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RESUMO

O mel de abelhas sem ferrdo possui composicao quimica diferenciada, com a presenca de
nutrientes € compostos bioativos que podem conferir propriedades terapéuticas, incluindo
atividade antimicrobiana. Por outro lado, cepas bacterianas ameacam a cadeia de producao
de alimentos devido a sua capacidade em adquirir genes de resisténcia e se disseminar com
facilidade, tornando seu controle um desafio consideravel a industria alimenticia mundial.
Com isso, ¢ emergente a busca pelo desenvolvimento de métodos alternativos para o controle
microbiano. Diversos estudos vém sendo realizados comprovando o efeito antimicrobiano do
mel de abelha sem ferrdo, no entanto sao escassos os estudos relativos ao mel de Melipona
bicolor. Portanto, objetivo desta pesquisa foi caracterizar o perfil fisico-quimico e
microbiologico do mel de Melipona bicolor, bem como investigar a atividade antimicrobiana
do produto frente a cepas de salmonela e estafilococos. Para isso foi coletado mel da abelha
Melipona bicolor em trés meliponarios distintos localizados na Regido Metropolitana de
Curitiba-PR e avaliados quanto ao teor de umidade, agucares redutores, agucares totais,
sacarose aparente, pH, atividade de agua e teor de hidroximetilfurfural. A avaliacdo
microbiologica dos produtos envolveu a quantificagdo de microrganismos aerdbios
mesofilos, coliformes totais, coliformes termotolerantes e bolores e leveduras. Além disso,
as amostras foram testadas frente a isolados bacterianos de Salmonella Heidelberg,
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus pelos métodos de Concentragao Inibitéria
Minima (CIM), Concentragao Bactericida Minima (CBM) e Time Kill Assay (TKA) para
avaliagdo do seu potencial antimicrobiano. O resultado médio de teor de umidade foi de
68,03%, actcares redutores 62,96%, actcares totais 65,5%, sacarose aparente 2,6%, pH 2,95,
atividade de 4gua 0,67. Nao foram detectadas quantidades significativas de HMF no mel das
trés propriedades analisadas. A contagem de coliformes totais, coliformes termotolerantes e
bolores e leveduras indica que o mel esta de acordo dos padrdes estabelecidos pelos
Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade para Mel de Abelha Sem Ferrao no Brasil.
Foi constatada acdo bacteriostatica do produto por meio da CIM na concentracao de 1%. Por
meio do TKA verificou-se que a agdo antimicrobiana ocorreu no Tempo Zero com a
concentracao de 0,5% frente a S. Heidelberg. Diante disso, podemos concluir que o mel de
Melipona bicolor esta adequado para consumo e apto para comercializagao e possui potencial
antimicrobiano contra isolados bacterianos de S. Heidelberg.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo. Meliponicultura. Concentragao inibitoria Minima.
Atividade antimicrobiana. Time Kill Assay. Qualidade. Seguranca de Alimentos.



ABSTRACT

Stingless bee honey has a different chemical composition, with the presence of nutrients and
bioactive compounds that can confer therapeutic properties, including antimicrobial activity.
On the other hand, bacterial strains threaten the food production chain due to their ability to
acquire resistance genes and spread easily, making their control a considerable challenge to the
food industry. As a result, the search for the development of methods for microbial control.
Several studies have been carried out proving the antimicrobial effect of stingless bee honey.
However, studies on Melipona bicolor honey are scarce. Therefore, the aim of this research was
to characterize the physicochemical and microbiological profile of Melipona bicolor honey, as
well as to investigate the antimicrobial activity of the product against strains of salmonella and
staphylococci. For this purpose, honey from the Melipona bicolor bee was collected from three
different meliponaries located in the Metropolitan region of Curitiba-PR and evaluated for
moisture content, reducing sugars, total sugars, apparent sucrose, pH, water activity and
hydroxymethylfurfural content. A microbiological evaluation of the products involved the
quantification of aerobic mesophilic microorganisms, total coliforms, thermotolerant coliforms
and molds and yeasts. In addition, the samples were tested against bacterial isolates of
Salmonella Heidelberg, Salmonella Typhimurium and Staphylococcus aureus using the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and
Time Kill Assay (TKA) methods to assess their antimicrobial potential. The average result for
moisture content was 68.03%, reducing sugars 62.96%, total sugars 65.5%, apparent sucrose
2.6%, pH 2.95, water activity 0.67. No significant amounts of HMF were detected in the honey
from the three properties analyzed. The count of total coliforms, thermotolerant coliforms and
molds and yeasts indicates that the honey complies with the standards established by the
Technical Regulations of Identity and Quality for Stingless Bee Honey in Brazil. The product's
bacteriostatic action was found using the MIC at a concentration of 1%. TKA showed thatthe
antimicrobial action occurred at Time Zero with a concentration of 0.5% against S.Heidelberg.
We can therefore conclude that Melipona bicolor honey is suitable for consumptionand sale
and has antimicrobial potential against bacterial isolates of S. Heidelberg.

Keywords: Stingless bee honey. Physical chemistry. Microbiology. Minimum inhibitory
concentration. Antimicrobial activity. Time Kill Assay. Food safety.
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INTRODUCAO

Pertencentes a ordem Hymenoptera e a subfamilia Meliponinae, as abelhas sem ferrao
possuem uma ampla diversidade de formas e tamanhos e estdo presentes em toda a regido
tropical e subtropical do mundo, possuindo mais de 400 espécies (VILLAS BOAS, 2012). Sio
caracterizadas por apresentarem o ferrdo atrofiado, possuindo outros mecanismos de defesa
desenvolvidos ao longo do seu processo evolutivo. Os meliponineos sdo fundamentais para a
poliniza¢do, atuando em 80% da vegetagdao natural, sendo polinizadores exclusivos de 65%
delas (CELLA et al., 2017; MICHENER, 2007).

No Brasil, até 1839, existiam apenas abelhas nativas sem ferrdo. Sua criagdo era
realizada pelos povos indigenas, que tinham o mel como principal adogante e fonte de energia.
Ap6s a chegada dos portugueses no Brasil, a cana-de-agucar foi introduzida substituindo o mel.
Em 1839, introduziu-se a abelha Apis mellifera, cessando de vez a cultura das abelhas indigenas,
que foi retomada apenas no século XX, recebendo o nome de meliponicultura (NOGUEIRA
NETO, 1997). A meliponicultura ¢ uma indastria em ascensao nos paises tropicais e, além dos
servicos de polinizagao, os produtos apicolas, como mel, propolis, resina e pdlen, sdo essenciais
para a alimentacdo humana, satide e seguranca alimentar (ENGEL, 2023).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), a resisténcia antimicrobiana
¢ identificada como uma das ameacas globais mais graves a saude publica atualmente (WHO,
2023; AIJAZ et al., 2023). O uso constante e indiscriminado de antimicrobianos na medicina
humana e animal ¢ o principal fator responsdvel por gerar essa resisténcia, levando a
incapacidade dos antimicrobianos de combater microrganismos, sendo prevista a perda total de
sua eficacia até o ano de 2050 (MWANGI et al., 2024). Diante disso, se faz nececessaria a
busca por novos compostos, capazes de controlar a propagagdao de microrganismos resistentes,
especialmente aqueles associados a quadros infecciosos em seres humanos e animais
(ARDAKANI et al., 2023; PULINGAM et al., 2022).

Nesse contexto, a atividade antimicrobiana ¢ um dos atributos do mel de Melipona
spp., podendo inibir o crescimento de patdgenos como Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia
coli O157:H7 e Listeria monocytogenes, entre outros (SOUSA, 2016; PIMENTEL et al., 2013).
Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo, a Melipona bicolor, popularmente chamada de
Guaraipo, ¢ uma espécie ameacgada de extingdo (AVILA et al., 2018). Conhecida pela sua
importancia na polinizacdo de plantas, producdo de mel e preservacdo da biodiversidade, o

mel produzido por essa espécie ¢ valorizado por suas caracteristicas singulares e sabor unico.
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Também possui composicdo quimica diferenciada, com a presenga de carboidratos,
aminoacidos, vitaminas, minerais € compostos bioativos, que podem conferir propriedades
terapéuticas, como atividade antioxidante e antimicrobiana (BILUCA et al., 2017,
KHONGKWANMUEANG et al., 2020).

No entanto, sdo escassos na literatura estudos que caracterizem o mel de Melipona
bicolor e avaliem seu potencial antimicrobiano. Com isso, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar
o perfil fisico-quimico do mel de Melipona bicolor, incluindo umidade, teor de agucares
redutores, agucares totais e sacarose aparente, pH, atividade de agua e teor de
hidroximetilfurfural, e avaliar o seu perfil microbioldgico, incluindo contagem padrio em
placas de bactérias mesofilas aerdbias, nimero mais provavel de coliformes totais e
termotolerantes e contagem de bolores e leveduras, bem como investigar sua atividade
antimicrobiana frente a cepas selvagens de Sa/monella Heidelberg, Salmonella Typhimurium
e Staphylococcus aureus pertencentes ao acervo do Laboratorio de Controle de Qualidade e
Seguranca de Alimentos da Universidade Federal do Parana.

Neste trabalho, cada capitulo segue a formatacdo de uma revista especifica, o que

esclarece a estrutura propria de cada artigo.



CAPITULO I: AVALIACAO DO PERFIL FiSICO-QUIMICO E
MICROBIOLOGICO DO MEL DE Melipona bicolor

1.1RESUMO

O mel de abelha sem ferrdo vem despertando interesse entre os consumidores devido a sua
grande variedade, caracteristicas sensoriais, propriedades terapéuticas e alto valor agregado.
Diversos estudos vém sendo realizados com mel de abelhas nativas, no entanto sdo escassos
os estudos relativos ao mel de Melipona bicolor. Portanto, objetivo desta pesquisa foi
avaliar o perfil fisico-quimico e microbioldgico do mel de Melipona bicolor frente a
legislacao vigente no Brasil. Para isso foi coletado mel da abelha Melipona bicolor em trés
meliponarios distintos localizados na Regido Metropolitana de Curitiba-PR e avaliados
quanto ao teor de umidade, actcares redutores, agucares totais, sacarose aparente, pH,
atividade de agua e teor de hidroximetilfurfural (HMF). Quanto ao perfil microbioldgico,
foi realizada contagem de bactérias mesofilas aerobias, nimero mais provavel de coliformes
totais e termotolerantes, contagem de bolores e leveduras. O resultado médio de teor de
umidade foi de 24,8%, acgucares redutores 62,96%, agucares totais 65,6% ¢ sacarose
aparente 2,6%, pH 2,95 e atividade de agua 0,67. Nao foram detectadas quantidades
significativas de HMF no mel das trés propriedades analisadas. Os resultados da contagem
de bactérias mesofilas aerdbias, coliformes totais e termotolerantes e contagem de bolores
e leveduras, juntamente aos resultados das analises dos pardmetros fisico-quimicos,
indicaram que o mel de M. bicolor analisado nesse estudo estd de acordo com os Padroes
de Identidade e Qualidade impostos pela Legislagdo Estadual para Meliponicultura, logo,
esta adequado para consumo e apto para comercializagao.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo. Meliponineos. Qualidade. Seguranca de Alimentos.
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1.2 INTRODUCAO

Pertencentes a ordem Hymenoptera e a subfamilia Meliponinae, as abelhas sem ferrao
possuem uma ampla diversidade de formas e tamanhos e estdo presentes em toda a regidao
tropical e subtropical do mundo, possuindo mais de 400 espécies (BRAGHINI et al., 2022;
VILLAS BOAS, 2012). Sio caracterizadas por apresentar o ferrdo atrofiado, possuindo
outros mecanismos de defesa desenvolvidos ao longo do seu processo evolutivo. Os
meliponineos sdo fundamentais para a polinizag¢do, atuando em 80% da vegetacdo natural,
sendo polinizadores exclusivos de 65% delas (CELLA et al., 2017; MICHENER, 2007).

A meliponicultura ¢ uma atividade em ascensdo nos paises tropicais e, além dos
servicos de polinizacdo, os produtos apicolas, como mel, propolis, resina e polen, sao
essenciais para a alimentagdo humana, saude e seguranca alimentar (ENGEL, 2023). Quanto
ao mel, suas caracteristicas particulares e propriedades diferenciadas tém o tornado um objeto
de estudo de grande interesse entre os pesquisadores, além de atrair consumidores de
diferentes regides do mundo, elevando seu valor comercial. Possuindo inimeras variedades,
esses méis diferenciam-se entre si ndo so pela espécie de abelha que os produziu, mas também
pela composicdo botanica local e condi¢des edafoclimaticas (NORDIN et al., 2018;
EMBRAPA, 2023).

No Brasil, a diversidade de biomas, diferencas de temperatura e umidade e abundante
composicao da flora local influenciam nas propriedades do mel de cada regido, impedindo a
padronizacao de uma legislagdo que represente a realidade de modo geral (NORDIN et al.,
2018). Consequentemente, a impossibilidade de atingir os pardmetros estabelecidos dificulta
a comercializa¢do do mel por parte dos produtores nos locais que possuem legislacdo. Além
disso, possibilita a ocorréncia de fraudes, colocando em risco a satde do consumidor (SPINK
et al., 2019). Nesse sentido, ¢ fundamental a realizacao da caracterizacdo do mel de abelhas
sem ferrdo, correlacionando com a espécie da abelha e as caracteristicas do local onde o
meliponario se encontra (BILUCA et al, 2016).

Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo, a Melipona bicolor, popularmente chamada
de Guaraipo, ¢ conhecida pela sua importancia na polinizagdo de plantas, produgdo de mel e
preservacio da biodiversidade (AVILA et al., 2018). Além disso, o mel produzido por essas
abelhas ¢ valorizado por suas caracteristicas singulares e sabor inico, possuindo sabor mais
acido e textura mais fluida, se comparado com o mel de Apis mellifera (BILUCA et al., 2017,
FALEIROS-QUEVEDO & FRANCOY, 2022).
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Com uma producao anual de cerca de 2 kg e preferéncia floral seletiva, essas abelhas
estdo predominantemente presentes na regido sul e sudeste do Brasil, mais especificamente
no bioma Mata Atlantica, possuindo ninhos construidos em cavidades de arvores, geralmente
mais proximos ao solo ou a base do tronco, tornando dificil a sua percepcao (NOGUEIRA -
NETO, 1997). Também apresentam poliginia, que consiste na presenca de mais de uma
rainha no mesmo ninho, algo raro entre as abelhas sem ferrao (ALONSO et al., 1998). Todos
esses fatores, aliados ao potencial terapéutico atribuido ao mel de abelhas sem ferrao, tornam
esse um produto precioso e relativamente raro, sendo valorizado no mercado nacional e
internacional (PIMENTEL et al., 2021; BRAGHINI et al., 2022).

No entanto, ¢ importante observar que sdo escassos os relatos na literatura acerca da
caracterizacdo do mel de Melipona bicolor. Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar
os parametros fisico-quimicos e microbiologicos do mel da abelha Melipona bicolor
coletados em trés propriedades distintas localizadas na Regido Metropolitana de Curitiba-PR
e comparar com os parametros recomendados pela legislacao vigente, no intuito de investigar
a padronizagdo e qualidade do produto, constatando se este mel estd adequado para consumo

e apto para comercializagao.
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1.2.1 OBJETIVOS

1.2.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil fisico-quimico e microbioldgico do mel de Melipona bicolor
coletado em trés meliponarios distintos localizados na Regido Metropolitana de Curitiba-PR e
comparar com os parametros recomendados pela legislagdo vigente, visando verificar a
qualidade do produto, constatando se o mesmo esta adequado para comercializagdo e apto para

consumo.

1.2.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o perfil fisico-quimico do mel de Melipona bicolor.
e Avaliar o perfil microbiologico do mel de Melipona bicolor.

e Comparar os resultados com os pardmetros recomendados pelo Regulamento Técnico

de Identidade e Qualidade do Mel de Abelha sem Ferrao para o Estado do Parana.
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1.3 METODOLOGIA

1.3.1 Obtengdo e Processamento das Amostras

Foi realizada a colheita de mel da abelha Melipona bicolor (Cadastro SisGen
AO0818FE) na Regido Metropolitana de Curitiba-PR, em trés meliponarios distintos localizados
em propriedades privadas, em 23 de fevereiro de 2023. A primeira colheita foi realizada em
uma propriedade localizada em Mandirituba, totalizando 2,053 kg de mel. A segunda colheita
foi realizada em local situado em Fazenda Rio Grande, totalizando 2,312 kg. No terceiro local
de colheita, também localizado em Mandirituba, foram obtidos 2,283 kg de mel (TABELA 1.1).
As matas dos trés locais de colheita sdo caracterizadas como formagdes secundarias em estagio
médio e avancado. Os méis foram coletados de, em média, quatro a seis modulos de cada
propriedade. Nao houve alimentacao prévia das abelhas por se tratar de um periodo no fim do
verao, visto que, no verdao, ha um aumento do nivel de produgao de mel pelas abelhas.

Todas as colheitas foram realizadas por meio de sucgdo, utilizando uma maquina
sugadora de mel que consiste em um pequeno tanque com uma mangueira que funciona a base
de pressao (FIGURA 1.1 A), desenvolvida pelos produtores Benedito Perin Uczai e Salete Perin
Uczai. Primeiramente, realizou-se a limpeza externa das caixas, seguida pela retirada da tampa
e lona, e posteriormente pela perfuracao dos potes com o auxilio de uma faca. Apods a
perfuragdo, o cano da mangueira era posicionado no interior dos potes, realizando a suc¢ao do
mel (FIGURA 1.1 B). Apés a colheita, foi realizada a filtracdo dos méis, utilizando tecido fio
40 (92% Poliamida, 8% Elastano) (FIGURA 1.1 C), seguida pelo envase desses méis em
recipientes de vidro previamente esterilizados, que foram transportados sob refrigeracdo até o
laboratério e armazenados no refrigerador a 4°C até o momento das anélises (FIGURA 1.1 D).
O tempo maximo de armazenamento foi de 14 meses, sendo as analises realizadas dentro desse

periodo. As amostras foram identificadas de acordo com o local de coleta (A, B, C).

TABELA 1.1 — Identificagao e locais de colheita das amostras de mel.

Identificacao Cidade de colheita Coordenadas
A Mandirituba -25.874460, -49.404861
B Fazenda Rio Grande -25.724054, -49.300099

C Mandirituba -25.803695, -49.303595
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FIGURA 1.1- Maquina Sugadora De Mel (A); Processo de colheita do Mel (B);
Filtra¢ao (C); Envase em recipiente de vidro previamente esterilizado (D).

| . |

Fonte: Os Autores (2024)

1.3.2 Parametros Fisico-Quimicos

As trés amostras foram avaliadas quanto a umidade, determinag¢do de agucares
redutores, aclcares totais e sacarose aparente, pH, atividade de dgua (Aw) e determinacdo do

teor de Hidroximetilfurfural (HMF).
1.3.2.1 Umidade

O indice de umidade foi determinado em duplicata com o uso de um Refratometro de
Abbé (AOAC, 2000) pertencente ao Laboratorio de Controle de Qualidade e Seguranca de
Alimentos da UFPR. Uma amostra de mel de cada uma das trés propriedades foi selecionada,

retirada do refrigerador ¢ mantida em repouso até atingir a temperatura ambiente. Com o
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auxilio de uma pipeta de pasteur, uma pequena quantidade de mel foi posicionada no prisma
de leitura. Apds os ajustes de foco e calibracdo serem realizados, obteve-se o indice de

umidade, determinado pelo indice de refracdo (IR).

1.3.2.2 Acucares

A determinagdo de acticares totais, agucares redutores e a sacarose aparente em mel foi
realizada pelo método Lane-Enyon (1923), também conhecido como método titulométrico
com solucdes de Fehling A e B (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008), cujo principio
consiste na reducao completa dos ions cupricos a 6xido cuproso, sob agao do calor em meio
alcalino, realizada pelos acucares redutores. Para a realizagdo do procedimento, foram
selecionadas trés amostras, sendo uma de cada localidade. As analises de agucares foram
realizadas no Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica da UFPR.

Inicialmente, pesou-se 5 g de amostra de mel em um baldo volumétrico de 100 mL,
completando o volume com agua destilada. Foram pipetados 50 mL dessa solugdo em um
baldo volumétrico de 100 mL, seguidos pela adicdo de 2 mL de acetato neutro de chumbo e
uma ponta de espatula de carvao ativo (Merk®, Alemanha), sendo agitada e deixada em
repouso por 10 minutos. O volume foi completado com 4gua destilada. O conteudo do balao
volumétrico foi filtrado sobre 0,4 g de fosfato monoacido de sodio por mililitro de acetato de
chumbo adicionado, em um erlenmeyer de 250 mL, seguido de uma segunda filtragdao sem o

uso do fosfato monoacido de sodio.

1.3.2.3 Titulagdo do branco

Para realizar a titulagcao do branco, em um erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 20 mL
de solucao de Soxhlet (10 mL de Fehling A + 10 mL de Fehling B), 45 mL de 4gua destilada,
19 mL da solu¢do padrdo de glicose e pérolas de vidro, levando o frasco a aquecimento até
sua ebulicdo em um tempo maximo de quatro minutos. Apds sua ebulicdo, adicionou-se trés
gotas de azul de metileno. Um minuto apds o inicio da ebuli¢ao foi realizada a titulagdo com
solucao de glicose até¢ o desaparecimento da coloracdo azul. Repetiu-se o procedimento até

que os resultados em duplicata fossem iguais.

1.3.2.4 Acgucares Redutores
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Para a titulagdo prévia da amostra, em um erlenmeyer de 250 mL com 20 mL da
solucdo de Soxhlet foram adicionados 45 mL de 4gua destilada e 5 mL de amostra de mel.
Apods aquecimento e ebuli¢do, foi realizada a titulagdo com solucdo de glicose até o
desaparecimento da coloragdo azul. Foram adicionadas duas gotas de azul de metileno,
continuando com a titulacdo apds um minuto até o total desaparecimento da coloragdo azul.
O volume de solugdo de glicose gasto foi considerado como K.

A titulacdo da amostra segue o mesmo principio da titulacao prévia, com a diferenca
de que a solugdo de glicose adicionada ¢ considerada como sendo K-2. O procedimento foi

repetido até que se obtivessem resultados iguais em duplicata.

1.3.2.5 Agucares Totais

Para realizar a hidrolise das amostras, foram pipetados 50 mL da amostra clarificada
em um baldo volumétrico de 100 mL, seguidos pela adi¢do de 1 mL de acido cloridrico, sendo
mantido em banho-maria a 67°£3 durante 15 minutos. Em seguida, apos o resfriamento do
contetdo do baldo volumétrico a temperatura ambiente, foi realizada a neutralizacdo por meio
da adicao de 2,8 mL de hidroxido de sédio 5 N com o auxilio de papel tornassol como
indicador. Apds completar o volume do baldo com agua destilada, foram realizadas as
titulagdes seguindo o principio dos agucares redutores, no entanto, foi utilizada a solugdo de
agucares invertidos.

Os resultados foram expressos em g/100 g utilizando as seguintes formulas:

are ==Y 540
T 10.v frs

(b—a)-5- (f1-2)
10

ANR = — AR]- f2

Sendo ARG os agucares redutores de glicose, ANR os agucares nao redutores e AR os
acucares redutores em glicose. O f1 representa todas as dilui¢des e as grandezas de massa ou
volume utilizadas, f2 representa o fator de conversdo para expressdo dos resultados em
glicose, a representa o nimero de mL da solucdo de glicose gastos na titulagdo da amostra, b

equivale ao nimero de mL da solucdo de glicose gastos na titulagdo do branco e v ¢ o volume
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da amostra preparada usado na titulagdo, em mL.

Para expressar os acuUcares totais, foi realizada a soma de AR em glicose mais ANR
em sacarose. Os agucares em sacarose foram expressos utilizando a formula: Agucares Totais
em Sacarose = (AR em glicose x 0,96) + ANR em sacarose.

Para expressar os agucares totais em glicose foi utilizada a seguinte formula: Acucares

Totais em Glicose = AR em glicose + (ANR em sacarose + 0,96).

1.3.2.6 pH

A avaliacdo do pH foi realizada de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Para medir o pH das amostras de mel, foi
utilizado um pHmetro de bancada Luca-210 (S2o José do Rio Preto-SP) pertencente ao
Laboratério de Controle de Qualidade e Seguranga de Alimentos da UFPR. Apos a calibragdo
com solucdes tampdes pH 4,0 e 7,0, seu eletrodo foi inserido diretamente no tubo contendo
mel, revelando seu pH. Foi realizada a medi¢cdo do pH de cada amostra em duplicata. Para a
realizagdo do procedimento, foram selecionadas trés amostras, sendo uma de cada

propriedade.

1.3.2.7 Atividade de agua

Para a avaliacdo da atividade de 4gua (Aw) das amostras, foi utilizado o dispositivo
portatil HP 23aw ROTRONIC, pertencente ao Laboratério de Nutricdo Animal da UFPR,
sendo colocado aproximadamente 2 mL da amostra em um porta-amostras de ago
inoxidavel, conectado a uma sonda de medicdo. As andlises foram realizadas em duplicata

para cada uma das trés amostras (AOAC, 2000).

1.3.2.8 Hidroximetilfurfural

A andlise quantitativa de hidroximetilfurfural foi realizada no Centro de Estudos em
Biofarmacia da UFPR pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
utilizando um cromatédgrafo Agilent 1100 Series (Waldbronn, Germany), composto por uma
bomba quaternaria G1311A, desgaseificador G1379A, injetor automatico G1320A e detector
de fotodiodo G1315B conforme descrito pot Jeuring & Kuppers (1980). Inicialmente, 10 g de

mel foram diluidos em 50 mL com &gua destilada. A solugdo padrao foi preparada diluindo
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100 mg de 5-(Hydroxymethyl) furfural (Merck®, China) para 1000 mL com agua destilada.
Em seguida 10 mL dessa solugao foi diluida para 100 mL, resultando em uma solugdo padrao
de 0,01 mg/mL™". As solugdes resultantes das amostras e do padrdo foram filtradas, em filtro
de membrana de 0,45 pm. A andlise cromatografica ocorreu de modo isocratico, utilizando-
se como fase movel metanol (Merck®, Alemanha) e dgua Milli-Q, na propor¢ao 90:10 (v/v);
com volume de injecdo de 20 pL; fluxo de 1,0 mL/min; coluna XBridge™, C18, 5 um,
4,6x150 mm; deteccao em 285 nm.

A quantificacdo das concentragdes de HMF das amostras foi feita comparando as
alturas dos picos amostrais com as alturas dos picos correspondentes ao padrao de HMF, entao

foi utilizada a seguinte formula para obten¢ao dos resultados:

C-PH -x W
HMF (mg/kg) = ———
(mg/kg) PH
Sendo C a concentragdo do padrao mg/L, PH a altura do pico desconhecido, PH’ a
altura do pico do padrdo, W o peso da amostra em gramas e x o fator de dilui¢do. Para a
realizagdo do procedimento, foram selecionadas trés amostras, sendo uma de cada

propriedade.
1.3.3 Parametros Microbiologicos

Foram realizadas contagem padrdo em placas de bactérias mesoéfilas, nimero mais
provavel de coliformes totais e termotolerantes e contagem de bolores e leveduras. As analises
foram realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade e Seguranca de Alimentos da

UFPR.
1.3.3.1 Preparo da amostra

Foi selecionado um tubo de cada amostra (A, B e C) contendo 25 mL de mel, que
foram adicionados in vitro a 225 mL de solucao salina (0,9%) peptonada tamponada (0,1%),
obtendo assim a primeira dilui¢do (107"). Para realizar as dilui¢cdes subsequentes (1072 a 1077),
foram utilizados tubos contendo 9 mL do mesmo diluente (ISO 4833-1: 2013; ISO 4833-2:
2014)
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1.3.3.2 Contagem padrao em placas de bactérias mesofilas aerobias

Para contagem de bactérias mesofilas aerdbias, as diluicdes foram distribuidas em
placas de Petri com agar padrdo para contagem (PCA) (Oxoid Ltd. Basingstoke — Reino
Unido), sendo incubadas a 35+2°C por 48 horas. Os valores foram expressos em Log

UFC/mL™" (Ryser & Schuman, 2015).

1.3.3.3 Numero mais provavel de Coliformes Totais e Termotolerantes

Para analisar a presenca de coliformes, foram utilizados tubos contendo 10 mL de
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) (Oxoid Ltd. Basingstoke — Reino Unido) com a presenca
de um tubo de Duhran invertido no interior de cada tubo. Foram pipetados 1,0 mL de cada
dilui¢do das amostras nos tubos, seguidos pela homogeneizagao e incubagao a 35+2°C/48 h.
Os tubos positivos foram transferidos para tubos com Caldos Verde Bile Brilhante Lactose
(Kasvi - Italia) e EC (Escherichia coli) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. - Mumbai, india) e
incubados a 36 e 44,5°C, respectivamente, durante 48 h. O resultado foi expresso em
NMP/mL! (SALFINGER & TORTORELLO, 2015; RICE et al., 2012; WEHR & FRANK,
2004).

1.3.3.4 Contagem de bolores e leveduras

Para contagem de bolores e leveduras, foram inoculados 0,1 mL de cada dilui¢ao em
placas de Agar Batata Dextrose (BDA) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. - Mumbai, india)
acidificado com acido tartarico 10% (Neon — Suzano, Sdo Paulo), espalhando com uma alga
de Drigalski. Em seguida, as placas foram incubadas a 25°C durante cinco dias. Para a
contagem de colonias e calculo dos resultados, foram selecionadas as placas com 10 a 150
colonias. Os resultados foram multiplicados pelo seu fator de diluicdo correspondente e
expressos em Log UFC/mL™ (SALFINGER & TORTORELLO, 2015; PITT & HOCKING,
2009; WEHR & FRANK, 2004).
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1.4 RESULTADOS

O mel das trés localidades apresentou umidade equivalente a X=24,76%, agucares
redutores ¥=62,96%, agucares totais X=65,6% e sacarose aparente X=2,6%, pH X=2,95,
atividade de agua X=0,67 (TABELA 1.2). Nao foram detectadas quantidades significativas de
HMF no mel das trés localidades analisadas (FIGURA 1.2).

TABELA 1.2 — Parametros fisico-quimicos das amostras de mel de Melipona bicolor coletadas em matas
constituidas de formagdes secundarias em estagio médio e avangado, localizadas na Regiao Metropolitana de
Curitiba-PR (A-25.874460, -49.404861; B: -25.724054, -49.300099; C:-25.803695, -49.303595).

Parametros fisico-quimicos/Amostra A B C Média
Umidade 24,8% 24,7% 24,8% 24,76%
Acucares redutores 63,36% 61,52% 64% 62,96%
Acgucares totais 66,8% 64,8% 65,28% 65,6%
Sacarose aparente 3,4% 3,3% 1,3% 2,6%
pH 3,07 2,84 2,96 2,95
Atividade de agua 0,644 0,689 0,677 0,67

HMF Ausente Ausente Ausente —
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FIGURA 1.2 Pico do padrao para HMF na concentracao 0,01 mg/ml (A); Cromatografia de HPLC de
HMF das amostras de mel de Melipona bicolor coletadas em matas constituidas de formagoes
secundarias em estdgio médio e avangado, localizadas na Regido Metropolitana de Curitiba-PR (B-
25.874460, -49.404861; C: -25.724054, -49.300099; D:-25.803695, -49.303595).
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Fonte: Os Autores (2024)

Quanto aos parametros microbiologicos do mel de Melipona bicolor, os resultados da contagem
padrdo em placas de bactérias mesofilas aerdbias foram 3,29 (A), 2,46 (B) € 4,08 (C) log UFC/ml.
Os resultados para nimero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes encontrados
foram < 3 NMP/mL para todas as amostras. A contagem de bolores e leveduras foram 2,43 log
UFC/ml para o mel da localidade A e 1,78 log UFC/ml para o mel da localidade B, sendo

observada a auséncia de bolores e leveduras no mel da localidade C (TABELA 1.3).
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TABELA 1.3 — Parametros microbiolégicos das amostras de mel de Melipona bicolor coletadas em matas

constituidas de formagoes secundarias em estagio médio e avangado, localizadas na Regido Metropolitana de
Curitiba-PR (B-25.874460, -49.404861; C: -25.724054, -49.300099; D:-25.803695, -49.303595).

Parametros A B C
Microbiologicos
Bactérias Mesofilas 3,29 log 2,6 log 4,08 log
Aerobias (UFC/mL)
Coliformes Totais e <3 <3 <3
Termotolerantes
(NMP/ mL)
Bolores e Leveduras 2,43 log 1,78 log <1 log

(UFC/mL)




30

1.5 DISCUSSAO

A razdo da escolha da abelha Melipona bicolor para a realizagdao desta pesquisa esta
relacionada ao fato de essa ser uma espécie de abelha tipica da regido Sul do Brasil
(NOGUEIRA-NETO, 1997), além de se tratar de uma espécie ameagada de extingido (AVILA
et al., 2018). O mel da Guaraipo possui sabor diferenciado, possuindo acidez mais elevada e
maior teor de umidade se comparado ao mel de abelha europeia (BILUCA et al., 2017;
FALEIROS-QUEVEDO & FRANCOY, 2022). Tais caracteristicas impedem, entre outros
fatores, que sejam aplicados os parametros estabelecidos para mel de Apis mellifera descritos
na Instrucdo Normativa N°11 de 2000 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2000).

Diante das analises dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos realizadas,
constatou-se que os resultados obtidos encontram-se dentro dos padrdes recomendados para
mel de Abelhas sem Ferrdao de acordo com as Legislacdes e Regulamentos Técnicos para Mel
de Abelha sem Ferrdo no Brasil (PARANA, 2017).

E importante considerar que as propriedades fisico-quimicas, composi¢io quimica
e atividades biologicas do mel dependem da espécie da abelha que o produziu, o estado
fisiolégico da coldnia, a composi¢do da flora utilizada, o nivel de maturidade do mel, regido
geografica, as condigdes climaticas no momento da colheita, estacdo do ano, entre outros fatores
(ECHEVERRIGARAY et al., 2021; SOUSA et al., 2021; CHUTTONG ef al., 2016). Neste
trabalho, a colheita foi realizada durante o periodo de verdo, com temperaturas variando entre
18 a 25°C ao longo do dia. No verdo, hd um aumento do nivel de produ¢do de mel pelas abelhas.
A temperatura ¢ um fator determinante para as abelhas desenvolverem suas atividades. Por se
tratarem de seres ectotérmicos, hd uma significativa troca de calor dos organismos das abelhas
com o ambiente. Baixas temperaturas reduzem seu metabolismo, impedindo até mesmo seu
voo. Enquanto temperaturas muito elevadas estimulam o comportamento de ventilacdo da
colonia com o objetivo de reduzir a temperatura (CAMPOS et al., 2010; DE MOURA et al.,
2022).

A determinacao do teor de umidade do mel esta diretamente relacionada a maturidade
do produto e possibilidade de desenvolvimento de microrganismos indesejados (OLIVEIRA
et al., 2023). De acordo com o RTIQ, o teor maximo de umidade estabelecido para mel
refrigerado ¢ de 35 g/100 g. Sendo assim, os resultados obtidos §=24,76g/100g) encontram-
se alinhados aos requisitos recomendados pela legislacdo para mel de abelhas nativas sem

ferrdo vigentes (PARANA, 2017).
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E importante ressaltar que o mel de abelha sem ferrdo possui um maior teor de
umidade em relagdo ao mel de Apis mellifera, cujo limite maximo permitido estabelecido pelo
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade encontra-se em 20 g/100 g (BRASIL, 2000).
Isso ocorre em razao do processo de producdo realizado por cada espécie de abelha pois,
durante a producao do mel, as abelhas Apis mellifera batem as asas incessantemente proximas
aos favos com o objetivo de desumidificar o mel, o que também contribui para que ndo ocorra
fermentagao do mel, evitando sua deterioracdo (EYER et al., 2016; MITCHELL, 2019). Ja o
mel de abelha sem ferrdo possui um processo de producao diferente, sendo depositado em
potes. Dessa forma, possui maior tendéncia a fermentacdo (BARBOSA et al., 2013;
REINHARD-JESAJAS et al., 2023).

Além disso, a alta temperatura e umidade das regides tropicais e subtropicais,
composi¢ao do néctar utilizado e a época em que o mel foi coletado também influenciam no
teor de umidade do mel das abelhas nativas (AVILA et al., 2018; BRASIL, 2000), como
podemos observar nas pesquisas feitas por Avila (2019), Nascimento (2015) e Borsato (2013).

Quanto aos agtcares redutores, sdo predominantemente determinados pela glicose e
frutose, principais monossacarideos presentes no mel. Tal caracteristica ¢ influenciada pela
florada da regifo onde o meliponario se encontra e da época em que o mel foi coletado (AVILA
et al., 2018, OLIVEIRA et al., 2023). A IN. n°11/2000 do MAPA estipula concentragao
minima de 65% para acticares redutores, no entanto, esse valor se aplica a méis de abelhas
africanizadas (BRASIL, 2000). O RTIQ de mel de abelha sem ferrdo no Parand estabelece
valor minimo de agticares redutores de 47% (PARANA, 2017). Sendo assim, os valores
obtidos (X = 62,96%) seguem os requisitos minimos estabelecidos pela legislagdo e estdo
proximos aos valores obtidos por outros autores (BORSATO, 2013, NASCIMENTO et al.,
2015; BILUCA et al., 2016).

Cerca de 60% dos aglicares totais sdo constituidos por acucares redutores. A
quantidade de agucares totais nao possui um limite estabelecido no RTIQ para mel de abelha
sem ferrdo no Brasil. No entanto, Echeverrigaray et al. (2021) apresentaram resultados obtidos
de andlises da quantidade de aglcares totais em mel de Melipona, possuindo médias de
80,39%, valor significativamente diferente dos resultados obtidos no presente trabalho
(¥=65,63%). No entanto, ¢ importante ressaltar que, ainda que o mel seja produzido pela
mesma espécie de abelha, existem inimeros fatores que influenciam na composi¢do do mel e
suas caracteristicas fisico-quimicas, o que justifica a dificuldade em estabelecer padroes de
identidade e qualidade que representem a realidade de modo geral (NORDIN et al., 2018).

Nesse caso, ¢ provavel que a diferenca esteja relacionada ao local de coleta, ja que
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Echeverrigaray et al. (2021) coletaram suas amostras em area composta por matas nativa e
exotica, sendo que, no presente trabalho, as amostras de mel foram coletadas de regides
compostas por formagdes secundarias em estagio médio e avangado.

Sacarose aparente ¢ definida como principal dissacarideo presente no mel
(DEMETERCO, 2016). De acordo com as recomendagdes das legislagdes e RTIQ, as
concentragdes devem possuir limite de 5% (PARANA, 2017). Alguns méis apresentam valores
indetectaveis de sacarose aparente (BATISTON et al., 2020, BILUCA et al., 2016), no entanto,
outros trabalhos indicaram a presenca de sacarose aparente em niveis de acordo do limite
recomendado (BORSATO, 2013, NASCIMENTO et al., 2015; AVILA et al, 2019).
Concentragdes acima dos limites indicam que a coleta foi realizada antes da maturagdo do mel,
ou seja, a sacarose ainda ndo foi totalmente transformada em glicose e frutose pela agdo da
invertase (JULIKA et al., 2020). Diante disso, ¢ possivel constatar que os resultados obtidos
(%2,6%) encontram-se dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo (PARANA, 2017).

Mel de abelhas sem ferrdo possui carater acido, com baixo pH e alta acidez. Tais
parametros estdo diretamente relacionados a qualidade do produto, pois podem indicar sua
deterioragdo (NORDIN et al., 2018). Valores de pH reduzidos inibem o crescimento
microbiano, entretanto, valores de acidez maiores que 60 mEq kg™, que consiste no nivel
maximo de acidez livre permitido em mel (A.O.A.C., 1998), juntamente com baixos valores
de pH, podem sugerir fermentagao de agticares em acidos organicos, ocasionando a formagao
de acido acético (BERGAMO et. al., 2019).

O RTIQ para mel de abelha sem ferrdo no Parand estabelece pH maximo de 4,7
(PARANA, 2017), sendo a média do pH de mel de Melipona bicolor no Brasil equivalente a
3,42. Com isso, podemos concluir que o pH do mel analisado nesse trabalho X=2,95) se
adequa aos requisitos do RTIQ para mel de Melipona bicolor no Brasil e encontra-se proximo
aos valores de pH de mel de Melipona bicolor identificados no Brasil (AVILA et al., 2019,
BATISTON et al., 2020, BILUCA et al., 2016, BORSATO, 2013; BRASIL, 2023).

Outro parametro relacionado a deterioracao do mel € a atividade de 4gua, consistindo
em uma medida que avalia a disponibilidade de agua susceptivel a reagdes quimicas e
enzimaticas. Quanto maior a atividade de dgua, maior a possibilidade de multiplicagdo dos
microrganismos (ECHEVERRIGARAY et al., 2021). A atividade de agua necessaria para o
desenvolvimento de microrganismos esta abaixo de 0.98, sendo cerca de 0,7 para bolores, 0,8
para leveduras e 0,9 para bactérias (AVILA et al., 2018). O RTIQ de Mel de Abelhas Nativas
Sem Ferrao nao possui um parametro para atividade de 4gua em mel de abelha sem ferrao no

Parana, no entanto, estabelece uma escala de 0,52 a 0,8 para méis coletados em Sao Paulo,
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valores proximos aos resultados de atividade de d4gua obtidos (%0,67) (PARANA, 2017; SAO
PAULO, 2017).

O hidroximetilfurfural (HMF) ¢ uma molécula resultante das reagdes de
decomposicao acida dos monossacarideos presentes no mel (glicose e frutose) e da
condensacdo de carboidratos com grupos amina livres, conhecida como reagdo de Maillard,
uma reacdo de escurecimento ndo enzimatica. O HMF pode ou ndo estar presente em mel
fresco. A presenga dessa molécula em quantidades minimas pode ocorrer de forma natural,
bem como seu gradativo aumento de acordo com o tempo. Portanto, o HMF ¢ classificado
como um parametro de frescor e qualidade do mel (GRAINGER et al., 2017, SHAPLA et al.,
2018, NORDIN et al., 2018).

Além disso, a exposicdo do mel a temperaturas elevadas acarreta o aumento na
formag¢do de HMF, podendo ser causado pelo aquecimento inadequado realizado em méis
cristalizados com o objetivo de facilitar o processo de beneficiamento em entrepostos ou por
altas temperaturas ocasionadas pelo clima, incluindo exposi¢do ao sol. Desse modo, o teor de
HMF elevado indica aquecimento, armazenamento prolongado e processamento inadequado.
Ademais, pode ser considerado um indicador de adulteracdo do mel, em virtude da adicao de
adocantes como sacarose de beterraba ou cana, acticar de milho, agucar de arroz, frutose,
xaropes de milho ricos em frutose, maltose e agucar invertido (OROIAN et al., 2023;
ROBERTSON, 2019; AVILA et al., 2018).

Os teores de HMF registrados no Parana para méis de Melipona bicolor variam desde
teores minimos de 0,21 (AVILA et al., 2019) e 5,88 (BORSATO, 2013) até 31,58
(NASCIMENTO et al., 2015), sendo considerado o limite maximo como 40 mg/kg (PARANA,
2017). Nao foram detectadas quantidades significativas de HMF no mel das trés propriedades
analisadas no presente estudo, indicando presenca de HMF de acordo com os valores
recomendados pelo RTIQ (PARANA, 2017). Sendo assim, constatou-se que ndo houve
aquecimento do mel, bem como nao ocorreram processamentos inadequados durante sua
manipulagdo que elevassem o teor de HMF. Outra justificativa para os resultados obtidos pode
estar atribuida ao tempo de armazenamento, visto que, do momento da colheita até o momento
das analises, houve um curto periodo (6 meses), podendo ser considerado insuficiente para que
ocorra acimulo significativo de HMF no mel (NORDIN et al., 2018).

No que se refere aos parametros microbioldgicos do mel de M. bicolor, os resultados
da contagem padrdo em placas de bactérias mesofilas aerdbias apresentaram 3,29 logl0
UFC/mL™" para a localidade A, 2,46 logl0 UFC/mL™" para a localidade B ¢ 4,08 logl0

UFC/mL™" para a localidade C. Nao ha a existéncia de parametros microbioldgicos
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recomendados para mel de abelha sem ferrdo no Brasil. As diferengas nas caracteristicas entre
mel de Meliponas e Apis mellifera impedem a utilizacdo dos paradmetros recomendados pela
IN N°11 de 2000 (BRASIL, 2000).

Quanto aos resultados para coliformes totais e termotolerantes, foram encontrados
<0,3/g NMP para todas as amostras. A Legislagdo Federal preconiza o limite de 10* para
coliformes em mel de M. bicolor (PARANA, 2017). Sendo assim, os achados obtidos estdo
dentro dos parametros determinados pela Legislagdo e consolidam resultados anteriores
(SILVA et al., 2021; DELGADO et al., 2020; AVILA et al, 2019).

A presenca de coliformes em mel indica contaminagao, podendo ser adquirida por
meio de uma fonte externa ao ninho, sendo levada pela abelha. A contaminacao também pode
ocorrer pela falta de adogdo de Boas Praticas de Fabricagdo no momento da colheita do mel
ou durante seu transporte, entre outros fatores (SILVA et al., 2021).

A Legislagdo do Estado do Parand permite contagens de até 4,00 log UFC/mL™" de
bolores e leveduras (PARANA, 2017). Os resultados obtidos na contagem de bolores e
leveduras foram 2,43 log UFC/mL™" para as amostras da localidade A e 1,78 log UFC/mL™"
para a localidade B, sendo ausentes nas amostras coletadas da localidade C. Portanto, estdo
alinhados aos requisitos estabelecidos pela Legislacdo Estadual para mel de abelhas nativas
sem ferrdo.

A presenca de bolores e leveduras pode estar relacionada ao processo de producao do
mel, visto que a presenga de leveduras, juntamente com a umidade elevada, favorecem a
fermentagdo espontanea apds o processo de cristalizagdo, pois a separagao de fases ocasiona
aumento da atividade de 4gua, criando um ambiente favoravel para a fermentacdo do mel e
consequente multiplicagao de leveduras (SILVA et al., 2022; CHIRIFE et al., 2006). No
entanto, ¢ importante ressaltar que algumas leveduras estdo relacionadas ao desenvolvimento
e nutri¢do das abelhas (ECHEVERIGARAY, 2021).

As amostras A e B apresentaram contagem de 2,43 e 1,78 UFC/mL, respectivamente.
A auséncia de bolores e leveduras observada na amostra C pode estar correlacionada ao fato
de esta amostra ser a Unica que ndo apresentou cristalizacdo, além de apresentar um teor
reduzido de sacarose aparente com relagdo as demais amostras. Foi observada a presenca de
bolores e leveduras em pesquisas anteriores (ECHEVERRIGARAY et al., 2021; SILVA et al.,
2021; da SILVA et al., 2022; DE SOUSA et al., 2022). Todavia, sua auséncia também foi
relatada previamente (SILVA et al., 2016).
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1.6 CONSIDERACOES FINAIS

Parametros fisico-quimicos e microbiologicos sdo fundamentais para constatar a
qualidade e inocuidade de um produto, possibilitando que este seja comercializado de acordo
com as normas exigidas pela legislagdo, assegurando a satde do consumidor. O teor de
umidade, agticares, pH e HMF obtidos no presente estudo indicam que o mel de Melipona
bicolor coletado em trés propriedades distintas localizadas na Regido Metropolitana de
Curitiba-PR esta alinhado aos requisitos minimos existentes nas Legislacdes ¢ Regulamentos
Técnicos de Identidade e Qualidade para Meliponicultura no Parand, logo, ¢ adequado para
consumo e apto para comercializagdo. No entanto, a inexisténcia de critérios para atividade de
agua e contagem padrdo de bactérias mesoéfilas ressaltam a importancia da determinacdo de
parametros que representem a realidade dos méis de abelhas sem ferrao, tanto para auxiliar o
produtor a comercializar o produto quanto a preven¢ao de fraudes. Além disso, as distingdes
existentes entre os parametros fisico-quimicos e microbiologicos do mel de abelhas nativas de
diferentes regides, ainda que seja produzido pela mesma espécie, dificultam a elaboracao de
uma legislagdo que se aplique de forma geral a todo o territorio brasileiro. Sendo assim, ¢
necessario que cada Estado estabelega seus parametros, possuindo escalas que possibilitem o
cumprimento das normas exigidas, independentemente da espécie de abelha utilizada, ou

ainda, classificar os parametros de acordo com os respectivos géneros.
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CAPITULO II: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO MEL DE
Melipona bicolor

2.1 RESUMO

O mel de abelhas sem ferrdo possui composi¢cdo quimica diferenciada, com a presencga de
nutrientes € compostos bioativos que podem conferir propriedades terapéuticas, incluindo
atividade antimicrobiana. Por outro lado, cepas bacterianas ameagam a cadeia de producdo
de alimentos devido a sua capacidade em adquirir genes de resisténcia e se disseminar com
facilidade, tornando seu controle um desafio consideravel a industria alimenticia mundial.
Com isso, ¢ emergente a busca pelo desenvolvimento de métodos alternativos para o controle
microbiano. Diversos estudos vém sendo realizados comprovando o efeito antimicrobiano do
mel de abelha sem ferrdo, no entanto sdo escassos os estudos relativos a potencial agdo
antimicrobiana do mel de Melipona bicolor. Portanto, objetivo desta pesquisa foi investigar
a atividade antimicrobiana do produto frente a isolados bacterianos de Salmonella
Heidelberg, Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus. Para isso foi coletado mel
da abelha Melipona bicolor em trés meliponarios distintos localizados na Regido
Metropolitana de Curitiba-PR e testados frente a S. Heidelberg, S. Typhimurium e S. aureus
selvagem pelo método de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e frente a S. Heidelberg e
S. Typhimurium pelo método de Time Kill Assay (TKA) para avaliagdo do seu potencial
antimicrobiano. Foi constatada acdo bacteriostatica do produto contra S. Heidelberg e S.
Typhimurium por meio da CIM na concentra¢do de 1%. Por meio do TKA verificou-se que
a acdo antimicrobiana ocorreu no Tempo Zero com a concentragdo de 0,5% contra S.
Heidelberg. Sendo assim, foi constatada potencial a¢do antimicrobiana do mel de M. bicolor
frente a cepas de S. Heidelberg.

Palavras-chave: Abelha sem ferrao; Concentragdo inibitéria Minima; Salmonella spp.;
Staphylococcus aureus; Seguranga de Alimentos; Andlise de Alimentos; Composi¢do de
Alimentos.



42

2.2 INTRODUCAO

O mel de abelhas sem ferrdo possui caracteristicas singulares e propriedades
diferenciadas que podem ser determinadas de acordo com a espécie de abelha, a composi¢ao
botanica e condi¢des edafoclimaticas do local onde o meliponario se encontra (NORDIN et
al., 2018; EMBRAPA 2023). As particularidades do mel de abelhas nativas o tornam um
objeto de estudo de grande interesse entre os pesquisadores, que tém constatado iniimeros
beneficios para a satide humana e animal, além dos beneficios nutricionais, possuindo
composi¢ao quimica diferenciada, com a presenga de carboidratos, aminoécidos, vitaminas,
minerais e compostos bioativos, que podem conferir propriedades terapéuticas, como
atividade antioxidante e antimicrobiana (BILUCA et al., 2017, AVILA et al., 2018;
KHONGKWANMUEANG et al., 2020).

De acordo com a Organizagdao Mundial da Satide (OMS), a resisténcia antimicrobiana
¢ identificada como uma das ameacas globais mais graves a saude publica atualmente (WHO,
2023; AIJAZ et al., 2023). O uso constante e indiscriminado de antimicrobianos na medicina
humana e animal ¢ o principal fator responsdvel por gerar essa resisténcia, levando a
incapacidade dos antimicrobianos de combater microrganismos, sendo prevista a perda total
de sua eficacia até o ano de 2050 (MWANGI ef al., 2024). Diante disso, se faz nececessaria
a busca por novos compostos, capazes de controlar a propaga¢do de microrganismos
resistentes, especialmente aqueles associados a quadros infecciosos em seres humanos e
animais (ARDAKANI et al., 2023; PULINGAM et al., 2022).

Dentre as bactérias relacionadas a essas doengas, a Salmonella enterica se destaca

como um dos principais agentes patogénicos, sendo capaz de causar salmonelose em
humanos, podendo levar a sintomas como diarreia, dores abdominais, febre, nausea, vomitos

e, em alguns casos, pode levar a dbito (SODAGARI et al., 2020; CHLEBICZ &
SLIZEWSKA, 2018). Casos de doengas veiculadas por alimentos associados a infec¢des por
Salmonella sdo frequentemente relacionados a 6bitos em paises desenvolvidos (WHO, 2020).

Um dos sorovares do género Sa/monella que possui importancia em satide publica ¢
a Salmonella Heidelberg, sendo constantemente isolada em frangos de corte, podendo
apresentar multiresisténcia a antimicrobianos (SOARES et al., 2023). A S. Heidelberg esta
continuamente associada a infeccdoes humanas veiculadas por alimentos e possui
manifestacdo clinica mais grave que outros sorotipos. Além da capacidade de formagdo de
biofilme, este sorovar ¢ capaz de alterar sua propria morfologia para se adaptar e desenvolver

resisténcia a antimicrobianos (CLOTHIER & BYRNE, 2016; OBE et al.,, 2018;
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CARRASCOSA et al., 2021).

Outro sorovar que possui destaque no ambito da satde publica ¢ a S. Typhimurium,
um dos principais sorovares associados a contaminacao em carnes de aves, contaminagao em
ovos e surtos de doencas transmitidas por alimentos em humanos. Possuindo capacidade de
se multiplicar em células fagociticas, este sorovar tem se tornado objeto de preocupacao
devido a sua habilidade em desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos (APOORVA
etal.,2020; HOFACRE et al., 2021).

Também ¢ importante destacar a Staphylococcus aureus, outro microrganismo
frequentemente associado a quadros infecciosos, responsavel por uma alta taxa de morbidade
e mortalidade mundialmente (HOWDEN et al., 2023). Além de ser amplamente conhecida
como uma espécie de bactéria comensal, patogénica e oportunista para humanos e animais,
sendo frequentemente encontrada associada a diversas formas de infec¢des bacterianas de
gravidade altamente varidvel, a S. aureus apresenta alta taxa de resisténcia aos
antimicrobianos convencionais, sendo uma insigne motivagdo para a busca por novas
alternativas de tratamento de infec¢des (CUNY et al., 2024, ARDAKANI et al., 2023).

Perante o exposto, enfatiza-se o crescente interesse em gerar tratamentos
antimicrobianos a base de produtos naturais (SHAMSUDIN ef al., 2022). Nesse contexto, o
mel de abelhas nativas de diversas espécies vem apresentando atividade antimicrobiana,
devido a presenca de substancias capazes de inibir o crescimento de microrganismos. Tal
propriedade torna o mel de abelha sem ferrdo um agente potencial no combate a infec¢des e
no suporte ao sistema imunolégico (PIMENTEL et al., 2013; SOUSA et al., 2016; AVILA
etal.,2018; TUKSITHA et al., 2018; KHONGKWANMUEANG et al., 2020).

O potencial antimicrobiano pode ser atribuido a muitos fatores, como a composi¢ao
do solo local, os fitoconstituintes presentes nas plantas utilizadas pelas abelhas para produzir
o mel e as condi¢des atmosféricas da regido, além de ser influenciado por fatores fisicos,
como acidez e osmolaridade, bem como os fatores quimicos, relacionados a presenca de
flavonoides e acidos fenolicos (SOUSA et al., 2016;). Os processos metabodlicos envolvidos
na fermentacdo e maturacdo do mel também podem ser a justificativa para esses beneficios.
No entanto, ¢ necessario ampliar o conhecimento acerca desses processos, correlacionando
com a espécie da abelha e a caracterizacdo botanica e geografica do local onde o meliponario
se encontra (BILUCA et al., 2016).

Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo, a Melipona bicolor ¢ conhecida pela sua
importancia na polinizagdo de plantas, produg¢ao de mel e preservacao da biodiversidade.

Tipica da regido Sul do Brasil (NOGUEIRA-NETO, 1997), M. bicolor ¢ classificada como
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uma espécie ameagada de extingdo (ICMBio, 2018). Popularmente chamada de Guaraipo,
essa espécie de abelha produz mel com caracteristicas Uinicas, possuindo sabor levemente
acido e textura mais fluida, além de possuir habitos pouco comuns, como a poliginia, que
consiste na presenga de mais de uma abelha no ninho, e a constru¢ao de ninhos préximos a
superficie do solo (FALEIROS-QUEVEDO & FRANCOY, 2022; VELTHUIS et al., 2006).

Cientistas ja observaram o potencial antimicrobiano do mel de abelhas do género
Melipona (RAMON—SIERRA et al., 2022; SILVA et al., 2022; DOMINGOS et al, 2021;
SILVA et al., 2016; PIMENTEL et al., 2013; DA SILVA et al., 2013). No entanto, ndo ha
estudos que tratem do potencial antimicrobiano do mel de Melipona bicolor disponiveis na
literatura. Com isso, o objetivo nesse trabalho foi investigar a atividade antimicrobiana do
mel da abelha Melipona bicolor coletado em trés propriedades distintas localizadas na Regiao
Metropolitana de Curitiba-PR, testando-o frente a cepas de isolados bacterianos de
Salmonella Heidelberg, Salmonella Typhimurium, e Staphylococcus aureus pelo método de
Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e frente a Salmonella Heidelberg e Salmonella

Typhimurium pelo método Time Kill Assay (TKA).



2.2.1 OBJETIVOS

2.2.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antimicrobiano do mel de Melipona bicolor frente a cepas de

salmonela e estafilococos.

2.2.1.2 Objetivos Especificos

o Investigar a acdo antimicrobiana dos méis de Melipona bicolor de trés localidades
distintas situadas na Regido Metropolitana de Curitiba-PR frente a cepas de isolados
bacterianos de Sa/monella Heidelberg, Salmonella Typhimurium e S. aureus por meio da
Concentragao Inibitoria Minima;

. Testar a Concentragdo Bactericida Minima dos méis de Melipona bicolor de trés
localidades distintas situadas na Regido Metropolitana de Curitiba-PR frente a cepas de
isolados bacterianos de Salmonella Heidelberg e Salmonella Typhimurium a partir da
Concentragao Inibitéria Minima obtida;

o Avaliar a atividade antimicrobiana dos méis de Melipona bicolor de trés localidades

distintas situadas na Regido Metropolitana de Curitiba-PR frente a cepas de isolados
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bacterianos de Salmonella Heidelberg e Salmonella Typhimurium utilizando o método 7ime

Kill Assay;

o Verificar a possibilidade de desenvolver compostos antimicrobianos a partir do mel de

Melipona bicolor;
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2.3 METODOLOGIA

2.2.1 Obtencao e Processamento das amostras

Foi realizada a colheita de mel da abelha Melipona bicolor (Cadastro SisGen
AO0818FE) na Regido Metropolitana de Curitiba-PR, em trés meliponarios distintos localizados
em propriedades privadas, em 23 de fevereiro de 2023. A primeira colheita foi realizada em
uma propriedade localizada em Mandirituba, totalizando 2,053 kg de mel. A segunda colheita
foi realizada em local situado em Fazenda Rio Grande, totalizando 2,312 kg. No terceiro local
de colheita, também localizado em Mandirituba, foram obtidos 2,283 kg de mel (TABELA 2.1).
As matas dos trés locais de colheita sdo caracterizadas como formagdes secundarias em estagio
médio e avancado. Os méis foram coletados de, em média, 4 a 6 caixas de cada propriedade.
Nao houve alimentagdo prévia das abelhas por se tratar de um periodo no fim do verao, visto
que, no verao, ha um aumento do nivel de producao de mel pelas abelhas.

Todas as colheitas foram realizadas por meio de sucgdo, utilizando uma maquina
sugadora de mel que consiste em um pequeno tanque com uma mangueira que funciona a base
de pressao (FIGURA 2.1 A), desenvolvida pelos produtores Benedito Perin Uczai e Salete Perin
Uczai. Primeiramente, realizou-se a limpeza externa das caixas, seguida pela retirada da tampa
e lona, e posteriormente pela perfuracdo dos potes com o auxilio de uma faca. Apds a
perfuracdo, o cano da mangueira era posicionado no interior dos potes, realizando a sucgdo do
mel (FIGURA 2.1 B). Apos a colheita, foi realizada a filtracdo dos méis, utilizando tecido fio
40 (92% Poliamida, 8% Elastano) (FIGURA 2.1 C), seguida pelo envase desses méis em
recipientes de vidro previamente esterilizados, que foram transportados sob refrigeracao até o
laboratério e armazenados no refrigerador a 4°C até o momento das anélises (FIGURA 2.1 D).
O tempo maximo de armazenamento foi de 14 meses, sendo as analises realizadas dentro desse

periodo. As amostras foram identificadas de acordo com o local de coleta (A, B, C).

TABELA 2.1 — Identificag@o e locais de colheita das amostras de mel.

Identificagdo Cidade de colheita Coordenadas
A Mandirituba -25.874460, -49.404861
B Fazenda Rio Grande -25.724054, -49.300099

C Mandirituba -25.803695, -49.303595




47

FIGURA 2.1- Maquina Sugadora De Mel (A); Processo de colheita do Mel (B);
Filtragao (C); Envase em recipiente de vidro previamente esterilizado (D).

- |

]
Fonte: Os Autores (2024)

2.3.2 Cepas microbianas

Para realizar a recuperagdo da bactéria, retirou-se a cepa selvagem em temperatura
ambiente do estoque de Agar nutriente (Neogen, Michigan) pertencente ao banco de cepas
do Laboratério de Controle de Qualidade e Seguranca de Alimentos da UFPR, e inoculou-
se em caldo infusdo cérebro coragdo- BHI (HiMedia, India), armazenando na estufa a 35°C.
ApOs 24 horas, realizou-se semeadura por esgotamento dos inoculos de S. Heidelberg e S.
Typhimurium em placas de SS (Titan Biotech, India), Agar Verde Brilhante (Kasvi, Italia)
e Salmonella Cromogénica (Laborclin, Pinhais), que permaneceram na estufa a 35°C por 24
horas. Para realizar o isolamento das colonias de S. aureus, realizou-se a semeadura por
esgotamento em placas de agar Baird-Parker (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) enriquecido
com Telurito gema de ovo (NewProv, Pinhais, Brasil), permitindo outro periodo dentro da

incubadora por 24 horas a 35°C. Em seguida, retirou-se colonias das placas que foram
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adicionadas em tubos contendo 9 mL solugdo salina peptonada, ajustando o inéculo a 10®

Mc Farland (aproximadamente 6 log UFC/mL).

2.3.3 Concentragao Inibitoria Minima

A partir das coldnias isoladas, elaborou-se o indculo com concentragdo padrdao de
unidades formadoras de colonia (CFU) seguindo uma modificagdo do método descrito por
Tuksitha et al. (2018), selecionando entre 5 a 25 coldnias e transferindo-as para tubos de ensaio
de 9 mL de solugdo salina peptonada 0,1% como receptores das colonias isoladas e agitando
em vortex até que fosse obtida visualmente a concentracdo de 0,5 McFarland (1,5 X 108
UFC/mL), comparando o tubo de ensaio do indculo com um tubo de sulfato de bario de turbidez
padrdo McFarland.

Uma amostra de mel de cada localidade foi selecionada. As diluicdoes de mel testadas
foram elaboradas em concentragdes de 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%
e 5% a partir da esterilizacdo por filtragem com filtro para seringa membrana PES 0,22um
30mm e diluicdo da aliquota filtrada em tubos de 10 mL de caldo Muller Hinton - MHB
(HiMedia, Mumbai, india), sendo pipetados 5 pl, 10uL, 20 uL, 30 pL, 50 pL, 100 pL, 150 uL,
200 pL, 250 pL e 500 pL de mel filtrado em cada um dos tubos.

Foram dispensados 50 pL de cada uma das concentragdes de mel em uma microplaca
de 96 pocos (placa de ELISA de fundo chato), da primeira a 10* coluna das trés fileiras.
Subsequentemente, 50 pLL de suspensao bacteriana (contendo aproximadamente 6 log UFC/mL)
foram adicionados a cada pogo. Nas duas utimas colunas da primera fileira, foram adicionados
controles negativo (100 uL de Caldo Mueller Hinton) e positivo (50 ul de inoculo ajustado na
escala de 6log UFC/ml em ¢ 50 ul de Caldo Mueller Hinton). Posteriormente, as placas foram
incubadas a 37°C durante 24 h. A avaliacao foi feita por leitura visual, utilizando como
revelador o Cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazolio PA ACS (TTC) (Inlab, Sao Paulo). Os testes
foram realizados em triplicata, sendo utilizada uma placa para cada um dos trés méis com

cada uma das bactérias (SOUSA et al., 2016; TUKSITHA et al., 2018).
2.3.4 Concentragao Bactericida Minima
Apos a leitura das placas de 96 pogos, o tltimo pogo positivo, ou seja, a concentracao

inibitéria minima obtida para as 3 amostras, os dois pogos anteriores € 0s dois pogos apos a

Cconcentragao Inibitéria Minima foram transferidos para placas com agar especifico para
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Salmonella, como SS (Titan Biotech, India), Agar Verde Brilhante (Kasvi, Itilia) e
Salmonella Cromogénica (Laborclin, Pinhais). As concentracdes em que ndo houve

crescimento foram consideradas bactericidas.

2.3.5 Time Kill Assay

Para avaliar o tempo de morte do indculo frente ao agente antimicrobiano,
primeiramente realizou-se o repique da cepa a ser utilizada. Apos o plaqueamento em placa
de Salmonella-Shigella (SS) (Titan Biotech, India), foram transferidas entre 5 e 30 coldnias
para um tubo contendo 5 mL de Caldo Mueller Hinton (HiMedia, India) para obter uma
suspensdo equivalente ao padrao de turbidez de 0,5 McFarland. Em seguida, transferiu-se 0,1
mL para outro tubo contendo SmL de Caldo Mueller Hinton, agitando no vortex e incubando
em uma incubadora shaker refrigerada de agitacao orbital (Toth) por 4 a 6 horas a 35°C até
atingir a turbidez desejada, correspondendo a fase mid-log do in6culo.

As doses correspondentes a %2 MIC, MIC e 2x MIC foram pipetadas em tubos com
10 mL de Caldo Mueller Hinton, sendo 50 puL, 100 pL e 200 pL, respectivamente. Foi
selecionado o mel da propriedade C, por apresentar melhores condi¢des de manuseio, pois
dentre todas as amostras, ndo apresentou cristalizagdo at¢ o momento das analises. Apos a
retirada do tubo contendo o indculo do shaker, foram pipetados 100 pL do indculo nos tubos
com as diferentes concentragdes, incluindo o controle, que continha apenas 10 mL de Caldo
MH. A partir dos tubos primarios, foram realizadas dilui¢des em série, atingindo a diluigdo de
1073, transferindo 100 pL de cada diluicdo para placas de SS nos tempos 0, 2, 4 ¢ 6, em
duplicata. Todas as placas foram incubadas em estufa a 35° por 24 horas. Para o controle de
qualidade, foram preparados tubos com 10 mL de Caldo Mueller Hinton para controle de
crescimento e controle de esterilidade.

Para realizar a leitura e interpretagdo dos resultados, realizou-se a contagem das
placas com todas as dilui¢des realizadas a partir dos tubos primadrios, considerando efeito

bactericida como sendo redu¢do maior ou igual a 3 log10 UFC (reducao de 99,99%).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo método de Concentragdo Inibitéria Minima foi possivel constatar agdo
antimicrobiana do mel de Melipona bicolor das amostras A, B e C contra os in6culos de S.
Heidelberg e S. Typhimurium (FIGURA 2.2). O revelador utilizado no experimento (TTC)
apresentou colora¢do avermelhada nas concentragdes 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3% e 0,5%, nao
apresentando mudanca de cor a partir da concentragdo de 1% v/v (100 pL) para as amostras das

trés propriedades testadas frente a S. Heidelberg e S. Typhymurium.

FIGURA 2.2- CIM do Mel de M. bicolor frente a S. Heidelberg e S. Typhimurium.

il )

Fonte: Os autores (2024)

O mecanismo de agdo do TTC consiste em uma reagao de redugdao. Sua forma ¢
oxidada e incolor, porém, na presenga de desidrogenases, ¢ reduzido em formazan,
manifestando coloracdo avermelhada (MIRANDA et al., 2023). A desidrogenase ¢ uma enzima
liberada diante de rea¢des metabodlicas que ocorrem nas células vivas, sendo assim, sua presenca
indica a multiplicacdo de microrganismos (QYN et al., 2022; AONOFRIESEI & LUPSOR,
2013).

Nao foi constatada agdo antimicrobiana frente a S. aureus. O perfil multiresistente
apresentado por este microrganismo pode ser a razdo da auséncia de susceptibilidade
(ARDAKANI et al., 2023). Os resultados obtidos confrontam os achados de Domingos et al.

(2021), que observaram efeito antimicrobiano mais eficaz do mel de Melipona spp. contra



51

bactérias Gram-positivas em comparacdo com seus efeitos contra bactérias Gram-negativas.
Por ndo obter uma Concentracao Inibitéria Minima, ndo foi possivel prosseguir com as analises
de Concentracao Bactericida Minima e Time Kill Assay para S. aureus.

Quanto aos resultados de Concentragdo Bactericida Minima, o crescimento
microbiano se mostrou presente nas andlises dos méis das trés propriedades contra os indculos
de S. Heidelberg e S. Typhimurium, indicando que ndo houve efeito bactericida do mel sobre
as bactérias analisadas neste trabalho. No entanto, valores de CBM podem ser mais altos do
que CIMs dependendo do mel e bactéria testados (DOMINGOS et al., 2021;
KHONGKWANMUEANG et al., 2020).

Em contrapartida, os resultados das analises de Time Kill Assay indicaram acao
antimicrobiana do mel de Melipona bicolor contra a cepa selvagem de S. Heidelberg. Verificou-
se que a a¢do antimicrobiana ocorreu no Tempo Zero com a concentracao de 0,5% ( 2 MIC), o
mesmo resultado ndo foi observado nos tempos 2, 4 € 6 nas concentragdes 5 MIC, MIC e 2x
MIC (FIGURA 2.4). Ainda, com relacdo a S. Typhimurium, ndo foi observado efeito
antimicrobiano do mel no Time Kill (FIGURA 2.5).

FIGURA 2.4- Curva Time Kill do mel de M.bicolor contra S. Heidelberg
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FIGURA 2.5- Curva Time Kill do mel de M.bicolor contra S. Typhimurium

Time-Kill Curve for Salmonella Typhi
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Um dos fatores preponderantes sobre as caracteristicas do produto ¢ o periodo de
colheita do mel. Neste trabalho, a colheita foi realizada durante o verdo, com temperaturas
variando entre 18 a 25°C ao longo do dia. Méis que sdo coletados durante a estagdo seca
aparentam apresentar maior atividade antimicrobiana. Tal fator pode estar associado a uma
menor diversidade de componentes fitoquimicos do néctar de flores em compara¢do com o
periodo de chuva, em que ha maior floragio (MAHMOQD et al., 2021).

O armazenamento do mel em potes feitos de resina vegetal e cera também podem
interferir na composi¢ao fitoquimica do mel, influenciando, consequentemente, a atividade
antimicrobiana. Além da espécie da planta, deve-se considerar a sua capacidade de reagir
fisiologicamente as mudancas ambientais, podendo aumentar ou diminuir a producao de
determinada substancia, com o objetivo de favorecer a sua nutricao, crescimento, manutengao
e garantir a sobrevivéncia. Além disso, o ambiente e as condigdes meteoroldgicas do local de
crescimento da planta influenciam o seu metabolismo e impactam diretamente na composi¢ao

do néctar utilizado pela abelha para produzir o mel (BILUCA et al., 2016; PIMENTEL et al.,



53

2013).

Também ¢ relevante considerar o método de conservacao utilizado para preservar a
integridade do mel. O mel utilizado no presente estudo foi refrigerado a 4°C. SILVA et al.
(2022) demonstraram que o mel fresco e refrigerado de Melipona quadrifasciata foi eficaz na
inibicao de cepas de E. coli, C. albicans e Salmonella.

Em geral, a acdo antimicrobiana também pode ser justificada pelo pH acido do mel
de abelha sem ferrdo, que possui acidez natural alta, geralmente em torno de 4,5, inibindo o
crescimento de muitos tipos de microrganismos. Por outro lado, o teor de agucar, que ¢
proporcional a quantidade de frutose e glicose, principalmente, cria um ambiente desfavoravel
para o crescimento microbiano, devido a alta osmolaridade (ROZMAN et al., 2022; NORDIN
et al., 2018).

Ainda, existe uma variedade de enzimas presentes no mel de abelha sem ferrdo,
como a glicose oxidase, secretada pelas glandulas hipofaringeas das abelhas, que em contato
com a agua produz perdxido de hidrogénio, um componente que possui propriedades
antimicrobianas, contribuindo para a atividade antimicrobiana geral do mel ( BUCEKOVA
et al.,2018; SOUSA et al., 2016; ).

Proteinas presentes no mel de Melipona beechei foram evidenciadas como
detentoras de um amplo espectro antimicrobiano, demonstrando maior susceptibilidade entre
E. coli ¢ S. aureus em relagio a S. Typhimurium e P. aeruginosa (RAMON-SIERRA et al.,
2022). As fragdes proteicas do mel relacionadas ao seu amplo espectro antimicrobiano
podem estar relacionadas as proteinas e proteases, que podem causar o rompimento da
membrana bacteriana, contribuindo para a perda da sua integridade (KIM & JIM, 2019).

Quanto as vitaminas, seu teor esta diretamente relacionado a origem botanica e
manuseio do mel apds a coleta. As vitaminas niacina (B3) e folato (B9) foram detectadas
anteriormente em mel de Melipona quadrifasciata. (SILVA et al., 2022). Algumas vitaminas
podem apresentar efeito sinérgico quando testadas juntamente a antimicrobianos contra certos
tipos de bactérias (SHAHZAD et al., 2018).

A presenca de minerais esta intrinsecamente ligada a fonte do néctar utilizado para
a producdo de mel pelas abelhas, pois o contetido de minerais depende da absor¢ao do solo e
do ambiente realizada pela planta. Foi reportada a presenga de minerais como sodio, célcio,
magnésio, manganés e potassio em mel de M. bicolor, sendo este Gltimo o mais abundante
(BILUCA et al., 2016). Minerais sao capazes de proteger os tecidos contra danos dos radicais

livres, no entanto, ndo ha evidéncias que comprovem a acao antimicrobiana relacionada ao



54

perfil de minerais do mel de Melipona spp. (MWANGI et al., 2024).

Outra caracteristica do produto ¢ a presenca de compostos fenolicos que podem estar
associados a capacidade de inibicdo da acdo microbiana. O contetido de compostos fendlicos
¢ diretamente influenciado pela origem floral e geografica, além das caracteristicas climaticas
locais (SHAMSUDIN et al., 2019). Amostras de mel produzido por abelhas da espécie
Melipona seminigra merrilae no Amazonas apresentaram a¢ao antimicrobiana contra S. aureus,
S. epidermidis, C. tropicalis, C. krusei, C. albicans, P. aeruginosa e E. coli. As amostras que
apresentaram melhor atividade antimicrobiana possuiam maior quantidade de compostos
fenolicos totais (SILVA et al., 2013).

Dentre as classes de compostos fendlicos existentes em mel de abelha sem ferrdo,
os flavonoides constituem o principal grupo. Essas substancias variam de acordo com a
espécie de abelha e a fonte de néctar utilizada, e apresentam atividade antibacteriana e
antifungica, inibindo o crescimento bacteriano de varios patdégenos € microrganismos
resistentes a antimicrobianos (BILUCA et al., 2017; KHONGKWANMUEANG et al., 2020).
Tal mecanismo pode ser atribuido a capacidade dos flavonoides de formar complexos com
proteinas soliiveis e com a parede celular bacteriana, suprimir a sintese de acidos nucleicos
e o metabolismo energético, além da habilidade de afetar a permeabilidade da membrana

celular, reduzir a capacidade de adesdo e de formacao de biofilme (VAOU et al., 2021).

Flavonoides sdo reconhecidos como compostos naturais capazes de atuar na
preveng¢do e tratamento de varias doengas, especialmente doengas infecciosas relacionadas a
bactérias patogénicas. Sua origem se dd por meio de metabolitos secundarios produzidos por
plantas, sendo comumente encontrados na natureza nas mais diversas estruturas quimicas
(SHAMSUDIN et al., 2022; COSME et al., 2020).

Perante o exposto, enfatiza-se o crescente interesse em gerar compostos
antimicrobianos a base de produtos naturais (SHAMSUDIN et al., 2022). Desse modo,
cientistas tém se empenhado para desenvolver estudos com esse propdsito, entretanto trata-se
de um trabalho 4rduo, envolvendo inumeras etapas, pretendendo ampliar a eficécia e seguranga
destes compostos, além de permitir sua acessibilidade no mercado (LIU et al.,2024; DA SILVA
etal., 2023; BALDIM et al., 2022).

Fatores isolados podem ou ndo ser suficientemente capazes de determinar a acao
antimicrobiana. A combina¢do das caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, fatores
entomologicos, caracterizagdo fitogeografica, compostos fitoquimicos, entre outros fatores,

podem atuar de forma sinérgica, contribuindo simultaneamente com os beneficios presentes no
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mel de abelha sem ferrdo, incluindo agdo antimicrobiana. No entanto, é necessario caracterizar
de forma pontual a origem e os mecanismos envolvidos nesta acdo, com o objetivo de vir a
desenvolver compostos coadjuvantes que possam atuar diretamente no combate a infeccdes

microbianas causadas por agentes patogénicos multirresistentes.
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do atual panorama mundial da resisténcia antimicrobiana, ¢ necessaria a
busca por alternativas para controlar e tratar infeccdes microbianas. Foi contatada agao
antimicrobiana do mel de M. bicolor frente a S. Heidelberg por meio do método de Time Kill
Assay no Tempo Zero na concentragdo de 0,5%. Diante disso, o mel de Melipona bicolor se
apresenta como um potencial antimicrobiano frente a cepas de S. Heidelberg. No entanto,
uma pesquisa mais aprofundada se faz necessaria, com o objetivo de compreender quais
processos podem estar envolvidos e qual composto presente no mel pode ser responsavel por

essa acdo, além de investigar se ha agdo contra outras estirpes bacterianas.
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