.

Os halos de inibicdo interpretados conforme o procedimento metodologico descrito na
Tabela 2 apresentou padrédo interpretativo “intermediario”, exceto para amostra CEU (15,68
mm) e MAN-M (14,47 mm) as quais a bactéria S. aureus apresentou sensibilidade frente o
mel de T. angustula amostrado. No controle positivo realizado para verificacdo da

sensibilidade da cepa bacteriana de S. aureus, esta se mostrou com padréo interpretativo
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“sensivel” a amoxicilina (AMO) para 66% dos tratamentos utilizados no periodo de 6 horas,
apresentado o antibidtico valor médio do halo de inibicdo 18,761+4,29 mm.

Os halos de inibigdo para o periodo de 9 horas apds a incubacdo pode ser observado na

Figura 6. Os registros da leitura dos halos para o periodo supradito estdo apresentados no
Gréfico 2.

Figura 6 - Halos de inibi¢do formados com amostras de mel de abelhas T. angustula do Estado do Parana
(PR) pela metodologia de disco-difusdo, identificadas com as siglas do municipio de procedéncia frente a
bactéria Staphylococcus aureus, demonstrando o nivel do potencial antibacteriano apds 9 horas de
incubacdo. CA: Controle positivo com antibidtico amoxicilina (AMO); C: Controle negativo com agua
destilada.
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Grafico 2 - Valores de média, maximo e minimo em milimetro dos halos de inibi¢éo obtidos no teste de
sensibilidade a antibiético — TSA pela metodologia de disco-difusdo com amostras de mel de abelha jatai
(T. angustula) do Estado do Parané ap6s 9 horas de incubacao.

A média dos halos de inibicdo de T. angustula para o periodo de 9 horas apresentou
valor de 3,33+4,06 mm. Os maiores valores médio foram das amostras Céu Azul (6,04 mm) e
Mandirituba (MAN-M com 4,04 mm) e os menores valores registrado foram da amostra Santa
Helena (SH com 1,95 mm) e Ubiratd (UBI com 2,56 mm). Os halos de inibi¢do confrontados
com o padrdo interpretativo de zonas de inibicdo (Tabela 2) apresentaram resisténcia da
bactéria S. aureus frente a amostragem utilizada do mel de T. angustula do Estado do Parana.
O controle positivo (AMO) apresentou halo de inibicdo com valor médio de 11,95+1,18 mm
sendo seu padrdo interpretativo conforme a Tabela 2, como “intermediario”.

O controle realizado com antibacteriano amoxicilina (AMO) e &gua destilada teve
como o objetivo principal a verificacdo do crescimento bacteriano e a comparacdo do
potencial antimicrobiano do mel de T. angustula com valores padronizados.

O estudo demonstrou que o mel de abelha nativa T. angustula apresentou atividade
antimicrobiana contra o micro-organismo testado conforme apresentado no Gréafico 3 os
valores médios dos halos de inibicdo do mel de T. angustula e valores obtidos para os discos-
controle para o periodo de 6, 9 e 18 horas. Nas condic¢des de analise, apds o periodo de 18
horas de incubacgdo, somente a a¢do antimicrobiana do antibiético AMO foi registrada com
valor médio de 5,974+0,59 mm para o tratamento, os demais halos de inibicdo com mel de T.

angustula, néo apresentaram halos de inibicéo.
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Grafico 3 - Valores dos halos de inibicdo obtidos da amostragem do mel de T. angustula e valores dos
controle positivo(AMO) e controle negativo para o periodo de 6, 9 e 18 horas pelo teste de sensibilidade a
antibiotico — TSA. Linha de tendéncia da atividade antimbacteriana do controle positivo (AMO)
[y=118,88 x*%": R?=0,9992].

Embora as amostras tenham apresentado atividade antimicrobiana menos expressiva
gue o antibidtico empregado neste trabalho, Aligiannis et al. (2001) destacam que ndo existe
um consenso sobre o nivel de inibi¢do aceitavel para produtos naturais quando comparados a
antibioticos padrées. Considerando que o0s antibidticos sdo substancias sintéticas e
purificadas, com o espectro de agédo estabelecido (PERALTA, 2010). Outro fator essencial a
ser considerado é o que se refere & composi¢do fisico-quimica do mel visto que este é um
produto bioldgico e que seus constituintes em propor¢des variadas correlacionam entre si,

ressaltando que este conjunto de substancias possui efeito variado na expressdo da atividade
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antimicrobiana de cada mel e que os constituintes quimicos esta relacionada a sua origem
bot&nico-geogréfica, da espécie da abelha e sobre o micro-organismo alvo.

A atividade antimicrobiana do mel é devido ao peréxido de hidrogénio produzido
enzimaticamente (WHITE, SUBERS; SCHEPARTZ, 1963; HOOPER, 1981; MOLAN 1996;
SATO e MYATA, 2000). Contudo caracteristicas particulares de cada micro-organismo
possui influéncia direta nos resultados da atividade antimicrobiana, visto que oferecem
reacOes diversas ao antibidtico via mecanismo de defesa. A exemplo disso é a bactéria S.
aureus é capaz de produzir a enzima catalase, que converte o peréxido de hidrogénio em agua
e oxigénio livre, fato que pode explicar o decaimento da atividade antimicrobiana da
amostragem estudada entre o periodo de 6 a 9 horas e a auséncia em 18 horas.

A reducdo da atividade antimicrobiana do controle positivo (AMO) pode ser explicada
pela resisténcia da bactéria S. aureus a amoxicilina causada pela producdo da enzima p-
lactamases pelos estafilococos (SOUZA, REIS e PIMENTA, 2005). A amoxicilina ou
penicilina BRL 2333, é uma penicilina semi-sintética cujo mecanismo de agdo é semelhante a
penicilina G (SOUZA, REIS e PIMENTA, 2005). As enzimas B-lactamases hidrolisam o anel
B-lactdmico do nucleo estrutural das penincilinas pela quebra da ligagdo amida com formacéo
do &cido penicildico, deste modo o antibi6tico perde a capacidade de inibir a sintese da parede
celular bacteriana (ALVES-FERREIRA, 2010). Com a finalidade de minimizar a agdo da f-
lactamases, a amoxicilina é disponivel em associacdo com o acido clavulanico, que é um
inibidor das B-lactamases (NICOLAS-CHANOINE, 1997).

Bazoni (2012), comparando o mel de T. angustula de diferentes fontes botéanicas e o
mel de manuka (Leptospermum scoparium) contra a bactéria S. aureus ndo registrou diferenca
significativa entre as amostras para halos médios de 12 mm. Resultado semelhante ao padrdo
interpretativo para 18 horas dos halos de inibicdo da amostragem estudada foi registrada por
Gongcalves, Alves-Filho e Menezes (2005), que avaliaram a atividade antimicrobiana do mel
de meliponini frente a S. aureus, a bactéria apresentou resisténcia frente ao mel testado,
Mercés et al. (2013), estudando a atividade antimicrobiana do mel de abelhas nativas registrou
halo de inibicdo para T. angustula de 28,00 pelo método de difusdo em poco.

Este estudo foi conduzido a avaliar a atividade antimicrobiana do mel de T. angustula
in vitro, entretanto ndo significa que ocorra 0 mesmo comportamento da atividade
antimicrobiana in vivo. O mel utilizado como tratamento tdpico, inibindo o crescimento

bacteriano pode promover a limpeza da ferida e a epitelizacdo (MOLAN, 2001); diferente dos
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antibioticos sintéticos, que sdo moléculas com alvos definidos que impedem o crescimento
microbiano sem atuar na recuperagédo do ferimento (SUBRAHMANYAM, 1991).

5.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Os valores dos parametros fisico-quimicos recomendado pelo “Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Produto Mel” regulamentado pela Instru¢do Normativa n° 11 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2000), Resolucdo GMC n°
88/99 do Mercosul (MERCOSUL, 1999) e do padrdo para o mel do Codex Alimentarus
Comission (CAC, 1990) sdo baseado em valores dos parametros obtidos para o mel de A.
mellifera.

O Brasil possui uma grande diversidade de meliponineos adaptada as condigdes
climaticas e ao amplo espectro floral, além de obter precos mais elevados em comparagédo
com o mel da abelha exdtica Apis mellifera. Desta maneira apresenta potencial para a
exploracdo de seus produtos. Contudo fatores externos como a espécie da abelha produtora, a
fonte de alimento e as condicGes edaficas e climéaticas da regido de producdo do mel sdo
fontes de variacdo dos parametros e qualidade do mel. Kleinert et al. (2009) a partir da sintese
de analises dos parametros fisico-quimicos de 770 amostras de mel T. angustula sugeriram
valores que podem ser usados para a “Regulamentacdo Técnica da Qualidade para o Mel de
Meliponineos”.

Na Tabela 3 séo apresentados os valores maximos estabelecidos pelos Orgéos
reguladores para 0 mel de A. mellifera e os valores sugeridos para T. angustula das referéncias
supracitadas em comparacdo com os valores medios obtidos neste trabalho para amostragem

de mel de T. angustula do Estado do Parana.
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Tabela 3 — Valores recomendados dos parametros fisico-quimicos do mel confrontados aos valores obtidos
para amostras do mel de jatai (Tetragonisca angustula) do Estado do Parana.

Valores recomendados para os parametros fisico-quimicos

Referéncia
Acidez (meq.kg™) pH HMF! (mg.kg?) Umidade (%)
Legislacdo Brasileira Méximode50 = - Méximo de 60 Méximo de 20
Legislacdo do Mercosul Méximode50 - Méximo de 60 Méximo de 20

. . ‘o Maximo de 80 em L.
Codex Alimentarius Méximode50  —eeeeeeee regites tropicais Maximo de 20

Tetragonisca angustula” < 20,60 4,00 — 4,40 <27,90 <27,70
Valor médio obtido nas
amostras de mel deste 28,04 3,39 13,43 24,70
trabalho

*Valores sugeridos por Kleinert et al. (2009).

A partir da analise dos valores obtidos dos parametros fisico-quimicos das amostras do
mel de T angustula, verificou-se através do confronto entre os valores (Tabela 3) que o valor
médio da umidade das amostras estudadas, ndo se enquadram nas especificacdes
estabelecidos por Brasil (2000), Mercosul (1999) e Codex (CAC, 1990). Os valores sugeridos
por Kleinert et al. (2009) para o mel de meliponineos também apresentou diferencas quando

comparados aos valores médios de acidez e pH.

5.2.1 Acidez livre

Os valores obtidos nas 10 amostras analisadas apresentaram acidez com valores
médios 21,20 meq.kg™ a 33,46 meq.kg™’ (Gréfico 4). Através da anélise de variancia néo
paramétrica de Kruskall-Wallis e teste a posteriori de Dunnett [H = 25,9013; (p < 0,0021)]
apenas a amostra SH diferiu estatisticamente das amostras GUA, ORT, SC.

Os menores valores médios obtidos foram da amostra de SH (21,20+0,85 com
variacdo de 20,30 meq.kg™” a 22,00 meq.kg?) e UBI (24,10+1,55 meq.kg” e variando de
22,60 meqg.kg™ a 25,70 meqg.kg™). Os maiores valores respectivamente foram obtidos para a
amostra SC (34,30+1,22 com amplitude de 33,40 meg.kg™® a 35,70 meg.kg?) e ORT
(33,46+3,04 com variacdo de 30,00 meq.kg™ a 35,70 meg.kg™).
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Grafico 4 — Valores de acidez (meqg.kg™) das amostras analisadas do mel de T. angustula produzido no
estado do Parand, coletadas entre setembro/2012 e julho/2013.

Almeida-Anacleto (2007), em seu estudo com a espécie de T. angustula obteve valores
de acidez de 17 meq.kg™ a 98,00 meq.kg™ e com valores médios de 45,23 meq.kg™; Peralta
(2010), apresentou acidez de 98,60 meq.kg™ e desvio padrdo de 2,30 para amostra do mel de
abelha T.angustula do Estado da Bahia; Chiapetti e Braghini (2013), obtiveram valores de
acidez variando de 25,66 meq.kg® a 29,31 meq.kg” de amostras de mel de abelha T.
angustula da regido sudoeste do Parana.

A legislagdo brasileira de qualidade de mel (BRASIL, 2000) permite um teor maximo
de acidez igual a 50 meq.kg™ para o mel de Apis mellifera e menor que 20,60 meg.kg™ como
sugerido por Kleinert et al. (2009) para T. angustula (Tabela 3). Villas-B6as; Malaspina
(2005) ressaltam que o valor sugerido para a acidez do mel de abelhas sem ferrdo no Brasil
ndo ultrapasse 80 meg.kg™. Os valores médios de acidez obtidos nas amostras deste estudo
encontraram-se dentro da amplitude dos valores dos autores supracitados, exceto para
Kleinert et al. (2009).

5.2.2 pH

O pH das amostras analisadas variou de 2,84 a 4,00 (Grafico 5). Os menores e maiores

valores foram, respectivamente, da amostra MGA com média de 2,84+0,04 e SC com valor
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médio 4,02+0,02. Atraves da analise do teste H seguido do teste de Dunnett [H = 26,9132; (p
< 0,0014)], verificou-se estatisticamente que a amostra MGA diferiu das amostras GUA e SC

quanto ao parametro pH (Gréfico 5).
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Gréfico 5 - Valores do pH obtido das amostras analisadas do mel de T. angustula produzido no estado do
Parand, coletadas entre setembro/2012 e julho/2013.

Os valores comparados com trabalhos realizados com a amostra de T. angustula em
outros estados brasileiro encontrou-se dentro da amplitude dos valores publicados por lwama
(1977) com variacdo de 3,20 a 7,40 para a abelha de T. angustula (n=261 amostras). Almeida-
Anacleto (2007), obteve valores de pH para amostras de T. angustula provenientes de
Piracicaba — SP que variaram de 3,27 a 4,64 com valor médio de 4,00. Peralta (2010)
analisando mel de abelha T. angustula do Estado da Bahia, apresentou pH de 3,8. Bazoni
(2012), em seu estudo analisando mel de T. angustula dos Estados de S&o Paulo e Minas
Gerais apresentaram pH na faixa de 3,72 e 3,20 respectivamente. Chiapetti e Braghini (2013),
registraram valores de pH entre 4,01 e 4,38 para amostras do Sudoeste do Parana.

O valor médio do pH do mel de T. angustula analisado e confrontado com valores dos
autores supracitados, apresentou ligeira diferenca, exceto para a amplitude registrada por
Iwama (1977) e Almeida-Anacleto (2007). Crane (1983), ressalta que o valor do pH esta
diretamente relacionado com a composicao floristica dos locais de coleta, desta maneira pode-
se aferir que a diferenca do valor do pH do mel amostrado neste trabalho comparados com

valores de regides distintas deve-se a diferenca da origem boténica, contudo esta afirmacéo
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deve ser melhor estudada para esclarecer a diferenca no valor do pH. Souza et al. (2006)
ressalta a necessidade de obtencdo de dados complementares como a analise polinica para a
verificar a diferenca dos valores de pH.

Notou-se que alguns valores de acidez e pH ndo estavam proporcionalmente
relacionados, visto que amostras de menor pH ndo apresentaram obrigatoriamente maior
acidez, a exemplo das amostra advindas de Ubiratd (UBI) que apresentou acidez de
24,10+1,55 meq.kg™ e pH de 3,02+0,02 e a amostra ORT que apresentou valor médio de
acidez média superior ao da amostra supradita (33,46+3,04 meq.kg™) e pH equivalente
(3,03+0,03) (APENDICE A). Esta analise difere de Chiapetti e Braghini (2012), que
verificaram para 0 mel de Apis mellifera e T. angustula relacdo direta entre os parametros de

acidez e pH.

5.2.3 Hidroximetilfurfural

Os valores do contetdo de hidroximetilfurfural obtidos para este trabalho as 10
amostras de mel de T.angustula apresentam valor médio de 13,43+7,87 mg.kg™”(Tabela 3),
variando de 2,10 mg.kg™ a 28,74 mg.kg™ (Gréfico 6).

Os menores valores registrados foram das amostras MAN-M partindo de 2,10 mg.kg™
a 2,40 mg.kg® com média de 2,27+0,15 mg.kg?, SC (média de 3,11+0,24 mg.kg™ e
amplitude 2,87 mg.kg™ a 3,36 mg.kg™) e CEU (4,20+0,50 mg.kg™ variando de 3,70 mg.kg™ a
4,71 mg.kg™) respectivamente (Grafico 6). Os maiores valores demonstrados foram obtidos
das amostras MAN-B (26,78+1,74 mg.kg™) seguido das amostras GUA (18,22+1,79 mg.kg"
1, SH (17,67+0,66 mg.kg™?) e MGA (16,75+1,05 mg.kg™).

Constatou-se através do teste H e teste de Dunnett [H = 27,4169; (p < 0,0012)] entre a
amostra MAN-B na qual os valores registrados diferiram estatisticamente das amostras MAN-
Me SC.
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Grafico 6 - Valores de hidroximetilfurfural (mg.kg™) registrado das amostras analisadas do mel de T.
angustula produzido no estado do Paran4, coletadas entre setembro/2012 e julho/2013.

Sete das dez amostras utilizadas nesse estudo foram submetidas a tratamento térmico.
Observando os valores de HMF (Gréfico 6), as amostras CM (16,56+0,86 mg.kg™), MGA
(16,75+1,05 mg.kg?) e UBI (14,41+1,48 mg.kg™) que ndo foram submetidas a tratamento
térmico e apresentaram maiores valores de HMF quando comparados as amostras CEU
(4,2040,50 mg.kg™), MAN-M (2,274+0,15 mg.kg™) e SC (3,11+0,24 mg.kg™) processadas
termicamente. Em paises subtropicais, devido a altas temperaturas, 0 mel pode naturalmente
apresentar um alto contetdo de HMF sem que o produto tenha sido superaquecido ou
adulterado (WHITE, 1992).

Vit et al. (1998), apresentaram em seu estudo com abelhas da tribo Trigonini valores
variando de 4,20 mg.kg™ a 20,40 mg.kg™*; Almeida-Anacleto (2007), obteve para a espécie de
T. angustula valores minimo partindo de 0,75 mg.kg™ e valores maximo de 30,58 mg.kg™
com valor médio 9,36 mg.kg™ e desvio padréo igual a 8,60; Osterkamp (2009), obteve valores
para abelha T. angustula da regido do Vale do Taquari no Estado do Rio Grande do Sul valor
minimo de 2,38 mg.kg™® e maximo de 46,61 mg.kg" com média de 20,12 mg.kg™; Souza
(2008) em seu trabalho com mel de T. angustula provenientes do Estado da Bahia registrou
valores para HMF variando de 0,80 mg.kg™ a 21,20 mg.kg™. Villas-Boas e Malaspina (2005)
pesquisando o mel de meliponineos, sugeriram que os valores de HMF ndo devem ser
superiores a 40 mg.kg™.

Em relagdo aos valores obtidos neste trabalho e comparados com os valores

apresentados na Tabela 3, 0 HMF das amostras mel de T. angustula analisadas neste estudo



58

encontraram-se dentro do limite recomendado, assim como para a amplitude dos valores
referenciados pela literatura consultada supracitada.

5.2.4 Umidade

O parametro umidade para as 10 amostras de mel de Tetragonisca angustula variou de
17,67% a 30,65% (valor médio 24,40%) (Gréafico 7). Em analise ndo paramétrica de Kruskal-
Wallis e teste Dunnett demonstrou diferenca [H = 25,9013; (p < 0,0021)] para o teor de
umidade da amostra SH (23,86%+1,61) com as amostras GUA (22,78%+3,46), ORT
(17,66%+2,57) e SC (24,54%+6,53).

Os valores obtidos para o parametro umidade excedeu o limite estabelecido pelos
orgdos reguladores que é de no maximo de 20% (Tabela 3), exceto para a amostra ORT que
obteve a menor média de 17,66% entretanto apresenta valor do desvio padrdo de 2,57 e
valores de umidade variando de 13,33% a 22,24% oposto a este valor o maior teor de
umidade foi registrado para a amostra UBI que variou com valor minimo de 28,15%, valor
méaximo 33,49% e valor médio de 30,65% como apresentado no Grafico 7.

Umidade (%)

T T T T T T T T T T T
™ CEU GUA MAN-B MAN-M MGA ORT sC SH UBI

Amostras de mel de T. angustula
Gréfico 7 — Percentual de umidade obtidos através do método gravimétrico das amostras do mel de T.
angustula produzidas no Estado do Parana coletadas entre setembro/2012 e julho/2013.
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O mel de meliponineos apresentou um teor de umidade acima do normalmente citado
na literatura para o mel de Apis mellifera onde a quantidade de 4gua pode variar de 15 a 21%
(KERR, CARVALHO e NASICMENTO, 1996; AZEREDO et al. 1998). Iwama (1977)
registrou para 261 amostras de T. angustula do Estado de S&o Paulo valores de umidade
média de 27,70%; Almeida (2002), obteve média de 25,50% para T. angustula do cerrado
paulista. Vit et al. (1998), registraram variagdo de 22,90% a 31,50% para Meliponini e
17,90% a 29,50% para Trigonini.

Conforme a Tabela 3, o valor para umidade sugerido por Kleinert et al. (2009),
compilados de 770 amostras de mel de T. angustula possui valor maximo de 27,70% de teor
de &gua, em andlise pelo Gréfico 7, a amostra UBI ultrapassa o valor estabelecido pelo autor
supradito, contudo considerando a amplitude dos valores obtidos e o desvio padrdo das
amostras MAN-M (26,95+4,40), SC (24,54+6,53) estes representantes também excederiam o
limite proposto pelos autores em 2009. Villas-Bdas e Malaspina (2005) reconhecendo a
elevada umidade do mel de meliponineos do Brasil, sugeriram o teor de umidade maximo de
35% do mel das abelhas nativas. Considerando o valor sugerido pelos autores sobredito, o
teor de umidade da amostragem estudada encontra-se dentro do percentual de umidade

proposto.

5.3 ANALISE DO NIVEL DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO MEL A PARTIR
DAS VARIACOES DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

O estudo e entendimento do potencial antimicrobiano se faz necessaria com vista a
averiguar a contribuicdo dos parametros sobre o potencial antimicrobiano do mel. As
caracteristicas fisico-quimicas dos constituintes do mel resultam na sua qualidade, que
associadas determinam a sua atividade biologica. Desta forma os parametros: acidez, pH,
hidroximetilfurfural e umidade foram analisados de forma a verificar incidéncia dos
parametros nas particularidades da atividade antimicrobiana do mel. Os calculos do
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre os parametros fisico-quimicos foram realizados

com valores obtidos dos halos de inibigcdo para o periodo de 6 horas.
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5.3.1 Acidez e pH

De acordo com White (1979), a acidez do mel é influenciada por diferentes fatores
como a origem floral, resultando na variacdo dos &cidos organicos presentes no néctar
alterando assim a atividade enzimatica da glicose-oxidase proveniente das glandulas
hipofaringeas das abelhas. Bogdanov (1997), afirma que o mel sofre maior influéncia da
acidez livre e total na atividade antimicrobiana do que o parametro pH, entretanto 0 mesmo
autor, reconhecendo a fracdo &cida como responsavel pelo potencial antimicrobiano, sugere
que o pH do mel pode agir complementarmente como um fator inibitorio.

Em andlise da contribuicdo da acidez no halo de inibicdo, a amostra proveniente de
Francisco Beltrdo (SC) obteve maior média de acidez de 34,30+1,22 meq.kg™ e halo médio
de inibicdo de 13,67+4,89 mm para o periodo de 6 horas contra a bactéria S. aureus, em
contraposto a amostra proveniente de Santa Helena (SH) apresentou baixo valor médio de
acidez (21,20+0,85 meq.kg™) e halo de inibicdo com média 13,10+4,69 mm para 0 mesmo
periodo. O mel de Céu Azul (CEU) apresentou acidez média de 27,80+1,45 meq.kg™ e halo
de inibicdo (15,684+6,29 mm), didmetro do halo superior em compara¢do com a amostra SC.
Valor médio semelhante de acidez de CEU foi obtido para MAN-B (27,76+1,66 meq.kg™)
contudo registrando valor de 13,84+4,82 mm, medida inferior de halo de inibigdo para
amostra proveniente de Céu Azul, para leitura apds 6 horas de incubacao.

Na verificacdo da incidéncia da acidez sobre a atividade antimicrobiana foi
determinado o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre acidez e halos de inibicdo das
amostras frente ao micro-organismo teste. Como ilustrado no Gréafico 8, a dispersdo da
correlagé@o de Pearson para os valores de acidez versus halos de inibicdo obtido das amostras
de mel de T. angustula do Estado do Paranad contra a bactéria S. aureus ndo apresentou
correlagdo para o parametro acidez e os halos de inibicdo obtidos contra S. aureus com
valores de [(r) Pearson = - 0,0177; (p = 0,8638)].

Embora a acidez do mel possa ser um fator significante no potencial antibacteriano,
para a amostragem deste estudo com mel de T. angustula proveniente do Estado do Parana,
pode-se depreender que este parametro analisado neste estudo ndo incide sobre a atividade

antimicrobiana do mel.
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Grafico 8 — Diagrama de dispersdo da correlagdo de Pearson entre acidez e halos de inibicdo (mm) do mel
de T. angustula do Estado do Parané contra bactéria Gram-positiva S. aureus; [(r) Pearson = - 0,0177; (p)
=0,8638)].

O pH para 0 mel de abelhas sem ferrdo e A. mellifera ndo é estabelecido pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2000). Embora o pH néo seja
indicado pela Instrucdo Normativa n°11, de 20 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000),
caracterizar este parametro torna-se importante pois influéncia na velocidade de formacao do
hidroximetilfurfural (SOUZA; BAZLEN , 1998; SILVA; QUEIROZ e FIGUEIREDO, 2004).
Segundo Crane (1987), o pH do mel pode ser influenciado pelo pH do néctar, devido a
particularidades da origem floral das areas de coleta. Evangelista-Rodrigues et al. (2005),
ressaltam que substancias acrescidas no mel pelas glandulas hipofaringeanas das abelhas
também pode alterar o pH do mel. De acordo com Nogueira-Neto (1997), a faixa de variagédo
de pH para que possa ocorrer crescimento de patdégenos animais normalmente varia entre 7,2
e 7,4. Entretanto, Peralta (2010) ressalta que o pH minimo para o crescimento de algumas
bacterias seja proximo a 4. Molan (1992) destaca que bactérias encontradas em feridas, como
a exemplo de bactérias de Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa e
Streptococcus sp. podem crescer em valores minimos de pH que podem variar de 4,00 a 4,50.

Nas amostras do mel de T. angusula, néo foi observada relacdo do pH com o potencial
antimicrobiano visto que a amostra UBI com pH de 3,02+0,02 obteve halo de inibicdo em
milimetros com valor médio de 13,80+5,01 contra valores superiores de pH 3,97+0,03 e
halos com 13,84+5,25 mm de Guaraquecaba (GUA) e pH 3,931+0,01 e halos de 13,84+4,82
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mm do mel de Mandirituba (MAN-M), evidenciando valores semelhantes a medida do halo
de Ubirata que possui menor pH.

Conforme o coeficiente de correlacdo de Pearson [(r) Pearson = 0,0526 e (p) = 0,6221]
(Grafico 9) e possivel inferir que o pH ndo apresentou correlagdo para o potencial

antimicrobiano da bactéria testada.
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Gréfico 9 — Diagrama da dispersdo da correlacdo de Pearson entre pH e halos de inibicdo (mm) do mel de
T. angustula do Estado do Parana contra bactéria Gram-positiva S. aureus; [r (Pearson) = 0,0526; (p) =
0,6221].

Podemos assinalar que embora os acidos presentes na solucdo do mel possam
contribuir para a sua estabilidade frente a micro-organismos, a acidez e o pH das amostras de
T. angustula do Estado do Parana ndo demonstraram relagdo direta na expressdo da atividade
antimicrobiana (Gréfico 8 e 9).

Estes resultados levam a concluir que outros fatores possam estar envolvidos na
atividade bioldgica do mel contra o micro-organismo alvo. Dada que a constituicdo quimica
do mel esta intimamente ligada a sua origem boténica e que metabolismo secundéario das
plantas ocorrem no mel, influenciando as variagOes qualitativas e quantitativas (PERALTA,
2010).
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5.3.2 Hidroximetilfurfural

Verissimo (1988) ressalta que o elevado contetdo de HMF indica uma queda no valor
nutritivo do mel, pela desnaturacdo, por meio de aquecimento de algumas vitaminas e
enzimas termolabeis. Com o aquecimento do mel, a acdo das enzimas termolabeis presentes
no mel tem sua atividade diminuida conforme ha o aumento da temperatura (SCHWEITZER,
2001). Desta maneira, embora ndo constitua um fator determinante da atividade inibidora de
bactérias, 0 HMF tem relagdo com a diminui¢do da atividade enzimatica assim como a
degradacdo do contetdo de enzimas no mel. Vilhena e Almeida-Muradian (1999), afirmam
gue quando o HMF apresenta concentracdes elevadas podera ter ocorrido a perda de enzimas,
como por exemplo, a glicose-oxidase.

Foi determinado o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) com a finalidade em
verificar a contribuicdo do HMF sobre a atividade antimicrobiana. O Gréfico 10 apresenta a
dispersdo da correlacdo para os valores de HMF e halos de inibi¢cdo do mel de abelhas sem

ferrdo do Estado do Parana contra a bactéria Staphylococcus aureus.
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Gréfico 10 - Dispersdo da correlacdo de Pearson entre hidroximetilfurfural e halos de inibicdo (mm) do
mel de T. angustula do Estado do Parana contra bactéria Gram-positiva S. aureus; [r (Pearson) = 0,0927;
(p) = 0,3850].
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Nas amostras analisada foi observada correlagdo entre o parametro HMF e os halos de
inibicdo apresentadas contra S. aureus, r (Pearson) = 0,0927 e nivel de decisao superior a 5%
(p = 0,3850).

De acordo com White (1979); Salinas; Espinosa-Mansilla e Berzas-Nevado (1991) o
contetdo de hidroximetilfurfural pode ser afetado pela acidez, pH, contetdo de &gua e
minerais. Frias e Hardisson (1992) destacam que o mel superaquecido por decomposicéo de
certos agUcares, 0s quais, por sua vez, decompdem-se nos &cidos levulinicos e formico,
contribuindo para maiores valores de acidez. Osterkamp (2009), afirma que mel acidos que
possuem pH variando de 3,5 a 4 sdo mais sensiveis a producdo de HMF, aumentando
rapidamente o seu teor.

Verificando-se a correlacdo entre os parametros acidez, pH e umidade na contribuicéo
do teor de HMF foram calculados os coeficientes de Pearson (r) com 5% de significancia. Os
resultados da anélise de correlacdo dos parametros acidez, pH e umidade versus HMF estdo

apresentados nos Gréaficos 11, 12 e 13 respectivamente.
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Grafico 11 - Dispersdo da correlagdo de Pearson entre hidroximetilfurfural e acidez do mel de T.
angustula do Estado do Parana. [r(Pearson) = - 0,1626; (p) = 0,6536].
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Grafico 12 - Disperséo da correlacdo de Pearson entre hidroximetilfurfural e pH do mel de T. angustula
do Estado do Parand. [r(Pearson) = - 0,1186; (p) = 0,7442].
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Grafico 13 - Dispersdo da correlacdo de Pearson entre hidroximetilfurfural e umidade do mel de T.
angustula do Estado do Parana. [r(Pearson) = - 0,1798; (p) = 0,6192].

A analise dos parametros acidez, pH e umidade entre o teor de HMF ndo apresentaram
correlacdo (p > 0,05). Como exposto nos Grafico 11, 12 e 13 e o resultado do calculo do
coeficiente de Pearson [r(Pearson) = - 0,1626; (p) = 0,6536] para acidez; [r(Pearson) = -
0,1186; (p) = 0,7442] para o pH e [r(Pearson) = - 0,1798; (p) = 0,6192] para a umidade
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evidenciam que para esta amostragem destes parametros ndo tiveram relagdo com o contetido
de HMF. Contudo o HMF é um indicador secundario de qualidade do mel e que este quando
apresenta teor elevado indica uma queda no valor nutritivo do mel, pela destruicdo por meio
de aquecimento de algumas vitaminas e enzimas termolabeis. Embora Gonnet; Lavie (1960)
constataram que mel tratado termicamente ainda apresentava valores antibioticos.

O resultado j& era esperado dado que o HMF foi analisado de forma pontual ndo sendo
verificado a sua variacdo em relacdo com tempo e temperatura e a variacdo dos parametros
correlacionados conforme observado por Souza-Freitas et al. (2010), que trataram o mel
termicamente e observam a reducdo proporcional da acidez e umidade com o aumento do
HMF. Entretanto a deteccdo do HMF verificado de forma pontual em determinado periodo,
ndo significa que o mel de T. angustula ndo possua propriedades antimicrobianas como
observado neste trabalho.

O estudo da correlacdo dos parametros, o contetdo de HMF e o tratamento térmico
variando com o tempo devem ser mais aprofundados para elucidar a contribuicdo destes na

atividade e a atividade antimicrobiana do mel.

5.3.3 Umidade

O mel mais Umido confere uma menor viscosidade (GROSSI, 1998). Esta
caracteristica faz com que a atividade da enzima glicose-oxidase seja mais intensa no mel
havendo maior producdo de &cido glicbnico, acarretando em pH relativamente baixo e acidez
livre alta (NOGUEIRA-NETO, 1997). Partindo do pressuposto que a agdo antimicrobiana de
uma amostra de mel pode estar intimamente relacionada ao contetdo de agua, foi calculado o
coeficiente de Pearson (r).

O resultado obtido pelo coeficiente da correlagdo de Pearson (r) indica que a umidade
ndo possui correlagcdo com os halos de inibigdo [r(Pearson) = 0,0562; (p) = 0,5985] (Gréfico
14).
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Gréfico 14 — Diagrama da disperséo da correlagdo de Pearson entre umidade halos de inibicdo do mel de
T. angustula do Estado do Parana contra bactéria Gram-positiva S. aureus; [r(Pearson) = 0,0562; (p) =
0,5985].

Considerando que a umidade tem participacdo no aumento da acidez e no decréscimo
do pH conforme cita Nogueira-Neto (1997), foram calculados os coeficientes de Pearson a
fim de verificar a contribuicdo da umidade na variacdo destes parametros.

No Grafico 15 é apresenta a dispersdo do coeficiente de Pearson para a correlacdo
entre acidez e umidade, seguido do Gréafico 16 expondo o diagrama da dispersao obtido para

pH versus umidade.
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Gréfico 15 — Diagrama da dispersdo da correlagdo de Pearson entre acidez e umidade do mel de T. angustula do
Estado do Parang; [r(Pearson) = - 0,05789; (p) < 0,05].

pH

Umidade

Gréfico 16 - Diagrama da dispersado da correlacao de Pearson entre pH e umidade do mel de T. angustula do Estado
do Parang; [r(Pearson) = - 0,0727; (p) = 0,4961].

Os dados da analise estatistica de coeficiente de Pearson entre a acidez e umidade do
mel de T. angustula, apresentou [r(Pearson) = - 0,05789; (p) < 0,05] (Gréafico 15). Para a
correlacdo de pH e umidade foi obtido [r(Pearson) = - 0,0727; (p) = 0,4961], conforme

apresentado no grafico 16.
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Nota-se que ndo houve correlacdo para os dois pardmetros analisados em relacdo a
umidade (valores de r (Pearson) negativo e valores de (p) superiores a 0,05). Estes valores
podem indicar que estes parametros ndo interferiram diretamente na umidade, embora possam
ter influéncia sobre outros parametros fisico-quimicos que atuam na expressdo da acao contra

micro-organismos.

5.4 PEROXIDO DE HIDROGENIO

Os resultados obtidos para quantificacdo do percentual de peréxido de hidrogénio
(H20,) do mel (Grafico 17).
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Grafico 17 — Concentragéo do perdxido de hidrogénio do mel de T. angustula.

Os teores de perdxido de hidrogénio quantificados das amostras de mel estudado
evidenciam a presenca do perdxido de hidrogénio no mel.

Para o periodo de 6 horas de incubacdo, os halos de inibicdo em compara¢do com o
percentual de peroxido de hidrogénio ndo estdo proporcionalmente relacionados, como pode
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ser notado pela amostra de Campo Mourdo (CM) com apresentou halos médio de inibicdo
17,77% menor que a média do halo registrado para a amostra de Céu azul (CEU) com 75,47%
de perdxido de hidrogénio da amostra CM. A amostra proveniente de Ubiratd (UBI)
apresentou maior percentual de peroxido de hidrogénio com halo de inibicdo semelhante a
amostra de Guaraquegaba (GUA) contendo 63,48% do percentual de peroxido de hidrogénio
de UBI. Para verificar a correlagcdo do peréxido de hidrogénio na atividade antimicrobiana do
mel de T. angustula amostrado no ensaio de sensibilidade para a leitura apos 6 horas de
incubacdo foi calculado o coeficiente de Pearson (p < 0,05), conforme ilustrado no Gréfico
18.
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Grafico 18 - Diagrama de correlacdo de Pearson entre o perdxido de hidrogénio e os halos de inibicao
contra bactéria S. aureus; [r(Pearson) = - 0,1676; (p) = 0,1143].

Conforme o coeficiente de correlacdo de Pearson [r(Pearson) = - 0,1676; (p) =
0,1143], evidenciam que a acao do perdxido de hidrogénio ndo foi determinante na atividade
antimicrobiana do mel estudado. A participacdo do H,0- na atividade antimicrobiana pode ter
sido reduzido pelo fato da bactéria S. aureus poder produzir a enzima catalase, que destréi o
perdxido de hidrogénio em &gua e oxigénio, como observado na reducao nos halos de inibicéo
para o periodo de 9 e 18 horas.

Os resultados obtidos sugerem que entre outros fatores podem ter contribuido para a

reducdo do teor de perdxido de hidrogénio, como reacdo com o &cido ascorbico e ions
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metalicos, ou pela catalase presente no néctar e polen como cita Vargas (2006). Peralta (2010)
analisando a acdo do perdxido de hidrogénio constatou que este participou na atividade
antimicrobiana, entretanto quando adicionado catalase na solucdo do mel teve sua acdo
reduzida propondo que metabolitos vegetais ou das abelhas pudessem estar envolvidos na
atividade ndo peroxido. Molan (1996) considera a existéncia de outros fatores
antimicrobianos quando o perdxido de hidrogénio € degradado pela catalase.

A variagdo na expressdo da atividade bioldgica do mel tem sido atribuida ndo s6 somente
ao perdxido de hidrogénio, mas a origem boténica e geografica (WESTON; BROCKLEBANK e
LU, 2000), pressdo osmoética, pH, acidez, atividade de agua (Ay), conteldo de proteinas, taxa de
carbono/nitrogénio, agucares redutores, agentes quimicos, substancias volateis (HOOPER, 1981;
SNOWDON; CLIVER, 1996; WHITE, 1979; WHITE, 1989; WESTON; BROCKLEBANK; LU,
2000), flavonoides (MOLAN, 2001) e compostos fendlicos (NAMIAS, 2003). Alvarez et al.
(1998) acredita, que a acdo sinérgica entre 0os compostos pode determinar ou modificar a acao
antimicrobiana do mel.

Considerando os fatores que podem contribuir com a expressdo da atividade
antimicrobiana do mel, devem ser estudados a fim de elucidar a contribuicdo de cada um na

atividade antimicrobiana do mel.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de mel da abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula do Estado do Parana
apresentaram atividade antimicrobiana frente a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus
conforme a metodologia de disco-difusdo (in vitro). O teste estatistico realizado com 0s
valores dos halos de inibicdo, as amostras apresentam uniformidade ndo sendo
estatisticamente diferentes. Contudo devido a variacdo da expressdo da atividade
antimicrobiana no decorrer do tempo, assinalam a importancia da ampliagdo das analises in
vitro e in vivo para uma adequada utilizacdo do mel como produto terapéutico.

Conforme as analises dos parametros fisico-quimicos das amostras do mel de
Tetragonisca angustula, pode-se verificar que a atual legislacdo brasileira com referéncia ao
mel de Apis mellifera, ndo é adequada para todos os pardmetros analisado, apresentando
valores de umidade superiores a 20%. Desta forma reforga a necessidade do desenvolvimento
de um padrdo para o mel de meliponineos.

Através da metodologia empregada para quantificacdo do peroxido de hidrogénio
detectou-se a presenca desta substancia nas amostras de mel amostrada, contudo a quantidade
do teor ndo esta diretamente correlacionada com os tamanhos dos halos de inibicdo. Ressalta-
se gque outros métodos analiticos devem ser empregados com o objetivo de comparacdo entre
os valores.

Para a amostragem estudada do mel de T. angustula produzido no Estado do Parana os
parametros fisico-quimicos, assim como o peroxido de hidrogénio ndo apresentaram
correlagcdo sobre a atividade antimicrobiana, evidenciando que outros fatores podem estar
envolvidos na acdo biologica. Desta forma ressalta-se a importancia da caracterizagcdo de

outros fatores que possam influenciar na expresséo da atividade antimicrobiana do mel.
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APENDICE A — Médias de triplicatas (+ desvio padr&o) dos resultados obtidos para os parametros acidez, hidroximetilfurfural, pH e umidade das amostras de mel
de abelha jatai (Tetragonisca angustula) coletadas entre setembro/2012 e julho/2013 no Estado do Parana (PR).

Amostra de mel de Tetragonisca angustula

Parametro
CM CEU GUA MAN-B MAN-M MGA ORT SC SH uBlI
Acidez (meq.kg?)  26,33+2,17 27,80+1,45 32,46+2,04 27,76+1,66 24,66+1,52 28,30+1,00 33,46+3,04 34,30+1,22 21,20+0,85 24,10+1,55
a m S ams
HMF! (mg.kg?) 16,56+0,86 4,2040,50 18,22+1,79 26,78+1,74 2,2740,15 16,75+1,05 14,40+1,08 3,114+0,24 17,67+0,66 14,41+1,48
kp k p
pH 3,09+0,03 3,114+0,05 3,97+0,03 3,934+0,01 3,86+0,07 2,84+0,04 3,03+0,03 4,024+0,02 3,06+0,02 3,02+0,02
w wg g
Umidade (%0) 25,64+0,48 25,6440,48 22,7843,46 23,98+1,42 26,9514,40 26,03+0,81 17,66+2,57 24,5446,53 23,86+1,61 30,65+2,68
h c q hcq

"Hidroximetilfurfural. Valores na mesma linha seguidos de letras iguais sdo significativamente diferentes [Kruskal-Wallis, seguido de teste a posteriori de Dunnett (p <

0,05)].



