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RESUMO

O mel de abelhas sem ferrdo € um alimento com caracteristicas fisicas e quimicas
particulares e de sabor exético, alcancando um maior valor de mercado em
comparacdo aos méis de Apis mellifera Linnaeus, 1758. Entretanto, apesar do
grande numero de espécies de meliponineos existentes, poucas investigacdes tém
sido conduzidas para a avaliacdo do potencial terapéutico de seus méis. Assim, com
0 proposito de ampliar o conhecimento sobre méis obtidos a partir de diferentes
meliponineos nativos do Brasil, este trabalho teve por objetivo investigar a qualidade
fisica e quimica e a origem botanica, bem como estudar o efeito antibacteriano,
antifingico, antioxidante e anti-inflamatério desses produtos, provenientes do estado
do Parana. As caracteristicas fisicas e quimicas observadas para os méis de
meliponineos ndo atenderam, na totalidade, as exigéncias estabelecidas pela
legislacdo vigente para o mel de A. mellifera. As familias mais representativas nos
espectros polinicos das amostras avaliadas foram Anacardiaceae, Arecaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Melastomataceae/Crombetaceae, Myrtaceae,
Rubiaceae, Salicaceae e Solanaceae. Considerando a origem botanica dos méis,
por meio da melissopalinologia, apenas duas amostras foram classificadas como
mel monofloral. Foi encontrada uma correlacdo positiva entre os teores de fendlicos
totais e a atividade antioxidante dos extratos fendlicos obtidos a partir dos méis
(EFMs). Todas as amostras de mel in natura apresentaram atividade antimicrobiana
contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Os
EFMs indicaram reduzido efeito antimicrobiano, em relacdo aos méis de
meliponineos. Foram identificados 11 compostos fendlicos no extrato metandlico do
mel produzido pela abelha sem ferrdo Melipona marginata Lepeletier, 1836. Esse
extrato, quando aplicado topicamente, demonstrou um efeito anti-inflamatorio,
confirmado pela reducdo do edema, da migracdo leucocitaria e da producdo de
espécies reativas de oxigénio na pele de camundongos.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo, analise polinica, compostos fendlicos, mel,
potencial medicinal



ABSTRACT

The stingless bee honey is a food with particular physicochemical properties and
exotic flavor. This hive product reaches a higher price in the market as compared to
the honey from Apis mellifera Linnaeus, 1758. In spite of the high number of
meliponines, few investigations have been devoted to evaluate the therapeutic
potential of honeys from stingless bees. Concerning the purpose of increasing the
knowledge about honeys from different stingless bees native to Brazil, the aim of this
study was to investigate the physicochemical quality and botanical origin, as well as
evaluating the antibacterial, antifungal, antioxidant and anti-inflammatory effect of
these products from Parand. The stingless bee honeys presented physicochemical
characteristics that not attend to all the legal requirements established for A. mellifera
honey. Considering the pollen spectra of the studied samples, the most
representative families were Anacardiaceae, Arecaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Melastomataceae/Crombetaceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Salicaceae and
Solanaceae. Regarding the botanical origin, melissopalynology showed that only two
sample was classified as a monofloral honey. A positive correlation
between total phenolic content and antioxidant activity of honey phenolic extracts
(EFMs) was observed. All fresh honey samples presented antimicrobial activity
against strains of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans. A
lower antimicrobial activity was verified for EFMs as compared to pure honeys. A
total of 11 phenolic compounds were identified in methanolic honey extract from
Melipona marginata Lepeletier, 1836. This extract showed a topical anti-inflammatory
effect confirmed by decreasing ear edema, leukocyte migration and production of
reactive oxygen species in the skin of mice.

Key words: honey, medicinal potential, phenolic compounds, pollen analysis,
stingless bee
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1 INTRODUCAO

O mel € um alimento apreciado, em funcédo do seu sabor caracteristico. Sua
qualidade nutricional, devida a presenca de vitaminas e minerais, seu valor
energético elevado, suas propriedades medicinais, como a acao antioxidante e a
atividade antisséptica, e suas propriedades sensoriais tém atraido Varios
consumidores. Além disso, o seu valor de mercado e a sua qualidade estéo,
normalmente, relacionados com sua origem botanica e com sua composi¢ao
guimica (BORSATO et al., 2010).

O mel produzido pela abelha Apis mellifera Linnaeus, 1758 € o mais comum,
sendo amplamente estudado e usado pela populacdo. No entanto, particularmente
na regido Neotropical, além das abelhas africanizadas, espécies de abelhas
indigenas sem ferrdo ou meliponineos, como Melipona spp., Scaptotrigona spp. e
Trigona spp., elaboram méis diferenciados, com caracteristicas sensoriais, fisicas e
quimicas particulares e que possuem um valor comercial mais elevado, quando
comparados ao mel da abelha A. mellifera (GUERRINI et al., 2009; ALMEIDA-
MURADIAN; MATSUDA; BASTOS, 2007; GAREDEW,; SCHMOLZ; LAMPRECHT,
2004; SOUZA et al., 2004a; TORRES et al., 2004).

O mel elaborado pelos meliponineos tem sido utilizado tradicionalmente
como um alimento com finalidades medicinais, principalmente em zonas rurais e
entre 0s povos indigenas, que atribuem a ele propriedades terapéuticas especificas,
como no tratamento de processos inflamatérios e infecciosos (CORTOPASSI-
LAURINO; GELLI, 1991; POSEY, 1987).

Quanto ao uso terapéutico, alguns trabalhos exploraram as propriedades
medicinais de méis de abelhas sem ferrdo, sendo especialmente relacionados a
investigagdo de suas propriedades antimicrobianas. Nesse sentido, foi avaliado o
efeito antimicrobiano de méis produzidos por espécies de abelhas indigenas sem
ferrdo provenientes de diferentes paises, dentre eles o Brasil (BOORN et al., 2010;
IRISH et al., 2008; GONCALVES; ALVES-FILHO; MENEZES, 2005; TORRES et al.,
2004; MIORIN et al., 2003).

Entretanto, ao considerar que o numero de meliponineos ultrapasse 500 e
192 espécies, respectivamente no mundo e no Brasil (BALLIVIAN, 2008; CRANE,
2004), pode-se estabelecer que esses estudos representam apenas um grupo
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pequeno de investigacdes, que, embora promissores, ndo abrangem a totalidade
dos méis produzidos pelas diferentes espécies de abelhas indigenas sem ferrdo
existentes.

Dessa forma, com base na literatura consultada, ndo foram verificados
trabalhos relativos a avaliacdo das propriedades medicinais de meéis de abelhas
indigenas sem ferrdo elaborados pelas espécies Melipona bicolor, Melipona
marginata, Melipona rufiventris, Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona bipunctata,
Scaptotrigona xanthotricha. Com relacdo as espécies Tetragona clavipes e
Tetragonisca angustula, apenas um estudo abordou o potencial antimicrobiano dos
méis produzidos por essas abelhas no estado do Parana (CORTOPASSI-LAURINO;
GELLI, 1991).

Assim, com o proposito de ampliar o conhecimento sobre o potencial
medicinal e a composicdo de meéis obtidos a partir de diferentes meliponineos
nativos do Brasil, o objetivo desse trabalho foi determinar as caracteristicas fisicas e
guimicas e a origem botéanica, bem como avaliar o efeito antibacteriano, antifingico,

antioxidante e anti-inflamatorio desses produtos provenientes do estado do Parana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MEL

O mel é um produto viscoso, adocicado e, geralmente, de aroma agradavel.
Apreciado desde a Grécia antiga, foi utilizado pelo homem como alimento,
medicamento e oferenda aos deuses. A primeira referéncia escrita sobre o mel, um
texto sumério de cerca de 2100 a 2000 a.C, menciona o uso do mel como uma
pomada. Existem relatos do uso do mel como medicamento em papiros egipcios de
cerca de 1500 a.C., nos quais o0 mel estava na composicdo de centenas de
prescricdes para uso externo e interno. No Egito antigo, também foi usado como
oferenda em ceriménias religiosas, sendo que os israelitas destinavam o mel de
suas primeiras colheitas para presentear a Deus. Na Babilénia e na Grécia antiga, o
mel foi ainda empregado para conservar 0s corpos de reis e generais mortos em
batalha, até que fossem transportados para o funeral (BOGDANOV et al., 2008; O
MEL..., 2003; SATO; MIYATA, 2000; CRANE, 1996; MOLAN, 1996).

Por um longo periodo de tempo, o mel foi o Unico edulcorante utilizado pelo
homem, até ser substituido, gradativamente, por acucares refinados e
manufaturados, como os extraidos da cana-de-acucar e da beterraba (BOGDANOV
et al., 2008; O MEL...,2003; PEREIRA et al., 2003; COUTO; COUTO, 1996).

Ha diversos tipos de méis, produzidos, principalmente, pelas abelhas do
género Apis. A espécie A. mellifera é encontrada na Europa, Africa e Oriente Médio;
a Apis cerana Fabricius, 1793 é uma abelha de colmeias nativas do sul da Asia; a
Apis dorsata Fabricius, 1793 e a Apis florea Fabricius, 1787 sé@o espécies nativas
dos trépicos da Asia e caracterizam-se por ter como ninho um favo Unico ao ar livre.
Mas, existem outras espécies que produzem diferentes tipos de méis, como as
abelhas sem ferrdo ou meliponineos, presentes nos tropicos de todos os
continentes, as quais somam cerca de 500 taxa ao todo. H4, também, espécies de
vespas, na América do Sul tropical, e formigas, em algumas areas secas da
Australia e da América do Norte, que produzem mel, mas ndo produzem cera
(CRANE, 2004, 1996, 1983).
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O mel é elaborado pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou
das secrecdes procedentes de partes vivas de plantas ou ainda, de secrecdes de
insetos sugadores de seivas vegetais que permanecem sobre as partes vivas
dessas plantas. As abelhas recolhem, transformam, combinando esse material com
substancias especificas préoprias, armazenam e deixam maturar nos favos da
colmeia (BRASIL, 2000; CRANE, 1983).

A partir do néctar, as abelhas produzem os méis florais, 0s quais sdo 0s
mais apreciados e alcancam o0s maiores precos no mercado. O mel pode ser
classificado, a partir da sua origem floral, em monofloral, quando a maior parte do
néctar € coletada de uma unica espécie vegetal; polifloral, quando mais de uma
espécie botanica contribui com o néctar; e silvestre, se produzido a partir de
espécies nativas. Os méis florais sdo caracterizados por meio da andlise
microscopica, que possibilita a identificacdo e a quantificacdo dos grdos de pdlen
(SODRE et al., 2007; ANDRADE E SILVA, 2003; MOREIRA; DE MARIA, 2001;
COUTO; COUTO, 1996).

O mel extrafloral é produzido a partir de exsudatos de plantas ou de residuos
de frutas ou ainda, de outras fontes de matéria-prima (MOREIRA; DE MARIA, 2001).
O mel de melato € obtido a partir de secrecdes provenientes das partes vivas das
plantas ou de secre¢fes de insetos sugadores de plantas (BRASIL, 2000). Os méis
de melato séo classificados em 2 tipos: aqueles com alto teor de erlose, que nao
sofrem granulacao, e os de alto teor de melezitose, que sdo sujeitos a cristalizacéo
(MOREIRA; DE MARIA, 2001; COUTO; COUTO, 1996; CRANE, 1983).

Considerando a quantidade e o valor de mercado do mel produzido pelas
diferentes espécies de abelhas, pode-se constatar que existem diferencas. Enquanto
que a abelha A. mellifera pode produzir quantidades superiores a 13 L de mel por
colénia ao ano (PEREZ et al., 2006), a producdo média de mel da abelha Melipona
subnitida Ducke, 1910 por col6nia ao ano € de 2 L, segundo um estudo realizado no
municipio de Jandaira, Rio Grande do Norte (CAMARA et al., 2004). Ja a
produtividade da espécie Melipona scutellaris Latreille, 1811 alcanca 8 L de mel por
colénia ao ano (SILVA; LAGES, 2001). Embora a producdo do mel de A. mellifera
seja numericamente maior quando comparada a producdo realizada pelos
meliponineos, o preco de mercado de produtos de Apis € muito inferior aquele de
abelhas sem ferrdo. Enquanto que um quilograma de mel de A. mellifera € vendido

entre R$10,00 e R$15,00, um litro de mel de meliponineos pode alcancar um preco
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de R$ 20,00 a R$100,00 no mercado nacional. O mel produzido pelas abelhas
indigenas sem ferrdo é mais valorizado devido ao sabor exético que possui e a baixa

oferta desse produto para a comercializacao (ALVES et al., 2005).

2.1.1 Qualidade fisica, quimica e microbiolégica do mel

Os requisitos de qualidade fisica e quimica do mel foram estabelecidos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, na Instrucdo Normativa Ne 11,
de 20 de outubro de 2000, a qual constitui 0 Regulamento de Identidade e Qualidade
do Mel (Tabela 01). Esse regulamento impede a adicdo de acuUcares e/ou outras
substancias que alterem a composicado original do mel. Quanto as caracteristicas
sensoriais, o0 mel pode ter cor variavel, de quase incolor a pardo-escura; deve ter
sabor e aroma caracteristicos, conforme a sua origem, e pode apresentar
consisténcia variavel, de acordo com o seu estado fisico. Quanto as caracteristicas
fisicas e quimicas, para o critério de maturidade, os parametros a serem avaliados
se referem as anadlises de acguUcares redutores, umidade e sacarose; para satisfazer
a condicao de pureza, os meéis devem apresentar graos de pélen e precisam atender
as especificagfes para os teores de solidos insolliveis em agua e minerais (cinzas).
Além disso, para avaliar suas condi¢cdes de deterioracéo, € necessario averiguar os
teores de acidez livre, hidroximetilfurfural (HMF) e atividade diastasica. O mel néo
deve ter indicios de fermentacdo e deve ser acondicionado em embalagem
adequada para alimentos, que mantenha as condicdes previstas para o
armazenamento e que confira uma protecao elevada contra a contaminacédo. O mel
em favos e o mel com pedacos de favos s6 devem ser acondicionados nas

embalagens destinadas para sua venda direta ao publico (BRASIL, 2000).
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TABELA 01— ESPECIFICACOES FiSICAS E QUiM[CAS ESTABELECIDAS PELA LEGISLACAO
BRASILEIRA PARA A ANALISE DE MEIS

Parametro Especificacbes

Mel Floral Mel de Melato
Umidade (%) Maximo 20 Maximo 20
Acucares redutores (%) Minimo 65 Minimo 60
Sacarose (%) Maximo 6 Maximo 15
Sdlidos insolaveis (%) Méximo 0,1 Méximo 0,1
Minerais (%) Méximo 0,6 Méximo 1,2
Acidez (mEq.kg™) Mé&ximo 50 Méximo 50
HMF (mg.kg™) Méaximo 60 Méaximo 60
indice de diastase (escala Géthe) Minimo 8 ou 3, se HMF inferior a 15

FONTE: BRASIL (2000)

O teor de umidade € o critério de qualidade que determina a capacidade do
mel de se manter estavel e livre de fermentacdo. Um alto teor de umidade pode
acelerar a cristalizacdo em determinados tipos de mel e pode favorecer o
crescimento de certas leveduras, devido ao aumento da atividade de agua (GOMES
et al., 2010; BOGDANOV et al., 1999; BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997;
CRANE, 1983). De acordo com Noronha (1997), todo mel com umidade superior a
18% esta sujeito a fermentacéo.

A colheita prematura do mel, que corresponde a0 momento em que a
sacarose do néctar ainda nao foi totalmente convertida em glicose e frutose, pode
resultar em teores de sacarose acima do limite estabelecido pela legislagao.
Entretanto, alguns meéis podem nao indicar teores elevados de sacarose, mesmo
guando colhidos prematuramente, pois néctares de origens florais diversas possuem
diferencas em sua composi¢ado quimica de carboidratos (VARGAS, 2006).

A porcentagem de cinzas no mel expressa a presenca quantitativa do
material mineral e se constitui em um parametro amplamente utilizado nas
determinacdes que visam verificar a sua qualidade (ESTEVINHO et al., 2012;
MARCHINI, MORETI; OTSUK, 2005). O contetudo de cinzas no mel é, geralmente,
pequeno e depende da composicdo do néctar das plantas que contribuem para a
sua formacdo. A quantidade de minerais existentes nas cinzas também é
influenciada pelo tipo de solo em que a planta nectarifera tem seu crescimento
(FELSNER et al., 2004).

A acidez do mel pode ser explicada pela presenca de acidos organicos e
alguns ions inorganicos, tais como o fosfato, provenientes de diferentes fontes de

néctar. Também pode ser resultante da acdo da enzima glicose-oxidase, que forma
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0 acido glucénico, da acdo de bactérias durante a maturacdo do produto e, ainda,
pode estar relacionada as quantidades de minerais presentes no mel. Um alto teor
de acidez pode ser indicativo da fermentacdo de acuUcares em acidos organicos
(GOMES et al., 2010; HORN, 1997).

O HMF é um composto furanico, formado como um produto intermediario da
reacdo de Maillard pela desidratacdo direta de acucares em condi¢cdes acidas
(caramelizacdo), durante o tratamento térmico aplicado aos alimentos. Pode estar
presente naturalmente no mel, mas seu nivel elevado é um indicativo de
superaquecimento, longa estocagem ou falsificacdo (RIZELIO et al., 2012; FALLICO
et al., 2004; BOGDANOV et al., 1999; WHITE JUNIOR, 1994).

O mel contém uma pequena quantidade de diferentes enzimas,
notavelmente, a diastase (a- e -amilase), a invertase, a glicose-oxidase, a catalase
e a fosfatase acida, as quais sdo provenientes das fontes nectariferas, dos fluidos
salivares e das secrecfes da glandula faringea das abelhas (HUIDOBRO et al.,
1995). O nivel de diastase encontrado no mel depende de sua origem geografica e
floral e pode ser um indicativo da deterioracdo do mel, pois a atividade diastasica
decresce com o armazenamento e com o0 aquecimento do mel (GOMES et al., 2010;
BOGDANOV; RUOFF; PERSANO-ODDO, 2004), sendo um parametro importante
na avaliacao da qualidade do produto.

Assim como o alto teor de HMF, a baixa atividade diastasica é um indicativo
do uso de altas temperaturas durante o processamento ou de longo tempo de
armazenamento do mel. No entanto, esses critérios de qualidade devem ser
avaliados com cautela, pois ha uma grande variabilidade da quantidade dessas
substancias em meéis provenientes de diferentes origens (FALLICO et al., 2006).

A cor do mel depende de varios fatores, como a origem floral, o
processamento, 0 armazenamento, os fatores climaticos durante o fluxo de néctar, a
temperatura que afeta o amadurecimento do mel na colmeia, entre outros. O
contetdo de minerais interfere consideravelmente na coloragdo dos méis, sendo que
meéis de coloracdo mais clara possuem menores teores de cinzas quando
comparados aos meéis de coloracdo mais escura (AL et al., 2009). A legislacao
brasileira também estabelece que a cor dos méis possa variar de quase incolor a
pardo-escuro (BRASIL, 2000), sendo este um parametro comercialmente importante,
pois em paises com grande consumo de mel, méis de coloracdo mais clara séo os
preferidos (CRANE, 1983).
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E importante destacar que, nas legislacdes nacionais e internacionais
vigentes, ndo ha a exigéncia da realizacdo de analises microbiolégicas para o mel.
Sao estabelecidas, apenas, praticas de higiene durante a manipulacdo do produto
(BRASIL, 2001, 2000; CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2001; MERCOSUL,
1999).

2.1.2 Analise polinica do mel

A identificacdo das plantas visitadas pelas abelhas é de fundamental
importancia para os apicultores, por indicar as fontes de alimento utilizadas para a
coleta do néctar e do podlen, visando maximizar o aproveitamento dos recursos
troficos, principalmente em areas de vegetacdo natural (ALVES; CARVALHO;
SOUSA, 2006; HOWER, 1953). Um dos métodos para caracterizar a flora visitada
pelas abelhas é por meio da analise dos tipos polinicos encontrados nos méis
(ALVES; CARVALHO; SOUSA, 2006; SEIJO et al., 1992; DURKEE, 1971).

Para que seja feita a identificacdo botanica e geografica do mel, é necesséario
0 conhecimento do seu espectro polinico, por meio da contagem de grédos de pdlen
contidos no mel diluido em &gua destilada. O pélen dominante (acima de 45%)
representa a origem botanica do mel; o acessorio (acima de 15 a 45%) indica outras
plantas visitadas; e o isolado (menor que 15%) fornece a procedéncia geografica da
amostra (ESCUREDO et al., 2012; MIRANDA; ANDRADE, 1990).

O termo “mel unifloral” € usado para descrever méis em que a maior parte do
néctar tenha sido derivada de uma Unica espécie de planta. Usualmente, o mel é
considerado unifloral, se a frequéncia do pdlen de uma planta € maior do que 45%
(ESTEVINHO et al.,, 2012; GOMES et al.,, 2010; MAURIZIO, 1975). Porém, um
minimo de 10 a 20% de podlen de Arbutus, Citrus, Thymus ou Rosmarinus é
suficiente para considerar um mel como monofloral (ESTEVINHO et al., 2012;
TERRAB; DIEZ; HEREDIA, 2003). Ja o mel de Castanea ou de Cynoglossum requer
um minimo de 70 a 90% de graos de polen, em funcédo da baixa producao de néctar,
para ser considerado como monofloral (ESTEVINHO et al., 2012; ANKLAM, 1998).
N&ao existe, portanto, uma relacao fixa e constante entre a quantidade de néctar e a
de grédos de pdlen produzidos pelas plantas, de modo que cada espécie botanica
deve ser considerada individualmente (BARTH, 1989).
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A melissopalinologia pode ser util para determinar e controlar a origem
geografica e botanica do mel. Além disso, a andlise polinica fornece informacdes
importantes sobre a extracdo e a filtracdo do mel, sobre a fermentagcao
(RUSSMANN, 1998), sobre alguns tipos de adulteracdo (KERKVLIET et al., 1995) e
sobre aspectos higiénicos, como contaminagdes com pd mineral, fuligem ou graos
de amido (LOUVEAUX; MAURIZIO; VORWOHL, 1970). Porém, para uma correta
diagnose da sua origem botanica, sdo necessarias também as analises fisicas,
quimicas e sensoriais (VON DER OHE; PERSANO-ODDO; PIANA, 2004).

O levantamento palinologico qualitativo e quantitativo de uma amostra de mel,
obtido pela anadlise polinica, constitui o seu espectro polinico. Esse espectro diz
respeito as plantas produtoras de néctar, as plantas ndo produtoras, e ainda as
falsificacfes, contaminacdes e misturas. Quanto a avaliacdo nectarifera da amostra,
ou seja, das espécies vegetais que realmente contribuem para a formacao do mel,
deve-se levar em conta a presenca de poélen de plantas nectariferas (sub-
representadas), poliniferas (super-representadas) e anemobfilas nos espectros
polinicos (ESTEVINHO et al., 2012; GOMES et al., 2010; BARTH, 1989).

As plantas nectariferas, sub-representadas nos espectros polinicos, fornecem
muito néctar, mas pouco poélen. Assim, poucos graos sao indicativos de grande
guantidade de néctar. Nos méis puros dessa categoria, aparecem poucos graos de
pélen e sedimento. Como exemplo, entre as espécies sub-representadas mais
frequentes na regido Sul-Sudeste do Brasil, estdo as Rutaceae produtoras de frutas
citricas (Citrus spp.), Lamiaceae (Salvia spp., Hyptis spp. e espécies cutivadas para
temperos culinarios) e algumas Mimosaceae (Acacia spp.) (BARTH, 2005, 1989).

Plantas poliniferas aparecem super-representadas nos espectros polinicos,
fornecendo pouco néctar, mas muito polen. A ocorréncia do polen em grande
guantidade indica teor bem menor de néctar. Quando uma amostra de mel contém
mais de 98% de polen de uma planta polinifera, o mel derivado dessa espécie deve
ser considerado monofloral. Entre 0os taxa super-representados que ocorrem na
regido Sul-Sudeste, encontram-se principalmente as espécies do género Mimosa
(BARTH, 2005, 1989).

As espécies de Eucalyptus tém producéo variavel de pélen, de modo que ora
se enquadram como nectariferas, ora como poliniferas (BARTH, 2005). Dentre as
espécies botanicas fornecedoras de alimento para as abelhas, o eucalipto é
considerado um dos melhores e mais abundantes (MARCHINI; MORETI; SILVEIRA
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NETO, 2003). Segundo Nogueira Neto (1953), o néctar das flores de eucalipto pode
produzir méis de diferentes qualidades, como, por exemplo, o de Eucalyptus robusta
Sm., € escuro, perfumado e agradavel. Ja o néctar de Eucalyptus ficifolia F. Muell. é
claro e saboroso e o de Eucalyptus globulus Labill. é escuro e de baixa qualidade.
No Brasil, a cultura de eucalipto é importante para a producao de celulose, madeira
e energia e as espécies mais cultivadas sdo Eucalyptus camaldulensis Dehnh.,
Eucalyptus citriodora Hook., Eucalyptus cloeziana F. Muell., Eucalyptus grandis W.
Hill ex Maiden, Eucalyptus maidenii F. Muell., Eucalyptus paniculata Sm., Eucalyptus
saligna Sm., Eucalyptus tereticornis Sm. e Eucalyptus urophylla S. T. Blake
(MARCHINI; MORETI; SILVEIRA NETO, 2003; KERR; AMARAL, 1960).

Ha ainda as plantas anemdfilas, as quais ndo produzem néctar. O polen
anemofilo é seco e leve, sendo disperso pelo vento. Ele pode entrar,
ocasionalmente, na composicdo do espectro polinico de méis monoflorais, pois &
coletado e armazenado nos alvéolos dos favos das colmeias, separadamente do
néctar, como fonte de proteinas. A presenca desse tipo de polen no mel pode ser, as
vezes, em quantidade consideravel, devido ao processo de extracdo, ou mesmo,
devido a adicao intencional, o que caracteriza a falsificagdo do produto. Entretanto,
por intermédio desses graos de pdlen, pode-se identificar a regido geogréafica onde
foi coletado o mel. Na regido Sul-Sudeste, entre as plantas anemdfilas, que ocorrem
com maior frequéncia, estdo as espécies de Cecropia e Poaceae, dentre as quais se
destaca o milho (Zea mays L.) (BARTH, 2005, 1989). Além disso, a alta frequéncia
de grdos de pdélen de plantas anemdfilas, aliada a presenca de elementos figurados,
como algas, esporos de fungos (fumaginas), particulas de fuligem e massa
granulosa, caracterizam o mel de melato (BARTH, 1989).

A andlise polinica qualitativa de meéis provenientes de diferentes regides
geograficas e floristicas pode fornecer importantes dados, tanto para a
caracterizacdo dos méis com relacdo a sua origem botanica e geografica e de sua
época de coleta, quanto para a avaliacgdo do mel de origem desconhecida ou
duvidosa (ESTEVINHO et al., 2012; FEAS et al., 2010; BARTH, 1989).

Entretanto, Barth (2005) salienta que a avaliacdo dos dados obtidos pela
contagem polinica ainda necessita aprimoramento. N&o basta realizar uma simples
reparticdo dos tipos de graos de pdlen encontrados nas amostras de mel em classes
de frequéncia. Na interpretacdo das informacdes, para alcancar uma diagnose final

da amostra, € importante conhecer a relacdo podlen-néctar das espécies apicolas
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encontradas no mel (BARTH, 1989). O conhecimento sobre as plantas que
produzem maior ou menor quantidade de néctar, maior ou menor quantidade de
pblen, bem como sobre as plantas que sdo de maior ou de menor interesse para as
abelhas é, em parte, até empirico. Esse interesse pode variar de regido para regido.
Como exemplo, pode-se citar a espécie apicola Dombeya wallichii (Lindl.) K. Schum.
(astrapeia), que € muito procurada pelas abelhas do Rio de Janeiro. No entanto, em
Santa Catarina, ela ndo é atrativa para as abelhas, devido ao elevado teor de agua
presente no néctar da espécie nessa regido (BARTH, 2005).

Barth (2005) sugere, entdo, um modelo de avaliacdo quantitativa do mel, por
meio dos espectros polinicos obtidos a partir das amostras analisadas. Do total de
graos de pdlen contado por amostra (mais que 300 graos), subtrai-se o nimero de
grdos de pdlen de plantas anemdfilas e poliniferas, obtendo somente o pdlen
nectarifero. Sobre esse total de polen nectarifero, sdo calculados os respectivos
percentuais para cada taxon nectarifero, levando em consideracdo as
particularidades das espécies nectariferas em avaliacdo. Caso haja alta incidéncia
de uma espécie polinifera, acima de 98% do total de grédos de pdlen contados, a
producado de néctar dessa planta classifica 0 mel como monofloral.

Barth (2004), em uma extensa revisao feita sobre a melissopalinologia no
Brasil, relata que referéncias sobre a analise polinica de méis do Sul do Brasil ndo
sdo frequentes. Os méis que caracterizam essa regido sdo, geralmente,
provenientes de Asteraceae e de Anacardiaceae, em especial de Senecio
brasiliensis (Spreng.) Less. (maria-mole) e Lithraea sp. (aroeira), respectivamente
(BARTH, 1990). Os diversos taxa de Asteraceae, Eucalyptus, Myrtaceae e Mimosa
scabrella Benth. ocorrem frequentemente na regido Sul (BARTH; CORE-GUEDES.,
1999; BARTH, 1989).

Segundo Ramalho et al. (1991), as plantas que conferem as frequéncias
mais altas de gréaos de pélen nas 256 amostras de méis analisadas, provenientes de
Sdo Paulo e do Parana, foram Eucalyptus spp., Baccharis spp., Citrus spp., M.
scabrella, Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg., Serjania spp., Schinus

terebinthifolia Raddi, Mimosa velloziana Mart., Matayba elaeagnoides Radlk.,
Cecropia adenopus Mart. ex Mig., Eupatorium spp., llex paraguariensis A. St.-Hil.,

Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman, Vernonia spp., Casearia spp., Allophylus

spp. e S. brasiliensis.
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2.1.3 Composicéao e propriedades medicinais do mel

Na composi¢do quimica do mel sédo encontradas, no minimo, 200 substancias
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006), entre as quais: agua, acucares, com
predominancia de glicose e frutose, uma mistura complexa de outros carboidratos,
enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerais, substancias aromaticas,
pigmentos e grdos de polen. Adicionalmente, o mel pode conter cera de abelhas
procedente do processo de extracdo (BRASIL, 2000). Sua composicdo pode ser
variavel, dependendo da origem floral, da regido geografica, das condi¢cdes
climaticas e do processamento (ARRAEZ-ROMAN et al., 2006).

A apiterapia tem sido recentemente o foco das aten¢gbes como uma forma de
medicina preventiva utilizada para o retardo do aparecimento de certas doencas,
bem como para a promocdo de saude (INOUE et al., 2005). Além de ser um
adocante natural e um alimento de alto valor energético, o mel apresenta efeito
imunoldgico, antibacteriano, anti-inflamatoério, analgésico, sedativo, expectorante e
de hipossensibilizagdo (WIESE, 1986). Estudos demonstram que o mel tem sido
utilizado recentemente na pratica médica para o tratamento de infeccbes pos-
operatdrias em adultos e neonatos, para a estimulacdo da cicatrizacao de ferimentos
e de queimaduras e para o tratamento de Ulceras gastricas, Ulceras dos pés em
diabéticos, ulceras venosas, fascite necrosante e furinculos (AL-WAILI et al., 2011,
GHELDOF; ENGESETH, 2002).

2.1.3.1 Acao antimicrobiana

O mel pode manter-se imune a deterioracdo por longos periodos de tempo.
Essa caracteristica intrinseca se deve, também, a sua atividade antimicrobiana, que
pode variar de acordo com sua origem floral (SATO; MIYATA, 2000).

O efeito antibacteriano do mel ocorre de modo direto e indireto. A acao direta
€ baseada na inibicdo ou na morte de bactérias e de fungos promovida por
componentes especificos presentes no mel. Ja a agdo indireta ocorre pela inducao

do organismo a uma resposta imunologica a infeccdo, pois a ingestdo do mel

também conduz a um efeito antibacteriano e cicatrizante pela reducédo dos niveis de
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prostaglandinas e aumento dos niveis de Oxido nitrico (NO). Além disso, o mel
promove efeitos prebidticos (AL-WAILI et al., 2011).

Os fatores antimicrobianos que compdem o mel promovem varios efeitos
toxicos nos microrganismos que afetam diretamente o seu metabolismo e a sua
estrutura celular. Dentre os fatores que contribuem para a acao antimicrobiana do
mel estdo a baixa atividade de agua (A,), a alta pressdo osmdtica, o baixo pH, a
acidez, a atividade enzimatica da glicose-oxidase que resulta na formacdo de
perdxido de hidrogénio (H,O,), a alta taxa carbono/nitrogénio, o baixo potencial
redox relacionado ao alto conteido de acucares redutores, 0 baixo contetudo de
proteinas, a presenca de derivados fitoquimicos, como flavonoides, acidos fendlicos
e substancias volateis (AL-WAILI et al., 2011; CUSHNIE; LAMB, 2005; WESTON,
2000; MOLAN, 1996; WHITE JUNIOR, 1979; HOOPER, 1976).

A atividade antimicrobiana do mel é devida, principalmente, ao H,O,
produzido enzimaticamente. No entanto, no mel ndo diluido, a acidez também & um
significativo fator antimicrobiano. Adicionalmente, o pH variando de 3,2 a 4,5 é baixo
suficiente para a inibicdo do desenvolvimento de patégenos, cujos valores de pH
otimos variam entre 7,2 e 7,4 (SATO; MIYATA, 2000; MOLAN, 1996; HOOPER,
1976). O H,0O, pode ser transformado por componentes do mel, na reacdo com acido
ascorbico e ions metalicos e pela agdo da enzima catalase, originaria do pélen e do
néctar. Por meio de testes, com a degradacdo do H,O, pela catalase, pode-se
evidenciar a presenca de outros fatores antimicrobianos no mel, como os derivados
fitoquimicos (MOLAN, 1996).

Diferente da maioria dos tratamentos convencionais, o0 mel ndo conduz ao
desenvolvimento da resisténcia bacteriana a antibidticos e pode ser usado
continuamente. Embora exista um interesse pela aplicacdo do mel para o tratamento
de feridas, os profissionais médicos hesitam em usa-lo, devido a falta de praticidade
na aplicacdo (MOLAN, 1996; BERGMAN et al., 1983). Nesse sentido, estudos tém
sido desenvolvidos para facilitar a utilizacdo tépica do mel. Yusof et al. (2007)
desenvolveram um sistema funcional de curativo incorporando mel Gelam,
proveniente da Malasia, a uma formulacédo de hidrogel. Diferentes concentracdes de
mel (6%, 8%, 10% e 15%) foram adicionadas a uma mistura de poli(vinil-pirrolidina)
(PVP), solucdo de proteina e polietilenoglicol (PEG). O hidrogel com 6% de mel

Gelam foi selecionado, baseado na aparéncia fisica. Os resultados revelaram que o
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mel pode ter uma ac¢éo positiva ha modulacéo da cicatrizacao de ferimentos quando
incorporado a um hidrogel.

Emsen (2007) testou o uso tépico do mel esterilizado, com a finalidade de
fixacdo rapida de enxertos de pele. Foram submetidos ao tratamento 11 pacientes
com lesdes de diferentes etiologias. A utilizacdo do mel foi efetiva na fixacdo dos
enxertos, devido as suas propriedades terapéuticas. Nao foram observadas
complicagcbes, como infecgdes, perda ou rejeicao do enxerto. As maiores vantagens
desse procedimento foram a recuperacdo rapida do paciente, a facil aplicacéo e o

baixo custo da terapia.

2.1.3.2 Acao antioxidante

Diante da comprovacdo de efeitos deletérios sobre o figado e marcada
proliferacdo do reticulo endoplasmatico, entre outros efeitos causados por doses
elevadas de antioxidantes sintéticos, como: butil-hidroxianisol (BHA), butil-
hidroxitolueno (BHT) e t-butil-hidroquinona (t-BHQ), iniciou-se o interesse pelo uso
de antioxidantes naturais (DURAN; PADILLA, 1993). Como consequéncia, foi dada
énfase a identificacdo e a purificagdo de novos compostos com atividade
antioxidante provenientes de fontes bioldgicas.

Os compostos fendlicos formam um dos mais importantes grupos de
substancias vegetais antioxidantes, sendo amplamente distribuidos e
compreendendo, pelo menos, 8.000 estruturas conhecidas (BRAVO, 1998). Esses
compostos sao responsaveis por exibir atividades antialérgica, antibacteriana,
anticarcinogénica, anti-inflamatoria, antiaterogénica, antitromboética, além de
estimular a modulacdo imune e promover efeito analgésico e acdo vasodilatadora
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006; SILVA et al. 2004; PULIDO et al., 2000;
MIDDLETON, 1998; COOK; SAMMON, 1996).

As evidéncias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante das
especiarias e de outros vegetais esta relacionada, principalmente, com os seus
compostos fendlicos. A maioria dos antioxidantes naturais € constituida por
compostos fendlicos contendo grupos funcionais ativos na posicdo orto, com

excecdo dos tocoferois; enquanto que nos antioxidantes sintéticos, com excecéo dos
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galatos, esses grupos encontram-se na posicdo para (MADSEN; BERTELSEN;
SKIBSTED, 1997; NAMIKI, 1990; POKORNY, 1991).

O termo “composto fendlico” inclui um amplo numero de compostos
minoritarios das plantas, que diferem na estrutura quimica e reatividade. Esses
fitoquimicos apresentam em sua estrutura um anel aromatico com uma ou mais
hidroxilas e sdo multifuncionais, podendo atuar como agentes redutores de radicais
livres e quelantes de metais. Dentre eles, destacam-se os flavonoides, os &cidos
fendlicos e o tocoferol, como os mais comuns antioxidantes fendlicos de origem
natural (MELO; GUERRA, 2002; ESKIN; PRZYBYLSKI, 2000; SHAHIDI; NACZK,
1995).

Nos estudos realizados sobre compostos fendlicos em mel, tem sido
identificada a presencga de flavonoides, como: miricetina, hesperetina, quercetina,
luteolina, 8-metoxicanferol, canferol, apigenina, isorramnentina, pinocembrina,
pinobanksina, crisina, galangina, tectocrisina e acidos fendlicos, como: acido elagico,
acido benzoico, acido fenilacético, acido mandélico, acido B-fenilatico, acido cafeico,
acido p-cumarico e acido fertlico, entre outros (ESCUREDO et al., 2012; ARRAEZ-
ROMAN et al., 2006; SOLER et al., 1995; FERRERES et al., 1994). Além dos
compostos fendlicos, os antioxidantes presentes no mel incluem enzimas, como: a
catalase, a glicose-oxidase e a peroxidase e, ainda, substancias ndo-enzimaticas,
como: 0s acidos organicos, os produtos da reacdo de Maillard, os aminoécidos, as
proteinas, o a-tocoferol, o acido ascorbico e os carotenoides (THE NATIONAL
HONEY BOARD, 2003, apud MEDA et al., 2005).

Muitos métodos tém sido utilizados para determinar a atividade antioxidante
no mel, baseados na habilidade de sequestrar os radicais que compdem espécies
reativas de oxigénio (anion superéxido, radical peroxila e radical hidroxila)
(GHEDOLF; ENGESETH, 2002) e o radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPHe)
(CHEN et al., 2000). Medidas enzimaticas e nado-enzimaticas de inibicdo da
peroxidacao lipidica também podem ser usadas (NAGAI et al., 2001; CHEN et al.,
2000). A atividade antioxidante de varios alimentos tem sido determinada pelo
método do DPPHe, que pode ser empregado em amostras liquidas e sélidas, e que
nao apresenta especificidade para nenhum antioxidante em particular, além de ser
rapido e preciso (MEDA et al., 2005). O DPPHe € um radical livre capaz de aceitar
um radical hidrogénio para se tornar uma molécula diamagnética estavel e, dessa

forma, sofrer redugc&o na presenca do antioxidante.
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Rosenblat et al. (1996) avaliaram o efeito antioxidante de cinco tipos de mel:
mel comercial, mel chinés e trés outros méis, denominados, Laringomel, Broncomel
e Dermomel. Esses trés ultimos méis foram produzidos por abelhas alimentadas por
uma mistura de varios extratos aquosos médico-herbais contendo mel. Todas as
amostras de méis demonstraram prevencdo da degradacdo do f-caroteno em
emulsdo de acido linoleico e, também, inibiram a geracao de radicais superoxidos
pelo sistema xantina/xantina-oxidase. Laringomel e Broncomel foram,
particularmente, efetivos no sequestro de espécies reativas de oxigénio a uma
concentracéo da ordem de 7-50 ug.mL™.

Nagai et al. (2006) usaram diferentes modelos para avaliar o efeito
antioxidante de alguns méis e produtos relacionados. As maiores capacidades de
sequestro de superoxidos foram encontradas na propolis e na geleia real. Porém, os
autores demonstraram que algumas amostras de mel tiveram maior habilidade em
sequestrar o radical DPPHe, quando comparadas a geleia real e a propolis.
Adicionalmente, os méis analisados apresentaram uma alta capacidade de inibicdo
do radical hidroxila (acima de 77% de inibicao).

Alvarez-Suarez et al. (2012) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos
fendlicos obtidos a partir de méis monoflorais cubanos em eritrocitos. Os resultados
indicaram que os extratos foram capazes de inibir danos oxidativos nas hemacias,
exibindo consideravel atividade sequestrante de radicais livres e protegendo as
células contra a hemolise e a peroxidacao lipidica induzida por radicais livres. Além
disso, houve reducdo do consumo de importantes enzimas intracelulares
antioxidantes, como a superoxido dismutase e a glutationa reduzida. Os autores
sugerem que esse fato pode ser devido a incorporacédo de flavonoides altamente
lipossoluveis nha membrana dos eritrécitos e a capacidade desses compostos em

atravessa-la e atingir o citosol.

2.1.3.3 Acéo anti-inflamatoria

Apesar das doencas inflamatérias terem sua etiologia e fisiopatologia melhor
elucidadas atualmente, as terapias classicas utilizadas para trata-las causam

diversos efeitos colaterais indesejaveis (GOTTLIEB, 2005). Dessa forma, ha uma
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crescente busca de novos esquemas terapéuticos e de novas fontes de agentes
anti-inflamatoérios para o tratamento dessas alteracdes. O mel, por apresentar uma
constituicdo complexa, rica em compostos bioativos, € uma importante fonte de
busca de novas substancias com ac¢ao anti-inflamatoria.

Em um estudo realizado por Bilsel et al. (2002) foi comprovado que a ingestao
de mel causou a diminuicdo da inflamacdo em um modelo experimental de colite
inflamatoéria em ratos, sendo que a administracdo de mel foi tdo eficaz como o
tratamento com prednisolona no modelo estudado.

Al-Walili e Boni (2003) determinaram a acdo anti-inflamatdria em humanos,
apos a ingestdo de 70 g de mel. Os efeitos foram observados pela concentracao
plasmatica média de tromboxano B, a qual foi reduzida em 7, 34 e 35%, e a de
prostaglandina E2 (PGE,), que apresentou reducdo de 14, 10 e 19% em 1, 2 e 3
horas, respectivamente, apds a ingestdao de mel. O nivel de prostaglandina F2-alfa
(PGFy,) foi diminuido em 31% em 2 horas e em 14% em 3 horas, apos a ingestédo de
mel. No décimo quinto dia, as concentracdes plasmaticas de tromboxano B,, PGE; e
PGF,, diminuiram em 48, 63 e 50%, respectivamente.

Em outro estudo foi demonstrado que o mel Gelam produzido na Malasia pela
abelha A. mellifera é capaz de estimular as células de fibroblasto, ativar a
epitelizacdo e acelerar a cicatrizacdo de feridas. Além disso, possui atividade contra
bactérias, incluindo MRSA, bem como apresenta uma elevada capacidade
antioxidante e sequestrante de radicais livres (ALJADI; KAMARUDDIN, 2004).

Kassim et al. (2010) investigaram os efeitos do mel Gelam e seus extratos
sobre a inflamagdo em modelos animais. O edema de pata em ratos foi induzido
com carragenina nos modelos de inflamacdo ndo imune e nociceptivo, e com
lipopolissacarido (LPS) no modelo inflamatério imune. O mel e seus extratos foram
capazes de inibir o edema e a dor, bem como apresentaram potentes atividades
inibitdrias contra NO e PGE,; em ambos os modelos avaliados.

Outro estudo, realizado no Nepal, investigou as propriedades anti-
inflamatorias do mel na mucosite induzida por radiacdo oral. Os autores concluiram
gue o mel aplicado topicamente na mucosa oral de pacientes submetidos a terapia
de radiagdo parece fornecer um beneficio consideravel por limitar a severidade da
inflamacdo (KHANAL; BALIGA; UPPAL, 2010).
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2.2 MELIPONINEOS

Atualmente, cerca de 20.000 espécies de abelhas habitam os mais diversos
tipos de ecossistemas. Diferente da maioria das abelhas, que possuem habitos
solitérios, as abelhas sociais mostram varios niveis de organizac¢do social, ou seja,
vivem em colbnias que rednem centenas a milhares de individuos (ALMEIDA-
ANACLETO, 2007; PRONI, 2000).

Os meliponineos possuem a caracteristica de apresentarem um ferrdo
atrofiado, o qual ndo pode ser usado como meio de defesa. Por isso, sdo
denominadas popularmente como abelhas sem ferrdo ou stingless bees. Séo
encontrados tipicamente nas regides de clima tropical e em algumas regides de
clima temperado sub-tropical, até 30 graus de latitude norte e sul. Distribuem-se,
portanto, na maior parte do territério Latino-Americano, compreendendo desde o Rio
Grande do Sul até o México, além de Australia, Indonésia, Malasia, india e Africa.
(PRONI, 2000).

Na classificacdo estabelecida por Silveira; Melo e Almeida (2002), baseada
em estudos realizados por Roig-Alsina e Michener (1993), Alexander e Michener
(1995), as abelhas indigenas sem ferrdo encontram-se na superfamilia Apoidea,
familia Apidae, sub-familia Apinae, tribo Apini e sub-tribo Meliponina, que €
representada por varios géneros e centenas de espécies.

Antes da colonizacdo das Américas pelos europeus, o uso dos produtos das
abelhas sem ferrdo e, em alguns casos, a sua criagédo, fazia parte dos costumes
socioculturais, inclusive alimentares, medicinais, ritualisticos e comerciais de muitos
povos indigenas. No Brasil, até o século XIX, o mel utilizado na alimentac&o pelos
indios e a cera empregada na confec¢cdo de velas pelos padres jesuitas eram
elaborados pelas abelhas sem ferrdo (BALLIVIAN, 2008).

O mel, o polen, a propolis e a cera produzidos pelos meliponineos tém sido
utilizados pelos povos indigenas e habitantes de zonas rurais. Esses produtos sao
empregados no combate a diversos processos patolégicos, como doencas do trato
respiratoério, infeccdes e inflamacgdes. Entre esses povos, é comum também a pratica
da aplicacéo tépica do mel das abelhas sem ferrdo para o tratamento de doencas
oculares, como a catarata e a conjuntivite (VIT; MEDINA; ENRIQUEZ, 2004;
CORTOPASSI-LAURINO e GELLI, 1991; POSEY, 1987).
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No Brasil, ha, pelo menos, 192 espécies de abelhas sem ferrdo. Entretanto,
devido ao desmatamento, ao uso intensivo de agrotoxicos e, também, pela acao
indiscriminada dos meleiros extrativistas, essas espécies estdo seriamente
ameacadas de extingdo (BALLIVIAN, 2008).

2.3 MEL DE MELIPONINEOS

O mel produzido pelas abelhas sem ferrdo possui caracteristicas muito
distintas quando comparado ao mel tradicional produzido pela abelha do género
Apis. Além disso, o mel de meliponineos é um produto que tem alcancado um alto
valor de mercado em relacdo ao mel tradicional, apresentando uma demanda
crescente de mercado. Entretanto, ainda existem poucas informacdes, na literatura
nacional e internacional sobre a sua composi¢do, considerando, particularmente, a
diversidade de espécies existentes (ALMEIDA-MURADIAN; MATSUDA; BASTOS,
2007; SOUZA et al., 2004a).

2.3.1 Qualidade fisica, quimica e microbiolégica do mel de meliponineos

Normalmente, o mel produzido por meliponineos tem maior teor de umidade
e, portanto, é mais factivel a fermentacdo (BIJLSMA, 2006). A cor desse produto
varia de quase transparente a ambar escuro; o sabor e os niveis de acUcares
dependem do paladar individual, da espécie produtora, da época em que foi
produzido e coletado, da regido de procedéncia e, principalmente, da origem floral
(AZEREDO; AZEREDO; DAMASCENO, 1999). Trabalhos sobre a composicao
desses méis sdo excassos, considerando o numero de espécies de meliponineos
existentes, e trazem dados sobre os parametros de qualidade usados para o mel de
Apis, como o indice de diastase, teor de HMF, conteddo de cinzas e teor de
acucares (SOUZA et al., 2006; ALMEIDA-MURADIAN; BASTOS; MATSUDA, 2005;
ALVES et al., 2005; MATSUDA; BASTOS; ALMEIDA-MURADIAN, 2005; BASTOS;
SILVA, 2002; VIT et al., 1998; VIT; PULCINI, 1996).
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Em um estudo realizado por Evangelista-Rodrigues et al. (2005) foram
avaliadas as caracteristicas fisicas e quimicas de méis de abelhas A. mellifera e M.
scutellaris produzidos em duas regifes no estado da Paraiba. Observou-se que o
mel da abelha nativa apresentou um maior teor de umidade (25,25%), quando
comparado ao apresentado pelo mel da abelha africanizada (18,76%). Essa
caracteristica do mel da abelha nativa pode acelerar o processo de fermentacao,
dificultando o seu armazenamento e, consequentemente, diminuindo a sua vida util
de prateleira. Adicionalmente, foi encontrado um menor indice de acidez no mel da
abelha nativa (28,33 mEg.kg™) do que no mel da abelha africanizada, tanto oriundo
do Brejo (35,00 mEqg.kg?), como do Cariri (41,66 mEq.kg™?). Esses resultados
comprovaram a preferéncia do consumidor pelo sabor do mel de abelhas nativas,
pois um menor teor de acidez esta relacionado ao sabor mais suave desse produto.

Souza et al. (2006) compilaram dados de estudos sobre a composi¢cao de
152 amostras de mel de abelhas sem ferrdo, realizados desde 1964. A origem
entomologica do mel correspondeu a 17 espécies de Meliponini do Brasil, uma da
Costa Rica, seis do México, 27 do Panamé&, uma do Suriname, duas de Trinidade e
Tobago e sete da Venezuela, sendo que a maioria das espécies pertenciam ao
género Melipona. Os autores encontraram o0s seguintes resultados para 0s
parametros fisicos e quimicos: umidade (19,9-41,9%), pH (3,15-4,66), acidez livre
(5,9-109,0 mEq.kg™?), cinzas (0,01-1,18%), atividade diastasica (0,9-23,0 na escala
Gothe), condutividade elétrica (0,49-8,77 mS.cm™), HMF (0,4-78,4 mg.kg™),
atividade da invertase (19,8-90,1 Ul), nitrogénio (14,34—144,0 mg.100g™), actcares
redutores (58,0-75,7%) e sacarose (1,1-4,8%).

Almeida-Muradian, Matsuda e Bastos (2007) avaliaram os parametros fisicos
e quimicos de quatro amostras coletadas na regido amazonica do Brasil, produzidas
por abelhas sem ferrdo das espécies Melipona compressipes manaosensis Schwarz,
1932 e Melipona seminigra merrillae Cockerell, 1919. As andlises foram realizadas
empregando-se métodos oficiais e os valores médios encontrados para o0s
parametros investigados foram: umidade, 30,13%; pH, 3,65; acidez,
24,57 mEq.kg™; atividade de agua, 0,75; frutose, 31,91%; glicose, 29,30% e
sacarose, 0,19%.

As caracteristicas fisicas e quimicas de 33 amostras de mel produzido por
espécies de Melipona colhidas no estado da Bahia foram analisadas por Souza et al.

(2009). Os valores médios encontrados para os parametros fisicos e quimicos
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investigados atenderam a maioria dos critérios estabelecidos pela regulamentacéo
nacional e internacional, destinada a fiscalizacdo do mel de Apis, com excecdo da
umidade que foi elevada para todas as amostras. Com relacdo ao contetudo de
acucares redutores, 0s autores sugeriram que esse parametro fosse ajustado para o
mel de meliponineos, pois quase metade das amostras estava fora dos limites
estabelecidos para esse critério de qualidade. Adicionalmente, ndo foi possivel a
determinacdo da atividade diastasica na totalidade das amostras, indicando que a
utilizacdo desse critério ndo seja o melhor recurso para a definicdo da deterioracédo
do mel.

A necessidade de estabelecimento de um padréao de identidade e qualidade
do mel de meliponineos, a exemplo do que ocorre com o mel de Apis, conforme
definido pelo Codex Alimentarius e pelas legislagbes de cada pais, implica no
conhecimento de sua composicdo. Dessa forma, faz-se necessario o estudo de
diferentes méis para a sua padronizacdo e consequente elaboracdo de uma
legislacdo que contemple as suas caracteristicas reais.

Nesse sentido, alguns autores sugerem uma padronizacdo para o mel
produzido pelas abelhas sem ferrdo. Vit, Medina e Enriquez (2004) propdem
parametros referentes ao controle de qualidade de méis para uso medicinal,
elaborados por abelhas sem ferrdo, provenientes da Guatemala, do México e da
Venezuela. As normas foram elaboradas para méis produzidos por trés géneros de
Meliponinae (Melipona, Scaptotrigona e Trigona), com base em estudo prévio que 0s
diferenciou por meio de analise estatistica multivariada, a partir de suas
caracteristicas fisicas e quimicas (VIT et al., 1998). Villas-Bb6as e Malaspina (2005)
também sugerem padrbes fisicos e quimicos para o mel produzido por abelhas
indigenas sem ferrdo de todo o Brasil, considerando um levantamento bibliografico
de trabalhos publicados referentes a esse tema. Entretanto, esses autores nao
consideram a divisdo entre géneros para a sugestdo de parametros, com a
justificativa de que os trabalhos existentes no Brasil ndo dao subsidios para tal
diferenciacdo. As propostas de padronizacdo para 0os meis de meliponineos

anteriormente descrtitas estdo sumarizadas na Tabela 02.
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TABELA 02— PROPOSTAS ESTABELECIDAS PARA A PAPRONIZAC}AO DOS PARAMETROS
FISICOS E QUIMICOS DE MEIS DE MELIPONINEOS

Especificacfes

Parametro Vit, Medina e Enriquez (2004) Villas-Bbas e Malaspina (2005)
Melipona Scaptotrigona Trigona Meliponinae

Umidade (%) <30 <30 <30 <35

AcUcares redutores (%) =50 =50 =50 =50

Sacarose (%) <6 <2 <6 <6

*Solidos insoluveis (%) - - - <04

Minerais (%) <0,5 <0,5 <05 <0,6

Acidez (mEq.kg™) <70 <85 <75 <85

HMF (mg.kg™) <40 <40 <40 <40

indice de diastase (escala Géthe) >3 >3 =7 23

NOTA: *PARAMETRO NAO CONSIDERADO POR VIT, MEDINA E ENRIQUEZ (2004)

Nas legislacdes nacionais e internacionais vigentes para o mel de Apis, ndo
h&4 a exigéncia da realizacdo de analises microbiolégicas para o mel. Séo
estabelecidas, apenas, praticas de higiene durante a manipulagcdo do produto
(BRASIL, 2001, 2000; CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2001; MERCOSUL,
1999). As analises microbiolégicas eram exigidas pela Portaria n°® 451, de 19 de
setembro de 1997 (BRASIL, 1997), mas foi revogada pela Resolu¢cdo RDC n° 12, de
02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), que néo inclui a analise microbioldgica de
mel. Embora ndo haja parametros microbiol6gicos para o mel, € importante ressaltar
gue esses conceitos precisam ser revistos, principalmente devido ao consumo desse
produto por criangas, idosos e individuos doentes (MURATORI; SOUZA, 2002).
Além disso, considerando a elevada umidade apresentada pelos méis elaborados
pelas abelhas sem ferrdo, o que favorece o desenvolvimento de microrganismos, as
analises microbiolégicas deveriam ser uma exigéncia para a avaliacdo desse
produto.

Em um estudo realizado por Rosa et al. (2006), que avaliaram méis de
Melipona compressipes fasciculata Smith, 1854 e de A. mellifera da baixada
maranhense, foi constatado que 50% das amostras apresentaram contagem para
bolores e leveduras acima de 100 Unidades Formadoras de ColOnias por grama
(UFC.g™), o que seria considerado inapto para o consumo humano direto, segundo
preconizado na Portaria n°® 451, de 19 de setembro de 1997 (BRASIL, 1997). Oliveira
et al. (2005) registraram que 65% das 20 amostras de mel de M. compressipes

fasciculata do estado do Maranhdo seriam impréprias para 0 consumo, em
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decorréncia da contagem de bolores e leveduras, entretanto, ndo obtiveram
nenhuma amostra positiva para a analise do grupo coliforme.

Almeida-Anacleto (2007), trabalhando com as seguintes espécies de
meliponineos, Tetragonisca angustula Latreille, 1811, Scaptotrigona bipunctata
Lepeletier, 1836, Nannotrigona testaceicornis Lepeletier, 1836, Frieseomelitta varia
Lepeletier, 1836 e Tetragona clavipes Fabricius, 1804 do municipio de Piracicaba,
estado de S&o Paulo, encontrou em 64,5% das 31 amostras de mel analisadas
contagem superior a 100 UFC.g™ para fungos e leveduras, além de 2 amostras de T.
angustula positivas para a presenca de coliformes totais.

A tentativa de aplicar as normatizacbes nacionais e internacionais
estabelecidas para o mel de A. mellifera podem gerar equivocos quanto a avaliacao
da qualidade do mel produzido por meliponineos (SOUZA et al., 2009). Dessa forma,
todos os estudos realizados reforcam a necessidade do desenvolvimento de um
padrdo proprio para os méis de abelhas sem ferrdo, incluindo critérios

microbioldgicos.

2.3.2 Andlise polinica do mel de meliponineos

A analise melissopalinolégica € um método capaz de avaliar o resultado da
visita das abelhas as flores, identificando suas preferéncias por meio dos espectros
polinicos das amostras de mel (FREITAS; BARTH; LUZ, 2010). Nesse sentido,
alguns trabalhos tém sido dedicados a investigagdo das plantas visitadas pelas
diferentes espécies de abelhas sem ferrdo, com o objetivo de elucidar os héabitos
alimentares dessas abelhas e identificar a origem botanica dos meéis por elas
produzidos.

Cortopassi-Laurino e Geli (1991) realizaram a analise polinica em 14
amostras de méis produzidos por seis espécies de meliponineos em cinco estados
do Brasil. Os tipos polinicos classificados como polen dominante (acima de 45%)
nos espectros polinicos foram representados pelos taxa Borreria latifolia (Aubl.) K.
Schum., Borreria verticillata (L.) G. Mey., Centella , Eucalyptus, Mimosa bimucronata
(DC.) Kuntze, Mimosa taimbensis Burkart, Myrcia e Piptadenia. Como pdlen

acessorio (acima de 15 a 45%), foram encontrados os tipos polinicos pertencentes
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aos seguintes taxa: B. verticilata, Bougainvillea spectabilis Willd., Cassia, Datura e
M. bimucronata.

Roubik (2003) avaliou amostras do mel elaborado por T. angustula
provenientes da Bolivia e do Peru. A partir da anélise melissopalinoldgica, foram
identificados de 15 a 52 tipos polinicos presentes nas amostras por colénia de
abelha, sendo que os géneros Anacardium, Celtis, Machaerium e Spondias foram
comuns entre 0s meis avaliados.

Para elucidar os recursos alimentares utilizados pelas abelhas da espécie
Melipona mandacaia Smith, 1863 foi analisado o espectro polinico do mel por elas
produzido. A identificacdo das plantas visitadas foi realizada com base na analise
dos tipos polinicos encontrados nas amostras de mel coletadas em 11 col6nias
localizadas no municipio de S&o Gabriel, em area de caatinga do estado da Babhia.
Foram encontrados 26 tipos polinicos, sendo o tipo Piptadenia rigida (Fabaceae)
considerado o dominante. Os tipos polinicos Ricinus communis (Euphorbiaceae),
Mimosa verrucosa (Fabaceae) e Mimosa arenosa (Fabaceae) foram considerados
como pertencentes a classe de pédlen isolado importante. As familias mais
representativas nos espectros polinicos das amostras de mel foram Fabaceae,
Euphorbiaceae, Asteraceae e Anacardiaceae (ALVES; CARVALHO; SOUSA, 2006).

Andrade et al. (2009) avaliaram o perfil polinico de 27 amostras produzidas
por M. scutellaris provenientes de colbnias instaladas em meliponario localizado em
area de agricultura familiar no estado da Bahia. Um total de 43 tipos polinicos,
pertencentes a 15 familias de plantas, foi identificado. O perfil polinico do mel dessa
regido foi caracterizado por representantes das familias Fabaceae, Myrtaceae e
Solanaceae, com destaque para o0s tipos polinicos Mimosa pudica, Mimosa
quadrivalvis, Eucalyptus, Eugenia uniflora, Solanum e Solanum paniculatum.

Guerrini et al. (2009), ao estudarem amostras de mel de abelhas sem ferrdo
(Meliponinae) da regido amazonica do Equador, identificaram a presenca de tipos
polinicos pertencentes as familias Aquifoliaceae (llex spp.), Burseraceae (Protium
spp.), Combretaceae, Asteraceae, Cruciferae, Fabaceae (Acacia spp.), Malvaceae,
Moraceae, Myrtaceae, Polygonaceae, Proteaceae, Rhamnaceae, Scrophulariaceae
e Vitaceae (Parthenocissus spp.).

Em um trabalho conduzido por Freitas; Barth e Luz (2010), a vegetacao
nectarifera de importancia para as abelhas Meliponinae foi investigada por meio da

analise melissopalinologica de amostras de mel de varias regibes do Brasil e da
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Venezuela. Foram analisadas 11 amostras de mel, sendo oito do Brasil e trés da
Venezuela. Os tipos polinicos que predominaram nas amostras coletadas no estado
brasileiro do Amazonas foram pertencentes as familias Burseraceae e Solanaceae.
Na Paraiba, a familia Fabaceae (tipo Crotalaria) teve destaque nos espectros
polinicos e, em Santa Catarina, a presenca de Rhamnaceae (tipo Hovenia dulcis) foi
predominante. No estado venezuelano do Amazonas, as familias que se
apresentaram como pdlen dominante nos espectros polinicos foram
Caesalpiniaceae e Euphorbiaceae (tipo Acalypha avensis). No estado de Falcon, foi
predominante a familia Fabaceae (tipo Crotalaria). Os tipos polinicos significantes
encontrados nas amostras de mel assinalaram as diferentes fontes troficas visitadas
pelas abelhas Meliponinae.

O espectro polinico do mel de Melipona fasciculata Smith, 1854 foi analisado
por Martins e colaboradores (2011). A identificacdo das plantas visitadas por essa
espécie foi realizada em 12 amostras de mel coletadas, mensalmente, em uma
colénia localizada no municipio de Palmeirandia, na area da Baixada Ocidental
Maranhense, Brasil. Foram encontrados 45 tipos polinicos, sendo Pontederia
parviflora Alexander (Pontederiaceae), espécie mais frequente em todo o periodo de
amostragem (38,6%), sendo determinada como poélen dominante nos meses de
outubro (86%), junho (85%), julho (76%), agosto (49%) e setembro (51%) e como
pblen acessorio em dezembro, janeiro e marco. Mimosa caesalpiniifolia Benth.
(Fabaceae) foi a segunda espécie mais frequente (22,8%) sendo considerada como
poélen dominante nos meses de novembro (46%), abril (74%) e maio (72%). A
espécie Myrcia eximia DC. (Myrtaceae) foi classificada como pdlen isolado
importante. As familias mais representativas no espectro polinico das amostras de

mel foram Pontederiaceae e Fabaceae.

2.3.3 Potencial medicinal do mel de meliponineos

O mel das abelhas sem ferrdo tem sido utilizado popularmente como um
alimento com finalidades medicinais, principalmente em zonas rurais e entre povos
indigenas, que atribuem a ele propriedades terapéuticas especificas
(CORTOPASSI-LAURINO; GELLI, 1991; POSEY, 1987). Quanto ao uso terapéutico

do mel de abelhas sem ferréo, alguns trabalhos foram conduzidos a investigar esse
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potencial medicinal, os quais sdo especialmente relacionados a investigacdes das
suas propriedades antimicrobianas.

Nesse sentido, alguns trabalhos avaliaram o efeito antimicrobiano de méis
produzidos por espécies de abelhas indigenas sem ferréo provenientes de diferentes
paises. Torres et al. (2004) evidenciaram a acdo do mel de Tetragonisca angustula
proveniente da Coldmbia frente a bactérias Gram-positivas (Bacillus brevis, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis e Micrococcus luteus) e Gram-negativas (Escherichia
coli e Pseudomonas syringae). Ja os fungos Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum e Trichoderma viride ndo foram sensiveis ao tratamento com o mel da
referida espécie. Garedew, Schmolz e Lamprecht (2004), ao investigarem a acao
antibacteriana do mel de Trigona spp. proveniente da Etiopia, provaram que as duas
amostras de mel testadas foram eficientes contra as mesmas cepas de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Dardén e Enriquez (2008) comprovaram o efeito
antimicrobiano de amostras de mel de nove espécies de meliponineos da
Guatemala contra diversas bactérias e leveduras. Irish et al. (2008) confirmaram o
efeito do mel da abelha australiana Trigona carbonaria Smith, 1854 frente ao
microrganismo  S. aureus. Guerrini et al. (2009) demonstraram o potencial
antibacteriano do mel de abelhas nativas do Equador frente a Enterococcus faecalis,
E. coli, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus subsp. aureus. Boorn et al. (2010)
comprovaram que o mel de T. carbonaria apresentou um amplo espectro de
atividade antibacteriana. Entretanto, a atividade contra Candida foi limitada.

No Brasil, a atividade antimicrobiana de méis produzidos por algumas
espécies de abelhas indigenas sem ferrdo foi também investigada. Cortopassi-
Laurino e Gelli (1991) constataram que do total de ensaios de antibiose realizados
com mel de meliponineos, 50% dos microrganismos mostraram-se sensiveis. Miorin
et al. (2003) comprovaram a atividade antibacteriana de amostras de mel e prépolis
produzidos por T. angustula diante de S. aureus. Gongalves, Alves Filho e Menezes
(2005) avaliaram a atividade antimicrobiana do mel da abelha Nannotrigona
testaceicornis, sendo que os microrganismos E. coli, Proteus spp., P. aeruginosa,
Streptococcus pyogenes, bem como Staphylococcus spp. coagulase negativa,
revelaram-se sensiveis frente a acdo do mel estudado. Entretanto, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, S. aureus e Streptococcus a—
hemolitico mostraram-se resistentes a acdo do produto. Alves et al. (2008)

comprovaram gue o uso topico de mel de M. subnitida em feridas infectadas da pele
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de ratos estimulou a resposta imunoldgica, reduziu significativamente a infeccao por

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, bem como o tempo de cicatrizacao.

2.4 POLINIZACAO

O valor dos servicos prestados ao homem gratuitamente pelos recursos
naturais, tais como a polinizacdo de plantas realizada por insetos, morcegos e
passaros, a manutencao da fertilidade do solo, a regulacéo do clima, a fotossintese,
o controle natural de pragas, o fornecimento de bens do ecossistema, entre outros,
foi estimado por Costanza et al. (1997) equivalerem a US$ 33 trilhdes anuais.

A polinizacdo mediada por insetos, ou seja, a transferéncia de pdlen dentre as
flores via insetos vetores € um servico de ecossistema que promove uma série de
beneficios diretos e indiretos a populacdo humana (FISHER et al., 2009).

Estima-se que a polinizacdo entomdfila é responsavel por 35% da producao
mundial de culturas agricolas e beneficia os rendimentos de 75% das espécies
cultivaveis de importancia global (KLEIN et al., 2007). A natureza e a extensao
desses beneficios podem variar entre os diferentes cultivos agricolas, incluindo
desde o aumento da quantidade e qualidade dos frutos e sementes produzidas até o
aceleramento do desenvolvimento das culturas e o0 aumento da diversidade genética
dentro das espécies cultivadas (HAJJAR et al., 2008; FREE, 1993).

Recentemente, o valor dos servigcos de polinizagdo prestados pelos insetos
para os cultivos agricolas foi estimado equivaler a aproximadamente US$ 184
bilhbes ao ano globalmente (GALLAI et al.,, 2009). Esses servicos também sao
essenciais para a propagacdo de numerosas espécies de plantas silvestres
(OLLERTON et al., 2011), muitas das quais contribuem indiretamente para o bem-
estar humano, como componentes importantes da paisagem (WILLIS; GARROD,
1993).

No entanto, a importancia da polinizacédo e sua real dimenséo para a vida em
nosso planeta € quase sempre ofuscada por definicbes de carater académico e
pouco assimilaveis ao publico, e ainda pela baixa compreensdo de como ela ocorre
e de suas consequéncias nos ecossistemas silvestres e agricolas (FREITAS;
IMPERATRIZ-FONSECA, 2005).
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Além da producdo de mel e de outros produtos de interesse comercial, as
abelhas desempenham uma funcdo ambiental relevante, pois dentre todos o0s
polinizadores, elas ocupam posicdo de destaque, pois dependem das visitas as
flores para a obtencdo de podlen e de néctar. Ja a maioria dos outros polinizadores
visita as flores somente para satisfazer suas necessidades imediatas, geralmente
ndo as tendo como uUnica fonte de alimento. De um modo geral, as abelhas
alimentam-se quase que exclusivamente de polen e de néctar. Dessa forma,
precisam visitar grandes quantidades de flores para atenderem suas necessidades
nutricionais individuais, das crias e da colonia. Essa caracteristica faz com que as
abelhas sejam os principais polinizadores das plantas (FREE, 1993; CORBET,;
WILLIAMS; OSBORNE, 1991).

As mais de 20 mil espécies de abelhas polinizam a floracdo de, no minimo, 90
culturas, tais como abacate, abdbora, aipo, aspargo, brocolis, cereja, kiwi, laranja,
limdo, maca, meldo, milho, morango, nozes, pepino, péssego, soja, entre outras.
Estima-se que a maioria das espécies vegetais cultivadas no mundo (73%) seja
polinizada por abelhas (FAO, 2004). Pesquisadores afirmam que cerca de um tergo
da dieta humana provém de plantas polinizadas por insetos, sendo que as abelhas
sao responsaveis por 80% da polinizacdo (CORTEZ, 2008).

Nas regides tropicais, as abelhas sociais (Meliponina, Bombina e Apina) estéao
entre os visitantes florais mais abundantes (BAWA, 1990; HEITHAUS, 1979). Os
meliponineos (Meliponina) formam o mais diversificado grupo de abelhas sociais
tropicais. Apresentam um nivel de organizacdo social comparavel ao da espécie A.
mellifera, sendo que suas colmeias sao perenes e constituidas por uma Unica rainha
e milhares de operérias (BROSI, 2009).

As abelhas sem ferrdo sdo responsaveis pela polinizacdo de mais de 60
culturas tropicais, sendo os polinizadores silvestres primarios da cultura do café
(RICKETTS, 2004; KLEIN; STEFFAN-DEWENTER; TSCHARNTKE, 2003) e
contribuem para a polinizacdo eficaz de cultivos como abacate, morango, pepino,
pimentéo, tomate e rambota (SLAA et al., 2006). Também participam da polinizagcéao
de culturas como carambola, chuchu, coco, macadamia, manga e urucum (HEARD,
1999), entre outras. Os servicos de polinizacdo mediados pelos meliponineos
contribuem com bilhdes de dolares para as economias tropicais ao ano (KLEIN et
al., 2007).
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No Brasil, as abelhas indigenas sem ferrdo séo responsaveis pela polinizacdo
de 40 a 90% das arvores das florestas brasileiras, enquanto que outros animais
como morcegos, aves, borboletas e alguns mamiferos desempenham o papel
polinizador restante (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996). Segundo Kerr
(1997), as espécies de meliponineos sdo responsaveis pela polinizacdo de plantas
nativas fanerégamas, correspondendo a 30% das espécies da caatinga e do
pantanal, e de até 90% das espécies em remanescentes de Floresta Atlantica, na
Serra do Mar.

Os meliponineos podem desempenhar uma funcdo estratégica na
reconstituicdo de florestas tropicais e na preservacdo da natureza. Dependendo da
espécie e do tamanho corporal, essas abelhas conseguem alcangar uma distancia
de voo de 600 a 2.400 metros. Estudos constataram a predominancia desses
insetos nas copas das arvores mais altas e mais antigas de florestas, indicando a
sua importancia para a reconstituicdo da floresta primaria. Por outro lado, as abelhas
africanizadas dificiilmente s&o encontradas no interior de florestas densas,
apresentando-se somente em areas desmatadas. Desse modo, devido ao papel
ecologico que desempenham, promovendo uma comunicacao entre os fragmentos
remanescentes de florestas, os meliponineos sédo Uteis em projetos de preservacgao
ambiental (BALLIVIAN, 2008).

No entanto, devido a reducado das fontes de alimento e locais de nidificacao,
ocupacao intensiva das terras e uso de defensivos agricolas, as populacdes de
abelhas silvestres tém sido reduzidas drasticamente, colocando em risco todo o
bioma em que vivem (FREITAS et al., 2009). Dessa forma, a preservacdo das
florestas nativas é dependente da preservacdo dos meliponineos.

Geralmente, as abelhas ndo costumam se apresentar em namero suficiente
para polinizar extensas culturas agricolas. Dessa forma, os produtores transportam
grandes colbnias de abelhas para os locais das culturas para facilitar a polinizacao
(SHARPE; HEYDEN, 2009). Além da espécie A. mellifera, varias outras espécies de
abelha, como a Bombus terrestris (mamangava), estdo sendo manejadas com
finalidade comercial para a polinizacdo agricola em grande escala (DELAPLANE;
MAYER, 2000).

No entanto, ao longo dos Ultimos anos, muitos apicultores de paises da
Ameérica do Norte, Europa e Oriente Médio observaram um colapso generalizado de

suas colbnias de abelhas Apis. A causa do problema ainda é desconhecida, razéo
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pela qual esta sendo descrito como Colony Collapse Disorder (CCD) (WATANABE,
2008).

Os pesquisadores ainda nao identificaram a causa exata da CCD, mas muitos
acreditam que, pelo menos em parte, esteja associada a pesticidas. A morte macica
de abelhas pode ser resultado da combinacdo de uma variedade de fatores,
incluindo possivelmente poluicdo ambiental, doencas ocasionadas por acaros e
virus, além de préticas agricolas inadequadas, principalmente relacionadas ao uso
abusivo de produtos fitossanitarios toxicos e ao cultivo de monoculturas (CORTEZ,
2008; OLDROYD, 2007). Como consequéncia da CCD, ocorre uma ameaca a
producado de alimentos, potencializando os crescentes riscos de uma crise alimentar
global. Além disso, a possivel morte dos insetos polinizadores causada pelos
pesticidas destaca a preocupacdo sobre a intensiva utilizacdo de agrotoxicos,
comprometendo a qualidade de nossa alimentacdo. Dessa forma, a seguranca
alimentar estd ameacada e a crise alimentar pode adquirir contornos ainda mais
tragicos com a morte continua de colénias de abelhas, pois a falta desse pequeno
inseto polinizador pode acarretar efeitos devastadores na producdo agricola
(CORTEZ, 2008).

Quanto ao incremento da produtividade agricola, no Brasil, os servicos de
polinizagdo entomofila ndo tém sido valorizados e estudados suficientemente,
dando-se maior énfase a novas variedades de plantas, novos agrotoxicos, novas
técnicas de cultivo e ao equilibrio ecologico isoladamente, como se o aumento da
producdo nao interagisse com o processo de polinizacdo das plantas. Apenas duas
culturas de maior expressao econdmica estdo associadas de forma intencional ao
uso de polinizadores em larga escala no pais, sendo a mac¢ad na regidao Sul,
especialmente em Santa Catarina, e o0 meldo na regido Nordeste, particularmente
nos estados do Ceara e do Rio Grande do Norte. Enquanto isso, produtores em
outros paises que ja dominam a introducdo e o manejo de polinizadores em areas
agricolas, investem hoje no manejo de paisagens, procurando tornar suas
propriedades mais adequadas para atrair e desenvolver populacdes de polinizadores
naturais ou espontaneos (FREITAS; IMPERATRIZ-FONSECA, 2005).

Portanto, sdo necessarios estudos aprofundados sobre os diversos
polinizadores presentes na fauna brasileira, bem como sobre a resposta econémica
das diversas culturas a polinizacdo entomofila, dado o potencial de incremento na

geracdo de dividendos ao setor agricola, com consequente melhoria das condicdes
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de vida e de acesso a alimentacédo, beneficiando a populacdo em geral (FLORES;
TRINDADE, 2007). Além disso, o desenvolvimento de métodos de conservacéo,
manejo ou introducdo de polinizadores em areas silvestres pode garantir a
preservacao da vida vegetal e também a manutencédo da variabilidade genética.

Em sintese, as abelhas sdo elementos importantissimos tanto para 0 homem
guanto para o meio ambiente pois, além do valor comercial de seus produtos, elas
desenvolvem a polinizagéo, que contribui para o aumento da producao de frutos e
sementes de diversos vegetais de interesse agroflorestal (JANSEN, 1980; WIESE,
1986; FREE, 1993). Os representantes Apidae constituem a base das cadeias
troficas, mantendo um fluxo de energia para as demais espécies animais, incluindo o
homem. Dessa forma, a sobrevivéncia das espécies depende da manutencdo dos
recursos genéticos das plantas nativas e cultivadas, principalmente no que se refere
ao aumento da populacdo humana que requer, como necessidade primaria, o

incremento na producédo de alimentos (PRONI, 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os parametros fisicos e quimicos, a origem floral e as atividades
biol6gicas de méis elaborados por diversas espécies de meliponineos provenientes

de diferentes regides do estado do Parana (Brasil).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Determinar os parametros fisicos e quimicos de qualidade dos méis;

— ldentificar os tipos polinicos e a origem botanica dos méis;

— Obter os extratos fendlicos dos méis;

— Quantificar os compostos fendlicos totais nos extratos fendélicos obtidos a
partir dos méis;

— Pesquisar a atividade antioxidante dos méis in natura e de seus extratos
fendlicos;

— Investigar a atividade antimicrobiana dos méis in natura e de seus extratos
fendlicos frente aos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Candida albicans;

— Determinar a composicao quimica e investigar a atividade anti-inflamatoria in
vivo do extrato fendlico do mel elaborado pela espécie Melipona marginata
Lepeletier, 1836.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Amostras de méis de meliponineos

Foram analisadas 21 amostras de mel de oito espécies de meliponineos,
obtidas em diferentes municipios do estado do Parand, entre os anos de 2009, 2010
e 2011, conforme detalhado na Tabela 03. As amostras foram coletadas em volume
de 350 mL, in natura, acondicionadas em frascos de vidro &mbar e armazenadas

sob refrigeracéo (4 — 8°C) durante todo o periodo de estudo.
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TABELA 03 - IDENTWHCAQAO DAS AMOSTRAS DE MEL, SEGUNDO A ORIGEM
ENTOMOLOGICA, O MUNICIPIO DE PROCEDENCIA E A DATA DA COLETA
. . Nome A
Amostra Origem entomoldgica Procedéncia Data da coleta
popular
Melipona bicolor . -
1 Lepeletier, 1836 Guaraipo Curitiba 03/09/2009
Melipona bicolor : .
2 Lepeletier, 1836 Guaraipo Curitiba 25/03/2010
Melipona bicolor .
3 Lepeletier, 1836 Guaraipo Guaraquecaba 20/03/2010
Melipona bicolor .
4 Lepeletier, 1836 Guaraipo Guaraquecaba 25/02/2011
Melipona marginata . -
5 Lepeletier, 1836 Manduri Curitiba 03/09/2009
6 Mellpona.margmata Manduri Boa Esperancga do 02/02/2011
Lepeletier, 1836 Iguacu
Melipona marginata .
7 Lepeletier, 1836 Manduri Guaraquecaba 25/02/2011
Melipona quadrifasciata . .
8 Lepeletier, 1836 Mandagaia Curitiba 03/09/2009
Melipona quadrifasciata .
9 Lepeletier, 1836 Mandacaia Guaraquecaba 20/03/2010
Melipona quadrifasciata .
10 Lepeletier, 1836 Mandacaia Guaraquecaba 25/02/2011
11 Melipona qgadnfasmata Mandacaia Boa Esperanca do 02/02/2011
Lepeletier, 1836 Iguagu
Melipona rufiventris .
12 Lepeletier, 1836 Tujuba Guaraquecaba 25/02/2011
Melipona rufiventris .
13 Lepeletier, 1836 Tujuba Guaraquecaba 20/03/2010
14 Scaptotrigona bipunctata 1 po Mandirituba 04/03/2011
Lepeletier, 1836
Scaptotrigona xantotricha S
15 Moure, 1950 Tujumirim Guaraquecaba 25/02/2011
16 Tetragona clavipes Bora Boa Esperanca do 15/03/2010
Fabricius, 1804 Iguagu
17 Tetragona clavipes Bora Boa Esperancga do 10/02/2011
Fabricius, 1804 Iguagu
Tetragona clavipes . . -
18 Fabricius, 1804 Bora Cornélio Procépio 15/02/2011
Tetragona clavipes .
19 Fabricius, 1804 Bora Guaraquecaba 25/02/2011
Tetragonisca angustula . Boa Esperanca do
20 Latreille, 1811 Jatal Iguacu 02/02/2011
21 Tetragonisca angustula Jatai Guaraquecaba 03/02/2010

Latreille, 1811

4.1.2 Equipamentos

e Balanca (Shimadzu, Quioto, Japao)

e Bomba de vacuo (Prismatec, 131B, Itu, Brasil)

e Espectrofluorofotémetro (CytoFluor, Shimadzu RF-5000U, Quioto, Japao);
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e Espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV
Scanning, Madison, Estados Unidos);

e Estufa (Quimis, Q-136M4, Diadema, Brasil);

e Estufa (Odontobras, EL 1.4, Araraquara, Brasil)

e Forno mufla (Jung, 2310, Blumenau, Brasil);

e LC-Agilent 1100 equipado com desgaseificador (G1322A), bomba quaternéria
(G1311A), amostrador automético (G1313A), compartimento de coluna
(G1316A) e detector de UV (G1314A) (Agilent Technologies, Santa Clara,
Estados Unidos);

e LC/MSD Trap (G2445), equipado com uma interface API-electrospray (Agilent
Technologies, Santa Clara, Estados Unidos);

e Leitor de microplacas (Bio-TeK Instruments Inc., EL808, Winooski, VT,
Estados Unidos);

e Leitor de microplacas (Molecular Devices, SpectraMax 190, Sunnyvale,
Estados Unidos);

e Liofilizador (Terroni, LD-1500, S&o Carlos, Brasil);

e Micrbmetro digital (Shangai Metal Great Tools Co., MT-045B, Shangai,
China);

e Microscopio (OLYMPUS, BX 50, Center Valley, Pensilvania, Estados Unidos);

e Potencidometro (Hanna Instruments, HI 8424, Estados Unidos);

e Redutec (Tecnal Laboratory Equipment Ltda., TE 086, Piracicaba, Brasil);

e Refratbmetro de bancada Abbe (Scientific Instruments & Optical Sales,
WY1A, Queensland, Australia);

¢ Rotaevaporador (Quimis, QE3444B2, Diadema, Brasil)

4.1.3 Farmacos, reagentes e solventes

e Acetato de dexametasona (Sigma-Aldrich, Estados Unidos);

e Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos);
e Acetato de sédio P.A. (Vetec, Brasil);

e Acetato de zinco di-hidratado P.A. [Zn(CH3COO0),.2H,0] (Synth, Brasil);

e Acetona P.A. (Vetec, Brasil);
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Acido acético glacial P.A. (Vetec, Brasil);

Acido ascorbico (Sigma-Aldrich, Estados Unidos);

Acido cloridrico (HCI) 37% (Synth, Brasil);

Acido férmico grau HPLC (EMD Chemicals Inc., Alemanha);
Acido fosférico P.A. (Vetec, Brasil);

Acido galico (Sigma-Aldrich, Estados Unidos);

Agua deionizada;

Amberlite XAD-2 (Supelco Analytical, Estados Unidos)
Amido soluvel P.A. (Synth, Brasil);

Bissulfito de sodio P.A. (NaHSO3) (Synth, Brasil);

Caldo Mueller-Hinton (Himedia, india);

Carbonato de sédio anidro P. A. (Na,CO3) (Vetec, Brasil);
Cloreto de sédio P.A. (Vetec, Brasil);

Diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DSFA-DA) (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos);

Dimetilformamida P.A. (Vetec, Brasil);

Dimetilsuféxido (DMSO) P.A. (Vetec, Brasil);
2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos);

Etanol P.A. (99,8% de pureza, Synth, Brasil);

Fenol P.A. (Synth, Brasil);

Fenolftaleina Alcodlica 1% (Synth, Brasil);

Ferrocianeto de potassio tri-hidratado P.A. [K4Fe(CNg).3H20] (Synth, Brasil);
Folin-Ciocalteu (reagente de fenol) (Biotec, Brasil);
Formaldeido (Merck, Alemanha);

Fosfato de sédio dibasico anidro P.A. (Synth, Brasil);
Fosfato de sédio monobasico anidro P.A. (Vetec, Brasil);
Frutose P.A. (Synth, Brasil);

Gelatina em po (Synth, Brasil);

Glicerina P.A. (Merck, Alemanha);

Glicose anidra (Synth, Brasil);

Hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos);
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e Hidroxido de sédio P.A. (NaOH) (Biotec, Brasil);

e lodeto de potassio P.A. (KI) (Synth, Brasil);

e lodo (Merck, Alemanha);

e Metanol (99,8% de pureza, Vetec, Brasil);

¢ Metanol grau HPLC (EMD Chemicals Inc., Alemanha);

e Parafina (Synth, Brasil);

e Perdxido de hidrogénio P.A. (Vetec, Brasil);

e Persulfato de potassio P.A. (Merck, Alemanha);

¢ Rutina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos);

e Sulfato de cobre penta-hidratado (CuS0O4.5H,0) (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos);

e Tartarato duplo de sédio e potassio (C4H4KNaOg.4H,0) (Merck, Alemanha);

e Tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

e 1,1-difenil-2-2picril-hidrazila (DPPH) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos);

4.2 METODOS

Em cada amostra de mel, foram realizadas as analises fisicas e quimicas, a
caracterizacdo polinica e a investigacdo das atividades biologicas. Somente a
amostra de mel proveniente da espécie Melipona marginata Lepeletier, 1836
(amostra 5), produzida no municipio de Curitiba (PR), foi submetida a determinacgéo
da composicdo fendlica e a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria in vivo. Essa
amostra foi selecionada para esses estudos devido a sua origem monofloral, a partir
de M. scabrella, uma espécie de alto valor apicola, comumente encontrada no
Parana (BRATH, 1989).

4.2.1 Andlises fisicas e quimicas

Os critérios fisicos e quimicos avaliados compreenderam a umidade, 0s

acucares redutores, a sacarose, 0s solidos insoluveis, as cinzas, o pH, a acidez, o
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indice de diastase, o teor de HMF e a cor, a partir dos métodos citados na
Tabela 04.

TABELA 04— METODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINAGCAO DOS PARAMETROS FiSICOS
E QUIMICOS EM MEIS

Parametro Analisado Método Referéncia

Umidade Refratometria AOAC, 2000

AcUcares redutores Titulometria de Lane- BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997
Eynon

Sacarose Ti)':ulometria de Lane- BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997
Eynon

Sélidos insoltveis G>rlavimetria BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997

Cinzas Gravimetria BORSATO et al., 2010; VARGAS, 2006

pH e acidez Potenciometria e BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997;

) Titulometria KOMATSU, 1996

Indice de diastase Método de Malaspina SANTOS; MALASPINA; PALMA, 2003

HMF Espectrofotometria AOAC, 2000

Cor Método de Bianchi BIANCHI, 1981

4.2.1.1 Umidade

A determinagcdo da umidade das amostras foi realizada pelo método
refratométrico (AOAC, 2000), empregando um refratdmetro de bancada Abbe,
modelo WY1A. De forma sintética, 200 uLde cada amostra de mel foi colocada no
dispositivo refrator do equipamento, que foi fechado e, apés o ajuste do angulo
limite, a leitura do indice de refracéo (IR) foi feita diretamente na escala.

A medida refratométrica fornece o teor de substancia seca em todos 0s casos
em que se trate de solucdes acucaradas puras. Quando a solucdo acucarada tem
misturas com outras substancias, como é o caso do mel ou sucos de frutas, o valor
encontrado é geralmente muito préximo do total de substancia seca (CECCHI,
2003). Assim, para a obtencédo da umidade do mel, o valor do IR foi confrontado com
uma tabela de correspondéncia entre IR e umidade do mel (Tabela 05). Esta tabela
é derivada de uma equacgdo desenvolvida por Wedmore, a partir dos dados de
Chataway (BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997).

Aléem disso, o IR das substancias liquidas depende da temperatura.
Geralmente, os refratbmetros sdo regulados a 20°C (CECCHI, 2003). Se o mel
estiver exatamente a 20°C, pode-se aplicar o IR obtido diretamente a Tabela 05.

Porém, para leituras feitas em diferentes temperaturas, deve-se acrescentar ou
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diminuir do IR obtido o valor de 0,00023, para cada grau Celsius a mais ou a menos,

a depender da temperatura da amostra.

TABELA 05—~ DETERMINAGAO DA UMIDADE DO MEL A PARTIR DA LEITURA DO iNDICE DE

REFRAGAO
indice de . indice de . indice de .
Refracao (20°C) Umidade (%) Refracao (20°C) Umidade (%) Refracao (20°C) Umidade (%)
1,5044 13,0 1,494 17,0 1,4840 21,0
1,5038 13,2 1,4935 17,2 1,4835 21,2
1,5033 13,4 1,4930 17,4 1,4830 21,4
1,5028 13,6 1,4925 17,6 1,4825 21,6
1,5023 13,8 1,4920 17,8 1,4820 21,8
1,5018 14,0 1,4915 18,0 1,4815 22,0
1,5012 14,2 1,4910 18,2 1,4810 22,2
1,5007 14,4 1,4905 18,4 1,4805 22,4
1,5002 14,6 1,4900 18,6 1,4800 22,6
1,4997 14,8 1,4895 18,8 1,4795 22,8
1,4992 15,0 1,4890 19,0 1,4790 23,0
1,4987 15,2 1,4885 19,2 1,4785 23,2
1,4982 154 1,4880 194 1,4780 23,4
1,4976 15,6 1,4875 19,6 1,4775 23,6
1,4971 15,8 1,4870 19,8 1,4770 23,8
1,4966 16,0 1,4865 20,0 1,4765 24,0
1,4961 16,2 1,4860 20,2 1,4760 24,2
1,4956 16,4 1,4855 20,4 1,4755 24,4
1,4951 16,6 1,4850 20,6 1,4750 24,6
1,4946 16,8 1,4845 20,8 1,4745 24,8
1,4740 25,0

FONTE: AOAC (2000); BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN (1997).

Em caso de valores de IR ndo disponiveis na Tabela 05, por meio da analise
gréfica e do célculo do coeficiente angular e do coeficiente linear, é possivel aplicar

a equacao y = 614,60 — 400.x, sendo y = umidade e x = IR.
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4.2.1.2 Agucares redutores e sacarose

4.2.1.2.1 Acucares redutores

Para a quantificacdo de acucares redutores foi utilizado o método titulométrico
recomendado pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2000) e descrito pela European
Honey Commission (BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997).

Trata-se do procedimento de Lane-Eynon, baseado na capacidade dos
acucares redutores, como glicose e frutose, reduzirem o cobre presente na solucao
cuproalcalina (Solugbes de Fehling A + Fehling B, modificadas por Soxhlet), sob
ebulicdo (CECCHI, 2003; BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997; KOMATSU,
1996). Em meio alcalino, os fons clpricos Cu®* séo reduzidos a cuprosos Cu®, e os
acucares sao oxidados a &cidos organicos (KOMATSU, 1996). A solucédo passa da
cor azul a vermelho tijolo, e deve ficar constantemente em ebulicdo durante a
titulacdo, porque o Cu,O formado pode ser novamente oxidado pelo O, do ar,
voltando a apresentar a cor azul. A titulacdo deve levar, no maximo, 3 minutos,
porque pode haver decomposicdo dos aclUcares com 0 aquecimento prolongado
(CECCHI, 2003).

Inicialmente, 5,00 g de amostra foram dissolvidos em agua deionizada até 25
mL, em baldo volumétrico, obtendo-se a solucdo 1:5 (m/V). Dessa solugao
homogeneizada, foram transferidos 2 mL para um baldo volumétrico de 100mL,
completando o volume com &gua deionizada e homogeneizando para obter a
solugédo 1:250 (V/V). A solugédo 1:5 (m/V) também foi reservada para a analise de
sacarose.

A titulacdo foi realizada utilizando o aparelho de oxirredutimetria (Redutec,
Tecnal, modelo TE 086). Foram adicionados no equipamento 5 mL da solucao de
Fehling A, 5 mL da solucdo de Fehling B e 40 mL de &gua deionizada. Uma bureta
de 25 mL foi preenchida com a solugcéo de mel 1:250. ApGs o inicio da ebulicdo das
solucbes de Fehling diluidas em agua, foi iniciada a titulacédo, sendo liberados 5 mL
da solucdo de agucares. Com o reinicio da ebulicdo, a solu¢cdo aquosa de Fehling
tornou-se avermelhada, mas ainda com muita presenca da coloracdo azul (ions
Cu?"). A titulacao foi reiniciada, dessa vez, gota a gota, observando a modificacéo da

cor. Foi considerado o fim da reacdo quando a solugéo, contra a luz fluorescente,
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ndo apresentou qualquer tonalidade ou reflexo azul, estando colorida por um
vermelho tijolo intenso. A analise foi realizada em triplicata e as estimativas de

desvio padréo (S) de cada amostra foram calculadas por meio da seguinte equagéao:
S = (Z(x — xm)?/ (n-1))°°

Sendo:

Xi = resultado de cada replicata;

Xm = média dos resultados da triplicata;

n = numero de repeti¢cdes (n = 3).

As solucdes de Fehling recomendadas para a analise de mel sdo modificadas
e as concentragbes de seus reagentes distinguem-se das solugcdes de Fehling
utilizadas para outros alimentos (BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997).

A solucéo de Fehling A foi preparada dissolvendo 69,28 g de sulfato de cobre
penta-hidratado (CuS0,.5H,0 — MM = 249,71 g.mol™) em &gua deionizada para 1 L
de solucéo, em baldo volumétrico.

A solucéo de Fehling B foi preparada dissolvendo 346 g de tartarato duplo de
sodio e potassio (C4H4KNaOg.4H,0) em cerca de 300 mL de agua deionizada. A
parte, em béquer plastico e em banho de gelo na capela, foram dissolvidos 100 g de
hidroxido de sodio (NaOH) em cerca de 200 mL de agua deionizada. As solucdes de
tartarato de sédio e potassio e hidroxido de sodio foram unidas em baldo volumétrico
de 1 L, homogeneizadas, e, ap0s a completa reacdo, percebida pelo resfriamento e
por cessarem as eliminacdes de bolhas, o volume do baldo foi completado com agua
deionizada.

As solucdes de Fehling A e B foram, entdo, armazenadas separadamente em
frascos de vidro ambar sob refrigeracao por 48 horas, antes de serem padronizadas.

Para a padronizacao, foi utilizada uma solucdo 0,5% (m/V) de glicose. Para
cada padronizagdo, realizou-se um minimo de quatro titulacdes, e a média dos
valores obtidos foi aplicada na equacgéo para obtencao do fator de correcéo (F) das
solucdes de Fehling:

F = (% da glicose) x (média dos volumes gastos) x 0,01
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Nas concentracdes descritas para as solucdes de Fehling, o fator de correcéo
foi proximo a 0,025, valor recomendado pela literatura (BOGDANOV; MARTIN;
LULLMANN, 1997).

Tendo-se o fator de correcdo, o célculo da porcentagem de acucares

redutores (AR) foi realizado por meio da equacéo:

% AR = 250 (diluicdo da solucao de mel) x F x 100

meédia dos volumes gastos na titulagao

4.2.1.2.2 Sacarose

Considerando que a sacarose € um dissacarideo ndo-redutor, constituido por
duas moléculas de acucares redutores (glicose e frutose), unidas por uma ligacao
glicosidica (NELSON; COX, 2008), apés a hidrolise, é possivel quantificar
indiretamente a sacarose na solucdo analisada por meio da analise dos acucares
redutores formados.

A partir da solugdo 1:5 de mel preparada na analise de agUcares redutores,
foram transferidos 2 mL para um béquer de vidro de 100 mL, na qual foram
adicionados 40 mL de &gua deionizada e 1 mL de acido cloridrico (HCI)
concentrado. Essa solugéo foi submetida ao aquecimento até a ebulicdo, resfriada,
neutralizada com NaOH até pH 7 + 0,2 e o seu volume foi completado com agua
deionizada até 100 mL, em baldo volumétrico. Apos a homogeneizacao, a solucao
de mel foi titulada com as solucdes de Fehling, conforme descrito no item 4.2.1.2.1.
A média dos volumes gastos em trés titulacdes foi aplicada na equacao, de maneira
semelhante ao calculo utilizado para a determinacdo dos acUcares redutores, e 0

resultado final foi expresso como porcentagem de agucares totais (% AT):

% AT = 250 (diluicdo da solucdo de mel) x F x 100

meédia dos volumes gastos na titulacao
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Assim como para 0s agUcares redutores, as estimativas de desvio padrao (S)
das amostras foram calculadas por meio da equacéo S = (3 (x; — xm)Z/(n-l))o'S.

O aquecimento até a ebulicdo, em condi¢des fortemente acidas, promove a
hidrolise da sacarose. Nesse processo, somam-se as moléculas de glicose e frutose
os ions de uma molécula de agua (H" OH) (NELSON; COX, 2008). Dessa forma, foi
possivel considerar que a massa molecular da sacarose
(MM = 342 g.mol™) representou 95% das massas moleculares da glicose e da
frutose juntas (MM = 360 g.mol™). Assim, a porcentagem de sacarose de uma

amostra foi calculada pela seguinte equacéo:
% sacarose = (% AcUcares totais - % Acucares redutores) x 0,95

A mesma relacao foi aplicada para o calculo da estimativa de desvio padréo

da sacarose: S sacarose = |S acicares redutores — S acacares totais| X 0,95.

4.2.1.3 Sélidos insollveis

Para a quantificacdo dos solidos insolaveis, foi utilizado o método gravimétrico
com filtragdo em cadinhos porosos (BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997).

As amostras diluidas em agua na proporcédo 1:2, a 80°C, foram transferidas
para cadinhos porosos n° 3, previamente secos em estufa (Odontobras, EL 1.4,
Araraquara, Brasil) a 105°C por 12 horas e pesados. As amostras foram lavadas nos
cadinhos, com agua a 80°C, até que o volume de cada filtrado atingisse 1 L. Os
cadinhos foram novamente secos a 105°C por 12 horas e pesados. Foram utilizadas
amostras de mel de cerca de 5,00 g. As medidas foram realizadas em balanca com
precisao de + 0,001 g.

O célculo da porcentagem de solidos insollveis foi efetuado a partir da

seguinte equacéo:
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Sadlidos insoluveis (%) = [(M2 — M1)/ Mg] x 100

Sendo:

M, = massa do cadinho contendo os sélidos, apds dessecacdo em estufa e
resfriamento em dessecador;

M1 = massa do cadinho, apds dessecacao em estufa e resfriamento (tara do
cadinho);

M, = massa da amostra

100 = fator de porcentagem

4.2.1.4 Cinzas

As cinzas de um alimento é o residuo inorganico que permanece apos a
gueima da matéria organica, que é transformada em CO,, H,O e NO, (CECCHlI,
2003).

Foram adicionados 2,00 g de mel em cadinhos previamente calcinados a
550°C em forno mufla (Jung, 2310, Blumenau, Brasil) por 1 hora. Inicialmente, os
cadinhos foram levados a capela e as amostras foram carbonizadas em chama.
Esse procedimento foi realizado para evitar que as amostras transbordassem do
cadinho e que se acumulasse fuligem no interior da mufla. Em seguida, os cadinhos
foram levados para a mufla, por 6 horas a 550°C. Para evitar a quebra de cadinhos
por choque térmico, antes de remové-los da mufla, foi aguardado o tempo
necessario para a temperatura abaixar entre 100 e 200°C. Apds o resfriamento em
dessecador, os cadinhos foram pesados e a porcentagem de cinzas da amostra foi
calculada.

A porcentagem de cinzas foi obtida por meio da equacéao:
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Cinzas (%) = [(M2 — M1)/ Mg] x 100

Sendo:

M, = massa do cadinho contendo a amostra, apos calcinacédo e resfriamento
em dessecador;

M1 = massa do cadinho, apds calcinacao e resfriamento (tara do cadinho);

M, = massa da amostra

100 = fator de porcentagem

Cada amostra de mel foi analisada em triplicata e foram calculadas as

estimativas de desvio padréo (S).

4.2.1.5 pH e acidez

Para a medida do pH e da acidez das amostras de mel foram utilizadas as
recomendacdes de Bogdanov, Martin e Lullmann (1997).

Foram pesados 2,00 g de mel, os quais foram diluidos em agua deionizada
até o volume de 15 mL. O pH foi determinado com o auxilio de um potencidmetro
(Hanna Instruments, modelo HI 8424) previamente calibrado. Essa mesma solucéao
foi utilizada para a determinacédo da acidez, sendo que, para essa analise, foram
adicionadas duas gotas de fenolftaleina 1%. A titulacdo foi executada com NaOH
0,05M em bureta de 10 mL, até o ponto de viragem, caracterizado pela coloracdo
levemente résea, que persistiu por dez segundos (KOMATSU, 1996).

Para o calculo da acidez foi utilizada a equacao:

Acidez = Volume gasto (mL) x Molaridade (naor X Finaon) X 1000
Massa de amostra (g)

Em razéo da utilizacdo de exatamente 2,00 g de amostra e NaOH a 0,05M, a

equacao anterior pode ser resumida em:

Acidez = Volume gasto (mL) X Fnaon) X 25, expressa em mEqg.kg™
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As analises foram realizadas em triplicata e as estimativas de desvio padréo
(S) de cada amostra foram calculadas por meio da equagéo S = (D (xi — xm)2/(n-1))°'5.

A IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) recomenda a
expressao dos dados em molar, ao invés de equivalente-grama. No caso da acidez
no mel, com a utilizacdo de NaOH (MM = 40 g.mol™) e a representacéo da acidez
em &cido glucénico (PM = 196 g.mol™), os valores expressos em ambas as unidades
sdo idénticos. Dessa forma, optou-se por representa-los no presente estudo em
mEq.kg™, conforme recomenda a legislacdo brasileira e internacional (BRASIL,
2000; MERCOSUL, 1999; BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997) e conforme
tem sido expresso nos trabalhos cientificos consultados.

4.2.1.6 indice de diastase

O indice de diastase foi determinado segundo o método de Malaspina
(SANTOS; MALASPINA; PALMA, 2003), desenvolvido no Laboratério do Centro de
Estudos de Insetos Sociais da UNESP — Universidade Estadual Paulista, Campus de
Rio Claro. O método é uma modificacdo do procedimento descrito por Bogdanov;
Martin e Lullmann (1997), e utiliza a leitura em espectrofotometro da descoloragao
de uma solucdo de amido, iodo e mel em condi¢cdes controladas. Quanto mais
rapida a descoloracdo, maior a atividade diastasica da amostra, expressa em
unidades da Escala Gothe ou Schade por grama de mel. A unidade Gothe é definida
como a quantidade de enzima capaz de converter 0,01 g de amido em uma hora a
40°C.

Para a execucdo do método, algumas solugcdes foram preparadas
previamente:

- Tampéao acetato a 0,1 M, pH 5,3, sendo conservado sob refrigeracao;

- Solucéo de cloreto de sodio a 0,1 M;

- Solucéo de iodo a 0,02 M, dissolvido com auxilio de KiI;

- Solucédo de amido a 1% (m/V). Essa solucao foi aquecida até a ebulicdo, sob
constante agitacdo e acrescida de agua fria. ApGs o resfriamento, 0 seu
volume foi completado em baldo volumétrico. A solucdo foi preparada no

momento do uso, ndo sendo armazenada para evitar contaminacao.
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De cada amostra de mel foram pesados 5,00 g. A essa massa, foram
acrescentados cerca de 20 mL de agua deionizada, sendo o pH corrigido a 5,3, com
NaOH e o volume da solugédo completado até 50 mL.

O sistema de reacao foi obtido da seguinte forma: em um tubo de ensaio
foram adicionados 5 mL da solucdo de mel, 500 xL do tampéo acetato a 0,1 M, 500
4L da solugéo de cloreto de sédio a 0,1 M, 150 L da solucédo de iodo a 0,02 M e 9,6
mL de agua deionizada. Esse sistema foi mantido em banho-maria a 40 + 1°C. Foi
essencial que a solucéo de mel estivesse tamponada antes do contato com o cloreto
de sdodio, pois em pH abaixo de 4, a atividade diastasica poderia ser inibida
(BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997). Ao sistema reacional, foram
adicionados, por fim, 2504L da solugdo de amido a 1% e um cronometro foi
disparado. A solucao foi agitada até a completa homogeneizacao e a absorvancia da
solucéo foi medida em espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Genesys
10 UV Scanning, Madison, Estados Unidos) na regido do visivel, a 660 nm,
utiizando agua como branco. Essa primeira leitura correspondeu ao valor da
absorvancia inicial (Abs;), aplicada posteriormente na equacéao.

Foram realizadas leituras periodicas de absorvancia, retornando sempre o
tubo ao banho-maria, até se atingir um valor de leitura espectrofotométrica entre
0,240 e 0,200. No instante em que essa faixa foi atingida, a contagem do tempo no
cronémetro foi interrompida imediatamente, sendo o tempo transcorrido registrado.
O ultimo valor de absorbancia medido foi considerado correspondente a absorbancia

final (Abss). O indice de diastase foi calculado por meio da seguinte equacéao:

indice de diastase = (Abs; — Absy) x 0,3
t (h) xV x 0,016

Sendo:

0,3 = constante de absortividade = 0,3 mg™ (previamente determinado por meio
do ensaio sem mel, dado pelo método);

t (h) = tempo, em hora, entre as medidas de Abs; e Abs,

V = volume da solucéo de mel a 10% no tubo de ensaio (mL);

0,016 = volume total em litros da solucéo no tubo de ensaio (16 mL).
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A andlise foi realizada em triplicata e as estimativas de desvio padréao (S) de

cada amostra foram calculadas a partir da equacdo S = (3 (x; — xm)2/(n-1))°'5.

4.2.1.7 HMF

Para a andlise do contetdo de HMF, foi utiizado o método
espectrofotométrico recomendado pela AOAC (2000). Previamente, as seguintes
solucdes foram preparadas:

- Solucéo de Carrez I: 15 g de K4Fe(CNg).3H,O foram diluidos e o volume foi
completado para 100 mL com agua deionizada;

- Solucéo de Carrez II: 30 g de Zn(CH3COO),.2H,0 foram diluidos e o volume
foi completado para 100 mL com agua deionizada;

- Solucéo de bissulfito de sédio 0,2% (m/V).

Em um béquer, foram adicionados 5,00 g de mel e cerca de 25 mL de agua
deionizada, dissolvendo a amostra. Foram adicionados 500 xL da solucdo de
Carrez |, homogeneizando, e mais 500 xL da solucéo de Carrez Il, homogeneizando.
Nesse momento, a solugao se tornou turva e o volume foi completado para 100 mL.
A suspensédo foi entdo filtrada em papel, descartando-se os primeiros 10 mL
filtrados.

Da solucéo filtrada, foram pipetados 5 mL em quatro tubos de ensaio. No
primeiro, foram adicionados 5 mL da solucdo de bissulfito de sodio a 0,2%, sendo
esse o tubo referéncia. Nos demais, foram adicionados 5 mL de agua deionizada,
sendo denominados de solucdes teste.

As solucdes foram homogeneizadas e medidas em espectrofotobmetro UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV Scanning, Madison, Estados Unidos) nos
comprimentos de onda de 284 nm e 336 nm em cubeta de quartzo. Antes das
medidas, em triplicata, o aparelho foi caliborado com a solucdo referéncia
correspondente.

Em caso de leituras de absorvancia superiores a 0,6, as solucdes teste e
referéncia foram diluidas na mesma proporc¢ao, repetindo-se a leitura.

O teor de HMF no mel, expresso em mg.kg™, foi calculado pela seguinte

equacao:
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HMF = |Ab5284 — Ab8336| X F

Considerando-se F = 149,7, calculado por meio da equacao:

F =126 x 1000 x 1000 , sendo:
16830 x 10 x 5

126 = massa molar ou massa molecular do HMF;
16830 = absortividade molecular do HMF a 284 nm;
1000 = converséao de miligrama para grama,

10 = converséao de centilitro para litro;

1000 = conversao de grama para quilograma;

5 = massa de mel empregada.

As estimativas de desvio padrédo (S) de cada amostra foram calculadas por

meio da equacdo S = (3 (x — xm)¥/ (n-1))°°.

4.2.1.8 Cor

Para a determinacdo da cor no mel foi utilizado o método de Bianchi (1981),
gue consistiu ha medida da absorbéancia a 635 nm (Absgss) de uma solucdo a 50%
(m/V) de mel em agua deionizada. Apos a diluicdo, a solucdo foi deixada em
repouso por 10 a 15 minutos antes da leitura em espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo
Fisher Scientific, Genesys 10 UV Scanning, Madison, Estados Unidos) O aparelho
foi previamente calibrado com &gua deionizada.

A cor foi expressa em mm Pfund, e calculada a partir da seguinte equacao:
Cor = (371,39 X AbSegs) - 38,70

A classificacéo foi baseada na escala de Pfund (Tabela 06).
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TABELA 06 — CLASSIFICACAO DO MEL CONFORME A COLORACAO

Coloracgéo do mel Pfund (mm) Absgss (Nm)
Branco-agua 0=8 0,104 =2 0,125
Extra-branco >8e<16,5 >0,125e<0,148
Branco >16,5e<34 >0,148 e 0,195
Ambar extra-claro >34e<50 > 0,195 e < 0,238
Ambar claro >50e=<85 > 0,238 € 0,333
Ambar >85e<114 >0,333e<0,411
Ambar escuro > 114 >0,411

4.2.2 Classificacdo em mel floral ou em mel de melato

Foi utilizada a Equacédo de Kirkwood, proposta por Kirkwood, Mitchell e Smith
(1961, 1960), que relaciona os valores de pH, cinzas e aguUcares redutores na
matéria seca para classificar o mel, quanto a sua origem, em mel floral ou em de
melato. Os autores estabelecem o valor limite de 73,1, abaixo do qual o mel deve
ser classificado como mel de melato, ou como mistura de mel floral com mel de
melato. E importante destacar que a legislac&o brasileira (BRASIL, 2000) estabelece
especificacdes diferentes para mel floral e para mel de melato.

Equacéo de Kirkwood:
X =-8,3x; —12,3x> + 1,43X3

Sendo:

X1 = pH;

X2 = % de cinzas em matéria seca;

X3 = % de agucares redutores em matéria seca;

X < 73,1 = mel de melato.

4.2.3 Andlise polinica

Para cada amostra de mel, foi retirada uma aliquota de 10 mL, sendo diluida
em 20 mL de &gua destilada e centrifugada, durante 10 min a 2000 x g. O

sobrenadante foi retirado e o sedimento disperso em 10 mL de agua destilada,



67

sendo novamente centrifugado por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e,
empregando um cubo de gelatina glicerinada de Kisser (BARTH, 1989) fixado na
extremidade de um estilete, foi coletado o sedimento presente no fundo do tubo.
Trés laminas de cada amostra foram montadas contendo o material polinico
(LOUVEAUX, MAURIZIO; VORWOHL, 1970).

Os graos de polen preparados para exame em microscopia fotbnica (ML)
foram observados em microscopio Optico (Olympus, BX 50, Center Valley,
Pensilvania, Estados Unidos). A andlise quantitativa foi realizada por meio da
contagem sequencial de 100 grdos de poélen/repeticAo/amostra. A partir desse
procedimento, foram determinadas as porcentagens e as classes de ocorréncia que,
segundo Louveaux, Maurizio e Vorwohl (1970), sdo as seguintes: pélen dominante
(> 45% do total de graos), pélen acessorio (> 15 a 45%), pélen isolado importante (3
a 15%) e polen isolado ocasional (< 3%).

A interpretacdo dos espectros polinicos, segundo as propriedades das

espécies meliferas que os compdem, foi realizada de acordo com Barth (1989).

4.2.4 Obtencéao do extrato fenélico do mel (EFM)

Para a determinacédo do conteudo de fendlicos totais e para a avaliacdo das
atividades biologicas, foi obtido, inicialmente, o extrato fendlico de cada amostra de
mel. O método de extracdo foi realizado de acordo com Ferreres et al. (1991), com
modificacdes. Uma aliquota de 80 g de mel foi completamente misturada com
400 mL de agua, sendo o pH corrigido a 2,0 com HCI concentrado 37%. A mistura
foi filtrada para a remocéo de particulas sdlidas. O filtrado foi transferido para um
béquer contendo 80 g de resina Amberlite® XAD-2 (Fluka Chemie; poro: 9 nm,
particula: 0,3-1,2 mm), permanecendo sob agitacdo por 15 minutos. O filtrado e a
resina foram transferidos para uma coluna de vidro (25 x 2 cm). Dessa forma, os
compostos fendlicos ficaram retidos na resina, enquanto os acucares e 0S outros
compostos polares foram eluidos com solvente aquoso. A coluna foi lavada com 100
mL de agua acidificada e, em seguida, com 300 mL de &gua deionizada. Toda a
fracdo fendlica foi, entéo, eluida com aproximadamente 300 mL de metanol, até que
desapareceu a coloracdo da eluicdo, e concentrada em rotaevaporador (Quimis,

QE3444B2, Diadema, Brasil), com temperatura controlada de até 60°C e sob
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presséao reduzida, produzida por uma bomba de vacuo (Prismatec, 131B, Itu, Brasil).
Dessa forma, foi obtido o EFM, o qual foi submetido ao processo de liofilizacdo em
liofilizador (Terroni, LD-1500, S&o Carlos, Brasil).

4.2.5 Fendlicos totais

O conteudo total de fendlicos no EFM foi determinado pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA, 1999).
Esse método envolve a oxidagdo de fendlicos por um reagente amarelo
heteropolidcido de fosfomolibdato e fosfotungsténio (reagente de Folin-Ciocalteau),
com a medida colorimétrica do complexo azul Mo-W que se forma na reacdo em
meio alcalino. Para a determinacéo de fendlicos totais, foram misturados 0,5 mL de
EFM, a 500 pg.mL™* em metanol, com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau, diluido a
1:10, e com 2,0 mL de Na,CO3 a 4% (m/V). A absorvancia foi medida a 740 nm, em
espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV Scanning,
Madison, Estados Unidos), depois de duas horas de incubacdo no escuro a
temperatura ambiente. A quantidade total de fendlicos foi expressa como mg de
equivalente em acido galico (EAG) por g de EFM.

4.2.6 Avaliacdo da atividade sequestrante do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
(DPPH.)

A medida da atividade sequestrante do radical DPPHe foi realizada de
acordo com o método descrito por Chen et al. (2003) e Yen e Wu (1999). O DPPHe
(1,1-difenil-2-picril-hidrazila) ¢ um radical livre que é capaz de aceitar um radical
hidrogénio para tornar-se uma molécula diamagnética estavel e, dessa forma, sofrer
reducao na presenca de um antioxidante.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante, o EFM reagiu com o radical
DPPHe em uma solucdo de etanol. Na forma de radical, o DPPHe possui uma
coloracao violeta intensa e uma absorcéo caracteristica em espectrofotémetro, a 517
nm, a qual desaparece apos a reducdo pelo hidrogénio retirado de um composto
antioxidante. A mistura reacional foi constituida da adi¢do de 0,5 mL do EFM, a 1000
pg.mL ™ em metanol, 3,0 mL de etanol e 0,3 mL da solucéo do radical DPPHe, a 0,5



69

mmol.L™* em etanol. Adicionalmente, foi verificada a atividade antioxidante dos
padrdes acido ascorbico, acido galico e rutina, a 1000 pg.mL™ em etanol, frente ao
radical DPPHe.

A atividade antioxidante (AA) foi determinada sob a forma de porcentagem,
calculada por meio da taxa de declinio da absorvancia, medida em
espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10 UV Scanning,
Madison, Estados Unidos), da solucdo etandlica de DPPHe-EFM, ap6s 40 minutos
de reacao (fase estavel), em relacdo a solucéo de referéncia (DPPHe em etanol), de

acordo com a equacgao a seguir:

% AA =100 — [(Aamostra - Abranco/ Acontrole) X 100]

Na qual:

A = cada valor de absorvancia.

4.2.7 Ensaio da descoloracdo do radical catibnico 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTSe")

Resumidamente, solucbes aquosas de ABTS (7 mmol.L™?) e persulfato de
potassio (2,45 mmol.L™) foram misturadas em uma proporcéo volumétrica de 1:1 e
incubadas ao abrigo da luz, a temperatura ambiente por 12 horas, para a obtencéo
do radical catibnico ABTSe" (RE et al., 1999).

Em seguida, a solugdo de ABTS+" foi diluida em 50 mmol.L™* de uma solugéo
tampéao de fosfato de sédio (pH = 7,4), para a obtencédo de um valor de absorvancia
de + 0,7 a 734 nm. A complexacéo entre o ABTS+" e 0os méis ou os EFMs foi medida
pelo decréscimo da absorvancia a 734 nm, apés 30 minutos, em leitor de
microplacas (Molecular Devices, SpectraMax 190, Sunnyvale, Estados Unidos).
Todas as leituras foram realizadas em triplicata. A atividade antioxidante foi

calculada pela seguinte equacao:

% Inibig&o = [(As — As) / Ag] X 100
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Onde, A, € a absorvancia do controle positivo e A, € a absorvancia da
amostra.
Os resultados foram expressos como concentracdo nhecesséria do

antioxidante para suprimir 50% do agente oxidante (ICs).

4.2.8 Atividade antimicrobiana

4.2.8.1 Microrganismos e preparo do inéculo

Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata, utilizando-se cepas
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC) de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 10530) e Candida albicans (ATCC
10231). O indculo foi preparado pela suspensao das coldnias em solugéo salina até
a turbidez de uma solucéo padrao de McFarland de 0,5. A suspensao McFarland 0,5
(1 x 10® UFC.mL™) foi diluida 1:10 para se conseguir uma diluicdo de 10’ UFC.mL™.
Um volume de 5 pL dessa suspensao foi inoculado no caldo, sendo a concentragao
final de microrganismos do teste aproximadamente 5 x 10* UFC.poco™ .

4.2.8.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) pela técnica de

microdiluicdo em caldo

Inicialmente, as amostras de mel foram diluidas a 50% no caldo Mueller-
Hinton (CMH) para os testes com S. aureus e com E. coli e no caldo Mueller-Hinton
com 2% de glicose (CMHG) para os ensaios com C. albicans. Os EFMs foram
diluidos a 10 mg.mL™ nesses mesmos meios de culturas. Todas as solucdes
resultantes foram filtradas por membrana 0,22 um. Os filtrados foram armazenados
em tubos estéreis a 4°C.
A determinacdo da concentracao inibitéria minima dos méis e dos EFMs foi
realizada segundo o método de microdiluicdo em caldo proposta pelo NCCLS
(2003). Foram utilizadas microplacas com fundo em “U”, esterilizadas com 96

orificios (TPP®, Estados Unidos). Um volume de 100 pL de cada mel a 50% foi
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adicionado em um poc¢o da microplaca. Em seguida, foi colocado 5 pyL de cada
in6culo microbiano. A mesma quantidade de inéculo foi também utilizada para as
diluicbes seriadas de 25 a 1,56% dos meéis de abelhas sem ferrdo. Um procedimento
similar foi empregado para os extratos, sendo que ao volume de 100 pL de cada
EFM previamente adicionado em cada poc¢o da microplaca, nas diluicbes seriadas
de 10 a 0,3125 mg.mL™, foi acrescido 5 pL de cada inéculo microbiano. Além disso,
com o proposito de estabelecer uma analise comparativa, foi avaliada a atividade
antimicrobiana de solu¢cdes de acglcares composta por glicose e frutose em
proporc¢des iguais (BORSATO; CRUZ; ALMEIDA, 2009), nas concentraces de 70,
65, 60, 55, 50 e 45%, diluidas em CMH e CMHG para um volume final de 100 pL.
Em cada uma dessas solugbes também foi adicionado 5 pL de inéculo microbiano.

As microplacas foram tampadas e incubadas em estufa (Quimis, Q-136M4, Brasil), a
35°C, por 24 horas. A leitura foi feita antes e apos as 24 horas de incubacdo em
leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments Inc., EL808, Winooski, VT, Estados
Unidos) a 405 nm. Como controle positivo, foi avaliado o crescimento microbiano
nos meios de cultura sem a adicdo de amostra. Considerando a possivel influéncia
da coloracdo das amostras na leitura espectrofotométrica, diluicbes dos méis, dos
EFMs e das solucbes de acucar em CMH e CMHG, na auséncia de indculo
microbiano, foram avaliadas apds 24 horas de incubacao. Os resultados dos ensaios
antimicrobianos foram expressos como MICgy, concentragdo de amostra (m/V) capaz

de inibir o crescimento microbiano em 90%.

4.2.9 Andlise por HPLC-UV-ESI-MS do extrato fendlico do mel de Melipona

marginata Lepeletier, 1836

O extrato fendlico do mel de M. marginata liofilizado foi redissolvido em 1 mL
de metanol (grau HPLC) e filtrado por membrana de 0,45 pm antes da analise
cromatografica.

As analises cromatograficas foram realizadas de acordo com Jasicka-Misiak
et al. (2012) e Kassim et al. (2010), com algumas modificacbes. Em sintese, um
volume de 20 pL do extrato metandlico do mel obtido anteriormente foi injetado no
sistema de HPLC. A anélise dos compostos fendlicos por HPLC-UV foi realizada

usando um sistema de cromatografia liquida LC-Agilent 1100 equipado com
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desgaseificador (G1322A), bomba quaternaria (G1311A), amostrador automatico
(G1313A), compartimento de coluna (G1316A) e detector de UV (G1314A),
controlado por software ChemsStation (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados
Unidos). Os compostos fendlicos foram detectados utilizando espectros de absorcéo
no UV monitorados a 290 e 360 nm, pois a maioria dos acidos fendlicos e
flavonoides presentes no mel apresentam absor¢cdo maxima no UV proximo a esses
dois comprimentos de onda. A separacdo por cromatografia liquida foi realizada em
uma coluna de fase reversa C18, Zorbax SB (4.6 x 250 mm; tamanho de particula: 5
um; Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos). A fase movel foi constituida
por 0,25% de &cido férmico e 2% de metanol em agua (solvente A) e metanol
(solvente B) a uma taxa de fluxo constante de solvente de 1 mL.min™. O seguinte
esquema de eluicdo de gradiente foi utilizado (relagdo A:B): 10:90%, t = 0 min,
40:60%, t = 10 min; 90:10% , t = 20 min; 100:0%, t = 30 min; 10:90%, t = 45 min. A
temperatura do forno da coluna foi fixada em 35°C. A identificacdo dos compostos
fendlicos do extrato do mel foi realizada comparando-se o tempo de retencdo e
perfis cromatogréaficos de analitos desconhecidos com padrées. As curvas de
calibracdo do &cido cafeico a 290 nm e da quercetina a 360 nm foram usadas como
referéncia para o calculo das concentracdes dos acidos fendlicos e dos flavonoides,
respectivamente.

Para a analise de HPLC-ESI-MS, foi usado um LC/MSD Trap (G2445),
equipado com uma interface APIl-electrospray (Agilent Technologies, Santa Clara,
Estados Unidos), controlado pelo software LC/MSD Trap (Bruker Daltonics, Billerica,
Estados Unidos), utilizado para a aquisicdo e o processamento dos dados. As
condi¢cdes usadas para HPLC-ESI-MS foram iguais as condi¢cdes anteriormente
relatadas para HPLC-UV. O espectrdmetro de massa por ion trap foi operado nos
modos de ions negativos e positivos, com uma faixa de varredura de m/z 50-800,
com as seguintes definicdes: temperatura de secagem de 350°C, pressao do
nebulizador 30 psi, e fluxo de gas (nitrogénio) de 10 L/min.
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4.2.10 Atividade anti-inflamatoria in vivo do extrato fendlico do mel de Melipona

marginata Lepeletier, 1836

4.2.10.1 Animais e condi¢cdes de manutencao

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
machos (25-35 g) mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia,
da Universidade Federal do Parana (UFPR), em condicbes de temperatura
controlada (22 + 2°C), respeitando uma fase clara/escura de 12 horas e recebendo
agua e racdo comercial (Nuvital) ad libitum. Os animais foram conduzidos ao
laboratorio por um periodo de pelo menos uma hora antes do inicio dos
experimentos. Os testes foram desenvolvidos com quatro grupos experimentais,
sendo que de acordo com o planejamento estatistico, foi definida a necessidade da
utilizacdo de cinco animais por grupo. Os experimentos foram realizados de acordo
com as orientacdes para os cuidados com animais de laboratérios, determinadas
pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biologicas da
UFPR. O presente projeto foi avaliado por essa comissdo técnico-cientifica e

aprovado sob o protocolo nimero 482.

4.2.10.2 Avaliacéo do edema de orelha

A avaliacdo do edema de orelha foi realizada mediante o0 método revisado por
Hecker e Schimdt (1974). O edema de orelha foi expresso como o aumento da
espessura da orelha dos camundongos, calculada por meio da diferenca entre a
medida realizada apds a inducdo do edema por aplicagdo do agente flogistico e a
medida basal, realizada antes da sua aplicacdo. A espessura da orelha foi aferida
utilizando um micrémetro digital (MT-045B; Shangai Metal Great Tools Co., Shangai,
China). A medida foi realizada proxima a extremidade medial da orelha e a sua
espessura foi registrada em micrdmetros. Para minimizar variagbes concernentes a
técnica, as medi¢Bes foram realizadas por um Unico experimentador. O agente

indutor (TPA), o extrato fendlico do mel em diferentes concentracbes e a
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dexametasona foram diluidos em 20 uL de acetona e aplicados na orelha direita dos

camundongos.

4.2.10.3 Edema de orelha induzido pela aplicacdo tépica do TPA

O TPA é um composto presente no 6leo de créton (Croton tiglium L.), sendo
um potente agente flogistico e promotor de tumor capaz de gerar uma resposta
inflamatoria e hiperproliferativa bastante intensa, assemelhando-se com algumas
doencas cutaneas. Esse modelo de inflamacdo cutadnea aguda permite identificar
inibidores da biossintese das prostaglandinas e leucotrienos, sendo amplamente
utiizado na triagem de compostos que pertencem a classe dos inibidores da
cicloxigenase (COX) e/ou lipoxigenase (LOX), bem como compostos com atividade
corticoide (GABOR, 2001).

O edema de orelha foi induzido pela aplicacdo topica de 2,5 pg/orelha de
acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) nos camundongos. O extrato fendlico do
mel foi aplicado topicamente, nas concentracbes de 0,03 a 1 mg/orelha,
imediatamente apd6s a indu¢do com TPA. Como controle positivo foi usado a
dexametasona (0,05 mg/orelha). O grupo veiculo foi tratado com acetona e o grupo
controle recebeu somente a aplicacdo do TPA. A espessura da orelha foi avaliada
apos 6 horas da aplicacdo do TPA (DE YOUNG et al., 1989). Apds esse mesmo
periodo de tempo, os animais foram sacrificados e circulos de 6 mm de tecido da
orelha dos camundongos foram coletados e submetidos a quantificacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). A analise histologica e a avaliacdo da atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO) foram realizadas nas biopsias coletadas 24 horas

apos a aplicacédo do TPA.

4.2.10.3.1 Atividade da enzima MPO

A atividade enzimética da mieloperoxidase foi avaliada de acordo com o
método de Bradley et al. (1982) modificada por De Young et al. (1989). Aos circulos
de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos foram adicionados 0,75 mL de

solucdo de fosfato de sédio a 80 mM, pH 5,4, contendo 0,5% de
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hexadeciltrimetilamoénio (HTAB). Essa mistura foi homogeneizada por
aproximadamente 45 segundos a 0°C. Os homogenatos foram decantados em
microtubos e a eles foi adicionado um volume de 0,75 mL da solucdo de fosfato de
sédio ja descrita. Um aliquota de 1,5 mL da amostra foi colocada em microtubo e
centrifugada a 12000 x g a 4°C por 15 minutos. Triplicatas de 30 uL do sobrenadante
foram depositadas em placas de 96 pocos e, em seguida, foram adicionados 200 L
de uma mistura contendo 100 pL de solucdo de fosfato de sodio a 80 mM, pH 5,4,
85 uL de solugao-tampéao fosfato (PBS) a 0,22 M, pH 5,4 e 15 puL de H,0O,a 0,017%
em cada poco. A reacao teve inicio pela adicdo de 20 pL de tetrametilbenzidina HCI
(TMB) a 18,4 mM, dissolvida em uma solucédo aquosa de dimetilformamida a 8%. A
placa foi incubada a 37°C por 3 minutos e a reacgéao foi interrompida pela adicdo, em
cada poco, de 30 pL de acetato de sodio a 1,46 M, pH 3,0. A atividade enzimética foi
determinada colorimetricamente usando leitor de placas (Bio-TeK Instruments Inc.,
EL808, Winooski, VT, Estados Unidos), ho comprimento de onda de 620 nm, sendo

expressa em mDO/bidpsia.

4.2.10.3.2 Analise histologica

As amostras de orelhas coletadas de camundongos e submetidas a aplicacao
topica de TPA foram fixadas em solu¢cdo ALFAC (85 mL de alcool etilico 80%, 10 mL
de formaldeido 40% e 5 mL de &cido acético glacial) por um periodo de 16 horas,
sendo, em seguida, conservadas em alcool 70% até o inicio do processo de
desidratacdo. Posteriormente, as amostras foram desidratas em série etandlica
crescente e emblocadas em parafina. Foram realizadas secc¢fes transversais de 3-4
um de espessura, as quais foram coradas por hematoxilina e eosina (RECIO et al.,
2000). A infiltracdo de leucdcitos, edema e espessura da epiderme foram avaliadas
em areas representativas com aumento de 200x e/ou 400x.

4.2.10.3.3 Determinacéo de ROS

A determinacdo de ROS na pele dos camundongos foi baseada nos métodos

de Keston e Brandt (1965) e Driver, Kodavanti e Mundy (2000), com modificacdes.
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Esse ensaio determina diretamente a geracao de radicais livres de oxigénio usando
o composto fluorogénico diacetato de 2’-7’ diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA). A
pré-incubacdo do DCFH-DA com os homogenatos de tecido induz a clivagem do
diacetato, pela acdo de esterases, e conduz a formacdo de 2-7
diclorodihidrofluoresceina (DCFH). Na presenca de ROS, o0 composto né&o-
fluorescente DCFH é rapidamente oxidado ao composto altamente fluorescente 2'-7’
diclorofluoresceina (DCF).

A producdo de ROS na pele dos camundongos foi avaliada 6 horas apo6s a
aplicacdo topica simultanea do TPA, da acetona (veiculo), do extrato de mel (1,0
mg/orelha) ou da dexametasona (0,05 mg/orelha). Inicialmente, uma biopsia de 6
mm de didmetro da orelha dos camundongos foi coletada, sendo diretamente
homogeneizadas em 1 mL de solugdo-tampéo fosfato (PBS), pH 7,2, a 0°C, por 45
segundos. Em seguida, os homogenatos foram incubados por 30 minutos com
0,4873 mg DSFH-DA dissolvidos em 50 ml de dimetilsulféxido (DMSO), de forma a
atingir uma concentracao final de 1 yuM. Apds o periodo de incubacéo, a intensidade
de fluorescéncia promovida pela formacdo do composto 2’-7’ diclorofluoresceina
(DCF) foi mensurada por meio de um espectrofluorofotémetro (CytoFluor, Shimadzu
RF-5000U, Kyoto, Japédo), no comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e de

emissao de 530 nm.

4.2.10.4 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando a analise de variancia (ANOVA)
de uma via, sendo que, quando necessario, foi empregado o teste post hoc de
Tukey e Newman Keuls. Os resultados foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM) e média + desvio padrao (DP). Valores de p menores do que 0,05
(p < 0,05) foram considerados como indicativos de significancia. Os calculos foram
realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism version 5.00 (San
Diego, CA, Estados Unidos).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICAS E QUIMICAS

Os resultados, referentes aos parametros fisicos e quimicos avaliados, estdo
sumarizados nas Tabelas 07 e 08.

TABELA 07— RESULTADOS DAS ANALISES DE UMIDADE, ACUCARES REDUTORES,
SACAROSE, SOLIDOS INSOLUVEIS E CINZAS PARA OS MEIS ELABORADOS
PELAS ESPECIES DE MELIPONINEOS EM ESTUDO

AcUcares Solidos

Amostras Umidade (%) redutores (%) Sacarose (%) insoldveis (%) Cinzas (%)
1 . bicolor 32,76 62,31 (+0,43) 1,70 (+ 0,35) 0,064 (+ 0,04) 0,29 (+ 0,05)
2 M. bicolor 32,60 62,66 (+ 0,44) 2,79 (+ 0,04) 0,052 (+ 0,03) 0,26 (+ 0,05)
3 M. bicolor” 31,40 53,04 (+0,33) 2,86 (+0,12) 0,012 (+0,01) 0,21 (+ 0,05)
4 1 bicolor” 33,00 70,37 (+1,15) 3,45 (+ 0,38) nd nd

5 M. marginata. 32,16 61,06 (+0,21) 2,77 (+0,18) nd 2,81 (£ 0,24)
6 m. marginata 29,00 76,29 (+0,59) 5,53 (+ 0,24) nd nd

7 W, marginata 33,60 71,99 (+1,04) 3,93 (+ 0,43) nd nd

8 M. quadrifasciata 28,84 59,23 (+0,33) 1,42 (+0,19) 0,045 (£ 0,01) 0,32 (x0,14)
9 w1 quadriasciata 31,60 60,84 (+ 0,37) 2,86 (+0,21) nd 0,25 (+ 0,04)
10 . quadrifasciatab 33,80 68,82 (+ 0,96) 4,91 (+0,13) 0,010 (+ 0,00) nd

11\ quadrifasciata. 28,60 74,31 (+0,56) 3,35 (+ 0,05) 0,020 (+ 0,00) nd

12 . ruiventris” 31,20 75,62 (£ 0,29) 4,35(+0,27) 0,040 (+ 0,00) nd

13 w1 rufiventris 31,40 60,84 (+ 0,00) 1,84 (+ 0,18) 0,038 (+0,02) 0,21 (+0,11)
14 s bipunctata’ 24,60 67,73 (+0,23) 2,37(+0,42) 0,050 (+0,00) 0,20 (+ 0,04)
15 s. yanthotricha. 24,40 71,38 (+0,51) 4,50 (+ 0,06) 0,040 (+ 0,00) 0,04 (+ 0,01)
16 1. clavipes 27,20 48,52 (+0,13) 1,16 (+ 0,11) 0,039 (+ 0,00) 0,36 (+ 0,04)
17+ C|a\,ipe5° 27,20 45,88 (x 0,74) 4,78 (x 0,40) 0,060 (= 0,00) 0,04 (x 0,00)
181 clavipes 25,60 43,35(+1,01) 2,99 (+ 0,57) 0,060 (+ 0,00) 0,26 (+ 0,03)
19 1. clavipes” 27,20 47,39 (+0,39) 2,14 (+0,17) 0,060 (+ 0,00) 0,34 (+0,12)
20 1. angustula” 25,00 62,67 (+0,34) 2,25 (+0,22) 0,020 (+ 0,00)  0,23(+ 0,06)
21 1. angustula” 26,80 70,36 (+0,43) 3,30(+0,23) nd 0,34(+ 0,01)

NOTA: nd = VALORES NAO DETECTADOS; PROCEDENCIA GEOGRAFICA DA AMOSTRA:
aCURITIBA; bGUARAQUEQABA; ‘BOA ESPERANCA DO IGUACU; ‘MANDIRITUBA; *CORNELIO
PROCOPIO
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TABELA 08 — RESULTADOS DAS ANALISES DE pH, ACIDEZ, i[\IDICE DE DIASTASE, HMF E
COR PARA OS MEIS ELABORADOS PELAS ESPECIES DE MELIPONINEOS EM
ANALISE
Amostras pH Acidez (mEq.kg™) Erétz(ljifheegie diastase |(-|mNgl;lfkg'l) Cor
1 . bicolor 3,47 71,14 (£ 1,35) 3,64 (+ 0,06) 0,07 (¥ 0,00) Ambar escuro
2 M. bicolor” 3,84 33,96 (+ 0,90) 1,17 (+ 0,06) 2,74 (+0,17) Ambar escuro
3 . bicolor” 2,87 180,82 (+ 1,86) 0,94 (+ 0,05) 19,16 (+ 0,15) Ambar escuro
4 m. bicomrb 3,24 102,16 (+ 1,50) 2,20 (+ 0,20) 1,58 (+ 0,14) Ambar escuro
5 M. marginata 4,93 10,64 (+ 0,74) 2,25 (+ 0,14) 0,45 (+ 0,00) Ambar escuro
6 M. marginata. 3,37 76,46 (+ 1,26) 1,93 (+ 0,15) 2,30 (£0,17) Ambar
7 W marginata 3,21 104,76 (+ 1,50) 1,67 (+ 0,06) 3,66 (£ 0,14) Ambar
8 M. quadrifasciata. 421 21,41 (+ 0,84) 1,85 (+ 0,26) 1,15 (+ 0,04) Ambar escuro
9w quadrifasciata. 3,40 32,35 (£ 0,47) 0,92 (+ 0,01) 24,95 (+ 0,09) Ambar escuro
10 m. quadrifasciata 3,31 104,76 (x 1,50) 2,00 (x 0,35) 2,08 (x 0,14) Ambar
11w, quadiifasciata. 3,44 45,89 (+ 1,50) 2,13 (¥ 0,49) 2,45 (£ 0,23) Ambar escuro
12 w1 rufiventris 3,34 60,60 (+ 1,50) 1,53 (+ 0,15) 2,08 (+0,76) Ambar
13 w1 rufiventris 3,33 33,04 (+0,48) 0,99 (+ 0,09) 18,71 (+ 0,15) Ambar escuro
14 ¢ bipunctatad 4,17 34,63 (x1,50) 2,67 (x 0,06) 2,50 (£ 0,69) Ambar escuro
15 s yanthoricha’ 3,93 44,16 (+ 2,60) 3,70 (+ 0,10) 1,20 (+ 0,26) Ambar escuro
16 1. clavipes 3,54 68,01 (+1,12) 1,97 (+ 0,28) 6,89 (+ 0,26) Ambar escuro
17+ c.avipesc 3,74 106,49 (+ 2,60) 6,95 (= 0,35) 1,00 (+ 0,09) Ambar escuro
18+ C.avipese 3,77 103,02 (+1,50) 8,27 (£ 0,74) 4,04 (+0,52) Ambar escuro
197, ciavipes” 4,09 111,69 (+ 0,00) 11,27 (£ 1,22) 1,40 (£ 0,69) Ambar escuro
20 1. angustula’ 4,40 31,17 (+ 0,00) 5,27 (+ 0,06) 5,59 (+ 0,09) Ambar escuro
21+ angusmab 4,10 45,02 (+1,50) 4,53 (£ 0,12) 9,93 (+ 0,35) Ambar escuro

NOTA: PROCEDENCIA GEOGRAFICA DA AMOSTRA: aCUR'ITIBA; "GUARAQUECABA; °BOA
ESPERANCA DO IGUACU; “MANDIRITUBA; *CORNELIO PROCOPIO

5.1.1 Umidade

As amostras de mel analisadas apresentaram um teor médio de umidade de
29,43%, com uma variagcdo de 24,40 a 33,80% para as amostras 15 e 10,
respectivamente. Considerando as espécies de abelhas sem ferrdo produtoras dos
méis avaliados, é possivel constatar que os méis elaborados pelas espécies do
género Melipona (amostras 1 a 13) apresentaram uma umidade média mais elevada

(31,53%), quando comparados aos meéis provenientes das espécies do género
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Scaptotrigona (amostras 14 e 15), das espécies T. clavipes (amostras 16 a 19) e T.
angustula (amostras 20 e 21), que apresentaram um valor médio de umidade de
24,50, 26,80 e 25,90%, respectivamente.

Os resultados verificados no presente estudo estédo de acordo com os obtidos
por Evangelista-Rodrigues et al. (2005), Souza et al. (2006), Almeida-Muradian,
Matsuda e Bastos (2007), Almeida-Anacleto et al. (2009) e Souza et al. (2009), que
constataram que o mel produzido por diferentes espécies de meliponineos possui
um teor de umidade acima do limite maximo de 20%, permitido pela legislacdo
brasileira vigente (BRASIL, 2000). Aléem disso, os valores obtidos nesse estudo
encontram-se dentro do limite méaximo de 35%, sugerido para 0os méis de
meliponineos do Brasil (VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005).

Varios fatores podem influenciar o teor de umidade do mel, como a origem
botanica, as condi¢cbes climaticas, a época da colheita, o grau de maturacdo do
produto, as condi¢cbes inadequadas de processamento e de armazenamento e,
ainda, as adulteracdes (RODRIGUEZ et al., 2004). Adicionalmente, outro fator que
pode explicar a elevada umidade apresentada pelos méis elaborados pelas abelhas
sem ferrdo € o manejo utilizado para opercular os potes de mel. Enquanto que a
abelha africanizada, de um modo geral, opercula o favo de mel quando este ja se
encontra em ponto de coleta, ou seja, com valores de umidade variando entre 17 e
18%, a abelha nativa realiza a operculagéo dos potes de armazenamento de mel no
momento que o mel ainda apresenta um elevado teor de umidade (EVANGELISTA-
RODRIGUES et al., 2005).

A legislacao brasileira (BRASIL, 2000) preconiza que a umidade do mel de
Apis deve ser inferior a 20%, devido as condi¢fes tropicais encontradas no Brasil,
como umidade e temperaturas elevadas, as quais podem facilitar o processo de
fermentacdo do produto. Dessa forma, a elevada umidade, caracteristica particular
do mel de abelhas sem ferrdo, torna-o susceptivel ao processo de fermentacao.
Além disso, dificulta 0 seu armazenamento e pode comprometer a sua vida util de
prateleira. Portanto, diferentes estratégias, como a pasteurizacdo e a refrigeracao,

podem ser usadas para melhorar a sua conservacao.
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5.1.2 Aclcares redutores e sacarose

Os conteudos de agucares redutores e de sacarose variaram nas amostras de
mel entre 43,35 (+ 1,01) e 76,29% (x 0,51) e entre 1,16 (x 0,11) e
5,53 %(x 0,24), respectivamente. Comparativamente as amostras elaboradas pelas
demais espécies de meliponineos, os méis produzidos pela abelha T. clavipes
apresentaram o0s menores teores de agucares redutores, sendo que a variacao
observada entre as amostras produzidas por essa espécie foi de 43,35% (+ 1,01) e
48,52% (+ 0,13).

Almeida-Anacleto (2007), ao estudar 31 amostras de mel produzidas pelas
espécies T. angustula, S. bipunctata, N. testaceicornis, F. varia e T. clavipes,
detectou teores de acucares redutores da ordem de 31,93 a 64,15%, sendo que 0s
menores valores encontrados foram para o mel da espécie F. varia e 0s maiores
para o mel elaborado pela abelha S. bipunctata. Para os teores de sacarose, foi
encontrada uma variacao de 0,13 a 2,32%.

As duas amostras avaliadas no presente estudo, elaboradas por T. angustula
apresentaram valores de acgUcares redutores de 62,67% (+ 0,34) e 70,36% (x 0,43).
As porcentagens de sacarose determinadas foram de 2,25% (+ 0,22) e 3,30% (+
0,23). Entretanto, em um estudo conduzido por Almeida-Anacleto et al. (2009), em
que foi avaliada a composi¢cdo de 20 amostras de mel provenientes dessa mesma
espécie de abelha sem ferrdo, os teores encontrados para esses dois critérios foram
menores, sendo que a variagdo encontrada para o teor de acucares redutores foi de
48,66 a 57,97%. Com relacdo as porcentagens obtidas para sacarose, 0s resultados
variaram de 0,13 a 1,87%.

De modo geral, os resultados encontrados nesse estudo para os teores de
acucares redutores e de sacarose estdo de acordo aos apontados por Souza et al.
(2006). Esses autores avaliaram dados sobre as caracteristicas fisicas e quimicas
de 152 amostras de méis de diferentes espécies de meliponineos, provenientes de
oito paises do continente americano, sendo que a amplitude observada para o teor
de acucares redutores foi de 58,0 a 75,7%. Para o conteddo de sacarose, esse
estudo apontou uma variagéo de 1,1 a 4,8%.

Com relacdo as exigéncias estabelecidas pela legislacdo brasileira, a qual
estabelece parametros para o mel produzido por Apis, 12 amostras seriam

consideradas reprovadas, considerando 65% como teor minimo de acucares
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redutores. No entanto, para os teores de sacarose, todas as amostras atenderam
aos requisitos estabelecidos por essa legislacdo, que indica uma porcentagem
méxima de 6% (BRASIL, 2000). De acordo com os valores sugeridos por Villas-B6as
e Malaspina (2005) para o mel de abelhas sem ferrdo do Brasil, que consideram um
valor minimo de 50% para acucares redutores e um teor maximo de 6% para
sacarose, apenas quatro amostras, provenientes da espécie T. clavipes, ndo se

enquadram no parametro proposto para agucares redutores.

5.1.3 Sélidos insoluveis

Para a analise de solidos insoliveis em agua, as amostras apresentaram
valores entre 0,010% (+ 0,00) e 0,064% (z+ 0,04). Empregando-se o método proposto
por Bogdanov, Martin e Lillmann (1997), ndo foi possivel determinar o contetdo de
sélidos insoluveis em seis amostras. Os solidos insollveis presentes no mel estéo
diretamente relacionados as condi¢cfes de coleta e de processamento, assim como
aos héabitos das abelhas que o elaboraram (VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005). Os
resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com os descritos por
Evangelista-Rodrigues (2005), que encontraram teores de sdlidos insolluveis
variando entre 0,013 e 0,0192% em amostras de mel de A. mellifera e M. scutellaris
produzidos em duas regibes no estado da Paraiba. Adicionalmente, esses
resultados estdo em conformidade com os parametros estabelecidos pela legislagcéo
brasileira, a qual considera 0,1% como porcentagem maxima aceita de sélidos
insolaveis em amostras de mel (BRASIL, 2000). Além disso, atendem também a
especificacao sugerida por Villas-Bbas e Malaspina (2005), que permite até 0,4% de

sélidos insolluveis para méis provenientes de abelhas sem ferrao.

5.1.4 Cinzas

O teor de cinzas variou de 0,04% (+ 0,00) a 2,81% (x 0,24). Pelo método
empregado para a andlise de cinzas (BORSATO et al., 2010; VARGAS, 2006), ndo
foi possivel detectar o seu teor em seis amostras. A porcentagem de cinzas presente

no mel é um indicativo do conteddo mineral e se constitui em um parametro
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amplamente utilizado para verificar a qualidade do mel (MARCHINI, MORETI;
OTSUK, 2005). O conteudo de cinzas no mel é geralmente pequeno e depende da
sua origem botanica. O tipo de solo em que a planta fornecedora de néctar esta
localizada também influencia na quantidade dos minerais presentes nas cinzas
(ANKLAM, 1998).

Pamplona (1989), ao comparar amostras de méis elaboradas por A. mellifera
e por meliponineos constatou que o valor de minerais € de 2 a 3 vezes maior nos
méis de abelhas sem ferrdo. No entanto, de acordo com 0s resultados obtidos no
presente estudo, apenas uma amostra apresentou um teor de cinzas mais elevado
em comparacdo as demais amostras. No estudo realizado por Souza et al. (2006),
gue compilou dados referentes a 152 amostras de méis de diferentes espécies de
meliponineos, foi encontrada uma variacdo de 0,01 a 1,18%. Entretando, Almeida-
Anacleto et al. (2009) encontraram teores de cinzas em amostras de T. angustula
variando de 0,21 a 0,60%. Evangelista-Rodrigues et al. (2005) também obtiveram
teores de cinzas inferiores a 0,6% em méis das abelhas A. mellifera e M. scutellaris.

A porcentagem de cinzas estabelecida pela norma vigente é de, no maximo,
0,6% (BRASIL, 2000), o que coincide com o valor sugerido para as amostras de
méis de meliponineos brasileiros (VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005). Dessa forma,
apenas uma amostra, produzida por M. marginata, ndo se encontra de acordo com

essas especificagoes.

5.1.5 pH e acidez

O pH das amostras variou de 2,87 a 4,93. Segundo Crane (1983), variacfes
observadas no pH se devem, possivelmente, a particularidades da composicao
floristica nas areas de coleta, uma vez que o pH do mel pode ser influenciado pelo
pH do néctar. Diferencas na composicdo do solo ou a associacdo de espécies
vegetais para formar a composicao final do mel, afirma Noronha (1997), podem
também influenciar o pH desse produto.

Os resultados apresentados nesse estudo estdo, em geral, de acordo aos
apontados pela literatura, sendo que foram obtidos valores entre 3,15 e 4,66 para o
pH, na compilacdo de resultados de 152 amostras de méis de diversas espécies de

meliponineos provenientes de oito paises do continente americano (SOUZA et al.,
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2006). De modo semelhante, Almeida-Muradian, Matsuda e Bastos (2007)
determinaram o pH de 4 amostras coletadas na regido amazénica do Brasil,
produzidas por abelhas sem ferrdo das espécies M. compressipes manaosensis e
M. seminigra merrillae, e encontraram valores que variaram de 3,41 a 4,06.
Adicionalmente, Almeida-Anacleto et al. (2009) encontrou valores de pH entre 3,54 a
4,64 para méis de T. angustula.

N&do ha limite estabelecido pelas legislagbes de abrangéncia nacional e
internacional para valores de pH no mel de Apis (BOGDANOV; MARTIN;
LULLMANN, 1997; BRASIL, 2000; MERCOSUL, 1999), assim como também n&o ha
sugestbes de padronizacdo, considerando o pH, para méis de meliponineos no
México, Guatemala e Venezuela (VIT; MEDINA; ENRIQUEZ., 2004) e no Brasil
(VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005).

Para a andlise de acidez, os valores encontrados variaram de 10,64 mEq.kg™
(+ 0,74) a 180,82 mEq.kg™ (+ 1,86). Um valor elevado de acidez no mel pode indicar
um estado de fermentacéo, principalmente se a umidade da amostra for superior a
20% (VARGAS, 2006).

Os teores de acidez determinados nesse estudo s&o condizentes aos
apontados pela literatura. Cortopassi-Laurino e Gelli (1991) avaliaram as
caracteristicas fisicas e quimicas de 14 amostras de diferentes espécies de
meliponineos provenientes de distintas regides do Brasil. Esses autores
determinaram, para a maioria das amostras, valores de acidez entre 30 e
90 mEg.kg™. No entanto, um grupo de cinco amostras apresentou uma acidez mais
elevada, com teores superiores a 160 mEq.kg™. No estudo realizado por Souza et al.
(2006) foram encontrados teores de 59 a 109,0 mEq.kg® para acidez, na
compilacdo de resultados de 152 amostras de méis de diversas espécies de
meliponineos provenientes de oito paises do continente americano. Almeida-
Anacleto (2007), ao avaliar 31 amostras de mel produzidas pelas espécies T.
angustula, S. bipunctata, N. testaceicornis, F. varia e T. clavipes, detectou contetdos
de acidez que variaram entre 7,50 a 166,00 mEqg.kg-1. Entretanto, Almeida-
Muradian, Matsuda e Bastos (2007) encontraram teores menores para as amostras
de mel de meliponineos avaliadas, sendo que a variacdo foi de 20,63 a 27,13
mEqg.kg™.

A legislacdo brasileira estabelece o valor maximo de 50 mEq.kg™ para a

acidez no mel (BRASIL, 2000), enquanto que o valor sugerido para o mel de



84

meliponineos no Brasil pode ser de até 80 mEq.kg™ (VILLAS BOAS; MALASPINA,
2005). Dessa forma, 52,4% das amostras avaliadas no presente trabalho nao
atendem a legislacéo vigente para esse critério e 42,8% delas ndo se enquadram no
limite proposto para o mel de abelhas sem ferrdo no Brasil.

N&o foi observada uma relacéo de proporcionalidade entre os valores de pH e
de acidez (mEq.kg™?) nas amostras investigadas no presente trabalho. Esse fato
pode ser justificado porque esses parametros representam caracteristicas
diferentes. O valor de pH é relativo a concentracdo hidrogeniénica da solucao,
enquanto que a acidez depende da presenca e das propriedades quimicas como
estrutura e grau de ionizacdo de acidos organicos e inorganicos, como também do
conteudo particular de aminoacidos, os quais sao fornecidos pelo néctar e pélen das
plantas e pelas enzimas salivares dos meliponineos (BORSATO et al., 2010).

5.1.6 indice de diastase

A determinacdo do indice de diastase das amostras revelou valores entre
0,92 (£ 0,01) e 11,27(% 1,22) na escala Gothe.

A medida da atividade diastasica é exigida para a analise de méis pela
legislagdo vigente (BRASIL, 2000), sendo amplamente reconhecida como um
parametro para a determinacdo da deterioracdo do mel, pois a atividade dessa
enzima diminui com o armazenamento e com o aquecimento do mel (TOSI et al.,
2008; BOGDANOV; MARTIN; LULLMANN, 1997). Além disso, € um parametro
importante para a determinacéo de possiveis adulteragdes do produto, pois a adicdo
de xaropes comerciais de acucar invertido, preparados por aquecimento e inversao
acida da sacarose da cana-de-acucar, pode reduzir o indice de diastase presente no
mel. No entanto, devido ao fato de possuirem atividade diastasica, xaropes com alto
teor de frutose, produzidos a partir de amido de milho pela acdo de amilases e de
isomerases também podem ser usados na falsificacdo. Nesse caso, a deteccao da
fraude pode ser feita pela determinacdo da concentracdo de HMF, que nessa
situacao estara elevada (VARGAS, 2006).

Os indices de diastase detectados na presente investigacao estao de acordo
com os determinados por Souza et al. (2006), que obtiveram uma variacao de 0,9 a

23,0 na escala Gothe para méis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo. Em
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outro trabalho, realizado por Almeida-Anacleto (2007), foram encontrados valores
mais elevados para essa enzima, sendo que a variacdo foi de 3,16 a 54,11 na
escala Gothe. Ja no estudo realizado por Souza et al. (2009), com 33 amostras de
mel produzido por espécies de Melipona colhidas no estado da Bahia, nédo foi
possivel a determinacao da atividade diastasica na totalidade das amostras.

Para o indice de diastase, apenas sete amostras analisadas atenderam as
exigéncias da legislacdo brasileira (BRASIL, 2000), como também ao minimo
sugerido para méis de meliponineos no Brasil (VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005).

Essa variabilidade dos resultados obtidos para a atividade diastasica, também
verificada para o mel de Apis, levou White Juanior (1994) a questionar o uso da
determinacdo dessa enzima como um indicador de qualidade do mel, devido a
grande variagdo na quantidade de diastase em méis recém-colhidos e néo
aguecidos, sugerindo a exclusdo dessa analise por ser um teste redundante,
enganoso e variavel.

Considerando os diferentes resultados verificados para a atividade diastasica
entre os estudos realizados, é possivel observar que apenas algumas espécies de
meliponineos produzem méis com indices de diastase inferiores aos recomendados
pela legislacéo, indicando que a utilizacdo desse critério ndo seja o melhor recurso
para a definicdo da deterioracdo do mel produzido por essas abelhas. Dessa forma,
de acordo com Souza et al. (2009), ao invés de objetivar a verificacdo da qualidade
do mel produzido, a diastase poderia vir a se constituir em um marcador para o mel
produzido por meliponineos, atestando a sua origem entomologica. No entanto, para
isso ainda s@o necessérios estudos aprofundados sobre a producdo dessa enzima
pelas abelhas sem ferrao.

5.1.7 HMF

Os méis estudados apresentaram valores de HMF variando de 0,07 mg.kg™ (+
0,00) a 24,95 (+ 0,09) mg.kg’. De acordo com a literatura, outros trabalhos
revelaram variagdes maiores no teor de HMF dentre as amostras avaliadas. Souza
et al. (2006), na compilacdo dos dados referentes a 152 amostras méis de diversas
espécies de meliponineos detectaram valores de HMF entre 0,4 e 78,4 mg.kg™.

Almeida-Anacleto (2007) obteve para as 31 amostras de mel elaboradas por
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diferentes espécies de abelhas sem ferrdo teores de HMF variando entre 0,75 e
71,49 mg.kg™.

O HMF é uma substancia resultante da transformacdo dos acUcares
presentes no mel (MARCHINI; MORETI; OTSUK, 2005). Sua concentracdo se eleva
a medida que o mel € aquecido ou armazenado por longos periodos. Além disso, um
alto conteudo de HMF pode ser indicativo de adulteracao (RIZELIO et al., 2012). No
entanto, de acordo com White Junior (1992), méis procedentes de paises
subtropicais, devido a altas temperaturas, podem apresentar, naturalmente, um alto
conteudo de HMF, sem que o mel tenha sido superaquecido ou adulterado.

O valor maximo de HMF sugerido para o controle de qualidade de mel de
abelhas sem ferréo é inferior (VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005) ao estabelecido
pela legislacao brasileira para o mel de abelha A. mellifera (BRASIL, 2000). Dessa
forma, os teores de HMF verificados no presente estudo refletem uma adequacéao as
exigéncias estabelecidas pela legislacdo nacional, que permite um valor maximo de
60 mg.kg?, como também ao parametro proposto por Villas-Bdas e Malaspina
(2005), que sugerem que os meéis produzidos por meliponineos no Brasil devem
apresentar um teor maximo de 40 mg.kg™ para essa substancia.

Considerando a avaliacdo conjunta dos resultados apresentados para o
indice de diastase e para o teor de HMF, é possivel observar que algumas amostras
apresentaram uma baixa atividade diastasica, conforme indicado no item 5.1.6. No
entanto, os teores de HMF detectados foram adequados aos limites preconizados
pela legislacdo (BRASIL, 2000) e pela literatura (VILLAS-BOAS; MALASPINA,
2005). Algumas condigcbes, como 0 uso de altas temperaturas durante o
processamento ou o longo tempo de armazenamento do mel podem resultar em
altos teores de HMF e baixa atividade diastasica. Porém, no presente estudo,
somente o indice de diastase mostrou-se inadequado as condi¢des ideais. Dessa
forma, essa constatacao reforca o cuidado que se deve ter na avaliacdo isolada do
indice de diastase para a definicdo da qualidade do mel.

5.1.8 Cor

As amostras apresentaram coloracdes variando do ambar ao ambar escuro.

Portanto, todas as amostras analisadas enquadram-se aos critérios estabelecidos
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pela legislacdo (BRASIL, 2000). Cortopassi-Laurino e Gelli (1991) ao estudarem as
caracteristicas fisicas e quimicas de 14 amostras de diferentes espécies de
meliponineos provenientes de distintas regides do Brasil, encontraram coloractes
variando do ambar ao ambar claro. Almeida-Anacleto (2007) classificou as 31
amostras analisadas em colora¢des que variaram do ambar ao ambar extra claro. A
autora constatou ainda que nas amostras produzidas por T. angustula e T. clavipes
houve uma prevaléncia da cor ambar, enquanto que nos méis elaborados por N.
testaceicornis e S. bipunctata, verificou-se que praticamente o0 mesmo numero de

amostras apresentou coloracdes entre ambar claro e ambar extra claro.

5.2 CLASSIFICACAO EM MEL FLORAL OU EM MEL DE MELATO

A Equagéo de Kirkwood foi estabelecida para determinar a ocorréncia de
melato no mel. Kirkwood; Mitchell e Smith (1961, 1960) analisaram amostras de mel
floral e de melato e, apoOs identificarem o0s parametros que mais variaram,
estabeleceram uma equacédo, baseada em estudos matematicos, para ser aplicada
na diferenciacdo desses dois tipos de mel. Foram utilizados os resultados de pH,
porcentagem de cinzas em matéria seca e porcentagem de acguUcares redutores em
matéria seca, a fim de obter uma funcao discriminativa X, sendo adotado o limite de
73,1, abaixo do qual o mel é classificado como mel de melato ou mistura de mel
floral com mel de melato.

Campos et al. (2003) compararam dois métodos de classificacdo para mel
floral ou melato. Foram analisadas 25 amostras, sendo que os resultados foram
utilizados para a classificacdo em mel floral ou em mel de melato pela Equacgéo de
Kirkwood (KIRKWOOD; MITCHELL; SMITH 1961, 1960) e pelo método de White
(WHITE JUNIOR, 1980), o qual se baseia na determinacio da rotacdo Optica.
Amostras de mel de melato, segundo White Junior (1980), apresentam desvio maior
que ~ 2°S. Das 25 amostras analisadas, 11 foram classificadas como mel de melato,
de acordo com Kirkwood; Mitchell e Smith (1961, 1960) e White Junior (1980).
Apesar da divergéncia em quatro amostras, o teste exato de Fisher indicou que os
métodos sdo equivalentes e ambos podem ser usados para diferenciacdo de

amostras de mel.
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No presente trabalho, a equacédo de Kirkwood foi empregada com o objetivo
de verificar se esse método pode ser aplicado na diferenciacdo da origem do mel
meliponineos. De acordo com os resultados obtidos, as amostras 5, 16, 17, 18 e 19
foram classificadas como sendo mel de melato ou proveniente de uma mistura entre
mel de melato e mel floral. O valor de X, para cada amostra, variou de 36,78 a
129,44. Dessa forma, a equacdo de Kirkwood, para méis de meliponineos, carece
em sensibilidade analitica, sendo que os seus resultados devem ser avaliados em
conjunto com os dados obtidos pela andlise polinica, para se chegar a uma correta

identificacdo da origem botanica das amostras de mel.

5.3 ANALISE POLINICA

O espectro polinico das amostras em estudo est4 sumarizado nas Tabelas 09
a 12, sendo apresentadas as porcentagens médias dos diferentes tipos polinicos
presentes nas amostras e sua classificagcdo quanto a representatividade na amostra.
O polen dominante (acima de 45%) representa, geralmente, a origem botanica do
mel; o acessorio (acima de 15 a 45%) indica outras plantas visitadas; e as classes
de pélen isolado importante (de 3 a 15%) e de podlen isolado ocasional (menor que
3%) trazem informac0des sobre a procedéncia geografica da amostra (ESCUREDO et
al., 2012; MIRANDA; ANDRADE, 1990).
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A andlise polinica das amostras de mel provenientes do municipio de Curitiba,
produzidos pelas espécies M. bicolor, M. marginata e M. quadrifasciata, revelou a
presenca de 14 tipos polinicos diferentes. Mimosa scabrella, Mimosa verrucosa
(Fabaceae), Eucalyptus, Myrcia (Myrtaceae) e Solanum (Solanaceae) destacaram-
se como representantes das classes de pélen dominante ou de pélen acessorio nos
espectros polinicos.

Nas amostras do municipio de Guaraquecaba, produzidas pelas abelhas M.
bicolor, M. marginata, M. quadrifasciata, M. rufiventris, S. xanthotricha, T. clavipes e
T. angustula, foram observados como tipos polinicos dominantes Acalypha
(Euphorbiaceae), Melastomataceae/Combretaceae e Piper (Piperaceae) e, como
pblen acessorio, foram identificados os tipos Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Cecropia
(Urticaceae), Banara (Salicaceae), Myrcia (Myrtaceae) e Piper (Piperaceae). Nesses
meéis foram encontrados 45 tipos polinicos diferentes.

As amostras de mel coletadas no municipio de Boa Esperanca do Iguacu,
produzidas pelas espécies M. marginata, M. quadrifasciata, T. clavipes e T.
angustula apresentaram 38 tipos polinicos diferentes em seus espectros, dentre 0s
quais Delonix regia (Fabaceae) e Faramea (Rubiaceae) destacaram-se como pélen
dominante e Cestrum (Solanaceae), Melastomataceae/Combretaceae e Myrcia
(Myrtaceae) foram observados compondo a classe de pélen acessorio.

No espectro polinico da amostra proveniente do municipio de Mandirituba,
elaborada pela abelha S. bipunctata, foram encontrados 20 tipos polinicos, dentre os
quais Myrcia (Myrtaceae) e Lithraea (Anacardiaceae), apresentaram-se como pélen
acessorio.

A avaliacdo polinica do mel coletado no municipio de Cornélio Procopio,
produzido pela espécie T. clavipes, constatou a presenca de 20 tipos polinicos
diferentes, sendo que Faramea (Rubiaceae) e Euterpe/Syagrus (Arecaceae) foram
identificados em quantidades relativas a classe de pdlen acessorio.

A partir dos resuttaos da analise polinica, é possivel observar que 0os méis
elaborados pelas abelhas S. bipunctata (amostra 14), S. xanthotricha (amostra 15) e
T. clavipes (amostras 17, 18 e 19) exibiram a maior diversidade polinica,
comparativamente aos demais méis investigados no presente estudo.

Considerando os dados apresentados na literatura, na pesquisa desenvolvida
por Cortopassi-Laurino e Geli (1991), no qual foram estudadas amostras de mel

provenientes do estado do Parand, os autores identificaram as presencas do tipo
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polinico Centella (Apiaceae) e do tipo Cassia (Fabaceae) como pdélen dominante e
acessorio, respectivamente, no mel produzido por T. angustula. Os tipos polinicos
Caesalpinia peltophoroides (Fabaceae) e Datura (Solanaceae) foram encontrados
compondo a classe de pdllen acessorio no mel elaborado por T. clavipes. Para esse
mel, n&o foi identificado nenhum tipo polinico dominante.

As familias mais representativas nos espectros polinicos das amostras
avaliadas no presente estudo foram Anacardiaceae, Arecaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Melastomataceae/Combretaceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Salicaceae e
Solanaceae.

Em uma revisdo sobre as principais espécies de plantas utilizadas por
diversas espécies de meliponineos e pela A. mellifera na regido Neotropical,
Ramalho, Kleinert-Giovannini e Imperatriz-Fonseca (1990) relatam que, comumente,
familias que apresentam um grande numero de espécies, como Asteraceae,
constituem importantes fontes de polen e de néctar, desde o sul do Brasil até o sul
do México. Adicionalmente, outras familias que séo consideradas por esses autores
como fontes tréficas significativas para as abelhas sem ferrdo sédo Anacardiaceae,
Arecaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Melastomataceae, Moraceae,
Myrtaceae, Rubiaceae e Solanaceae.

No trabalho realizado por Andrade et al. (2009), em que foram analisadas 27
amostras de mel produzidas pela espécie de abelha sem ferrdo M. scutellaris no
estado da Bahia, foi constatada a contribuicAo de espécies representantes das
familias Fabaceae, Myrtaceae e Solanaceae. No espectro polinico do mel produzido
por M. mandacaia, as familias mais representativas foram Fabaceae,
Euphorbiaceae, Asteraceae e Anacardiaceae (ALVES; CARVALHO; SOUSA, 2006).
Na pesquisa conduzida por Freitas; Barth e Luz (2010), considerando os resultados
obtidos para as amostras de mel produzidas por meliponineos em territorio
brasileiro, espécies pertencentes as familias Burseraceae e Solanaceae
predominaram nas amostras provenientes do estado do Amazonas. Na Paraiba, a
familia Fabaceae teve destaque nos espectros polinicos e, em Santa Catarina, 0s
representantes de Rhamnaceae foram predominantes. O espectro polinico do mel
de M. fasciculata, produzido na area da Baixada Ocidental Maranhense, foi
analisado por Martins e colaboradores (2011), sendo que as familias mais

representativas no espectro polinico desse mel foram Pontederiaceae e Fabaceae.
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Dessa forma, as familias mais representativas no espectro polinico das
amostras do presente estudo sdo também descritas na literatura para meéis
produzidos por diferentes espécies de meliponineos, considerando, em particular, a
flora do estado do Parana.

Para a analise polinica, além de realizar a separacéo dos tipos de graos de
polen observados nas amostras de mel em classes de frequéncia, é necessario
avaliar e ponderar essas categorias, relacionando-as as propriedades e
caracteristicas das plantas que os produziram (BARTH, 1989; BARTH et al., 2005).
Dessa forma, a interpretacdo dos espectros polinicos das amostras foi realizada
individualmente, segundo as caracteristicas das espécies meliferas que nelas

ocorreram.

Amostra 1 — Mel elaborado pela espécie M. bicolor, coletado em
03/09/2009 no municipio de Curitiba (PR)

No espectro polinico dessa amostra foi observada a auséncia de pdlen
dominante e a presenca de dois tipos de pdlen acessério: Mimosa scabrella
(Fabaceae) e Myrcia (Myrtaceae). Como representantes da classe de polen isolado
importante foram encontrados Eucalyptus (Myrtaceae) e Solanum (Solanaceae). Na
classificagdo de polen isolado ocasional foram identificados os tipos Bacharis
(Asteraceae), Euterpe/Syagrus (Arecaceae) e Persea (Lauraceae). Assim, conclui-se
gue o mel em questao apresenta contribuicdo nectarifera de uma espécie do género
Mimosa, provavelmente M. scabrella (bracatinga), de espécies que apresentam o
tipo polinico Myrcia, Eucalyptus (Myrtaceae) e Solanum (Solanaceae), sendo de
origem heterofloral. Véarias espécies do género Mimosa possuem grdos do tipo
polinico Mimosa scabrella, tornando-se impossivel a separagcdo por espécies
(BARTH, 1989). Entretanto, sabe-se que a bracatinga é uma espécie nativa de alto
valor apicola e comumente encontrada no Parana. As demais espécies (Mimosa
adenocarpa Benth., Mimosa calycina Benth., Mimosa eriocaulis Benth., Mimosa
hypoglauca Mart., Mimosa lanata Benth., Mimosa meticulosa Mart.,, Mimosa
monticola Dusén, Mimosa pudica L., Mimosa regnellii Benth., Mimosa sensitiva L.,
Mimosa somnians Humb. & Bonpl. ex Willd. e Mimosa vellosiella Herter), que
possuem as mesmas caracteristicas morfolégicas desse tipo polinico, possuem

importancia apicola desconhecida (BARTH, 1989).
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Amostra 2 — Mel elaborado pela espécie M. bicolor, coletado em
25/03/2010 no municipio de Curitiba (PR)

Esse mel ndo apresentou nenhum tipo polinico dominante. Como
constituintes da classe de polen acessorio, foram observadas as presencas de
Solanum (Solanaceae), Myrcia (Myrtaceae) e Eucalyptus (Myrtaceae). Como pélen
isolado importante, foram encontrados tipos polinicos compativeis com Bacharis
(Asteraceae), Melastomataceae/Combretaceae e Vernonia (Asteraceae). A classe
de podlen isolado ocasional foi composta por Aegiphila (Verbenaceae),
Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Piptadenia/Stryphnodendron (Fabaceae),
Phoradendron (Loranthaceae) e Paullinia (Sapindaceae). Dessa forma, essa
amostra foi classificada como mel heterofloral com maiores contribuicdes de néctar
de Solanum spp., Myrcia, podendo ser de diversas mirtaceas, Eucalyptus spp. e

Baccharis spp.

Amostra 3 — Mel elaborado pela espécie M. bicolor, coletado em
20/03/2010 e produzido no municipio de Guaraquecaba (PR)

No espectro polinico desse mel foi encontrada a presenca dominante do tipo
polinico Melastomataceae/Combretaceae. Ndo foram observados tipos polinicos
pertencentes a classe de podlen acessério. Como pélen isolado importante, foi
identificada a presenca de Myrcia (Myrtaceae) e Mimosa verrucosa (Fabaceae). O
tipo polinico Solanum (Solanaceae) foi determinado como pélen isolado ocasional.
Assim, esse mel foi diagnosticado como sendo de origem heterofloral com grande
contribuicdo nectarifera de Melastomataceae/Combretaceae. As familias
Melastomataceae e Combretaceae possuem tipos polinicos muito semelhantes, de
modo que a diferenciacéo entre eles se torna dificil pela analise polinica (CASSINO;
MEYER, 2011). Dessa forma, podemos considerar que a contribuicdo nectarifera
para essa amostra pode ser proveniente de espécies pertencentes as duas familias
botanicas.

Amostra 4 — Mel elaborado pela espécie M. bicolor, coletado em
25/02/2011 no municipio de Guaraquegaba (PR)

Nessa amostra de mel foi identificada a presenca do tipo polinico
Melastomataceae/Combretaceae como polen dominante. Nenhum tipo polinico foi

classificado como pdlen acessoério. O tipo polinico Myrcia (Myrtaceae) foi classificado
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como polen isolado importante. Como pdlen isolado ocasional, foram observados os
seguintes tipos polinicos: Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Phoradendron
(Loranthaceae), Poaceae, Acacia (Fabaceae), Astrocaryum (Arecaceae), Baccharis
(Asteraceae), Cyperaceae, llex (Aquifoliaceae), Paullinia (Sapindaceae), Piper
(Piperaceae), Tabebuia (Bignoniaceae). Dessa forma, pode-se concluir que a
amostra avaliada corresponde a mel heterofloral com grande contribuicdo nectarifera
de espécies botanicas que podem ser pertencentes tanto a familia
Melastomataceae, quanto a Combretaceae.

Amostra 5 — Mel elaborado pela espécie M. marginata, coletado em
03/09/2009 no municipio de Curitiba (PR)

O tipo polinico Mimosa scabrella (Fabaceae) apresentou dominancia no
espectro polinico desse mel. Nao foram verificadas espécies compondo as classes
de polen acessorio e polen isolado importante. Trés tipos polinicos foram
classificados como pédlen isolado ocasional: Solanum (Solanaceae), Myrcia
(Myrtaceae) e Eucalyptus (Myrtaceae). Assim, a amostra foi identificada como mel
monofloral de uma espécie do género Mimosa, provavelmente M. scabrella
(bracatinga). Essa amostra, embora tenha sido classificada como mel de melato,
pela equacédo de Kirkwood (resultado demonstrado no item 5.2), ndo apresentou
elementos  figurados  caracteristicos de  melato, quando  analisada

microscopicamente.

Amostra 6 — Mel elaborado pela M. marginata, coletado em 02/02/2011 no
municipio de Boa Esperanca do Iguacu (PR)

O espectro polinico dessa amostra ndao demonstrou nenhum tipo polinico
representativo da classe de polen dominante. Na classe de pdlen acessério foi
identificada a presenca dos tipos polinicos Cestrum (Solanaceae) e Myrcia
(Myrtaceae). Os tipos Inga (Fabaceae) e Mimosa caesalpiniifolia (Fabaceae) foram
classificados como pélen isolado importante. Como  pdlen  ocasional  foram
observados os tipos polinicos Melastomataceae/Combretaceae, Baccharis
(Asteraceae), Solanaceae, Piper (Piperaceae), Delonix regia (Fabaceae),
Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Tabebuia (Bignoniaceae) e um tipo polinico néo

identificado. Assim, essa amostra foi classificada como mel heterofloral com maiores
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contribuicbes de néctar de Cestrum spp., de espécies que apresentam o tipo

polinico Myrcia, podendo ser de diversas mirtaceas e Inga spp.

Amostra 7 — Mel elaborado pela espécie M. marginata, coletado em
25/02/2011 no municipio de Guaraquecaba (PR)

O tipo polinico dominante no espectro polinico desse mel foi
Melastomataceae/Combretaceae. Como pédlen acessoério foi encontrado o tipo
Myrcia (Myrtaceae). Nao foram observados tipos polinicos pertencentes a classe de
polen isolado importante. Astrocaryum (Arecaceae), Lithraea (Anacardiaceae),
Doliocarpus (Dilleniaceae), Inga (Fabaceae), Cordia (Boraginaceae) e Poaceae
foram classificados como poélen isolado ocasional. De acordo com a interpretacdo do
espectro polinico, essa amostra foi considerada como mel heterofloral com maiores
contribuicbes nectariferas de representantes das familias Melastomataceae e/ou
Combretaceae e de espécies que apresentam o tipo polinico Myrcia, podendo ser de

diversas mirtaceas.

Amostra 8 — Mel elaborado pela espécie M. quadrifasciata, coletado em
03/09/2009 no municipio de Curitiba (PR)

O espectro polinico desse mel foi caracterizado pela auséncia de pélen
dominante e pela presenca do tipo polinico Mimosa verrucosa (Fabaceae) como
polen acessorio. Compondo a classe de pélen isolado importante foram observados:
Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Myrcia (Myrtaceae), Persea (Lauraceae), Solanum
(Solanaceae), Eucalyptus (Myrtaceae), Bacharis (Asteraceae) e Mimosa scabrella
(Fabaceae). Nao foram encontrados tipos polinicos pertencentes a classe de pdlen
isolado ocasional. Dessa forma, a amostra foi considerada como mel heterofloral
com contribuicbes nectariferas das espécies representadas por todos o0s tipos

polinicos encontrados.

Amostra 9 — Mel elaborado pela espécie M. quadrifasciata, coletado em
20/03/2010 no municipio de Guaraquecaba (PR)

Foi verificado como pdlen dominante, no espectro dessa amostra de mel, o
tipo polinico representativo de Melastomataceae/Combretaceae. Nenhum tipo
polinico foi classificado como poélen acessoério. Como pélen isolado importante, dois

tipos polinicos foram observados: Euterpe/Syagrus (Arecaceae) e Myrcia
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(Myrtaceae). A classe de polen isolado ocasional foi composta por llex
(Aquifoliaceae) e Inga (Fabaceae). E possivel concluir que a amostra em quest&o
trata-se de mel heterofloral com grande contribuicdo nectarifera de taxa botanicos

que podem ser pertencentes tanto a familia Melastomataceae, quanto a

Combretaceae.

Amostra 10 — Mel elaborado pela espécie M. quadrifasciata, coletado em
25/02/2011 no municipio de Guaraquecaba (PR)

O espectro polinico dessa amostra demonstrou o tipo polinico
Melastomataceae/Combretaceae como pélen dominante. N&o houve pdlen
acessorio. Myrcia (Myrtaceae) e Weinmannia (Cunoniaceae) foram classificados
como poélen isolado importante. Na classe de poélen isolado ocasional foram
identificados os tipos Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Astrocaryum (Arecaceae),
Matayba (Sapindaceae), Piper (Piperaceae), Phoradendron (Loranthaceae) e Inga
(Fabaceae). Considerando a avaliacdo polinica dessa amostra, é possivel classifica-
la como mel heterofloral com grande contribuicdo nectarifera de representantes das

familias Melastomataceae e/ ou Combretaceae.

Amostra 11 — Mel elaborado pela espécie M. quadrifasciata, coletado em
02/02/2011 no municipio de Boa Esperanca do Iguacu (PR)

Esse mel ndo apresentou nenhum tipo polinico dominante. Como
constituintes da classe de pdlen acessorio foram verificados os tipos Myrcia
(Myrtaceae) e Melastomataceae/Combretaceae. Como poélen isolado importante
foram identificados Piptadenia/Stryphnodendron (Fabaceae), Solanaceae,
Fabaceae, Prunus/Rubus (Rosaceae) e Lithraea (Anacardiaceae). A classe de polen
isolado ocasional foi composta por Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Mimosa
caesalpiniifolia (Fabaceae), Baccharis (Asteraceae), Clitoria (Fabaceae), Mimosa
scabrella (Fabaceae), Paullinia (Sapindaceae) e Zanthoxylum (Rutaceae). Assim,
pode-se concluir que esse mel é heterofloral com maiores contribuicées nectariferas
de espécies que apresentam o tipo polinico Myrcia, podendo ser de diversas
mirtdceas, de representantes das familias Melastomataceae e/ou Combretaceae e
de Piptadenia spp. e/ ou Stryphnodendron spp.
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Amostra 12 — Mel elaborado pela espécie M. rufiventris, coletado em
25/02/2011 no municipio de Guaraquecaba (PR)

O tipo polinico dominante  encontrado nessa amostra  foi
Melastomataceae/Combretaceae. Como pdlen acessorio, foi identificada a presenca
de Myrcia (Myrtaceae). Astrocaryum (Arecaceae) e Euterpe/Syagrus (Arecaceae)
apresentaram-se compondo a classe de polen isolado importante. A classe de pdlen
isolado ocasional foi formada pelos tipos Casearia (Salicaceae), Matayba
(Sapindaceae), Monocotiledonea, Phoradendron (Loranthaceae), Alchornea
(Euphorbiaceae), Cecropia (Urticaceae), llex (Aquifoliaceae), Inga (Fabaceae) e
Schizolobium parahyba (Fabaceae). De acordo com a interpretacdo do espectro
polinico, essa amostra foi considerada como mel heterofloral com maiores
contribuicdes nectariferas de representantes das familias Melastomataceae e/ou
Combretaceae e de espécies que apresentam o tipo polinico Myrcia, podendo ser de

diversas mirtaceas.

Amostra 13 — Mel elaborado pela espécie M. rufiventris, coletado em
20/03/2010 no municipio de Guaraquecaba (PR)

O tipo polinico dominante no espectro polinicos dessa amostra foi
Melastomataceae/Combretaceae. Como polen acessorio foi verificado a presenca de
Euterpe/Syagrus (Arecaceae). Na classe de poélen isolado importante, foi observado
o tipo Myrcia (Myrtaceae). Os tipos polinicos Aegiphila (Verbenaceae), Croton
(Euphorbiaceae) e Solanum (Solanaceae) foram encontrados em porcentagens
condizentes a classe de pélen isolado ocasional. Dessa forma, a amostra em
questao foi considerada como mel heterofloral com grande contribuicdo nectarifera

de espécies de Melastomataceae e/ou Combretaceae.

Amostra 14 — Mel elaborado pela espécie S. bipunctata, coletado em
04/03/2011 no municipio de Mandirituba (PR)

Essa amostra de mel ndo apresentou nenhum tipo polinico em porcentagem
condizente a classe de pdlen dominante. Os tipos Myrcia (Myrtaceae) e Lithraea
(Anacardiaceae) foram classificados como polen acessorio. Zanthoxylum
(Rutaceae), Mimosa scabrella (Fabaceae) e Weinmannia (Cunoniaceae) foram
observados como polen isolado importante. Compondo a classe de polen isolado

ocasional, foram encontrados Delonix regia (Fabaceae),
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Melastomataceae/Combretaceae, = Baccharis  (Asteraceae), Euterpe/Syagrus
(Arecaceae), Matayba (Sapindaceae), Monocotiledénea, Paullinia (Sapindaceae),
um tipo polinico ndo identificado, Acacia (Fabaceae), Anadenanthera (Fabaceae),
Piper (Piperaceae), Serjania (Sapindaceae), Eucalyptus (Myrtaceae), Gentianaceae
e llex (Aquifoliaceae). Assim, é possivel indicar que essa amostra trata-se de mel
heterofloral com maiores contribuicbes do néctar de Lithraea spp. e de espécies que

apresentam o tipo polinico Myrcia, podendo ser de diversas mirtaceas.

Amostra 15 — Mel elaborado pela espécie S. xanthotricha, coletado em
25/02/2011 no municipio de Guaraquecaba (PR)

No espectro polinico dessa amostra, foi identificado o tipo polinico Acalypha
(Euphorbiaceae) como polen dominante. Nao foi observado nenhum tipo polinico
como poélen acessorio. A classe de podlen isolado importante foi constituida por
Mimosa caesalpiniifolia  (Fabaceae), Lithraea (Anacardiaceae), Baccharis
(Asteraceae), Myrcia (Myrtaceae), Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Faramea
(Rubiaceae). Os tipos polinicos Acacia (Fabaceae), Cordia (Boraginaceae), Matayba
(Sapindaceae), Zanthoxylum (Rutaceae), Phoradendron (Loranthaceae), Croton
(Euphorbiaceae), Melastomataceae/Combretaceae, Ocotea (Lauraceae), Copaifera
(Fabaceae), llex (Aquifoliaceae), Paullinia (Sapindaceae), Poaceae e Phaseolus
(Fabaceae) foram classificados como poélen isolado ocasional. Dessa forma,
considerando a interpretacdo do espectro polinico, pode-se indicar que essa

amostra tem origem heterofloral com maior contribuicdo do néctar de Acalypha spp.

Amostra 16 — Mel elaborado pela espécie T. clavipes, coletado em
15/03/2010 no municipio de Boa Esperanca do Iguacu (PR)

O espectro polinico desse mel foi caracterizado pela presenca dominante do
tipo polinico Delonix regia (Fabaceae). Como pdélen acessorio, nenhum tipo polinico
foi classificado. A classe de pélen isolado importante foi composta por Zanthoxylum
(Rutaceae), llex (Aquifoliaceae), Piptadenia/Stryphnodendron (Fabaceae), Myrcia
(Myrtaceae) e Euterpe/Syagrus (Arecaceae). Os tipos polinicos Protium
(Burseraceae), Poaceae, Fabaceae, Alternanthera (Amaranthaceae), Bacharis
(Asteraceae), Melastomataceae/Combretaceae, Piper (Piperaceae), Tetrapterys
(Malpighiaceae) e Trema (Cannabaceae) foram considerados como pertencentes a

classe de podlen isolado ocasional. Essa amostra, embora tenha sido classificada
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como mel de melato, pela equacdo de Kirkwood (resultado demonstrado no item
5.2), ndo apresentou elementos figurados caracteristicos de melato, quando
analisada microscopicamente. Assim, esse mel foi considerado heterofloral,
composto por Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf. (flamboyant), Zanthoxylum spp. e

llex spp.

Amostra 17 — Mel elaborado pela espécie T. clavipes, coletado em
10/02/2011 no municipio de Boa Esperanca do Iguacu (PR)

O espectro polinico dessa amostra apresentou o tipo Faramea (Rubiaceae)
como polen dominante. Ndo houve presenca de tipo polinico em porcentagem
condizente a classe de pélen acessério. Os tipos Euterpe/Syagrus (Arecaceae),
Piper (Piperaceae), Trema (Cannabaceae) e Myrcia (Myrtaceae) foram identificados
como polen isolado importante. Na classe de pdlen isolado ocasional foram
encontrados o0s seguintes tipos polinicos: Amaranthus (Amaranthaceae), Poaceae,
Zea mays (Poaceae), Baccharis (Asteraceae), Cecropia (Urticaceae), Lithraea
(Anacardiaceae), Delonix regia (Fabaceae), Fabaceae, Piptadenia/Stryphnodendron
(Fabaceae), Zanthoxylum (Rutaceae), Acacia (Fabaceae), Eryngium (Apiaceae), llex
(Aquifoliaceae), Sida (Malvaceae), Citrus (Rutaceae), Cyperaceae, Mimosa
caesalpiniifolia (Fabaceae), Paullinia (Sapindaceae), Prunus/Rubus (Rosaceae) e
Triumfetta (Malvaceae). Essa amostra, embora tenha sido classificada como mel de
melato, pela equacdo de Kirkwood (resultado demonstrado no item 5.2), nao
apresentou elementos figurados caracteristicos de melato, quando analisada
microscopicamente. Assim, a amostra foi considerada como mel heterofloral com

maior contribui¢cdo nectarifera de Faramea spp.

Amostra 18 — Mel elaborado pela espécie T. clavipes, coletado em
15/02/2011 no municipio de Cornélio Procopio (PR)

Esse mel ndo apresentou nenhum tipo polinico dominante. Como pdlen
acessorio, foram observados os tipos Faramea (Rubiaceae) e Euterpe/Syagrus
(Arecaceae). Na classe de podlen isolado importante, foram observados Baccharis
(Asteraceae), Amaranthus (Amaranthaceae), Cordyline (Asparagaceae), Doliocarpus
(Dilleniaceae) e Delonix regia (Fabaceae). Os tipos polinicos Cyperaceae,
Commelina (Commelinaceae), Pithecoctenium crucigerum (Bignoniaceae), Poaceae,

Monocotiledbnea, Ocotea (Lauraceae), Croton (Euphorbiaceae),



103

Melastomataceae/Combretaceae, Piper (Piperaceae), Piptadenia/Stryphnodendron
(Fabaceae), Serjania (Sapindaceae), Tabebuia (Bignoniaceae) e Tetrapterys
(Malpighiaceae) foram classificados como pélen isolado ocasional. Essa amostra,
embora tenha sido classificada como mel de melato, pela equacdo de Kirkwood
(resultado demonstrado no item 5.2), ndo apresentou elementos figurados
caracteristicos de melato, quando analisada microscopicamente. Dessa forma, a
amostra foi considerada como mel heterofloral com maiores contribuicbes
nectariferas de Faramea spp. e de espécies que apresentam o tipo polinico

Euterpe/Syagrus, podendo ser de diversas palmeiras.

Amostra 19 — Mel elaborado pela espécie T. clavipes, coletado em
25/02/2011 no municipio de Guaraquecaba (PR)

Nessa amostra ndo houve nenhum tipo polinico como polen dominante. Na
classe de polen acessério, foi identificado o tipo Piper (Piperaceae).
Piptadenia/Stryphnodendron (Fabaceae), Poaceae, Euterpe/Syagrus (Arecaceae),
Phoradendron (Loranthaceae), Eryngium (Apiaceae), Trema (Cannabaceae) e
Paullinia (Sapindaceae) foram observados compondo a classe de pélen isolado
importante. Os tipos polinicos llex (Aquifoliaceae), Alchornea (Euphorbiaceae),
Delonix regia (Fabaceae), Inga (Fabaceae), Zanthoxylum (Rutaceae), Astrocaryum
(Arecaceae), Citrus (Rutaceae), Tetrapterys (Malpighiaceae), Acalypha
(Euphorbiaceae), Baccharis (Asteraceae), Croton (Euphorbiaceae), Cyperaceae,
Mimosa verrucosa (Fabaceae), Myrsine (Primulaceae), Ocotea (Lauraceae),
Palicourea (Rubiaceae) e Typha (Typhaceae) foram classificados como pdlen
isolado ocasional. Essa amostra, embora tenha sido classificada como mel de
melato, pela equacdo de Kirkwood (resultado demonstrado no item 5.2), nao
apresentou elementos figurados caracteristicos de melato, quando analisada
microscopicamente. De acordo com a avaliagdo do espectro polinico, essa amostra
foi considerada como mel heterolfloral com maiores contribuicbes nectariferas de
Piptadenia spp. e/ ou Stryphnodendron spp., de espécies que apresentam o tipo
polinico Euterpe/Syagrus, podendo ser de diversas palmeiras, Phoradendron spp.,

Eryngium spp. e Paullinia spp.
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Amostra 20 — Mel elaborado pela espécie T. angustula, coletado em
02/02/2011 no municipio de Boa Esperanca do Iguacu (PR)

O espectro polinico desse mel ndo apresentou nenhum tipo polinico
dominante. Como pdlen acessorio, foram observados os tipo Euterpe/Syagrus
(Arecaceae) e Cecropia (Urticaceae). Os tipos polinicos Trema (Cannabaceae),
Piptadenia/Stryphnodendron (Fabaceae), Prunus/Rubus (Rosaceae), Acalypha
(Euphorbiaceae), Baccharis (Asteraceae), Faramea (Rubiaceae) e Zanthoxylum
(Rutaceae) foram classificados como pélen isolado importante. Compondo a classe
de pdlen isolado ocasional, foram encontrados Poaceae, Piper (Piperaceae), Myrcia
(Myrtaceae), Eryngium (Apiaceae), llex (Aquifoliaceae), Lithraea (Anacardiaceae) e
Antigonum (Polygonaceae). Dessa forma, essa amostra foi considerada como mel
heterofloral com maior contribuicdo do néctar de espécies que apresentam o tipo
polinico Euterpe/Syagrus, podendo ser de diversas palmeiras e de Piptadenia spp.

e/ ou Stryphnodendron spp.

Amostra 21 — Mel elaborado pela espécie T. angustula, coletado em
03/02/2010 no municipio de Guaraquecaba (PR)

Essa amostra apresentou o tipo polinico Piper (Piperaceae) como podlen
dominante. Cecropia (Urticaceae) e Banara (Salicaceae) foram identificados
compondo a classe de poélen acessério. Nado foram observados tipos polinicos
pertencentes a classe de podlen isolado importante. Poaceae, Alchornea
(Euphorbiaceae), Monocotiledénea, Myrcia (Myrtaceae), Phoradendron
(Loranthaceae), Zanthoxylum (Rutaceae) e Trema (Cannabaceae) formaram a
classe de polen isolado ocasional. Considerando a interpretacdo do espectro
polinico dessa amostra, pode-se estabelecer que o mel em questdo apresenta

origem monofloral, a partir do néctar de Banara spp.

Dessa forma, de acordo com a interpretacdo do espectro polinico dos méis de
meliponineos em estudo, apenas duas amostras foram classificadas com sendo de
origem monofloral, produzidas a partir de M. scabrella e de Banara spp. As outras 19
amostras foram consideradas de origem heterofloral, apresentando trés ou mais taxa
boténicos.

Segundo a literatura, ha relatos de que os principais meéis monoflorais

produzidos por meliponineos séo provenientes de Acacia polyphylla DC.
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(Fabaceae), Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan (Fabaceae), Citrus spp.
(Rutaceae), Eucalyptus spp. (Myrtaceae), Brassicaceae, M. caesalpiniifolia
(Fabaceae), Myrcia spp. (Myrtaceae), Piptadenia rigida Benth. (Fabaceae), Schinus
spp. (Anacardiaceae), Solanum spp. (Solanaceae) e Vernonia polyanthes (Spreng.)
Less. (Asteraceae) (BARTH, 2004, ALVES; CARVALHO; SOUZA, 2006; SOUZA et
al., 2006). Dessa forma, considerando os resultados apresentados no presente
trabalho, é possivel indicar que os meéis monoflorais de meliponineos também
podem ser produzidos a partir de M. scabrella (Fabaceae) e de Banara spp.
(Salicaceae)

Os dados obtidos na presente pesquisa, a partir da analise
melissopalinologica, contribuem ao entendimento das espécies de flores visitadas
pelos meliponineos, indicando suas preferéncias florais na regido estudada. Além
disso, a analise polinica € uma ferramenta analitica valiosa que permite identificar a
procedéncia botanica do mel produzido por essas espécies. Essa caracteristica do
produto pode definir o seu valor de mercado, pois o preco e a qualidade do mel
estdo, normalmente, relacionados com sua origem boténica ou floral e com sua

composicao quimica.

5.4 OBTENGCAO DO EXTRATO FENOLICO DO MEL (EFM)

Para a determinacdo do contetdo de fendlicos totais e para a realizacdo das
atividades bioldgicas, foi previamente obtido o extrato fendlico de cada amostra de
mel. O rendimento do processo de extracdo, expresso em mg.g' de mel, esta

sumarizado na Tabela 13.
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TABELA 13- RENDIMENTO DO PROCESSO DE EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
PARA OS MEIS DE MELIPONINEOS EM INVESTIGACAO

Amostras Origem entomoldégica  Procedéncia geogréfica Rendimento do EFM
(mg.g™ de mel)
1 M. bicolor Curitiba 5,34
2 M. bicolor Curitiba 6,30
3 M. bicolor Guaraquecaba 4,30
4 M. bicolor Guaraquecaba 0,96
5 M. marginata Curitiba 5,08
6 M. marginata Boa Esperanca do Iguacu 1,57
7 M. marginata Guaraguecaba 3,79
8 M. quadrifasciata Curitiba 5,12
9 M. quadrifasciata Guaraquecaba 1,64
10 M. quadrifasciata Guaraquecaba 2,84
11 M. quadrifasciata Boa Esperanca do Iguacu 4,85
12 M. rufiventris Guaraquecaba 1,61
13 M. rufiventris Guaraquecaba 2,82
14 S. bipunctata Mandirituba 2,60
15 S. xanthotricha Guaraquecaba 0,69
16 T. clavipes Boa Esperancga do Iguacu 2,00
17 T. clavipes Boa Esperanca do Iguacu 4,91
18 T. clavipes Cornélio Procépio 3,11
19 T. clavipes Guaraguecaba 1,90
20 T. angustula Boa Esperanca do Iguacu 3,96
21 T. angustula Guaraquecaba 1,49

O rendimento de extrato obtido, a partir de cada amostra, variou de 0,69 a
6,30 mg.g™* de mel para as amostras elaboradas por S. xanthotricha (amostra 15) e
por M. bicolor (amostra 2), respectivamente. A partir da avaliagdo dos resultados, foi
possivel observar que as amostras provenientes dos municipios de Curitiba
(amostras 1, 2, 5 e 8) e de Boa Esperanca do Iguacu (amostras 11 e 17)
apresentaram os melhores valores de rendimento. JA as amostras provenientes de
Guaraquecaba (amostras 4 e 15) evidenciaram os menores rendimentos. N&o foi
possivel estabelecer uma correlacdo entre a origem entomolégica do mel e
rendimento de EFM obtido. Dessa forma, é possivel sugerir que tanto a origem
botanica quanto a procedéncia geografica do mel influenciam no teor de compostos

fendlicos presentes no produto final.
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5.5 FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O conteudo total de fendlicos no EFM foi determinado pelo método
colorimeétrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA, 1999) e os

resultados estdo indicados na Tabela 14.

TABELA 14 - RESULTADOS DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (mg EAG. g' DE EFM) PARA
OS EFMs OBTIDOS A PARTIR DOS MEIS DE MELIPONINEOS EM ESTUDO

Amostras  Origem entomologica  Replicatal Replicata2 Replicata3 Média SD

12 M. bicolor 12,60 15,26 15,08 14,31 1,49
28 M. bicolor 14,42 15,26 15,26 14,98 0,48
3° M. bicolor 27,34 27,50 27,34 27,39 0,09
4° M. bicolor 30,32 35,60 33,96 33,29 2,70
52 M. marginata 26,72 26,16 29,48 27,45 1,78
6° M. marginata 27,32 30,80 31,64 29,92 2,29
7° M. marginata 14,10 16,74 18,06 16,30 2,02
8?2 M. quadrifasciata 16,90 18,56 19,06 18,17 1,13
9° M. quadrifasciata 18,72 22,04 23,52 21,43 2,46
10° M. quadrifasciata 24,02 25,00 21,38 23,47 1,87
11° M. quadrifasciata 14,60 18,40 16,40 16,47 1,90
12° M. rufiventris 26,00 29,16 29,64 28,27 1,98
13° M. rufiventris 14,42 15,08 16,24 1525 0,92
14° S. bipunctata 24,96 28,32 29,64 2764 241
15° S. xanthotricha 52,82 52,82 49,68 51,77 1,81
16° T. clavipes 33,12 33,12 35,12 33,79 1,15
17° T. clavipes 19,22 22,54 23,70 21,82 2,33
18° T. clavipes 30,14 31,80 32,30 31,41 1,13
19° T. clavipes 21,36 24,84 26,00 24,07 2,41
20° T. angustula 25,18 25,18 25,84 25,40 0,38
21° T. angustula 53,47 50,67 55,46 53,20 2,41

NOTA: PROCEDENCIA GEOGRAFICA DA AMOSTRA: °CURITIBA; "GUARAQUECABA; °BOA
ESPERANCA DO IGUACU; “MANDIRITUBA; *CORNELIO PROCOPIO

A quantidade total de fendlicos, expresso em mg EAG. g™ de EFM, variou de
14,31 (= 1,49) no mel elaborado por M. bicolor (amostra 1) a 53,20 (+ 2,41 ) no mel
produzido por T. angustula (amostra 21). Além da amostra 21, o mel proveniente de
S. xanthotricha (amostra 15), comparativamente aos demais meéis estudados,
também demonstrou uma concentracao elevada de fendlicos totais, correspondente
a 51,77 (+ 1,81) mg EAG. g™ de EFM.

Os resultados do teste de descoloracdo do radical ABTSe", realizado de
acordo com Re et al. (1999), para as amostras de mel in natura e para os EFMs

correspondentes estao apresentados na Tabela 15.
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TABELA15- RESULTADOS DA ANALISE DA ATIVIDADE  ANTIOXIDANTE  PELA
DESCOLORACAO DO RADICAL CATIONICO ABTS:+, EM I1Cs, PARA OS MEIS E
PARA OS EFMs OBTIDOS A PARTIR DOS MEIS DE MELIPONINEOS EM

ANALISE
. L a - MEL EFM
Amostras Origem entomoldgica Procedéncia geogréfica ICqo (Mg.ML™Y)  1Csp (g.mL™)
1 M. bicolor Curitiba >5,00 >250,00
2 M. bicolor Curitiba >5,00 >250,00
3 M. bicolor Guaraquecaba 4,66 120,73
4 M. bicolor Guaraguecaba >5,00 58,42
5 M. marginata Curitiba 4,55 160,00
6 M. marginata Boa Esperanca do Iguacu  >5,00 98,05
7 M. marginata Guaraquecaba 5,00 219,52
8 M. quadrifasciata Curitiba 4,23 226,17
9 M. quadrifasciata Guaraquecaba >5,00 190,30
10 M. quadrifasciata Guaraquecaba 3,77 169,85
11 M. quadrifasciata Boa Esperanca do Iguagu  >5,00 215,45
12 M. rufiventris Guaraquecaba >5,00 96,94
13 M. rufiventris Guaraguegaba >5,00 240,76
14 S. bipunctata Mandirituba 4,19 133,76
15 S. xanthotricha Guaraguecaba 2,35 52,74
16 T. clavipes Boa Esperanca do Iguagu 3,64 126,10
17 T. clavipes Boa Esperanca do Iguacu 1,74 111,65
18 T. clavipes Cornélio Procépio >5,00 107,69
19 T. clavipes Guaraquecaba 1,85 120,07
20 T. angustula Boa Esperanca do Iguacu 3,32 155,90
21 T. angustula Guaraquecaba 2,03 58,60

Para as amostras de mel in natura, foi possivel observar uma maior
atividade antioxidante frente ao radical ABTSs" nos méis produzidos pelas abelhas
T. clavipes (amostras 17 e 19), T. angustula (amostra 21) e S. xanthotricha (amostra
15), que apresentaram os menores valores de ICso, 1,74, 1,85, 2,03 e 2,35 mg.mL™,
respectivamente.

Considerando a inibicdo do ABTSe" pelos EFMs, o extrato fenolico obtido a
partir do mel de S. xanthotricha (amostra 15) apresentou a maior atividade
antioxidante (ICso = 52,74 pg.mL™). Os extratos provenientes dos meis de M. bicolor
(amostra 4) e T. angustula (amostra 21) também apresentaram elevadas
capacidades antioxidantes, ICs; = 58,42 pg.mL? e ICsy = 58,60 pg.mL™,
respectivamente, quando comparados aos demais extratos avaliados. Os maiores
valores de ICso foram observados nos extatos dos méis de M. bicolor (amostras 1
e 2).

N&do foi observada uma relacdo de proporcionalidade entre a atividade
antioxidante das amostras de mel in natura e de seus extratos. Isso pode ser
explicado pela diversidade de antioxidantes que podem estar presentes nos méis,
além dos compostos fendlicos, como enzimas (catalase, glicose oxidase e
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peroxidase) e, ainda, substancias ndo-enzimaticas como acidos organicos, produtos
da reacdo de Maillard, aminoacidos, proteinas, a-tocoferol, acido ascorbico e
carotenoides (THE NATIONAL HONEY BOARD, 2003, apud MEDA et al., 2005).

Foi encontrada uma correlacdo (r = 0,8531) entre a quantidade de fendlicos
e a concentracdo necessaria do antioxidante para suprimir 50% do agente oxidante
ABTSe" (ICs) (Figura 01). Essa correlagcdo confirma a tendéncia de aumento da
atividade antioxidante, ou seja, diminuicdo do valor de ICsy, conforme a elevada

concentracdo de fenolicos da amostra.
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FIGURA Ol - CORRELACAO ENTRE O CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS E A
CONCENTRACAO NECESSARIA DO ANTIOXIDANTE PARA SUPRIMIR 50% DO
AGENTE OXIDANTE ABTSe" (ICs;) PARA OS EFMs OBTIDOS A PARTIR DOS
MEIS DE MELIPONINEOS EM ESTUDO

A medida da atividade sequestrante do radical DPPHe, em porcentagem, foi
realizada de acordo com o método descrito por Yen e Wu (1999) e Chen et al.

(2003) e os resultados obtidos estdo compilados na Tabela 16.
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TABELA 16 — RESULTADOS DA ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO
RADICAL DPPHe, EM PORCENTAGEM, PARA OS EFMs OBTIDOS A PARTIR DOS
MEIS DE MELIPONINEOS EM ESTUDO

Amostras  Origem entomologica  Replicatal Replicata2 Replicata3 Média SD

1% M. bicolor 15,38 19,95 17,55 17,63 2,29
28 M. bicolor 17,31 15,86 20,91 18,03 2,60
3° M. bicolor 18,75 15,62 18,02 17,46 1,64
4° M. bicolor 47,57 49,51 50,97 49,35 1,71
52 M. marginata 31,01 29,08 30,04 30,04 0,97
6° M. marginata 46,60 46,12 45,63 46,12 0,49
7° M. marginata 15,05 13,59 14,56 14,40 0,74
g? M. quadrifasciata 24,76 23,80 21,88 23,48 1,47
9° M. quadrifasciata 27,40 28,85 26,68 27,64 1,11
10° M. quadrifasciata 32,04 29,13 30,58 30,58 1,46
11° M. quadrifasciata 24,27 21,36 21,84 22,49 1,56
12° M. rufiventris 41,75 39,32 42,23 41,10 1,56
13° M. rufiventris 28,12 24,27 22,35 24,91 2,94
14° S. bipunctata 49,03 51,46 51,46 50,65 1,40
15° S. xanthotricha 69,42 69,90 75,24 7152 3,23
16° T. clavipes 54,09 58,17 57,21 56,49 2,13
17°¢ T. clavipes 69,90 67,96 69,90 69,25 1,12
18° T. clavipes 47,57 44,17 49,02 46,92 2,49
19° T. clavipes 39,80 39,80 38,35 39,32 0,84
20° T. angustula 35,44 35,44 37,38 36,09 1,12
21° T. angustula 68,93 66,99 63,11 66,34 2,96

NOTA: PROCEDENCIA GEOGRAFICA DA AMOSTRA: °CURITIBA; "GUARAQUECABA; °BOA
ESPERANGA DO IGUAGU; “MANDIRITUBA; *CORNELIO PROCOPIO

Para os extratos fenélicos dos méis, a 1000 pg.mL™?, a atividade antioxidante
frente ao DPPHe variou de 14,40% (x 0,74) no mel elaborado por M. marginata
(amostra 7) a 71,52% (+ 3,23) no mel de S. xanthotricha (amostra 15). As amostras
provenientes das espécies S. xanthotricha, T. clavipes e T. angustula (15, 17 e 21)
apresentaram as maiores capacidades antioxidantes, quando comparadas as
demais amostras investigadas no presente trabalho. Como controle positivo, foi
testada a atividade antioxidante do acido ascorbico, acido galico e rutina, a 1000
ng.mL™?, sendo verificada uma capacidade antioxidante média de 93,75% (+ 0,24),
91,75% (+ 0,14) e 87,58% (x 0,60), respectivamente, para esses padroes de
antioxidantes. Dessa forma, os resultados sugerem que iguais concentracdes dos
extratos das amostras 15, 17 e 21, apresentam uma capacidade antioxidante
consideravel, comparativamente aos antioxidantes acido ascorbico, acido galico e
rutina.

O coeficiente de correlacdo calculado (r = 0,7838) entre a quantidade de

fendlicos e a porcentagem de atividade antioxidante frente ao radical DPPHs, esta
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ilustrado na Figura 02. Essa correlacdo representa uma tendéncia de aumento da

atividade antioxidante, conforme a elevada concentracao de fendlicos da amostra.
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FIGURA 02—~ CORRELAGCAO ENTRE O CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS E A ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL DPPHe PARA OS EFMs OBTIDOS A
PARTIR DOS MEIS DE MELIPONINEOS EM ANALISE

Serra (2007) obervou, em méis portugueses, uma correlacdo entre o teor de
compostos fendlicos, as caracteristicas antioxidantes e a cor. No entanto, no
presente estudo, embora tenha sido estabelecida uma correlacdo entre o teor de
compostos fendlicos e a acdo antioxidante, ndo foi possivel observar essa mesma
caracteristica considerando a coloracdo das amostras. Do total de amostras,
aproximadamente 81% foram classificadas como sendo de cor ambar escuro e as
demais amostras, apenas 4, foram consideradas como mel de coloragdo ambar, ndo
havendo, portanto, uma grande variacdo na coloragcdo dos méis avaliados que
permitisse indicar uma correlacdo entre a cor, os teores de fendlicos totais e a
atividade antioxidante.

Nado ha relatos na literatura sobre a atividade antioxidante dos méis
elaborados pelas espécies de abelhas sem ferrdo investigadas nesta pesquisa. No
entanto, alguns pesquisadores descreveram o efeito antioxidante para méis

produzidos por outras espécies de meliponineos.
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Em estudo realizado por Persano-Oddo e colaboradores (2008) foram
avaliados o conteudo de fendlicos totais e a atividade antioxidante de oito amostras
de mel in natura produzido pela espécie T. carbonaria da Australia. O teor de
fendlicos totais encontrado foi de 55,74 (+ 6,11) mg de &cido géalico.100 g™ de mel. A
atividade antioxidante, expressa como porcentagem de inibicdo do radical catiénico
ABTSe" foi de 233,96 (+ 50,95) pM em equivalentes de Trolox®. A atividade
sequestrante de radicais livres apresentada pelo mel, na presenca do DPPHe, foi de
48,03 (12,58 ) em equivalentes de &cido ascorbico.

Guerrini e colaboradores (2009) determinaram a atividade antioxidante de
extratos metandlicos obtidos a partir de méis de diferentes espécies de abelhas sem
ferrdo (Meliponinae) nativas do Equador e de méis comerciais de A. mellifera. Os
resultados demostraram que as amostras de mel de meliponineos apresentaram
uma maior atividade antioxidante, quando comparadas as amostras de Apis, sendo
gue a porcentagem de inibicdo do radical DPPHe foi de 88,1% (+ 11,1) e da oxidacao
do B-caroteno foi de 70,8% (x 8,9). Esses resultados foram obtidos com a
concentracdo mais elevada testada (100 mg.mL™) e foram semelhantes aos
apresentados pelo controle positivo BHA, em igual concentracgao.

Outra investigacao, realizada por Oliveira e colaboradores (2012), avaliou os
teores de acidos fendlicos e a atividade antioxidante em méis produzidos por A.
mellifera, M. fasciculata e Melipona flavolineata Friese, 1900 da Amazbnia. As
amostras de mel foram obtidas em quatro municipios do estado do Para. A atividade
antioxidante foi determinada pelo método do DPPHe nas amostras de mel in natura e
foi expressa em ICso, por meio da analise grafica que relaciona o percentual de
atividade com a concentracdo da substancia ensaiada. Os resultados da atividade
antioxidante, em ICsg, variaram de 8,87 a 41,76 mg.100 mL™ para as amostras de A.
mellifera, de 15,58 a 54,43 mg.100 mL™ para as amostras de M. fasciculata e de
6,85 a 48,92 mg.100 mL™* para os méis de M. flavolineata. O contetido de fendlicos
totais variou de 36,68 a 154,28, de 25,53 a 88,81 e de 26,39 a 236,71 mg de &cido
galico.100 g' de mel para as amostras de A. mellifera, M. fasciculata e M.
flavolineata, respectivamente. Os méis da espécie A. mellifera das regides de Sé&o
Jodo de Pirabas e Sdo Miguel do Guama mostraram melhor inibicdo do radical
DPPHe, tendo maior atividade antioxidante em relacdo as demais espécies, exceto
para méis de M. flavolineata da regido de Sdo Jodo de Pirabas que obtiveram o

melhor percentual de inibicdo, com média de 6,85%. A correlacdo entre o valor de
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ICs0 e 0 conteudo de fendlicos totais foi estatisticamente significativa, sendo obtido
um coeficiente de correlacao de 0,87.

Silva e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antioxidante do mel
produzido pela espécie de abelha sem ferrdo M. subnitida por trés diferentes
meétodos, que incluiram o efeito antioxidante na oxidacdo do B-caroteno, e a
atividade sequestrante dos radicais DPPHe e ABTS+". Os testes foram realizados em
nove amostras de mel in natura, nos extratos metanolicos e nas fracdes acetato de
etila correspondentes. Todas as amostras avaliadas exibiram atividade anti-
radicalar. Os valores de ICs, variaram de 10,6 a 12,9 mg.mL™ para o mel in natura,
108,5 a 208,6 pug.mL™* para o extrato metanélico e 43,5 a 87,8 ug.mL™* para a fracdo
acetato de etila no teste do DPPHs. No ensaio de descoloracdo do radical ABTSe",
os resultados de ICsy variaram de 6,1 a 9,7 mg.mL™?, 21,2 a 53,1 pg.mL™ e 13,2 a
33,9 ug.mL?, para o mel in natura, para o extrato metandlico e para a fracdo acetato
de etila, respectivamente. Os autores concluiram que a atividade antioxidante das
amostras de mel estava fortemente correlacionada com o seu contetdo fenalico.

Dessa forma, é possivel indicar que, para as 21 amostras de mel de
meliponineos avaliadas neste estudo, foram encontrados teores de fendlicos totais
correlacionados a atividade antioxidante, condizentes aos apontados pela literatura
para os extratos fendlicos obtidos a partir de méis produzidos por diferentes
espécies de abelhas sem ferrdo.

Ensaios baseados no uso dos radicais DPPHs e ABTSe" estdo entre o0s
métodos de espectrofotometria mais empregados para a determinacdo da
capacidade antioxidante de alimentos, bebidas e extratos vegetais, pois esses
radicais podem reagir diretamente com compostos antioxidantes. Adicionalmente,
esses procedimentos sdo simples, rapidos, sensiveis, reprodutiveis e permitem a
andlise rapida de um grande nimero de amostras (AWIKA et al., 2003; OZCELIK;
LEE; MIN, 2003).

Ao comparar os resultados obtidos a partir dos dois métodos empregados
neste estudo, é possivel observar que o radical catibnico ABTSs" foi mais sensivel &
presenca de compostos antioxidantes, pois menores concentracdes dos extratos
apresentaram maior capacidade antioxidante frente ao ABTS+" quando comparada a
inibicdo do radical DPPHe. Isso pode ser explicado pelas caracteristicas quimicas
dessas substancias. O ABTSe" é mais reativo do que o DPPHe, pois ao contrario das

reacoes com radicais DPPHe, em que ocorre a transferéncia de radicais livres de
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hidrogénio, as rea¢des com radicais ABTSe" envolvem um processo de transferéncia
de elétrons (AK; GULCIN, 2008).

5.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados de MICqy, concentracdo de amostra (m/V) capaz de inibir o
crescimento microbiano em 90%, obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana
pelo método de microdiluicdo em caldo, para as amostras de mel produzidas pelas
espécies de abelhas nativas sem ferrdo M. bicolor, M. marginata, M. quadrifasciata,
M. rufiventris, S. bipunctata, S. xanthotricha, T. clavipes e T. angustula, estao

sumarizados na Tabela 17.

TABELA 17 - VALORES DE MICyq PARA OS MEIS ELABORADOS PELAS ESPECIES DE
MELIPONINEOS EM INVESTIGAGAO

Amostras Origem MICgyo (% m/V)
entomoldgica Escherichiacoli Staphylococcus aureus Candida albicans

1% M. bicolor 25,00 25,00 50,00
2° M. bicolor 25,00 25,00 50,00
3° M. bicolor 12,50 12,50 25,00
4° M. bicolor 12,50 12,50 25,00
52 M. marginata 25,00 12,50 50,00
6° M. marginata 25,00 25,00 50,00
7° M. marginata 12,50 12,50 50,00
8 M. quadrifasciata 6,25 3,13 25,00
9° M. quadrifasciata 25,00 50,00 50,00
10° M. quadrifasciata 12,50 12,50 25,00
11° M. quadrifasciata 25,00 25,00 50,00
12° M. rufiventris 25,00 25,00 50,00
13° M. rufiventris 25,00 50,00 50,00
14° S. bipunctata 3,12 1,56 12,50
15° S. xanthotricha 25,00 25,00 50,00
16° T. clavipes 25,00 25,00 50,00
17° T. clavipes 12,50 12,50 25,00
18° T. clavipes 12,50 25,00 25,00
19° T. clavipes 12,50 25,00 25,00
20° T. angustula 6,25 6,25 25,00
21° T. angustula 50,00 50,00 50,00

NOTA: PROCEDENCIA GEOGRAFICA DA AMOSTRA: °CURITIBA; "GUARAQUECABA; °BOA
ESPERANCA DO IGUAGU; “MANDIRITUBA; *CORNELIO PROCOPIO

E possivel observar que os trés microrganismos avaliados foram sensiveis as

21 amostras de mel de meliponineos nas concentracdes testadas, sendo que, em
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geral, as bactérias E. coli e S. aureus mostraram-se mais sensiveis. Além disso,
para as amostras codificadas de 1 a 20, foram verificados valores de MICgo mais
elevados para a levedura C. albicans do que aqueles obtidos para E. coli e S.
aureus, o que indica que esse microrganismo € comparativamente mais resistente a
acdo dos compostos antimicrobianos presentes nas amostras de mel em avaliacao,
como previamente ja relatado na literatura (DARDON; ENRIQUEZ, 2008; BOORN et
al.,, 2010). Apenas a amostra 21, proveniente de T. angustula apresentou os
mesmos valores de MICgy para 0s trés microrganismos.

Os resultados da atividade antimicrobiana evidenciados para o0s extratos
fendlicos elaborados a partir dos méis de abelhas indigenas sem ferrdo estéo

apresentados na Tabela 18.

TABELA 18 — VALORES DE MICq, PARA OS EXTRATOS FEN}OLICOS DOS MEIS ELABORADOS
PELAS ESPECIES DE MELIPONINEOS EM ANALISE

epm Origem MICg (Mg.mL™)
entomoldgica Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans

1% M. bicolor >10 >10 >10
22 M. bicolor >10 10 >10
3° M. bicolor >10 >10 >10
4° M. bicolor >10 10 >10
5° M. marginata >10 >10 >10
6° M. marginata >10 10 >10
7° M. marginata >10 >10 >10
8® M. quadrifasciata >10 10 >10
9° M. quadrifasciata >10 >10 >10
10° M. quadrifasciata >10 >10 >10
11° M. quadrifasciata >10 >10 >10
12° M. rufiventris >10 >10 >10
13° M. rufiventris >10 >10 >10
14 S. bipunctata >10 10 >10
15"  S. xanthotricha >10 10 >10
16° T. clavipes >10 10 >10
17° T. clavipes >10 >10 >10
18° T. clavipes >10 >10 >10
19°  T.clavipes >10 10 >10
20° T. angustula >10 >10 >10
21°  T.angustula >10 10 >10

NOTA: PROCEDENCIA GEOGRAFICA DA AMOSTRA: °CURITIBA; "GUARAQUECABA; °BOA
ESPERANGA DO IGUAGU; “MANDIRITUBA; *CORNELIO PROCOPIO

Nas condi¢cdes avaliadas, os EFMs revelaram um potencial antimicrobiano
menor do que 0s méis in natura. Para 9 amostras de EFM, apenas o crescimento de

S. aureus foi inibido em 90% quando se utilizou 10 mg.mL™. Os microrganismos
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E. coli e C. albicans demonstraram-se resistentes a acdo dos EFMs nas
concentracdes testadas.

Com a finalidade de verificar se o efeito osmoético, isoladamente, é capaz de
inibir o crescimento de microrganismos, também foi investigada a atividade
antimicrobiana de uma solucao de acgucares contendo iguais proporcdes de glicose e
frutose. Apenas para E. coli, foi observada uma inibicdo do crescimento em 90%
quando se utilizou solugcbes de agucares em concentracdo maior ou igual a 50%.
Para os microrganismos S. aureus e C. albicans, entretanto, ndo houve inibigdo do
crescimento nas concentracdes testadas. Isso demonstra que a alta pressao
osmoética pode exercer um efeito inibidor do crescimento de E. coli. Porém, o
potencial antimicrobiano apresentado pelos méis investigados ndo pode ser
atribuido somente ao efeito osmético contra E. coli, pois as amostras foram diluidas
inicialmente a 50% (m/V). Nessa diluicdo, o mel tem a sua concentracdo de
acucares reduzida a metade. Considerando que o mel produzido por algumas
espécies do género Melipona apresentam um teor médio de acgucares de,
aproximadamente, 71% em sua composicdo (SOUZA et al., 2004b), a concentracdo
de acucares na diluicdo inicial ndo ultrapassou 40%, o que, portanto, de forma
isolada, ndo seria suficiente para fornecer os resultados obtidos para esse
microrganismo.

No presente estudo, os méis de M. quadrifasciata (amostra 8), S. bipunctata
(amostra 14) e T. angustula (amostra 20) foram os que inibiram o crescimento de E.
coli e S. aureus em menores concentracbes, sendo, portanto, os méis de
meliponineos mais interessantes sob o ponto de vista da agdo antibacteriana. Além
disso, o mel de S. bipunctata apresentou a menor MICg para o0s trés
microrganismos avaliados, destacando-se, portanto, como o melhor agente
antibacteriano e antifingico, comparativamente aos demais méis investigados.

A partir dos resultados, € possivel estabelecer que a agdo antimicrobiana ndo
€ decorrente somente da espécie de abelha sem ferrdo produtora do mel, uma vez
que diferentes amostras, elaboradas pelo mesmo meliponineo, demonstraram um
comportamento diferenciado em relacdo ao efeito analisado. Nesse sentido, a
composicao quimica particular de cada amostra, bem como os diferentes aspectos
que a influenciam, pode ter apresentado um papel decisivo nessa atividade
biolégica. Conforme a literatura (WESTON, 2000), a variacdo na acao

antimicrobiana pode ser devida a muitos fatores que afetam a composi¢cdo quimica
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dos méis, como diferencas no solo e nas condi¢cdes atmosféricas, bem como
relacionados as espécies vegetais que contribuem para a formacdo desses
produtos.

Em termos gerais, existem varios fatores que podem contribuir com a
propriedade antimicrobiana do mel, dentre os quais estdo a baixa Ay, a alta pressao
osmotica, o baixo pH, o sistema glicose/oxidase com formacéo de H,0O,, a alta taxa
carbono/nitrogénio, o baixo potencial redox relacionado ao alto conteddo de
acucares redutores, o baixo contetdo de proteinas, a presenca de componentes
fitoquimicos e de substancias volateis (HOOPER, 1976; WHITE JUNIOR, 1979;
MOLAN, 1996; WESTON, 2000; COOPER; MOLAN; HARDING, 2002). Dessa
forma, essas diferentes qualidades, em sinergismo, podem ter sido responsaveis
pelos efeitos antibacterianos e antifingicos verificados para os méis de abelhas
nativas sem ferrao.

Além disso, o mel produzido pelas abelhas sem ferrdo difere em muitos
aspectos do mel obtido a partir das abelhas do género Apis. Os meliponineos
apresentam uma caracteristica particular relevante, pois armazenam o mel em potes
de cerume que sdo feitos de cera combinada com prépolis (BALLIVIAN, 2008),
enquanto que a abelha A. mellifera armazena o seu mel em favos elaborados
somente com cera (PERSANO-ODDO et al. 2008). Diante do exposto, ao considerar
que o mel de abelha sem ferrdo, durante o seu armazenamento, fica em contato
com a propolis, rica em resinas de plantas, ha a possibilidade de que esses
constituintes fitoquimicos sejam infundidos ao mel, conferindo-lhe propriedades
antibacterianas, antifungicas e antivirais (TEMARU et al., 2007). Dessa forma, as
espécies botanicas que contribuem para a composicdo da propolis também
determinam a composi¢cdo quimica do mel, o que pode justificar as diferencas na
acao antimicrobiana encontradas para amostras provenientes da mesma espécie de
abelha sem ferréo.

Diferentemente do verificado para as amostras de mel de meliponineos in
natura, os EFMs indicaram menor efeito antimicrobiano. Weston, Brocklebank e Lu
(2000) investigaram o perfil cromatografico da fracdo fendlica e a atividade
antibacteriana de 19 amostras de mel de manuka (Leptospermum scoparium Forst.)
e demonstraram que os compostos fenolicos, isoladamente, ndo sédo os principais
componentes responsaveis pela presenca/auséncia da atividade antibacteriana.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com a
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literatura, uma vez que somente um terco dos EFMs, extraidos das amostras de mel
de abelhas sem ferrdo dos géneros Melipona, Scaptotrigona, Tetragona e
Tetragonisca, tiveram uma agao antibacteriana apenas contra S. aureus. Com isso,
€ possivel postular que os compostos fendlicos tem uma contribuicdo minoritaria e
parcial ao efeito antimicrobiano dos meéis de meliponineos, sendo que outros fatores,
como mencionados previamente, sdo fundamentais para explicar essa propriedade
nos meis in natura.

Dessa forma, e considerando que o mel é uma mistura complexa de
compostos quimicos, o que inclui carboidratos, derivados fitoquimicos, acidos
organicos, dentre outros constituintes, € possivel propor que os méis de Melipona,
Scaptotrigona, Tetragona e Tetragonisca podem ser indicados como alimentos com
propriedades funcionais, com aplicagédo no tratamento de infec¢des causadas por E.
coli, S. aureus e C. albicans. Portanto, os resultados obtidos no presente estudo
apoiam uma alegacdo medicinal para o mel de abelhas nativas sem ferrdo, como

aguela ja atribuida ao mel de A. mellifera.

5.7 COMPOSICAO QUIMICA DO EXTRATO FENOLICO DO MEL DE Melipona

marginata Lepeletier, 1836

A analise da composicao fenolica do extrato metandlico do mel produzido pela
abelha sem ferrdo M. marginata indicou a presenca de 11 compostos fendlicos. A
amostra apresentou acidos fendlicos e derivados como &cido benzoico, acido
cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico, siringato de metila, &cido sinapinico e 1-1
dimetilalil acido cafeico. Como flavonoides, o extrato do mel de M. marginata revelou
a presenca de miricetina, apigenina, quercetina-3-O-ramnosideo e canferol. Os
dados de cada composto fendlico detectado por HPLC-UV-ESI-MS estdo
sumarizados na Tabela 19.
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TABELA 19 - CONCENTRAQGES DOS COMPOSTOS FENOLICOS _ DETECTADOS NO
EXTRATO METANOLICO DO MEL DA ABELHA SEM FERRAO Melipona marginata
Lepeletier, 1836

Concentragao (ug.100 g™

Tempo de retencéo (min) Composto extrato metandlico do mel)
10,2 acido benzoico 515,48 £ 22,12
11,5 acido cafeico 3.349,34 + 35,75
11,9 acido p-cumarico 296,21 + 13,93
12,4 acido ferdlico 634,77 £ 28,30
12,8 siringato de metila 597,12 + 19,18
14,1 acido sinapinico 160,43 + 15,67
14,6 1-1 dimetilalil &cido cafeico 257,52 £ 12,55
15,6 miricetina 328,38 + 15,49
15,9 apigenina 72,42 + 9,50
16,2 quercetina-3-O-ramnosideo 832,81 + 29,32
16,7 canferol 9.559,02 + 32,09
Conteudo fendlico total 16.603,50

NOTA: OS COMPOSTOS FENOLICOS FORAM IDENTIFICADOS POR COMPARACAO DOS
DADOS DE ESPECTROSCOPIA DE MASSA COM 0OS PADROES E OS DADOS DA LITERATURA.
ALEM DISSO, OS PADROES EXTERNOS FORAM INJETADOS NAS MESMAS CONDICOES
EXPERIMENTAIS, QUANDO DISPONIVEIS, A FIM DE COMPARAR OS PERFIS
CROMATOGRAFICOS E O TEMPO DE RETENCAO. OS VALORES FORAM EXPRESSOS COMO
MEDIAS (ug.100 g™ DE EXTRATO METANOLICO DO MEL) + DP. OS VALORES APRESENTADOS
SAO REPRESENTATIVOS DE TRES EXPERIMENTOS INDIVIDUAIS.

Alguns desses compostos fendlicos estdo fortemente relacionados com
efeitos anti-inflamatdrios, como previamente relatados na literatura. Hidroxicinamatos
como os acidos cafeico e ferdlico podem reduzir a inflamagédo neurovascular e
podem inibir a proteina inflamatéria de macrofagos-2 (MIP-2) e os niveis de fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) em macréfagos estimulados com LPS,
respectivamente (LARROSA et al., 2009). Flavonois como o canferol podem mostrar
o efeito inibitério sobre a NO sintase induzivel (iNOS) e cicloxigenase-2 (COX-2)
(CRESPO, et al., 2008). Flavonas como a apigenina podem demonstrar um efeito
inibitério na producdo de TNF-a decorrente da ativacdo do fator de transcrigdo
nuclear-kappaB (NF- «B) (FUNAKOSHI-TAGO et al., 2011).

Ao considerar que a amostra investigada mostrou um perfil quimico particular,
em que foram identificados compostos fendlicos com atividade anti-inflamatoria
previamente descrita, € que um sinergismo entre 0s compostos pode ser mais
expressivo do que o efeito isolado de cada composto, € razoavel investigar a
atividade anti-inflamatéria tépica do extrato metandlico do mel da abelha sem ferrdo

M. marginata em camundongos.
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5.8 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

5.8.1 Efeito do extrato do mel de Melipona marginata Lepeletier, 1836 (EMM) sobre

o edema de orelha, migracéo celular e estresse oxidativo induzidos por TPA

A atividade anti-inflamatéria do extrato obtido a partir da amostra elaborada
pela abelha M. marginata foi avaliada por meio do modelo de edema de orelha,
migracao celular e estresse oxidativo em camundongos.

Seis horas ap0s a aplicacdo do agente flogistico TPA, os animais exibiram
edema, representado pelo aumento significativo da espessura da orelha. O edema,
induzido por TPA, foi inibido pelo tratamento tépico com o extrato do mel de M.
marginata. Os resultados apresentados na Figura 03 mostram que o extrato foi
capaz de inibir a formacdo do edema com uma inibicdo maxima de 54 + 5% na
concnetracdo de 1,0 mg/orelha. Entretanto, essa resposta inibitéria do extrato ndo
apresentou um padrao dependente da concentracdo administrada. A dexametasona
(0,05 mg/orelha), usada como controle positivo, causou uma reducdo expressiva do

edema.
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FIGURA 03— EFEITO DO EXTRATO DO MEL DE Melipona marginata Lepeletier, 1836 (EMM) NO
EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR TPA. OS ANIMAIS FORAM DESAFIADOS
TOPICAMENTE COM O TPA (CONTROLE), COM EXCECAO DO GRUPO VEICULO
QUE RECEBEU APENAS A APLICACAO DE ACETONA (VEICULO). NA
SEQUENCIA, OS ANIMAIS FORAM TRATADOS COM O EXTRATO (0,03 A 1
mg/ORELHA) E COM A DEXAMETASONA (DEXA, 0,05 mg/ORELHA). AS BARRAS
REPRESENTAM A MEDIA + EPM (N=5-8) DO AUMENTO DA ESPESSURA DA
ORELHA EM MICROMETROS. ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE
NEWMAN-KEULS. **p<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO VEICULO.
**n<0,01 E ***p<0,001 QUANDO COMPARADOS AO GRUPO CONTROLE.

Posteriormente, foi avaliada a atividade da enzima MPO, que € um marcador

enzimatico da infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares no tecido inflamado, a

qual atinge o pico em 24 horas ap6s a aplicacdo do TPA e, entdo, decresce

lentamente (LLORET; MORENO, 1995). Foram testadas as mesmas concentracoes

utilizadas no modelo de edema de orelha induzido pelo TPA. A administracao tépica

de TPA aumentou expressivamente a atividade da enzima MPO. A atividade

enzimatica foi significativamente reduzida nas orelhas dos animais tratadas com o

extrato do mel de M. marginata, o qual diminuiu a atividade da MPO em 75 + 3% a

uma concentracdo de 1,0 mg/orelha (Figura 04). Da mesma forma que na reducgao

do edema de orelha, a resposta inibitoria do extrato ndo apresentou um padrao

dependente da concentracdo administrada. Nesse ensaio, a dexametasona também

foi utilizada como controle positivo.
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EFEITO DO EXTRATO DO MEL DE Melipona marginata Lepeletier, 1836 (EMM) E
DEXAMETASONA (DEXA) ADMINISTRADOS POR VIA TOPICA SOBRE A
ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO) NO SOBRENADANTE DE
HOMOGENATOS DE ORELHAS SUBMETIDAS AO TPA. OS ANIMAIS FORAM
DESAFIADOS COM TPA (CONTROLE), COM EXCECAO DO GRUPO VEICULO,
QUE RECEBEU A APLICACAO DE ACETONA (VEICULO), E DO GRUPO NAIVE. A
ATIVIDADE DA MPO FOI AVALIADA 24 H APOS A ADMINISTRACAO DO TPA. A
ATIVIDADE ENZIMATICA FOI QUANTIFICADA POR MEIO DE LEITOR DE PLACA
(A=620 nm). CADA BARRA REPRESENTA A MEDIA + EPM. (N= 5-8). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE NEWMAN-KEULS. " p< 0,001 QUANDO
COMPARADO AO GRUPO VEICULO. *p<0,01 E **p<0,001 QUANDO
COMPARADOS AO GRUPO CONTROLE.

O edema também foi avaliado por meio da analise histologica das orelhas dos

camundongos. A analise por microscopia O6ptica, 24 horas apés a inducdo da

inflamacdo com TPA, revelou aumento na espessura da orelha com evidente

formacdo de edema (Figura 05 — C). O edema foi reduzido com a administracéo

tépica de 1,0 mg/orelha do extrato do mel de M. marginata (Figura 05 — D ), bem

como por 0,05 mg/orelha de glicocorticoide dexametasona (Figura 05 — E). O grupo

que recebeu apenas veiculo ndo mostrou nenhuma mudanc¢a, mantendo-se intacto,

assim como o naive (Figura 05 — A e B).
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A aplicacdo de TPA promoveu um aumento da producdo de ROS na orelha

dos camundongos, 6 horas apds a sua administracdo. Quando o extrato do mel de

M. marginata foi administrado topicamente, a producdo de ROS foi reduzida em

55 + 14%, a uma concentragao de 1,0 mg/orelha. A administracdo de dexametasona

(0,05 mgl/orelha) também foi capaz de reduzir significativamente a producéo de ROS

promovida por TPA (Figura 06).
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EFEITO DO EXTRATO DO MEL DE Melipona marginata Lepeletier, 1836 (EMM) E
DEXAMETASONA (DEXA) ADMINISTRADOS POR VIA TOPICA SOBRE A
PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS), INDUZIDA PELA
APLICACAO TOPICA DO TPA. OS ANIMAIS FORAM DESAFIADOS COM TPA
(CONTROLE), COM EXCECAO DO GRUPO VEICULO, QUE RECEBEU A
APLICACAO DE ACETONA (VEICULO), E DO GRUPO NAIVE. A PRODUCAO DE
ROS FOI AVALIADA EM HOMOGENTATOS DE ORELHAS 6 H APOS A
ADMINISTRACAO DO TPA. A INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA FOI
MENSURADA POR MEIO DE ESPECTROFLUOROFOTOMETRO (A = 485 nm —
EXCITACAO; A = 530 nm — EMISSAO). CADA BARRA REPRESENTA A MEDIA +
EPM. (N = 5-8). ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE NEWMAN-
KEULS. p< 0,01 QUANDO COMPARADO AO GRUPO VEICULO. *p<0,05 E
*+*n<0,001 QUANDO COMPARADOS AO GRUPO CONTROLE.
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A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria de produtos naturais pode ser
realizada por diversos modelos experimentais inflamatérios. Esses modelos
permitem identificar compostos com acdo anti-inflamatéria, os quais podem ser
empregados no tratamento de doencas inflamatoérias, considerando que tais
modelos promovem condi¢cdes semelhantes as observadas em alguns tipos de
dermatites (BOUCLIER et al., 1990). No presente trabalho, o extrato do mel de M.
marginata foi avaliado quanto a um possivel efeito anti-inflamatério por meio do
modelo experimental de inflamac&o aguda induzida pelo TPA. O controle positivo
utiizado nesse estudo foi a dexametasona, um glicocorticoide notoriamente
reconhecido por sua potente acdo anti-inflamatoria. Os resultados desse estudo
demonstraram que o extrato, quando aplicado topicamente, foi efetivo na reducao do
edema de orelha promovido pela aplicacéo topica do TPA.

O agente irritante TPA € um composto presente no 6leo de créton (C. tiglium).
Destaca-se por ser um potente agente flogistico e promotor de tumor capaz de
desencadear uma resposta inflamatdria e hiperproliferativa muito intensa,
semelhante a algumas doencas cutdneas (GABOR, 2003; GABOR, 2001). A
resposta inflamatoria cutanea, provocada pela aplicacdo topica de TPA, é
caracterizada por vasodilatacdo e desenvolvimento de eritema nas primeiras duas
horas, acompanhado do aumento da espessura da orelha como consequéncia do
extravasamento celular, que alcanca um pico maximo na sexta hora e tende a
diminuir, atingindo os valores basais apds 24 horas. Entre a quarta e a sexta hora, €
possivel constatar a aderéncia dos leucécitos polimorfonucleares na parede dos
vasos e a degranulacdo de mastoécitos. Contudo, a infiltracdo maxima de leucdécitos
no tecido € atingida somente 24 horas apd6s a administracdo topica do TPA
(YOUNG; WAGNER; SPIRES, 1983).

O TPA desencadeia a ativacdo da proteina quinase C (PKC), bem como a
ativacdo da via das proteino-quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), fosfolipase
A2 (PLA2), inducédo da expressao da COX-2 e translocacdo/ativacdo da LOX, que
culmina na sintese e liberagcdo de multiplos mediadores pré-inflamatérios, aos quais
se atribui o desenvolvimento do edema, migracdo leucocitaria e hiperproliferacédo
celular (MURAKAWA et al., 2006; DE BERNARDIS et al., 1994). A ativagédo da via
MAPK pela PKC causa a ativagdo de alguns fatores de transcricdo nuclear, como
NF-xB e o ativador proteico-1 (AP-1). Esses fatores de transcricdo nuclear ttm uma

funcdo central na regulacdo de varias proteinas proé-inflamatérias, como algumas
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citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a), moléculas de adesdo e enzimas proé-
inflamatérias (COX-2, iINOS) (PASCUAL; GLASS, 2006; GLASS; OGAWA, 2006;
GARCIA-PINERES et al., 2001). Por outro lado, a fosforilacdo da PLA2 pela PKC
resulta na liberacao de &cido araquidénico, seguida da producédo de prostaglandinas
e leucotrienos via COX e LOX, respectivamente (WANG et al., 2000).

Outros parametros inflamatérios envolvidos em diversas doencas cutaneas
também podem ser avaliados por meio do modelo de edema de orelha induzido pelo
TPA. Nesse sentido, destaca-se a avaliacdo da infiltracdo leucocitaria no tecido
lesado durante uma resposta inflamatéria aguda (WINYARD, 2003; GABOR, 2001).
Os neutrofilos sdo as primeiras células que se deslocam para a regido exposta a um
estimulo nocivo. Na regido de inflamacao, os neutroéfilos liberam vérias substancias,
tais como ROS, mediadores pré-inflamatérios e enzimas proteoliticas, como a MPO,
colaborando para a manutencao do processo inflamatério (BRADLEY et al., 1982).

Para aprofundar a investigacdo do efeito anti-inflamatério do extrato do mel
de M. marginata, foi determinada a influéncia do tratamento tépico na migracao
leucocitaria. Os resultados referentes a atividade da MPO e as andlises histolégicas
demostraram claramente que o extrato foi capaz de interferir na infiltracdo dessas
células.

A MPO, presente nos granulos azurofilos dos neutrofilos, reage com peréxido
de hidrogénio e anion cloro, em concentracdes fisioldgicas, para produzir acido
hipocloroso (HCIO), o qual € um potente oxidante citotéxico relacionado ao dano
tecidual provocado pelos neutrofilos na inflamacdo, bem como a uma acéo
antimicrobiana (ROMAN, 2006). Dessa forma, a enzima MPO € um importante
marcador da presenca de leucécitos polimorfonucleares na regido de inflamacéo,
considerando que a avaliacdo de sua atividade esta diretamente relacionada a
quantidade de células infiltradas no tecido inflamado (BRADLEY et al. 1982).
Postula-se que a inibicdo da atividade da MPO quando da administracdo de um
composto pode estar relacionada a inibicdo direta dessa enzima, a diminuicdo de
neutréfilos no tecido inflamado, ou ainda a reducdo da disponibilidade de seu
substrato (H,02) (ARNHOLD, 2003).

Nas doencas inflamatodrias, os niveis de ROS estdo consideravelmente
aumentados, contribuindo para o dano tecidual e a exacerbacdo do processo
inflamatdrio (PEREZ-GARCIA, 1996). Nesse contexto, teve-se por objetivo a

avaliacdo da atividade antioxidante do extrato do mel de M. marginata por meio da
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determinacdo indireta da formacdo de ROS. Os resultados obtidos para essa
avaliacdo confirmaram a atividade antioxidante desse extrato no modelo do TPA, a
qual pode ser explicada pela presenca dos constituintes fendlicos. Os fendlicos
estdo entre os compostos fitoquimicos que podem apresentar seus efeitos
antioxidantes, diminuindo o estresse oxidativo e suas consequéncias (SHAHIDI,
2004). O efeito antioxidante dos compostos fendlicos € devido, diretamente, a acao
sequestrante de radicais livres (SHAHIDI, 2000, WETTASINGHE; SHAHIDI 1999a,b)
e, indiretamente a quelacdo de ions metalicos pré-oxidantes. A quelacdo do ion
metalico exige, geralmente, a orto-hidroxilagdo do anel fenila nos acidos fendlicos e
flavonoides ou a presenca do grupo 3- ou 5-hidroxila nos flavonoides
(WETTASINGHE; SHAHIDI, 2002). No entanto, também é importante considerar que
a inibicdo da infiltracao de leucdcitos na derme promovida pelo extrato poderia ser o
mecanismo dominante na diminuicdo das ROS, uma vez que os neutréfilos, quando
ativados, sdo responsaveis por uma producdo bastante intensa dessas espécies
reativas (NAKAMURA et al., 2003). Entretanto, neste trabalho também foi
confirmado que o extrato do mel de M. marginata apresenta atividade antioxidante
direta frente aos radicais ABTSe" e DPPHe.

As ROS produzidas por via enddégena ou exdgena tendem a causar um dano
oxidativo no DNA, bem como a desregulacéo de vias de sinalizacdo celular que
estdo envolvidas nos estagios da carcinogénese. A aplicacéo topica do TPA na pele
de camundongos resulta em alteracbes bioquimicas, mudancas nas funcdes
celulares e alteracdes histolégicas, dentre as quais incluem edema, hiperplasia
epidérmica, inflamacéo, proliferacao celular e estresse oxidativo
(FURSTENBERGER; SORG; MARKS, 1983) que podem acarretar na promoc¢ao de
tumor cutaneo (HO et al., 2007). Essas alteracdes sédo consideradas marcadores da
promocdo de tumor na pele, sendo utilizados na avaliacdo do potencial
quimiopreventivo de agentes contra a tumorogénese (SLAGA, 1984). As
caracteristicas do extrato do mel de M. marginata, no que se refere ao fato de inibir a
formacdo de ROS durante o processo inflamatério, bem como atuar sobre outros
parametros, apontam para a possibilidade de atuar na prevencdo de doencas
relacionadas com um desequilibrio do estado oxi-redutivo em nivel celular, como por
exemplo, o cancer de pele.

O mel, por apresentar uma constituiicdo complexa, rica em compostos

bioativos, é uma interessante fonte de substancias com acdo anti-inflamatoria.
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Nesse sentido, a atividade anti-inflamatéria de diferentes tipos de méis e de seus
extratos tem sido amplamente pesquisada.

Em um estudo realizado por Bilsel et al. (2002) foi comprovado que a ingestao
de mel causou diminuicdo da inflamacdo em um modelo experimental de colite
inflamatoria em ratos, sendo que a administracdo de mel foi tdo eficaz como o
tratamento com prednisolona no modelo estudado.

Al-Waili e Boni (2003) determinaram a ac¢do anti-inflamatéria em humanos,
apos a ingestao de 70 g de mel. Os efeitos foram observados pela concentracao
plasmatica média de tromboxano B,, a qual foi reduzida em 7%, 34%, e 35%, e a de
PGE,, diminuida em 14%, 10% e 19% em 1, 2 e 3 horas, respectivamente, apos a
ingestdo de mel. O nivel de PGF, foi diminuido em 31% em 2 horas e em 14% em 3
horas, apdés a ingestdo do produto. No décimo quinto dia, as concentracdes
plasmaticas de tromboxano B,, PGE,; e PGF,, diminuiram em 48%, 63% e 50%,
respectivamente.

Van den Berg e colaboradores (2008) avaliaram as propriedades antioxidante
e anti-inflamatdria in vitro de méis de diferentes origens botanicas com o objetivo de
selecionar a variedade mais ativa para ser empregada no desenvolvimento de um
produto para o tratamento de feridas. Os testes incluiram duas amostras de méis ja
empregados na composicdo de produtos comerciais cicatrizantes, sendo uma do
mel unifloral de manuka (L. scoparium) produzido na Nova Zelandia e a outra do mel
multifloral especial (miel de abeja organica) proveniente do Chile. As outras
variedades testadas foram duas amostras do mel de trigo-mourisco
(Fagopyrum esculentum Moench) produzidas nos estados de Nova lorque e Dakota
do Norte (EUA); duas variedades exoticas do Havai (EUA), o mel de macadamia
(Macadamia integrifolia Maiden & Betche) e o mel de kiawe
[Prosopis pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Kunth]; e a dltima amostra foi obtida a
partir de uma mistura do mel de trevo (Trifolium spp.) e do mel de alfafa
(Medicago sativa L.), provenientes do Canada. As amostras de mel foram testadas
em ensaios de inibicdo da producdo de ROS por neutrofilos polimorfonucleares
humanos ativados. A atividade antioxidante foi determinada pela eliminacdo de
anion superoxido em um sistema isento de células. A inibicdo do sistema
complemento foi avaliada pela redugdo dos niveis de ROS, limitando a formacao de
fatores de complemento que atraem e estimulam os polimorfonucleares. Comparado

aos méis de outras origens florais, o mel de trigo-mourisco proveniente de Nova
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lorque demonstrou os melhores resultados para as atividades avaliadas. Os autores
concluiram que as propriedades apresentadas por essa amostra de mel derivam,
principalmente, dos seus constituintes fendlicos. Além disso, em experimentos
clinicos iniciais, foi demonstrado que o produto desenvolvido (MelMax), contendo
esse mel, apresentou resultados promissores, quando aplicado em feridas
provocadas por queimaduras e em Ulceras venosas de membros inferiores.

Foi demonstrado que o mel produzido na Malasia pela abelha A. mellifera
(Gelam) é capaz de estimular os fibroblastos, ativar a epitelizacdo e acelerar a
cicatrizacdo de feridas. Além disso, possui atividade antibacteriana frente ao S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), bem como apresenta uma elevada
capacidade antioxidante e sequestrante de radicais livres (Aljadi; Kamaruddin,
2004). Nesse sentido, Kassim et al. (2010) investigaram os efeitos do mel Gelam e
seus extratos sobre a inflamacdo em modelos animais. O edema de pata em ratos
foi induzido com carragenina, nos modelos de inflamacéo ndo imune e nociceptivo, e
com LPS no modelo inflamatério imune. O mel e seus extratos foram capazes de
inibir o edema e a dor, bem como apresentaram potentes atividades inibitérias
contra mediadores inflamatorios, NO e PGE;,, em ambos os modelos.

Outro estudo, realizado no Nepal, investigou as propriedades anti-
inflamatodrias do mel na mucosite induzida por radiacdo oral. Os autores concluiram
que o mel aplicado topicamente na mucosa oral de pacientes submetidos a terapia
por radiacdo trouxe um beneficio consideravel por meio da limitacdo da severidade
da inflamacgédo (KHANAL; BALIGA; UPPAL, 2010).

Considerando investigacdes acerca do potencial anti-inflamatério de méis de
meliponineos, apenas o estudo realizado por Alves et al. (2008) relata o efeito da
aplicacdo tépica do mel da abelha silvestre M. subnititda em feridas infectadas na
pele de ratos. Nessa pesquisa, ratos Wistar foram submetidos a exérese de
segmento de 1 cm? de pele total do dorso. Os ratos do grupo C (ndo infectado) foram
tratados com solugdo salina sobre a ferida, diariamente. No grupo MEL (n&o
infectado), as feridas também tratadas com mel uma vez ao dia. Nos grupos C/I e
MEL/I as feridas foram inoculadas com uma solucéo polimicrobiana. Caracterizada a
infecgédo, as feridas foram tratadas com solucdo salina e mel, respectivamente.
Culturas microbianas foram feitas 24 horas ap0ds a inoculagéo e ao final do terceiro
dia de tratamento das feridas. ApOs a epitelizacdo, foi contado o tempo de

cicatrizacdo e as feridas foram biopsiadas para histopatologia e dosagem de TNF-q,
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IL-18 e IL-6 no tecido. O tempo médio de cicatrizacdo do grupo MEL/I foi menor que
nos demais grupos (p < 0,05). Verificou-se que a densidade de colageno, leucécitos,
fibroblastos e a dosagem de citocinas (especialmente TNF) foram maiores no grupo
infectado e tratado com mel, quando comparado aos demais grupos. Houve
significante reducéo de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas nas feridas apos
o tratamento com mel. Dessa forma, os autores concluiram que o uso topico do mel
de M. subnitida em feridas infectadas da pele de ratos estimulou a resposta
imunoldgica, reduziu a infec¢do, bem como o tempo de cicatrizacao.

Em sintese, o tratamento topico com o extrato fendlico obtido a partir do mel
de M. marginata apresentou uma atividade anti-inflamatéria, reduzindo o edema, a
migracdo de leucocitos e a produgdo de ROS na pele de camundongos apls a
aplicacdo do TPA. No entanto, € muito cedo para propor o mecanismo pelo qual
esse extrato exerce a sua atividade anti-inflamatoria. O contetdo fendlico do extrato
metanolico do mel de M. marginata pode influenciar uma ou mais etapas da cascata
inflamatoria induzida por TPA, tais como a ativacdo de PKC e PLA2, a inducédo da
COX-2, e a producéo e liberacdo de citocinas (GABOR, 2001; DE YOUNG et al.,
1989). Uma vez que a presenca de diversos compostos fenolicos com atividade anti-
inflamatoria foi observada na composicdo quimica do extrato do mel de M.
marginata, como previamente descrito na literatura, (FUNAKOSHI-TAGO et al.,
2011; LARROSA et al. 2009; CRESPO, et al, 2008), a sua atividade anti-
inflamatoria topica pode ser explicada por um efeito sinérgico dos componentes
fendlicos identificados na amostra.

Esses resultados proveem uma base experimental para a utilizagdo do mel de
M. marginata em inflamacdes da pele e podem abrir o caminho para o
desenvolvimento futuro de oportunidades terapéuticas contra o processo inflamatorio

utilizando produtos naturais.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos para as 21 amostras de mel de meliponineos,
elaboradas por M. bicolor, M. marginata, M. quadrifasciata, M. rufiventris, S.
bipunctata, S. xanthotricha, T. clavipes e T. angustula, provenientes do estado do
Parand, foi possivel concluir que:

Os méis de meliponineos apresentaram caracteristicas fisicas e quimicas que
ndo contemplam na totalidade as exigéncias estabelecidas pela legislagéo vigente
para o mel de A. mellifera. Esses resultados reforcam a necessidade de se implantar
uma padronizacdo especifica para o mel produzido pelas abelhas sem ferréao.

As familias mais representativas nos espectros polinicos das amostras
avaliadas foram Anacardiaceae, Arecaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Melastomataceae/Combretaceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Salicaceae e Solanaceae.

Com relacdo a origem botanica dos meéis, por meio da andlise polinica,
apenas duas amostras foram classificadas como sendo de origem monofloral,
produzidas a partir de Mimosa scabrella e de Banara spp. As outras 19 amostras
foram consideradas de origem heterofloral, apresentando trés ou mais taxa
botanicos.

Considerando o processo de extracdo dos EFMs, ndo foi possivel estabelecer
uma correlacdo entre a origem entomoldgica do mel e a quantidade de extrato
obtido.

N&do foi observada uma relacdo de proporcionalidade entre a atividade
antioxidante das amostras de mel in natura e de seus extratos. Os teores de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante estdo de acordo com os resultados
da literatura para outras espécies de meliponineos, apresentando uma correlacao
positiva entre os dois parametros.

Todas as amostras de mel in natura apresentaram atividade antimicrobiana
contra cepas de E. coli, S. aureus e C. albicans. De forma comparativa, a amostra
de mel de S. bipunctata demonstrou ser o melhor agente antimicrobiano. Os EFMs
indicaram reduzido efeito antimicrobiano, em relacdo aos méis de meliponineos.

Foram identificados 11 compostos fendlicos no extrato metandlico do mel
produzido pela abelha sem ferrdo M. marginata. Esse extrato, quando aplicado
topicamente, demonstrou um efeito anti-inflamatério, confirmado pela reducdo do

edema, da migracéo leucocitaria e da producdo de ROS na pele de camundongos.
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