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Abstract

Honey is a food of complex composition very appreciated by man since ancient times.
The aim of this work was to evaluate honeys produced in the State of Mato Grosso do
Sul. Honeys were obtained in plastic polyethylene packages ready for
commercialization of the monofloral types of grape vine and aroeira and polifloral
honey from Apiario Vové Pedro, in Campo Grande/MS, and polifloral honey benefited
in Bodoquena / MS from AgroHB. Three samples of each type of honey were sent to
the Food Technology and Public Health Unit (UTASP / CCBS) of the UFMS, placed in
hygienized styrofoam boxe stored in a room with a refrigerated temperature circa 20°C,
far from source. direct light, where physical-chemical analysis of honey identity and
quality of Apis mellifera (BRASIL, 2000), evaluation of the antioxidant potential and
content of bioactive compounds (total phenols, tannins and vitamin C), determination of
the coloration, pollen analysis, and evaluation of the antimicrobial activity with the use
of the strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella spp ., For
observation of the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bacterial
(CBM). The identity and quality analyzes performed on honey presented 100%
compliance in all parameters, attesting to the good quality of the evaluated honey,
which is a result of effective production processes and compliance with the legislation
in force with the consumer. The samples presented color classification as extra-light
amber for the samples of honey of grape-vine and light-amber for the others. Pollen
analysis revealed a disagreement between the pollen types found in the samples and
the information on the labels, with a predominance of the Schinus terebinthifolius floral
types., red aroeira, and Myracrodruon urundeuva, black aroeira. The antioxidant
potential and bioactive content found in the samples were considered relevant because
they presented values that were sometimes higher than those found in the literature,
however the polifloral declared honeys were higher statically. The antimicrobial activity
of the honeys againist strains of S. aureus, E. coli and Salmonella spp. It was obtained
after bacterial formation and subsequent deep inoculation of the results in significant
inhibitions, with inhibition halos with performance close to the antibiotic of choice
(azithromycin) for E. coli and Salmonella sp. S. aureus presented higher resistance to
the honeys of the study. Most of the samples had only inhibitory effect against the
strains of the study, with MIC ranging from 0.795 + 0.013 to 0.098 + 0.001 mg mL* and
only the samples of declared of grapevine and Campo Grande polifloral against E. Coli
and polifloral from Bodoquena against Salmonella spp. Presented MBC at
concentrations of 0.394 + 0.006, 1.563 + 0.003 and 0.382 + 0.005 mg mL*
respectively. Therefore, it is possible to observe an interesting antioxidant and
antimicrobial activity in the samples, where there are indications of the presence of
compounds with such characteristics, having a great potential of use of Apis mellifera
honeys produced in Mato Grosso do Sul.

Key words: Pollen, anti-bacterial agents, antioxidant activity.



Resumo

O mel é um alimento de composicdo complexa muito apreciado pelo homem
desde tempos antigos. Este trabalho tem por objetivo avaliar méis produzidos no
Estado de Mato Grosso do Sul. Foram obtidos méis em embalagens plasticas de
polietileno prontas para comercializac&o dos tipos monoflorais de cipd-uva e aroeira
e mel silvestre do Apiario Vové Pedro, em Campo Grande/MS, e mel silvestre
beneficiado em Bodoquena/MS da AgroHB. Trés amostras de cada tipo de mel
foram encaminhadas para a Unidade de Tecnologia de Alimentos e Saude Publica
(UTASP/CCBS) da UFMS, acondicionadas em caixa de isopor higienizada
armazenadas em sala com temperatura refrigerada em torno de 20°C, longe de fonte
de luz direta, onde foram realizadas andlises fisico-quimicas de identidade e
qualidade do mel de Apis mellifera (BRASIL, 2000), avaliagdo do potencial
antioxidante e teor de compostos bioativos (fendis totais, taninos e vitamina C),
determinacgéo da coloracdo das amostras e analise polinica das mesmas, além da
avaliacdo da atividade antimicrobiana com a utilizagéo das cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella spp., para observagdo da concentragéo
inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM). As analises de identidade e
gqualidade realizadas nos méis apresentaram 100% de conformidade em todos os
parametros, atestando boa qualidade dos méis avaliados, que € resultado de
processos produtivos eficazes e respeito a legislagéo vigente a ao consumidor. As
amostras apresentaram colorag¢do classificadas como extra ambar-claro para as
amostras de mel de cip6-uva e ambar-claro para as demais. A analise polinica
revelou uma discordancia entre os tipos polinicos encontrados nas amostras e as
informacg®es trazidas nos rotulos, com predominancia dos tipos florais Schinus.
terebinthifolius, aroeira vermelha, e/ou Myracrodruon urundeuva, aroeira preta. O
potencial antioxidante e teor de bioativos encontrados nas amostras foram
considerados relevantes por apresentarem valores por vezes maiores aos
encontrados na literatura, entretanto os méis declarados silvestres foram superiores
estaticamente. A atividade antimicrobiana dos méis frente as cepas de S. aureus, E.
coli e Salmonella spp. foi obtida apés o plaqueamento das bactérias e posterior
inoculagdo em profundidade dos méis resultando em inibi¢cdes significativas, com
halos de inibicdo com desempenho proximo do antibiético de escolha (azitromicina)
para E. coli e Salmonella sp. S. aureus apresentou maior resisténcia aos méis do
estudo. A maior parte das amostras apresentou apenas efeito inibitorio frente as
cepas do estudo, com CIM que variou entre 0,795 + 0,013 a 0,098 + 0,001 mg mL*
e apenas as amostras de méis declarados de cipd-uva e silvestre Campo Grande
frente a E. coli e silvestre proveniente de Bodoquena contra Salmonella spp.
apresentaram CBM, nas concentra¢fes de 0,394 + 0,006, 1,563 + 0,003 e 0,382 +
0,005 mg mL? respectivamente. Portanto, pode-se observar uma interessante
atividade antioxidante e antimicrobiana nas amostras, onde ha indicios da presenca
de compostos com tais caracteristicas, havendo um grande potencial de uso dos
méis de Apis mellifera produzidos em Mato Grosso do Sul.

Palavras-chave: Pélen, antibacterianos, atividade antioxidante.
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1. Introducéo

O mel € um alimento muito apreciado desde os tempos antigos e ao longo dos
séculos o0 homem foi aprendendo e aprimorando o manejo de colmeias, instalando-as
em locais apropriados, aumentando a produtividade das abelhas e também a extracdo
de outros produtos apicolas, préatica aperfeicoada denominada apicultura (EMBRAPA,
2002). Possui inumeras aplicacdes, sendo um dos mais antigos conservadores de
alimentos em funcdo da alta concentracdo de acuUcares e baixa atividade de agua
(MOURA, 2010), além de um teor reduzido de conteldo proteico e alta acidez (SILVA
et al., 2006).

Trata-se de um alimento de composicao complexa, constituido de 4gua, frutose,
glicose, sacarose, maltose e outros dissacarideos, sais minerais, vitaminas, enzimas,
horménios, proteinas, acidos, aminoacidos e iniUmeros outros compostos. Bastante
nutritivo, de facil digestibilidade e com diversas aplicacdes terapéuticas, um alimento
com poucas restricdes e indicado para todas as idades (BACAXIXI et al., 2011).

No Brasil ha legislacdo especifica para o mel produzido pela espécie Apis
mellifera, Instrucdo Normativa n° 11/2000 do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), de modo que os requisitos de identidade e qualidade do mel
sdo fundamentais para o regimento da producdo e comercializacdo do produto,
padronizando varios parametros fisico-quimicos e consequentemente o tornando
seguro para o consumidor (BRASIL, 2000).

Muitas substancias presentes no mel sdo responsaveis pelo carater
antimicrobiano e antioxidante, cujo consumo deve ser estimulado pois além das
qualidades terapéuticas, se trata de um alimento nutritivo e funcional. Diversos fatores
influenciam a florada de origem, como época do ano, regime de chuvas, localizagédo
geograéfica e tipo de solo interferindo diretamente no teor de inmeras substancias nas
plantas, e que através do néctar coletado pelas abelhas, fardo parte da complexa
composi¢do do mel (BORSATO et al., 2009).

A atividade funcional de méis esta relacionada ao seu contetdo de substancias
bioativas que desempenham fun¢des desejaveis no organismo, composi¢ao esta que é
a parte mais variavel no mel. A presenga de compostos fendlicos fornece a quem
consome antioxidantes naturais, que neutralizam radicais livres danosos, auxiliando a
prevencédo de doencas e desacelerando o envelhecimento (SCHRAMM et al., 2003).

A atividade antimicrobiana dos méis esta relacionada as suas propriedades
fisico-quimicas, como baixa atividade de agua e alta osmolaridade, em virtude ao alto
teor de acglcares, e elevada acidez, bem como a presenca de substancias que possuem

acao direta sobre microrganismos patogénicos (MOLAN, 1999). O teor de compostos



fendlicos oriundos do metabolismo secundario das plantas que compde o mel esta
diretamente relacionado a atividade antimicrobiana (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010).
Méis mais ricos em compostos fenodlicos tendem a apresentar maior atividade
antimicrobiana e coloracdo mais escura, devido maior complexidade na composicao
(LACERDA et al., 2010).

Tem havido grande esforco na articulagdo da cadeia produtiva apicola e
pesquisas dos méis, devido sua relacdo com a conservacdo ambiental, polinizacdo de
culturas agricolas e desenvolvimento econdémico, além de ser uma étima opcéo para
agricultura familiar e apresentar grande potencial de consumo no mercado interno
(QUEIROGA et al., 2015).

Tendo em vista as vantagens da producdo e consumo do mel, e a pouca
literatura disponivel a respeito dos méis produzidos em Mato Grosso do Sul, este
trabalho teve por objetivo estudar a composicado de méis silvestres e monoflorais para
fornecer informagdes valiosas sobre os parametros de qualidade fisico-quimica perante
a legislagdo brasileira, a origem polinica e presenca de compostos com acgdo

antioxidante e antimicrobiana.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1 — Produgé&o e consumo do mel

Segundo dados fornecidos pela Organizagdo das Nagbes Unidas para
Agricultura e Alimentagdo FAO (2011), no ano de 2009 no mundo foram produzidas
897.950 toneladas de mel, com a China liderando com 367.219 toneladas e o Brasil em
9° lugar com a producéo 38.764 toneladas.

Em 2006 a Europa, um dos principais mercados do mel brasileiro na época,
imp6s um embargo ao mel produzido no pais, pois ndo respeitava as politicas higiénico-
sanitarias e de rastreabilidade exigidas pela Unido Europeia. Houve maior oferta no
mercado interno brasileiro, o que resultou na queda do preco e dificuldade financeira
para os apicultores. Porém a restricdo imposta resultou na mobilizagdo do setor, no
sentido de implementar politicas que atendiam aos mercados mais exigentes, tornando
0 produto novamente competitivo e valorizado no exterior e, no ano de 2008 o Brasil
retornou ao mercado europeu com produtos de qualidade superior ao oferecido
anteriormente (TERNOSKI et al., 2009).

Nos anos de 2011 e 2012 houve uma queda de 19,3% na producdo apicola
brasileira, elevando o pre¢o do produto de R$ 5,96 Kg para R$ 7,11 Kg em média, sendo
os estados da regido sul responsaveis por 49,1% da producao nacional nesse periodo
(IBGE, 2013). Segundo a Associacdo Brasileira de Exportadores de Mel, ABEMEL,
(2013) os indices de producao cairam a partir de 2010, por perda de enxames em
decorréncia de fatores climaticos, em funcédo de uma estiagem na regido nordeste, que
era maior exportadora.

O potencial apicola brasileiro é reflexo de sua flora diversa (inidmeros biomas),
climas variados e amplo territério, permitindo haver producéo apicola durante o ano,
diferente de outros paises, cuja producéo esta condicionada a localidades especificas
e determinadas épocas do ano (QUEIROGA et al., 2015)

O consumo do mel é bastante heterogéneo no mundo. Paises como os Estados
Unidos e componentes da Unido Europeia apresentaram consumo médio de 1
Kg/habitante/ano de mel, ndo obstante, também figuram entre os maiores importadores
do produto (AROUCHA et al., 2008). No Brasil, as classes média e alta perfaziam o
consumo medio de 250 a 300 g/habitante/ano, no entanto a regido Sul apresentava o
maior consumo médio do pais, com 400 g/habitante/ano, e o Nordeste, 0 menor com
cerca de 150 g/habitante/ano (NETO e NETO, 2005).

Para Queiroga et al. (2015), a apicultura brasileira tem se modernizado, tornando

0s produtos mais atrativos aos mercados internacionais, 0 que gera, indiretamente um
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aumento do preco no mercado interno, pois a producdo se concentra na exportacdo. O
preco elevado é um fator proibitivo para muitas familias brasileiras, onde o consumo de
produtos apicolas € menor.

No Brasil, 0 mel é bastante consumido como remédio para diversos fins, com
vasta aplicabilidade medicinal, muito utilizado para tratamento do trato respiratorio, com
poder cicatrizante, hidratante e emoliente, para amenizar sintomas de gripes e
resfriados, principalmente em regibes mais afastadas de grandes centros onde o
produto é por vezes ingrediente principal de receitas da medicina popular (BORSATO,
2013).

Possui grande aplicabilidade industrial, como aditivo com diversos fins na
indUstria de alimentos, farmacéutica e cosmética. Devido a suas propriedades
edulcorantes, sendo conservante natural com propriedades antibidticas e antissépticas,
no setor alimenticio o mel tem sido largamente empregado na producdo de bebidas
alcodlicas, na panificagéo e producdo de doces em geral. Grande parte das patentes
depositadas do uso industrial do mel associado ao alcool esta no setor farmacéutico e
alimenticio (GUEZ et al., 2013).
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2.2 — O mel em Mato Grosso do Sul

Dados fornecidos por Buainain e Batalha (2007) indicavam que apesar de
possuir um grande potencial na exploracao da atividade apicola e ser o maior produtor
do Centro-Oeste, com quase metade da producdo (41%), o estado contribuia apenas
com 1,3% da producéo brasileira.

Mato Grosso do Sul congrega em seu territorio diversos biomas, desde areas
gue compreendem o Cerrado, com suas variagcdes dependendo da localizacéo
geogréfica, relevo e clima até pontos com vegetacao tipica de mata atlantica, elementos
de floresta tropical (amazbnica) além do ecossistema do Pantanal e suas diferentes
nuances. A apicultura é uma atividade que necessita de certo grau de preservacao
ambiental, uma vez que que deve haver flora que serve de alimento para as abelhas, e
estes insetos desempenham o papel de polinizadoras, contribuindo para a conservacao
dos ecossistemas o0s quais estéo inseridas (REIS, 2003).

Outro ponto interessante para o estimulo da atividade no estado, é atrelar o apelo
do produto proveniente de pequenos produtores, que no pais perfazem cerca de 85%
dos produtores de mel (REIS, 2003) com um mel produzido a partir de floradas
(silvestres ou ndo) que estdo inseridas em biomas Unicos no mundo, levando ao
consumidor um produto que além de ser nutritivo e saudavel, contribui para o
desenvolvimento de pequenas comunidades e apicultores, além de promover a
preservacdo de ecossistemas inteiros, diminuindo o desmatamento, poluicdo e
contribuindo também para valorizacdo cultural das localidades produtoras. Vale
salientar ainda, que a apicultura € uma atividade que fornece outros produtos: apitoxina,
cera, geleia real e prépolis que possuem propriedades tecnolégicas na industria em
geral e para fins terapéuticos diversos (WIESE, 1995).

Com producao aproximada de 600 toneladas de mel por ano e em torno de 1,3
mil apicultores (FEAMS, 2010) o estado de Mato Grosso do Sul concentrou grande parte
da producédo nos municipios de Chapadao do Sul, Costa Rica e Cassilandia, o fomento
a atividade levou a articulacdo dos produtores para elevagéo do padréo de qualidade do
produto (COIADO, 2011). Outros municipios com producdo expressiva no estado:
Dourados e Iguatemi, com produgdo média de 150 toneladas/ano; e com menor
producdo: Trés Lagoas, Paranaiba, Nova Andradina e Bodoquena (IBGE, 2010).

Ainda com pouca visibilidade, a producéo apicola no Pantanal possui um grande
potencial a ser explorado, uma vez que possui grande variedade de flora apreciada
pelas abelhas meliferas, florada essa que muitas vezes sO ocorre nas regifes
pantaneiras (COIADO, 2011). A regiao conta com cerca de 162 espécies com potencial

apicola, pertencentes a 54 familias botanicas. Dentre as espécies destacam-se: o baru
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(Dipteryx alata Vog.), hortelazinha (Hyptis lappacea Benth.), vick (Bacopa sp.), Assa-
peixe (Vernonia scabra Pers.) e tarumeiro (Vitex cimosa Bert.) (POTT e POTT, 1986).
Um estudo mais recente, relaciona ainda dentre as floradas mais procuradas por
abelhas apicolas as espécies: lixeira (Curatella americana), capitdo (Terminalia
argéntea) (COIADO, 2011). Destacadamente o Pantanal apresenta abundancia de
abelhas e auséncia de agrotoxicos, com potencial para atingir destaque na producgéo
nacional (FERREIRA, 2013).

2.3 — Abelhas meliferas

As abelhas sdo insetos pertencentes a ordem Hymenoptera, dentro da familia
Apidae, familia esta, que congrega as abelhas produtoras de mel, sendo elas portadoras
ou nao de ferrdo (GALLO et al., 2002).

O género Apis congrega abelhas meliferas portadoras de ferrdo, e todas as
espécies pertencentes a ele que sdo encontradas no territério nacional sdo exéticas.
Segundo Wiese (1995), espécies europeias foram trazidas por clérigos no periodo
colonial, sendo elas: Apis mellifers ligustica, Apis melifera carnica, Apis caucasica e Apis
mellifera mellifera, cuja produtividade era baixa. Em 1956 chegou ao pais, a espécie
africana, Apis mellifera scutellata, bastante agressiva e irritadica, que apos o
cruzamento com as abelhas de origem européia, formou um hibrido bastante resistente
as condi¢cbes climaticas e doengas, menos agressivas que a espécie africana e mais
produtiva. Até esse momento, o mel produzido no pais era das abelhas nativas ditas
sem ferrdo (principais géneros: Nanotrigona e Tetragonisca). O pesquisador Dr.
Warwick Estevam Kerr, com o aval do Ministério da Agricultura, trouxe da Africa as
abelhas nativas para estudos, mas as abelhas de 26 coldnias escaparam do centro de
pesquisa, havendo assim o cruzamento acidental com as espécies presentes no pais,
dando origem as abelhas africanizadas (PEREIRA, 2011).

A consequéncia mais aparente do cruzamento das espécies exéticas foi um
aumento expressivo na produgdo apicola no pais, que antes do processo de
africanizag&o oscilava entre trés e cinco mil toneladas ao ano, cenario que em poucas
décadas viabilizou a producdo média de 40 mil toneladas por ano do produto apicola
(GONCALVES, 1994; OLIVEIRA e CUNHA, 2005). Diversos estudos procuram
mensurar o real impacto do processo de africaniza¢do no Brasil e também em diversas
regides do continente americano, uma vez que as abelhas africanas se adaptaram muito
bem a climas mais quentes e baixas altitudes (KERR, 1989), no que diz respeito a
competicdo com as abelhas nativas, sobretudo no processo de polinizacao de espécies

vegetais nativas em ambientes naturais (SILVEIRA et al., 2002).
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As abelhas oriundas desse processo de hibridiza¢do sdo as responsaveis pelo
salto no desenvolvimento da apicultura brasileira, pois sdo mais resistentes a pragas e
doencas, com produtividade consideravel e técnicas de manejo ja estabelecidas,
colocando assim, o pais em destaque no comercio internacional do produto (MARTINEZ
e SOARES, 2012).

2.4 — Mel de Apis mellifera

2.4.1 — Definicdo de acordo com a legislacédo do Brasil
Segundo a Instrucdo normativa n°11 de 20 de outubro de 2000, Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2000), que dispde a respeito do

regulamento técnico de identidade e qualidade do mel:

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

da colmeia.’

A norma vigente de qualidade e identidade do mel, que nao se aplica as espécies
nativas de abelhas que também produzem mel, que é consumido por povos americanos
desde a antiguidade, e no Brasil até a introducdo de espécies europeias no periodo
colonial (WIESE, 1995). Nas ultimas décadas, tem crescido o interesse cientifico neste
produto, dito mel de meliponineos onde diversos géneros sdo produtores desse tipo de
mel, as chamadas abelhas nativas sem ferrdo, a fim de elucidar suas composicdes e
estabelecer parametros de identidade e qualidade desses méis, cujo uso na medicina
popular tradicional os consagra por suas aplicabilidades terapéuticas (CARVALHO et
al., 2005). Meliponineos apresentam uma produtividade inferior a A. mellifera, porém,
esses méis geralmente tém sabor diferenciado e bastante aromético, com um alto valor
agregado ao produto.

O mel produzido por A. mellifera € resultado da transformacdo quimica e
enzimatica feita pelas abelhas meliferas, a partir do néctar de flores e/ou outras partes
de plantas ou da secrecdo de insetos que se alimentam desses exsudatos das plantas
(BRASIL, 2000). O mel obtido a partir das secrecdes de plantas ou excrecdo de insetos
sugadores de partes vivas das plantas de insetos é conhecido como mel de melato
(CAMPOS et al., 2003).
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Méis florais sdo classificados de acordo com a florada utilizada como substrato
pelas abelhas, assim pode ser monofloral ou silvestre (multifloral ou polifloral) a partir
do contelido de pdlen de determinada origem que apresenta. Méis ditos monoflorais sdo
aqueles que contém acima de 45% de pdélen proveniente de uma Unica espécie (MATEO
e BOSH-REIG,1998), ficando restritos aos periodos de floracdo da espécie de interesse.
O mel silvestre é aquele que ndo possui predominancia de uma Unica espécie floral,
sendo elas nativas, apresentando maior variabilidade durante o ano e caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais mais diversificadas (BERA, 2010).

A caracterizacdo do mel de acordo com a presenca dos tipos polinicos é
denominada analise melissopalinolégica, que identifica os pdlens presentes nos méis,
0 que traz informacBes a respeito da preferéncia floristica das abelhas, além de ser
indicativo da vegetacdo apicola de determinada regido e também os periodos de
producdo de néctar pelas espécies utilizadas como substrato. (BARTH, 1989; DUTRA
e BARTH, 1997; BARTH 2005).

Para classificacdo do mel de acordo com origem boténica do poélen, & necessaria
confeccdo de laminas para microscopia, apos preparacao adequada do mel, e de acordo
com Louveaux e colaboradores (1978) acima de 45% de um tipo de pdlen é classificado
como poélen dominante (méis monoflorais), de 15 a 45%, trata-se de pélen acessorio, de
3 a 15% é pdlen isolado importante e de 3 a 1% de ocorréncia, trata-se de pélen
ocasional, abaixo de 1%, trata-se de pdlen traco, cuja presenca estd associada a
pequenas quantidades que aderem ao corpo das abelhas. A analise polinica nos méis
€ de grande importancia no controle de qualidade desse alimento, através dela
comprova-se a procedéncia e é possivel detectar adulteracbes (SODRE et al., 2011).
Trata-se de um importante parametro de qualidade para o mel de abelhas, porém ndo
exigido pela atual legislagdo e o produtor ndo se vé obrigado a realizar a andlise
melissopalinoldgica, podendo levar ao consumidor uma informacéo defasada a respeito
da origem boténica do mel comercializado.

O mel é um alimento cujo consumo geralmente é in natura, tornando
indispensavel os cuidados durante a colheita e extracdo, considerando que ndo havera
nenhum processo capaz de eliminar ou reduzir micro-organismos patogénicos ou
deteriorantes, se estiverem no produto. A falta de cuidado pode comprometer a
qualidade, influenciando indiretamente a composicéo fisico-quimica do mel de forma
irreversivel, comprometendo sua seguranca (BRASIL, 1985).

Vale ressaltar que a colheita é a primeira fase critica para o alcance da qualidade
total, sendo o inicio de um longo processo onde o mel fica vulneravel, em relacéo as
condicBes ambientais, de manipulacdo, equipamentos e instalacdes, até que o produto

chegue ao consumidor final (CAMARGO, 2002). Boas praticas de fabricacao (BPF) séo
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um conjunto de principios e regras para o correto manuseio dos alimentos, que devem
ser aplicados desde a origem da matéria-prima, as condi¢cbes de higiene (dos
manipuladores, do ambiente de processamento, instalacbes e equipamentos),
processamento, os procedimentos de limpeza e desinfec¢do, o controle integrado de
pragas (CIP) e as condi¢Bes de armazenamento e transporte da matéria-prima e dos
produtos acabados, sempre buscando garantir a seguranca alimentar dos
consumidores. E possivel verificar se houve um processamento adequado do mel
através dos parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos apresentados, uma vez que o
processamento interfere diretamente na qualidade do produto final (ALVES et al., 2013).

Embora o mel seja um produto que em funcao de suas caracteristicas fisicas e
quimicas ndo apresente alta susceptibilidade a proliferacdo de micro-organismos,
fatores externos (ambientais, condigées de manipulacdo e estocagem) pode influenciar
negativamente na sua qualidade final (PEREIRA et al., 2003; SILVA, 2007, ALVES,
2013).
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2.4 2 — Composicdo do mel

Segundo a Instrugcdo normativa n°11 de 20 de outubro de 2000, Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2000), o mel deve apresentar
parametros de padrdo de identidade e qualidade para que este produto esteja adequado

ao consumo e comercializacdo, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos de identidade e qualidade de mel de abelhas
Apis mellifera para mel floral (BRASIL, 2000).

Parametro Mel Floral
Umidade (g .100 g%) Max. 20
Aclcares Redutores (g .100 g%) Min. 65
Sacarose Aparente (g .100 g?1) Max. 6
Sélidos Insollveis (g .100 g?) Max. 0,1
Minerais (g .100 g ) Max. 0,6
Acidez (mEq/Kg) Max. 50
indice de Diastase na escala de Gothe Min. 8 DN
indice de Diastase se HMF | a 15 Min. 3 DN
Hidroximetilfurfural (mg/Kg) Max. 60

O mel é composto, majoritariamente por acuUcares (diversos mono e
oligossacarideos), e de 85 a 95% do conteludo de carboidratos é principalmente glicose
e frutose, numa proporcao ligeiramente maior de frutose 1,2:1 de glicose (CRANE,
1975), tais monossacarideos, devem perfazer pelo menos 65% da composi¢cédo do mel
comercializado no pais. A cristalizacdo é um processo que resulta no aumento
acentuado na viscosidade do produto e esta relacionado ao contetdo de glicose: acima
de 30% do conteldo de carboidratos totais, existe a tendéncia de que o produto
cristalize, fator que diminui o interesse do consumidor (CRANE, 1987).

A sacarose presente no mel geralmente encontra-se, segundo Crane (1975) em
média, 1,5% de massa, sendo que a legislagéo brasileira limita sua presenca em no
maximo 6%, e 15% para mel de melato (BRASIL, 2000). A presenca de sacarose acima
do permitido pode indicar acdo fraudulenta do produto pela adicdo de xaropes ricos
nesse tipo de acucar, alimentacao artificial das abelhas (MENDES et al., 1998), ou
mesmo colheita do mel ainda ndo maduro, que ndo sofreu transformacao ideal pelas
enzimas presentes no mel (AZEREDO et al., 1999).

O teor de umidade é um parametro de extrema importancia para o mel, pois esta
relacionado a sua estabilidade e durabilidade, e quanto maior no produto, maior a

probabilidade de haver fermentacdo durante o armazenamento (BOGDANOV et
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al.,1997). A legislacdo vigente determina o maximo de 20% de umidade nos méis
comercializados, Brasil (2000), e quanto menor, maior € sua estabilidade microbiolégica,
e, portanto, maior tende a ser sua vida de prateleira, se mantido em condi¢bes
apropriadas. Altos teores de umidade no mel também contribuem para o aumento da
acidez, e indiretamente o aumento dos niveis de hidroximetilfurfural, formado a partir da
desidratacdo acida dos monossacarideos presentes (BERA, 2004).

A acidez do mel deve-se a presenca de acidos orgéanicos, que podem variar em
teor e composicdo pelas diferentes fontes de néctar, atividade da enzima glicose-
oxidase que origina o acido glucdnico e conteido de minerais (TERRAB, 2003).
Segundo a normativa, Brasil (2000), o maximo permitido é de 50 mEqg.Kg?, teores de
acidez acima do preconizado costumam indicar uma menor qualidade microbiolégica do
produto, resultantes da colheita, processamento e/ou armazenamento inadequados do
produto, fatores que desencadeiam perda nutricional e menor seguranga do alimento ao
ser consumido ou até mesmo indicativo de fraudes no mel.

O pH do mel, é um parametro de qualidade o qual n&o € exigido pela legislacao,
pois ja é feita a analise de acidez que é reflexo do pH no mel, mas representa um
parametro auxiliar para avaliagdo de identidade e qualidade (CORBELLA e
COZZOLINO, 2006). Dessa forma, um mel dentro das condi¢fes ideais de producéo e
consumo apresenta pH acido, compreendido na faixa de 3,3 a 4,6, que € reflexo de sua
composicao fisico-quimica. Méis que apresentam pH fora da faixa recomendada podem
apresentar outros indicios de fraudes ou mesmo que a qualidade microbiol6gica nao é
boa, uma vez que podem estar em processo de fermentacdo (TERRAB et al., 2004).

Sdlidos insolUveis séo residuos presentes no mel que sao insollveis em agua,
de acordo com a metodologia de analise, como pequenas sujidades de carater
hidrofébico, residuos de cera e partes minasculas que se desprendem do corpo das
abelhas. Segundo Brasil (2000) a quantidade maxima deve ser de até 0,1 g.100 g2, ou
0,1% de massa total. indices acima do exigido, indicam falhas no processamento do
produto, como na centrifugacao, filtracdo, decantacdo ou mesmo contaminacao pos-
processamento, o que configura um desvio de qualidade do produto (SANTOS e
OLIVEIRA, 2013). Este critério esta relacionado ao tipo de processamento envolvido, ao
passo que a centrifugacéo resulta em valores de sdlidos insoluveis bem inferiores ao
limite maximo fixado pela legislacdo brasileira, sendo uma tendéncia mundial a
diminui¢cdo do teor maximo permitido em méis processados que passam pela etapa de
centrifugacéo (ALMEIDA-MURADIAN e PENTEADO, 2015).

A partir desses parametros, € possivel verificar a qualidade do produto além de
detectar possiveis fraudes e adulteracées, como a mais conhecida, a adicdo de xaropes
ou acucares ao mel (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005), que é facilimente
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detectada pela presenca acima do permitido pela legislacdo de sacarose e
hidroximetilfurfural (HMF). Este dltimo trata-se de um composto encontrado
naturalmente no mel, resultante da transformacao de acUcares presentes, havendo
variacdo da concentragdo de acordo com a florada de origem, aquecimento excessivo,
um produto antigo ou mesmo aqueles que sdo mal processados e/ou armazenados, que
resulta no aumento da acidez e em consequéncia dos teores de HMF, além de quando
h& adicao fraudulenta de aclcares e xaropes (MELO et al., 2003).

Para a Unido Europeia e o Codex Alimentarius, o teor maximo do HMF no mel
deve ser de no maximo 40 mg por quilo do produto e para méis produzidos em climas
tropicais esse valor pode chegar até 80 mg.kg?, temperaturas acima de 30°C tendem a
formar com maior rapidez HMF e a legislacdo brasileira fixa 0 maximo em 60 mg por
quilo de mel (FERREIRA et al., 2014). O estudo do HMF tem recebido bastante atengéo
da comunidade cientifica por estar presente em outros alimentos, e por ser um composto
que apresenta atividade genotoéxica, citotoxica, mutagénica e carcinogénica (SILVA et
al., 2008; LEMOS et al., 2010; FERREIRA et al., 2014).

Segundo Melo e colaboradores (2003) a composic¢éo fisico-quimica dos méis é
resultado da acdo enzimatica sobre o substrato utilizado pelas abelhas. Sdo enzimas
contidas no néctar proveniente das plantas e também aquelas incorporadas pelas
proprias abelhas no processo de formacdo do mel, responsaveis por caracteres fisico-
quimicos e nutricionais do produto, ndo somente durante sua producdo como também
durante o armazenamento. A atividade da enzima diastase (amilase) esta relacionada
ao teor de sacarose no mel, sendo responsavel pela transformacdo de cerca de trés
gquartos da sacarose em glicose e frutose, dessa forma, quanto mais antigo for o produto,
menor tende a ser o contetido de sacarose devido a acéo da diastase. E um parametro
de identidade e qualidade do mel, pois a partir da afericdo da atividade da enzima, &
possivel saber se houve aguecimento excessivo, por ser termolabil, ou armazenamento
inadequado e/ou prolongado, uma vez que a diastase se deteriora com o tempo.

A legislacdo prevé, ainda, testes complementares para verificagdo de possiveis
fraudes em méis, sendo eles: reacé@o de Fiehe, Lund e Lugol. O teste de Fiehe tem a
finalidade de indicar a presenca de compostos oriundos do superaqguecimento de
acucares, apontando uma possivel adulteragdo do mel pela adi¢cdo de xaropes, uma vez
gue detecta através de andlise qualitativa o HMF em excesso na amostra. A reagéo de
lugol aponta a adicdo de amido e dextrinas ao produto e Lund detecta substancias
albuminoides que sdo naturais no mel, provenientes do néctar que precipitam ao
reagirem com a solucao de 4cido tanico. A partir dessas analises é possivel saber se a

amostra de fato é mel de abelhas, ou se houve adulteracdo do produto durante o
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processamento, ambos casos sao fraudes e lesam o consumidor que compra o produto
como mel de abelhas (BRASIL, 2000).

A normativa determina também a presenca obrigatéria de graos de polen,
auséncia de aditivos e indicios de fermentacdo (BRASIL, 2000). Também fixa limites
méaximos para contaminantes organicos e inorganicos (BRASIL, 2013) e a Normas
Higiénico-sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para
Estabelecimentos/Elaboradores/Industrializadores de Alimentos, segundo a portaria
368 de 1997 (BRASIL, 1997). Desde 2001, o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento normatizou os regulamentos técnicos de qualidade e identidade de
outros produtos apicolas produzidos pela Apis mellifera, sendo eles: apitoxina, cera de
abelhas, pdélen apicola, geleia real fresca e liofilizada, propolis e extrato da prépolis,
através da Instrucdo Normativa nimero 3, de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).
S&o produtos antes encarados como secundarios na apicultura, mas que possuem alto

valor agregado além de um mercado em franca expanséao.

2.4.3 — Micronutrientes do mel

O mel possui micronutrientes em sua composicdo, derivados dos néctares e
exsudatos das plantas visitadas pelas abelhas, resultantes do metabolismo secundario
das mesmas, e também de enzimas secretadas pelas abelhas. Tais microelementos
estao relacionados com as atividades terapéuticas atribuidas ao mel, tanto as atividades
antioxidante como a antimicrobiana (SILVA et al., 2006).

Os acidos organicos presentes no mel sdo os que ddo as caracteristicas mais
marcantes do sabor (SILVA et al., 2006) sendo encontrados em maiores concentracdes
os &cidos glucbnico e citrico, mas encontra-se também os acidos acético, butirico, folico,
férmico, latico e succinico, cujas concentragfes variam e dédo a estabilidade do mel
(PEREIRA et al., 2003), além disso, cerca de 80 compostos de diferentes classes
organicas também contribuem para a cor (presenca de pigmentos como antocianinas e
carotenoides), aroma e sabor (BOGDANOV et al., 2000).

Os pigmentos do mel pertencem as classes dos carotenoides, antocianinas e
flavonas. Os niveis de beta-carotenoides em algumas variedades de mel variam de 1,49
a 183,07 g.100 g, segundo levantamento de Silva e colaboradores (2006).

Apesar de baixo, a composicdo média de aminodcidos no mel é de
aproximadamente 175 mg.100 g%, sendo em até 49% de prolina, que aparece em maior
propor¢cao. O contetdo proteico em méis esta relacionado a presenca de enzimas que
sdo responsaveis pelas caracteristicas fisico-quimicas do mel, sendo as principais:

invertase, diastase (amilase), glicose-oxidade, catalase e fosfatase. (SILVA et al., 2006).



21

Os teores médios de minerais e vitaminas nos méis sdo considerados baixos em
relacdo a outros componentes presentes nos méis, porém a ingestdo das vitaminas e
minerais neles presentes estdo associadas a diversas fun¢des organicas, além de

contribuirem para estabilidade fisico-quimica do mel e estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo média de minerais e vitaminas no mel de abelhas Apis
mellifera.

Minerais Teor mg.100 g+ Vitaminas Teor mg.100 g+
Célcio 6 Acido ascérbico 0,5
Cobre 0,036 Acido pant. 0,068
Ferro 0,42 Niacina 0,121
Fosforo 4 Piridina 0,024
Magnésio 2 Riboflavina 0,038
Manganés 0,080 Folato total 2
Potéassio 52

Selénio 0,8

Saédio 4

Zinco 0,22

Fonte: USDA (United States Department of Agriculture) — adaptado de SILVA et al., (2006)

O teor de minerais (cinzas) no mel é reflexo do perfil e da quantidade de minerais
presentes no solo que fazem parte da composi¢do do néctar utilizado como substrato
pelas abelhas (ARAUJO et al., 2006). Os minerais presentes no mel, tal qual suas
concentragdes podem indicar a origem botanica do produto (ALQARNI et al., 2012).
Diferentemente de outros componentes do mel, os minerais ndo sédo degradaveis,
permanecem estaveis a diversos fatores que degradam diversas substancias nele
presentes, como aqguecimento excessivo, pH extremos, luz, agentes oxidantes, entre
outros (DAMODARAM et al., 2010).

A legislacédo fixa o maximo em 0,6 g.100 g* (0,6% da composicédo), segundo
Brasil (2000). Amostras que apresentam teor de cinzas acima do maximo preconizado
podem indicar adulteracdo do mel ou falta de higiene na extracdo ou beneficiamento,
uma vez que existe a possibilidade de contaminacdo com residuos inorganicos
(CARDOSO FILHO et al., 2012).

O mel possui em sua composicao, varios minerais, 0s quais sdo elementos
necessarios ao organismo (diversos processos metabdlicos sdo dependentes de
minerais), com destaque para potassio e magnésio, onde existe uma alta correlacdo
entre esses dois elementos, segundo United States Department of Agriculture (USDA,

2006). E possivel encontrar no mel outros minerais, como sédio, célcio, fosforo, ferro,
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manganés, cobalto e cobre, e em func¢éo da presenca e concentracédo de minerais, pode
ser considerado um repositor eletrolitico no organismo humano (SILVA et al., 2006).

O mel ndo é considerado rico em vitaminas, contendo apenas tracos desses
nutrientes, em resumo, principalmente as vitaminas A, B2, C e B6 (SILVA et al., 2006).
Apesar de baixo, o teor de vitaminas no mel é preservado gracas ao pH acido (BONTE,
DESMOULIERE, 2013). Porém ha uma degradaco significativa do contetdo vitaminico
do mel no processo de filtracao, pela retirada do pélen, além de oxidacdo das mesmas
durante todo o processo de beneficiamento. A vitamina C além de sofrer oxidacdo com
0 aumento da aeracdo do mel, é sensivel ao peroxido de hidrogénio, produzido por
enzimas presentes no mel, e também a acao da glicose-oxidase, outra enzima presente
no mel (CIULU et al., 2011). Trata-se da neutralizacdo dos radicais livres produzidos
pelas enzimas, com funcdo antimicrobiana no mel pela vitamina C, caracteristica
funcional da vitamina.

Alguns parametros apresentam variabilidade bastante acentuada dependendo
da florada, época e regido de producéo. A cor varia muito, podendo ir do amarelo
esmaecido a pardo-escura, assim como o sabor pode ser caracteristico da florada de
origem (SILVA et al., 2004; WIESE, 1986). Ou seja, esses fatores sdo preponderantes
nos caracteres organolépticos do produto e presencal/teor de compostos que estdo
relacionados as atividades terapéuticas do mel.

Outros fatores, como processamento e armazenamento também estao
relacionados a cor do mel, uma vez que no armazenamento (a composicao fisico-
guimica, e condicbes de armazenamento) existe a tendéncia de escurecimento,
paralelamente com a mudanca de outras caracteristicas organolépticas (AUBERT e
GONNET, 1983). A cor, juntamente com sabor e aroma estdo relacionados a
composi¢do oriunda das floradas, e muitos acreditam que a relagédo entre cor e sabor
seja de que quanto mais escuro € o mel, mais sera seu sabor, ao passo que méis mais
claro estdo associados a sabores mais suaves (WOOTTON et al., 1976; GONZALES et
al., 1999; MORETI et al., 2006).

Para Crane (1983), méis mais claros possuem maior aceitacdo no mercado
global, e em funcéo disso, maior valor agregado ao produto. Méis cristalizados tendem
a parecer mais claros em funcdo do esmaecimento favorecido pela rede cristalina
formada. E possivel classificar o mel de acordo com sua coloracdo através de uma
escala, denominada Pfund, de acordo com absorbancia media em espectrofotometria
na regiao do visivel.

Para Lacerda et al (2010) méis com coloracdo mais escura possuem maior teor
de compostos fendlicos, cujo papel na satde humana é muito importante uma vez que

tais compostos apresentam atividade antioxidante e antimicrobiana.
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2.4.4 — Propriedades funcionais - Atividade antioxidante do mel

Alimentos funcionais sdo aqueles que além de nutritivos, possuem moléculas
com efeitos bioativos que atuam beneficamente em uma ou mais fungdes no organismo,
de forma que atuam tanto na manuten¢do do estado de salde e bem-estar, como na
prevencado de doencas (ROBERFROID, 2002; MORAES, COLLA, 2006).

O papel dos antioxidantes na salde esta no sequestro e neutralizacdo de
radicais livres produzidos no organismo quando h& um desequilibrio na geracdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN, respectivamente), por diversos
motivos, desde pré-disposicao genética, até exposicao a fatores que favorecam reacdes
oxidativas (tabagismo, alcoolismo, estresse, ma alimentag¢éo, compostos quimicos), que
agem de maneira danosa no organismo, associadas a iniUmeras patologias, alguns tipos
de cancer, problemas cardiacos, neuroldgicos, envelhecimento precoce dentre outros
(LOPEZ-ALARCON e DENICOLA, 2013).

De acordo com Jones (2006), um bom antioxidante € o composto capaz que de
neutralizar as espécies reativas radicalares e também atua como estimulante da
expressao génica de enzimas enddgenas antioxidantes, como por exemplo a catalase,
superéxido-dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, entre outras. A
presenca destes compostos no mel de abelhas depende ndo somente do tipo da florada
de origem, como também de fatores edafocliméaticos que interferem diretamente na
producdo desse tipo de substancia, que é proveniente do metabolismo secundério das
plantas. Assim, a presenca de antioxidantes enziméticos como a glucose oxidase
(secretada pelas abelhas) e os ndo enzimaticos como derivados de carotenoides,
compostos fendlicos, flavonoides e vitaminas dependem do substrato utilizado pelas
abelhas (SMCHRAM et al., 2003).

As vitaminas, além de desempenharem papel importante no metabolismo, agem
como antioxidantes. O acido ascérbico neutraliza compostos radicalares, doando
elétrons a essas espécies reativas neutralizando-as, impedindo assim que iniciem
reacbes em cadeia de peroxidacdo lipidica, protegendo os tecidos. Essa vitamina
também possui a capacidade de regenerar outros antioxidantes, ativando-os para que
possam exercer seu papel, como a vitamina E, o g-caroteno, flavonoides, o complexo
enzimatico glutationa, havendo ainda, evidéncias de sua a¢éo na integridade do tecido
vascular, tdnus muscular, no metabolismo lipidico e na regulacdo da pressao arterial
(BATLOUNI, 1997; RIQUE et al., 2002; BONI et al., 2010).

Os compostos fendlicos presentes no mel (acidos fendlicos e flavonoides) sao

excelentes captadores de radicais peroxil, produzidos nas células, séo capazes ainda
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de quelar ions férricos, que catalisam reagfes de peroxidacao de lipidios componentes
das células e possuem alta biodisponibilidade na por¢cao aquosa do sangue, o plasma
(SCHRAMM et al., 2003).

Em méis monoflorais (flor de laranjeira) e silvestres provenientes de cidades dos
estados do Rio de janeiro e S&o Paulo foram identificados varios compostos fendlicos
como: acido galico, acido p-hidroxibenzéico, acido p-cumarico, acido protocatequinico,
acido siringico, acido vanilico, acido cindmico, acido p-metdxicindmico, acido sinapico,
isoquercetina, rutina, morina, quercetina em diferentes concentracdes dependendo da
origem floral. O que mostra a riqgueza de componentes do mel de abelhas e o potencial
para melhorar a saude, prevenindo e tratando diversas doencas, sendo que os silvestres
apresentaram potencial antioxidante (nos ensaios com radical livre estavel DPPH e

através de FRAP) superior aos monoflorais. (LIANDA et al., 2012).

2.4.5 — Atividade antimicrobiana do mel

Segundo levantamento de Silva et al (2006), as propriedades terapéuticas do
mel séo reconhecidas desde a antiguidade, e sua utilizacdo sempre esteve associada a
inimeras formas de tratamento de varias condic¢des clinicas. Trata-se de um eficiente
repositor de glicose na reidratacdo, auxiliando a absor¢cdo de agua e sddio, em casos
de diarreias e gastroenterites em adultos e criancas. Ha também evidéncias de sua acdo
antinflamatdria e reparadora de tecidos, no trato digestivo, respiratério, oral e ocular,
com ac¢des antibacterianas e antifungicas reconhecidas por diversos estudos cientificos.

Na ultima década cresceu a preocupacao com a resisténcia bacteriana frente
aos antibioticos, uma vez que o uso indiscriminado e irracional promove a sele¢cdo de
cepas resistentes, e em alguns casos tornando escasso as opgdes de tratamento para
determinadas infeccdes (GUIMARAES et al., 2010). Diversos fatores intrinsecos do mel
estdo associados a sua atividade antimicrobiana e varios microrganismos sao sensiveis
a méis, portanto trata-se de uma alternativa natural aos antibiéticos comumente
utilizados, os quais apresentam um risco aumentado de estimularem resisténcia pelo
uso indiscriminado e irracional.

O uso do mel, em detrimento ao uso do agucar comum (alto valor caldrico e baixo
valor nutritivo), € bastante recomendavel quando leva-se em conta ndo somente o teor
calorico, como também os beneficios nutritivos do alimento, tanto as funcionais e
também terapéuticas. De acordo com levantamento realizado por SILVA et al. (2006),
0os méis de abelhas africanizadas tém sido recomendados para diabéticos, para

distarbios gastrointestinais como gastrite causada por Helicobacter pillory, Ulceras,
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como prebidtico intestinal, para feridas e afec¢cbes na pele dentre outras aplicacfes
terapéuticas.

A atividade antimicrobiana do mel estd relacionada a varias qualidades do
alimento. Sua baixa atividade de 4gua, aliada a alta pressdo osmética, pH baixo, alta
viscosidade, baixo conteudo proteico, atividade enzimatica e presenca de minerais que
gera espécies radicalares capazes de atacar a membrana celular de microrganismos,
além de compostos com carater antimicrobiano s&o responsaveis por essa
caracteristica no mel (TAORMINA et al., 2001; SILVA et al., 2006). Para Molan (1999),
o mel sendo uma solucdo supersaturada de acuUcares que condiciona uma baixa
atividade de agua, com carater acido, o torna um ambiente desfavoravel para inimeros
patégenos.

Algumas substancias presentes no mel, embora em pequenas gquantidades
também apresentam atividade antimicrobiana, sendo elas: pinocebrina, terpenos, alcool
benzol, &cido 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzeno; metil-3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzoato;
acido  3,4,5-trimetoxibenzoico; acido  2-hidroxi-3-penilpropribnico;  acido  2-
hidroxibenzoico e 1,4-dihidroxibenzeno (SILVA et al., 2006).

Segundo Miraglio (2003), inUmeras cepas bacterianas apresentaram
sensibilidade a testes com méis, sendo elas: Bacillus anthracis, Corynebacterium
diphtherine Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Pateurella multocida, Proteus species,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella species, Salmonella cholerae, Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Shigella species, Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Vibrio cholerae.

Para Silva et al. (2006), a utilizagdo do mel configura um nicho para a prevengéo
e tratamento das doencgas causadas por microrganismos, e também seu uso enquanto
adjuvante tecnologico na industria alimenticia na substituigdo ou associagcdo de
substancias cuja finalidade é proteger o alimento de patégenos que podem contaminar

0 mesmo.

2.4.6. — Microrganismos patogénicos causadores de doengas veiculadas por

alimentos

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva esférica, que ocorre em
conglomerados que se assemelham a cachos de uva, patégeno associado a diversas
doencas, desde infeccbes sistémicas potencialmente fatais, infeccbes cutaneas,

oportunistas, e intoxicacdo alimentar, devido a sua alta viruléncia (LOWY, 1998).Existe
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uma crescente preocupacdo com as linhagens que ja apresentam resisténcia a
meticilina, droga de escolha para o tratamento de algumas doencas causadas pela
bactéria em ambito hospitalar (BAZONI, 2012). O estudo de Miraglio (2003) apontou a
suscetibilidade de algumas cepas de S. aureus frente a méis, o que torna uma
alternativa de tratamento ou prevencgao de infec¢Oes causadas por esse agente.

Escherichia coli, é a mais representativa espécie dentre o grupo de bactérias
comumente designadas coliformes fecais, estd relacionada a infec¢cbes no trato
urogenital (70% a 90%) e também 50% das infec¢Bes hospitalares (KORB et al., 2013).
A infeccao por E. coli também é considerada uma doenca veiculada por alimentos uma
vez que em funcao da falta de higiene na manipulacdo de alimentos por parte da pessoa
que manipula diretamente o produto.

As salmonelas (Salmonella spp.) pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo
que, morfologicamente, sdo bastonetes Gram negativos. As espécies pertencentes e
este género estdo associadas a doengas veiculadas por alimentos, infec¢cdes causadas
em grande parte por servicos que manipulam alimentos, configurando problemas na
higiene na manipulacéo, sendo um problema de saude publica (PINTO et al., 2004).

A utilizacdo do mel frente a cepas sensiveis é uma alternativa interessante para
indastria de alimentos, uma vez que as cepas bacterianas do presente estudo estédo
relacionadas a doencas veiculadas por alimentos, havendo a possibilidade de ser
utilizado como um conservante natural além de agregar outros compostos de interesse

para saude aos produtos acrescidos de mel, com essa finalidade.
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3. Objetivos

3.1 — Objetivo geral

Avaliar méis produzidos no estado de Mato Grosso do Sul, quanto a
caracterizacao fisico-quimica, compostos bioativos e atividade antimicrobiana.

3.2 — Objetivos especificos

- Determinar os parametros fisicos e quimicos nos méis e comparar com 0s
exigidos pela Instrucdo Normativa numero 11 de 20 de outubro de 2000 que dispde a
respeito do regulamento técnico de Identidade e Qualidade do mel de abelhas de Apis
mellifera.

- Determinar a cor dos méis do estudo, e classifica-los de acordo com a
coloracdo apresentada.

- Determinar os tipos polinicos presente nas amostras, e classifica-los de acordo
com seu conteudo de polen.

- Quantificar a capacidade inibitéria em 50% do radical livre DPPH em extratos
aquosos acidificados, assim como os teores de compostos fendlicos sollveis em agua
e taninos presentes nos diferentes méis analisados.

- Avaliar a atividade antimicrobiana das amostras de mel frente a trés
microrganismos associados a doencgas veiculadas por alimentos sendo elas:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella sp. Além da quantificacdo das
concentra¢cdes minimas inibitérias (CIM) e concentracdes minimas (CBM) bactericidas

das amostras frente as cepas bacterianas deste estudo.
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4. Metodologia

4.1 — Material

No entreposto Vovd Pedro, em Campo Grande/MS foram obtidos os tipos
monoflorais (informagéo da florada predominante no rétulo) de cip6-uva (Figura 1),
aroeira (Figura 2) e mel silvestre (Figura 3), recebidas em novembro de 2015, e na
AgroHB mel silvestre (Figura 4) beneficiado em Bodoquena/MS, recebidas em margo
de 2016, com trés amostras de cada tipo de mel, pertencentes a um mesmo lote cada,
gque foram encaminhadas para a Unidade de Tecnologia de Alimentos e Saude Publica
(UTASP/CCBS) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

As amostras foram recebidas em embalagens plasticas de polietileno rotuladas
(com excecdo das amostras de mel silvestre de Bodoquena) e prontas para
comercializagdo, onde foram todas acondicionadas em caixa de isopor higienizada,
mantidas nas embalagens originais, e armazenadas em sala com temperatura

climatizada em torno de 20°C, sem fonte de luz direta até o momento das andalises.

R

¥
o

DEZ17.

VAL

1
E
|
|

Figura 1 — Amostras de méis monofloral de Cip6-uva, cedidas pelo apiario Vovd Pedro (Campo
Grande — MS). No estudo cada amostra foi nomeada CP1, CP2 e CP3.
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Figura 2 — Amostras de méis monofloral de Aroeira, cedidas peloapiério Vovb Pedro (Campo

Grande — MS). No estudo cada amostra foi nomeada Al, A2 e A3.

Vovd Pedro (Campo Grande — MS).

ario

SCG2 e SCG3.

cedidas pelo api

— Amostras de méis Silvestres
No estudo cada amostra foi nomeada SCG1

Figura 3



30

Figura 4 — Amostras de méis silvestres, cedidas pela Agro HB (Bodoquena — MS). No estudo
cada amostra foi nomeada SBDQ1, SBDQ2 e SBDQ3.

4.2 — Andlises fisico-quimicas

4.2.1 — Umidade

Determinou-se os teores de umidade e de sélidos soluveis do mel foram obtidos
por meio do refratbmetro de Abbé marca PZO RL3 com temperatura corrigido para 20°C
na tabela de Chataway. O conteldo de umidade correspondente foi obtido através da
tabela 969.38 da AOAC (1997), a qual relaciona o indice de refracdo com o conteudo
de agua, sendo expresso em porcentagem.

4.2.2 — Cinzas (minerais)

Foi determinado por gravimetria apos a calcinagdo da amostra em mufla marca
FANEM modelo 42 a temperatura de 650°C, de acordo com o método 920.181 (AOAC,
1997).



31

4.2.3 — Glicidios redutores, em glicose

Os glicidios redutores em glicose foram determinados pelo método de Lane-
Eynon, utilizando o reativo de Fehling padronizado, conforme técnica 4.13.2 do Instituto
Adolfo Lutz (BRASIL, 2005).

4.2.4 — Glicidios ndo-redutores, em sacarose

Os teores de glicidios ndo redutores, em sacarose foram determinados apos
hidrélise acida da amostra em meio aquoso, e em seguida utilizando o reativo de Fehling
para titulagdo, por meio da técnica 4.13.3 do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005).

4.2.5 — Determinacéao de valor de pH
Pesou-se 10 gramas de amostra de mel diluidos em 75 mL de 4gua destilada
isenta de CO,, e a leitura feita em potencibmetro marca Analyser. O procedimento

analitico adotado encontra-se descrito no método 962.19 (AOAC, 1997).

4.2.6 — Teor de acidez

Este método baseia-se na determinagdo da acidez obtida da titulagdo com
hidréxido de sddio até o ponto de equivaléncia. Pesou-se 10 g da amostra em um béquer
de 250 mL, foi adicionado 75 mL de agua destilada neutralizada, onde se inseriu, com
agitacdo constante, o eletrodo do potenciébmetro da marca Analyser na solucéo e foi
titulado com solucéo de hidréxido de sddio 0,05 N até que se alcancou o pH 8,5. Essa
metodologia esta descrita em 964.19 (AOAC, 1995).

4.2.7 — Teor de Hidroximetilfurfural (HMF)

Trata-se de um método quantitativo baseado na determinacéo de 5-hidroxi-metil-
furano-2-carbaldeido (HMF), utilizando-se espectrofotometria na regido do UV (284 e
336nm). Conforme 980.23 (AOAC, 1995).

4.2.8 — Sélidos insolaveis em agua
E possivel determinar o teor de sélidos insolGveis em agua presentes no mel,

através de método gravimétrico, cuja metodologia esta descrita pela (CAC 1990).

4.2.9 — Métodos de deteccao de fraudes: reacfes de Lund e Lugol

S&o metodologias descritas por Brasil (1978), sendo Lund a deteccdo de
compostos naturais em méis florais e lugol a deteccdao de amidos ou dextrinas
adicionadas fraudulosamente ao mel.

4.2.10 — Atividade da enzima diastasica (método qualitativo)
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Foi verificada a atividade diastasica do mel, pelo método qualitativo, com diluigcdo
das amostras, adicdo de solugcdo de amido com posterior aquecimento, apds o periodo
necessario para reacdo sera adicionado lugol, que acusa a presenca do amido caso a
enzima nao esteja funcional (LANARA, 1981).

4.2.11 — Analise de cor

Para a determinacdo da cor das amostras, utilizou-se o método proposto por
Bianchi (1981), adaptado. Cada amostra foi diluida em agua ultrapura (dgua Milli-Q®),
obtendo-se uma solu¢édo a 50% (Mm/v), e apo6s a diluicdo, aguardou-se 15 minutos para
a realizacdo da leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 635 nm,
utilizando-se agua ultrapura como branco. Cada amostra foi analisada em triplicata e as
leituras obtidas foram classificadas de acordo com a escala de Pfund, conforme Tabela
3.

Tabela 3 — Classificacdo da coloragdo do mel de acordo com escala de Pfund.

Coloragéo Faixa de coloragéo (*) Escala de Pfund (mm)

Branco d’agua Até 0,030 la8

Extra branco de 0,030 ate0,060 9al7

Branco de 0,061 até 0,120 18 a 34

Extra &mbar claro de 0,121 até 0,188 35a50

Ambar claro de 0,189 até 0,440 51a85

Ambar de 0,441 até 0,945 86a1ll4
Ambar escuro acima de 0,945 acima de 114

(*) Leitura obtida através de espectrofotometria, apos preparagdo adequada do mel. (CAMARGO
et al.,2006) adaptada.

4.3 — Andlise melissopalinolégica

Para classificacdo das amostras e determinacao das origens polinicas, utilizou-
se uma adaptacao do método proposto por Jones e Bryant Jr. (2004), onde as amostras
passaram por tratamento acetolitico e sucessivas centrifugacdes para obtencdo de
precipitado concentrado de pdlen, que posteriormente foram fixadas em laminas de

vidro, para identificacdo botanica dos gréos de pélen presentes nas amostras.
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4.4 — Compostos bioativos

4.4.1 — Preparo das amostras para atividade antioxidante, fendis totais e taninos
Para o preparo dos extratos aquosos acidificados pesou-se em torno de trés
gramas de cada amostra com diluicdo em &gua acidificada em pH 2,0, (LIANDA et al.,
2012) e transferéncia para baldo volumétrico de 50 mL. A partir desses extratos, foram
realizadas as analises de compostos bioativos fendis totais e taninos e da atividade

antioxidante pelo método com utilizacdo de DPPH, em triplicata para cada amostra.

4.4.2 — Determinacdo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante em sequestrar radicais livres foi avaliada utilizando o
método fotocolorimétrico do radical livre estavel DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazila) (ALI
et al., 2009; MELO et al., 2006). O método se baseia ho sequestro do radical 1,1-difenil-
2-picril-hidrazila (DPPH) pelos antioxidantes, e leitura em espectrofotbmetro com
incidéncia de feixe de luz visivel no comprimento de onda de 517 nm. A partir dos
extratos aquosos acidificados foram preparados com 1800 pL de DPPH (0,004% m.v1)
e o volume final foi ajustado para 2000 pL. A capacidade de sequestrar radical livre é

expressa a partir do percentual de inibicdo de oxidagéo do radical livre DPPH.

4.4.3 — Quantificagcéo de fendis totais

A quantificagdo dos fendis totais foi realizada pelo método Folin-Ciocalteau
(SWAIN e HILLS, 1959), o qual envolve a reducao do reagente por compostos fendlicos
da amostra com a formac&o de um complexo azul detectados no comprimento de onda
de 760 nm (espectro visivel). Para leitura das amostras foram pipetados 0,5mL do
extrato aquoso acidificado e adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 2
mL de solug&o saturada de carbonato de sédio. Foi construida uma curva padrdo com
acido gdlico nas concentragées de 0,025; 0,075; 0,09; e 0,105 mg.mL™. As leituras foram
realizadas no comprimento de onda de 760 nm. Os resultados foram expressos em mg

de equivalente de acido galico em 100 g de amostra (mg EAG.100 g).

4.4.4 — Quantificacdo de taninos

O teor de taninos foi determinado por espectroscopia no comprimento de onda
de 760 nm por meio do reagente Folin-Denis (1AL, 2005), adaptado para menor consumo
de reagentes. Foi construida a curva de calibracdo a partir das concentracées de 0,04;
0,06; 0,08 e 0,1 mg mL* de &cido tanico com adicédo aos tubos de ensaio agua destilada,

0,5 mL de Folin-Denis e 1 mL de solucéo aquosa saturada de carbonato de sddio a 35%.
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Para o calculo do teor na amostra, 0,25 mL de extrato aquoso acidificado foi pipetado
juntamente com 4,0 mL de agua destilada, 0,25 mL de Folin-Denis e 0,5 mL de
carbonato de sodio 35%, com base nas absorbancias obtidas foi possivel calcular os
teores de taninos e resultados foram expressos em mg de equivalentes &cido tanico em
100 g de amostra (mg EAT.100 g).

4.4.5 — Quantificacdo de acido ascorbico (vitamina C)

Foi obtido o teor de acido ascérbico presente no mel através de titulometria por
meio do reagente 2,6-diclorofenolindofenol sddico a 0,2%, com utilizacdo de padrédo de
acido ascorbico cuja concentracdo conhecida é comparada a obtida na titulacdo das
amostras puras diluidas em solucdo aquosa de acido oxalico a 1% (AOAC,1995). Cada
amostra de mel foi analisada em duplicata, e os resultados, apo6s calculo de
concentracéo foram expressos em mg de acido ascorbico por 100 g de amostra de mel
(mg. 100 g1).

4.5 — Atividade antimicrobiana

Para verificagdo da atividade antibacteriana dos méis deste estudo, foi
necessario preparar o mel artificial, sendo controle negativo nas analises, preparado de
acordo com Khosravi et al. (2008), com a utilizacdo de agucares perfazendo 80% (m/v).

O antibiotico, controle positivo, foi preparado na concentracéo de 300 pg.mL?,
com agua ultrapura (dgua Milli-Q®), do farmaco azitromicina. Azitromicina (Azt) € uma
substancia de acao antimicrobiana, da classe dos macrolideos, com acao bactericida e
bacteriostatica (inibindo a sintese proteica em cepas bacterianas sensiveis), cujo
espectro de acdo é amplo, apresentando acdo antimicrobiana, ao menos in vitro, para

as cepas utilizadas no estudo.

4.5.1 — Teste de inibi¢cdo do crescimento bacteriano pela difusdo em agar

Preparou-se in6culo bacteriano das cepas de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella spp da American Type Culture
Collection (ATCC), cedidas pelo Instituto Fiocruz/RJ, de acordo com metodologia
proposta pela Clinical and Laboratory Standards Institute (2003). Selecionou-se de 2 a
3 colbnias das trés cepas isoladas em agar Muller-Hinton (HIMEDIA) e em seguida
diluidas em tubos de ensaio contendo solugédo salina a 0,85%, onde obteve-se a
turvacdo equivalente ao padrdo 0,5 da escala de MacFarland (Probac®),
correspondente a cerca de 1,5 x 108 UFC mL™, que foram semeadas em placas MH, e
em seguida foram confeccionados, com furador metalico autoclavado, pogos de 4 mm

de didmetro, para insercao de 50 puL das amostras dos méis puros em triplicata, 50 uL
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de azitromicina (300 pg.mL™) e 50 pL de mel artificial puro (controle negativo). Com
incubacado a 37°C pelo periodo de 24h, e posterior medi¢cdo dos halos de inibicdo de
crescimento bacteriano em mm, com utilizagdo de paquimetro (Western PRO®).

4.5.2 — Determinagéo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragéo
bactericida minima (CBM)

Foi utilizada a técnica de microdiluicdo em microplacas de 96 poc¢os, com fundo
em ‘U, de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (2006), com
adaptacOes. Para determinacdo da concentracdo minima necessaria para inibicdo do
crescimento bacteriano, aos pocos foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-Hinton,
MH (HIMEDIA), com inocula¢cdo de cada cepa bacteriana utilizada para cada amostra
separadamente, no volume de 10 pL (preparacdo descrita no item 4.5.1), adicdo das
amostras de mel e mel artificial, ambos diluidos em agua ultrapura, 50 pL, na
concentracédo de 500 mg mL*, cada amostra em duplicata onde procedeu-se a diluicdo
seriada de 1:1 até 1:512. Para o controle negativo, utilizou-se azitromicina (300 pg.mL"
1), nas mesmas condicdes das amostras (50 uL em diluicées seriadas 1:1 até 1:512),
em diferentes fileiras de pocos contendo o in6culo bacteriano para todas as cepas, e
ainda foram utilizadas duas fileiras de pocos contendo apenas o caldo MH para fins
comparativos, com posterior incubacédo a 36 £ 1°C, por 24h e leitura com revelador
resazurina (Inlab®), 30 puL na concentragdo de 100 pg.mL?, preparada também com
agua ultrapura, que indica atividade bacteriana pela cor, e apés 2h a coloracdo azul, é
indicio de auséncia de atividade bacteriana e rosea para presenca de compostos
bioquimicos que indicam metabolismo bacteriano (PALOMINO, et al., 2002).

Para determinagdo da concentracdo bactericida minima, foi inoculado 10 L da
menor concentracao inibitéria (CIM) encontrada, e do po¢o imediatamente anterior em
agar Mueller-Hinton (MH), onde a CBM foi considerada quando néo houve crescimento

bacteriano ap0s incubagéo em estufa bacteriolégica a 36 + 1°C.

4.6 — Andlise estatistica

A estatistica foi obtida a partir dos dados quantitativos resultantes das analises,
em triplicata para cada amostra, apresentada em média aritmética e desvio-padrdo, com
andlise de variancia (ANOVA de uma via) e pos-teste de Tukey-Kramer, onde foi
considerada diferenca estatistica p<0,05. Os testes estatisticos foram realizados através

do software GraphPad InStat versdo demo.
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5. Resultado e Discussao

5.1 — Andlises fisico-quimicas.

Os parametros fisico-quimicos nos méis seguiram as diretrizes da Instrucéo
Normativa n. 11 de 20 de outubro de 2000, regulamento técnico de qualidade e
identidade do mel de Apis mellifera (BRASIL, 2000) prova de Lund e Lugol (BRASIL,
1978) e atividade diastasica (LANARA, 1981).

Tabela 4 — Parametros fisico-quimicos das amostras de mel de Apis melifera coletados
produzidos em Mato Grosso do Sul, expressos em média e desvio padrao.

Parametros

Cip6-Uva

Aroeira

Silvestre CG

Silvestre BDQ

Umidade (%)
Cinzas (g.100 g1)
pH

Acidez Titulavel
(mEqg.kg?)

HMF (mg.Kg™)
Sacarose Aparente
(9-100 g
AcUcares Redutores
(g.100 g%

Soélidos Insoluveis
(g.100 g%

Lund (mL)

Lugol*

Atividade diastasica

16,39 + 0,0152
0,049 + 0,031¢
4,21 + 0,015¢
41,85+ 0,47¢"

19,39 + 0,99
5,80 + 0,022

73,7 £ 0,222

0,042 + 0,0022

2,23+0,112

+

17,25 + 0,05
0,144 + 0,025¢
3,84 + 0,026
43,92 + 0,67°

18,46 + 2,29
4,47 + 0,06°

66,9 + 0,46

0,015 + 0,005

1,67 + 0,05

+

17,27 £ 0,011°"
0,28 + 0,065
4,46 + 0,023¢
40,10 * 0,24°™

26,97 £ 3,092
5,87 +0,12

68,29 + 0,08

0,012 + 0,001¢"

1,53 + 0,05

+

17,94 +0,011°
0,351 +0,0342
3,44 + 0,032
47,94 £ 1,072

10,10 + 0,62°
5,37 £ 0,15P

68,08 + 0,68

0,027 + 0,001

1,75+ 0,15

+

*Teste qualitativo, (-) e (+) ** Letras iguais ndo diferiram estatisticamente na linha (p>0,05),
resultados expressos em média e desvio-padrao.

Os valores de umidade encontrados nas amostras foram entre 16,39 e 17,94%,
todos abaixo do limite méximo fixado pela legislagao brasileira de 20% (BRASIL, 2000).
O menor teor de umidade foi apresentado pelas amostras de mel de cip6-uva (16,39%),
seguido pelas amostras de mel de aroeira, mel silvestre Campo Grande e as amostras
de mel silvestre de Bodoguena com 17,94%, superior estatisticamente. Cardoso Filho
et al. (2012), encontraram em dez amostras de méis comercializadas no Mercado

Municipal Anténio Valente em Campo Grande-MS, sem fiscalizacdo de producdo e
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venda, teores abaixo dos obtidos no presente estudo, entre 9,85 e 14,25%. No entanto,
outros estudos de amostras de méis provenientes do estado de Mato Grosso do Sul
observaram valores compreendidos entre 15,96 a 22,51% de umidade (CARDOSO
FILHO et al., 2011); e de 15,7 a 26% de umidade em méis de Cassilandia (VIEIRA,
2005).

Mendonca et al. (2008) obteve teores de umidade que variaram entre 15,6 a
19,5% em amostras de méis produzidos em uma regido de Cerrado no interior do estado
de Sao Paulo. Trata-se de um parametro de qualidade muito importante para o mel, pois
amostras que apresentam teores acima de 20%, possuem uma menor estabilidade
fisico-quimica e microbioldgica.

O conteudo de residuo mineral fixo, também denominado cinzas, variou nos
diferentes méis entre 0,049 e 0,351 g.100 g?, diferindo estatisticamente entre si. A
totalidade das amostras foi inferior ao limite maximo fixado pela Instru¢do Normativa, de
0,6 g.100 g* de produto (0,6%) (BRASIL, 2000). Quantidades acima do limite maximo
podem indicar contaminagdo com sujidades inorganicas como areia ou terra durante a
colheita e/ou processamento, sendo em grande parte o resultado representado pelo teor
de minerais presentes no mel.

Os menores teores foram apresentados pelos méis de cip6-uva e aroeira com
0,049 e 0,144 g.100 g, ambos produzidos no municipio de Campo Grande — MS. Alves
et al. (2011) encontraram teores semelhantes para amostras de cipé-uva (0,045%) e
superiores em mel de aroeira (0,26%), produzidos no Ceara.

Os méis silvestres apresentaram maiores teores de cinza, perfazendo 0,28 e
0,351 ¢.100 g' nas amostras dos méis Campo Grande e de Bodoquena,
respectivamente. Vieira (2005) observou valores compreendidos entre 0,10 e 0,68 g.100
g em amostras de méis produzidas em Cassilandia, municipio de Mato Grosso do Sul.
Bera (2004) obteve valor médio de 0,20 g.100 g* em amostras de méis, as quais ndo
sofreram alteragéo dos teores apods adi¢éo de prépolis.

Acidez titulavel é um parametro fisico-quimico muito importante e nas amostras
analisadas ocorreram dentro do limite méximo estipulado pela legislacdo de 50 mEq.Kg
1 sendo o mel silvestre Campo Grande e de cipd-uva inferiores estatisticamente (40,10
e 41,85 mEg.Kg?'), e os méis de aroeira e silvestre Bodoquena diferiram
estatisticamente entre si, com valores de 43,92 e 47,94 mEq.Kg?, respectivamente. A
acidez é uma caracteristica do mel influenciada em sua formacao pela florada de origem
e localidade, pelo manejo na colheita, pelo beneficiamento e armazenamento do
produto. Teores de acidez acima do maximo preconizado tendem a ser menos estaveis
na composicao fisico-quimica e pode ser indicativo de uma qualidade microbioldgica
guestionavel (TERRAB et al., 2004).
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Valores médios de acidez tituldvel semelhantes foram obtidos por Abadio Finco
et al (2010) em amostras de méis de floradas diversas, 44,7 mEq.Kg™. Grande variagcées
nos valores de acidez em amostras de diversas floradas foram relatadas, entre 29,33 e
47,67 mEg.Kg* (Marchini et al., 2004); entre 31,3 e 75,1 mEq.Kg™, em amostras de méis
comercializados no Mercaddo Municipal Antdnio Valente em Campo Grande — MS,
muitas delas em n&o-conformidade com a legislacdo em virtude da falta de fiscalizagc&o
na producao e comercializacao desses produtos (CARDOSO FILHO, 2012).

Os valores de pH diferiram estatisticamente entre os méis analisados, 0s quais
foram de 3,44 para o mel silvestre de Bodoquena, de 3,84 para o mel de aroeira, 4,21
para o mel de cipé-uva e com maior valor de pH o mel silvestre de Campo Grande 4,46
0 qual correspondeu ao menor teor de acidez titulavel dentre as amostras. A analise de
pH néo é exigida pela legislagdo para méis, porém constitui um parametro importante
gquanto a qualidade do mel, e compreende a faixa de pH de 3,3 a 4,6. Valores de pH
abaixo de 4,0 configuram um ambiente insalubre para o desenvolvimento microbiolégico
(SILVA et al., 2004).

Marchini et al. (2004) encontraram valores de pH semelhantes foram relatados
com méis de floradas diversas e de diferentes regides, variando de 3,21 a 4,31 em
amostras no Tocantins e entre 3,27 e 4,45 em uma regido de fragmento de Cerrado, no
estado de Sdo Paulo (ALMEIDA-ANACLETO e MARCHINI, 2004). Em diferentes
cidades do estado de S&o Paulo, valores de pH 3,6 a 3,2 foram encontrados para méis
de eucalipto e silvestres, respectivamente (MARCHINI, 2001).

Todas as amostras apresentaram teores de acUcares redutores (em glicose)
acima do minimo exigido pela legislagédo brasileira de 65 g.100 g, que variaram entre
66,9 ¢g.100 g*! nas amostras de mel de flor de aroeira ao valor mais elevado
estatisticamente com 73,7 g.100 g* nos méis monoflorais de cip6-uva. Alves et al.
(2011) obtiveram valores préximos em amostras de mel de cipé-uva, 72,98 g.100 g*
produzidos na regido do Cariri, no Ceara, e valores superiores em aroeira, 71,26 g.100
gl O que ressalta a interferéncia das condicdes geogréficas e climéticas, além da
origem botanica.

Os méis silvestres apresentaram valores que ndo diferiram entre si, mesmo
sendo méis produzidos em diferentes localidades em Mato Grosso do Sul, cuja origem
multifloral € distinta. Um estudo com méis produzidos em diferentes cidades do estado
de Sdo Paulo obteve valores médios para méis silvestres de 72,6 g.100 g1, superior ao
observado nas amostras produzidas em Mato Grosso do Sul, porém teores inferiores
aos obtidos de méis monoflorais de laranjeira, com média de 74,6 g.100 g7,
demonstrando a diversidade na composicdo em funcdo da localidade, origem floral e
época do ano (KOMATSU et al., 2002).
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Os maiores teores de sacarose aparente foram de 5,80 e 5,87 g.100 g'dos méis
de Campo Grande cipé-uva e silvestre, respectivamente, beneficiados no apiario, que
ndo diferiram estatisticamente entre si. Todos os méis foram considerados em
conformidade ao valor maximo preconizado de 6 g.100 g* (BRASIL, 2000). Em mel de
cipé-uva teores proximos aos encontrados em amostras da mesma florada foram
relatados por Alves et al. (2011).

Almeida-Anacleto e Marchini (2004) encontraram teores que variaram de 0,2 a
11,4 g.100 g de sacarose aparente em amostras de méis florais silvestres produzidos
no municipio de Pirassununga-SP, Cerrado paulista, sendo que mais de 30% das
amostras se encontravam acima do teor maximo permitido, possivelmente imaturidade
do mel ou indicativo de fraude.

A gquantificacdo do composto hidroximetilfurfural nas amostras foi de 10,09 a
26,97 mg.kg?, dentro dos limites estabelecidos por lei de no maximo 60 mg por quilo do
produto (BRASIL, 2000). A amostra que apresentou o menor teor de HMF foi o mel
silvestre de Bodoquena, com valor médio de 10,09 mg.Kg?, seguida pelas amostras de
mel de aroeira e cip6é-uva, com 18,46 e 19,38 mg.Kg™, respectivamente. Ndo havendo
diferenca estatistica entre as amostras de cip6-uva e aroeira. Alves et al., (2011)
obtiveram os valores médios de 11,61 e 9,32 mg.Kg*, em amostras de méis de aroeira
e cipo-uva produzidas na regido do Cariri no Ceara. Teores bastante satisfatérios
considerando o clima do semiarido nordestino que tende a favorecer o aumento da
substancia no produto. Marchini (2001) encontrou valores médios de 19,3 mg.Kg* em
amostras de méis silvestres no estado de S&o Paulo.

Mato Grosso do Sul apresenta condi¢cdes climaticas que também podem ser
consideradas propicias para o aumento dos teores de HMF durante a estocagem, pois
as temperaturas médias anuais estdo em torno dos 30°C na maior parte do ano,
principalmente na regido onde os méis cedidos pelo apiario Campo Grande, no
municipio de Campo Grande. Deve-se salientar que a florada também influencia na
concentracdo de HMF nas amostras, por fornecer néctar que resultar em teores maiores
ou menores desse composto.

Os valores médios obtidos para concentragdo de soélidos insoluveis em agua
variaram de 0,012 a 0,042 g .100 g, com menor valor nas amostras de mel silvestre
Campo Grande e aroeira, 0s quais néo diferiram estatisticamente entre si, € maior nas
amostras de mel de cipé-uva. A totalidade das amostras ficaram abaixo do limite méximo
fixado pela legislacédo vigente de 0,1 g.100 g* (0,1%) (BRASIL, 2000). Bera (2004)
obteve teores médios de solidos insoluveis em méis de 0,017%, valores proximos aos
obtidos no presente estudo. Alves et al. (2011), obtiveram valores médios para este

parametro em méis de cip6-uva e aroeira de 0,19 e 0,27%, respectivamente, estando
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acima do maximo permitido e portanto, em desacordo com a normativa. Trata-se de um
parametro auxiliar para verificacdo de sujidades presentes no mel, ou falhas durante o
processamento, detectando inclusive residuos de cera (SANTOS e OLIVEIRA, 2013)

Para a prova de Lund, as amostras apresentaram sedimento que variou entre
1,53 e 2,23 mL, estando dentro da faixa recomendada, de 0,6 a 3,0 mL de sedimento
(BRASIL, 1978). Esta faixa indica a presenca de substancias albuminoides oriundas de
néctar de flores, o que demonstra presenca de pélen, confirmando se tratar de méis
florais, tal qual a denominac¢éo de venda do produto.

Para o teste do Lugol as amostras apresentaram resultado negativo, atestando
assim ndo haver adulteracdo nos méis analisados e que de fato, se trata de mel de
abelhas sem adicdo de amidos. Portanto, pode-se concluir que os méis deste estudo
ndo sofreram tais tipos de fraudes, estando em conformidade com a legislagdo brasileira
(BRASIL, 1978).

Todas as amostras apresentaram atividade da enzima diastasica, uma vez que
apos a adicdo do lugol ndo houve aparecimento da coloragéo arroxeada, caracteristica
da reacdo do amido adicionado. Sendo assim, este foi consumido pela enzima,
demonstrando sua atividade e descartando a possibilidade de superaguecimento
durante o processamento, ou mesmo indicativo de uma amostra antiga (LANARA,
1981).

5.2 — Andlise de cor e melissopalinolégica
Apoés a leitura espectrofotométrica das amostras, para classificacao de
coloracao, suas médias foram classificadas de acordo com a escala de Pfund, na

Tabela 5.

Tabela 5 — Coloracdo dos méis produzidos em Mato Grosso do Sul.e classificacdo de
acordo com escala de Pfund.

Amostra Média das leituras* Coloracéo apresentada
Cip6-Uva 0,126 + 0,002 Extra ambar claro
Aroeira 0,358 + 0,005 Ambar claro
Silvestre Campo Grande 0,354 + 0,003 Ambar claro
Silvestre Bodoquena 0,29 + 0,007 Ambar claro

*Leitura no comprimento de onda de 635 nm, expressos em média das repeticdes e desvio-
padréo.

O mel monofloral de cip6-uva apresentou a cor mais clara entre as amostras,

sendo classificado como extra ambar claro, e as demais amostras (aroeira e 0s
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silvestres) foram classificados como ambar claro. Esse parametro, esta relacionado a
diversidade floristica das amostras, cuja cor depende ndo somente da florada, mas
também de outros fatores como o0 processamento e armazenamento, fatores climéticos
durante o fluxo do néctar e a temperatura na qual o mel amadurece na colmeia (MOURA,
2006).

Trata-se de um parémetro decisivo no mercado do mel, uma vez que méis mais
claros possuem maior demanda, possuindo, assim maior valor agregado, em detrimento
dos mais escuros, cujo sabor € geralmente considerado mais forte, e 0s mais claros com
sabor mais suave (GONZALES et al., 1999; MORETI et al., 2006).

A composicdo polinica encontrada nas amostras foi bastante diversa e esti
sintetizada na Tabela 6 e fotomicrografias Opticas de grdos de pdlen encontrados nas

amostras na Figura 5.

Tabela 6 — Composicédo polinica das amostras de méis produzidos em Mato Grosso do

Sul (%) e classificagédo da frequéncia de polens presentes.

Espécies CP Pélen A Polen SCG Pélen SBDQ Pélen
Schinus 41,78 PA 56,5 PD 25,41 PA 68,69 PD
terebinthifolius
Myracrodruon - - 21,36 PA 46,17 PD 16,77 Pli
urundeuva
Protium sp. - - 2,91 Plo 9,56 Pli 4,95 Pli
Serjania sp. 14,38 Pli 2,33 Plo - - <1 +
Anadenanthera 4,95 Pli - - 1,37 Plo 1,75 Plo
colubrina
Eucaliptus sp. 1,75 Plo - - - - <1 +
Mimosa sp. - - 3,88 Pli 4,37 Pli <1l +
Myrcia sp. <1 + 2,91 Plo <1 + <1 +
Arecaceae <1 + - - <1 + 1,36 Plo
Miconia sp. <1 + 2,35 Plo <1 + <1 +
Baccharis <1 + - - 1,36 Plo <1l +

dracunculifolia
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Cecropia <1 + 3,69 Pli 6,28 Pli <1
pachystachya

Mimosa <1 + - - <1 + <1
verrucosa

Poaceae <1l + - - <1 + <1
Solanaceae <1 + - - <1 + <1
Fabaceae - - 3,69 Pli - - -

CP = amostras de mel de cipé-uva; A = amostras de mel de aroeira; SCG = amostras de mel
silvestre Campo Grande; SBDQ = amostras de mel silvestre Bodoquena; (-) = auséncia da
espécie na amostra; PD = pélen dominante (acima de 45%); PA = pélen acessorio (16 a 45%);
Pli = pdlen isolado importante (3 a 15%); Plo = pdélen isolado ocasional (<3%), (+) = pdlen traco
(abaixo de 1%) (LOUVEAUX et al., 1970).

As amostras declaradas como sendo de mel monofloral de cip6-uva, Serjania sp,
apresentaram apenas 14,38% dessa espécie, sendo considerado um pélen isolado
importante (Pli), e 41,78% de Schinus terebinthifolius, a aroeira vermelha, como poélen
acessorio (PA), além de outras espécies florais presentes em menores quantidades.
Portanto as amostras séo, na realidade, multiflorais (silvestres).

No estudo com 30 amostras de mel monofloral produzidos na regido Sudeste do
Brasil, somente cerca de 57% eram realmente procedentes de uma Unica espécie
vegetal, sendo que cinco eram biflorais (17%) e cerca de 27% (8 amostras) eram
heteroflorais. Dentre estas amostras sete indicavam no rétulo serem de cip6-uva, mas
todas possuiam outros pélens em quantidades superiores, como de flores de laranjeira
e de aroeira (BARTH et al., 2005). Em 17 amostras de mel, 41,20% foram classificadas
como monofloral e o restante como polifloral (SEREIA et al., 2011).

Entretanto, os gréos de pdlen de algumas flores podem estar superestimados
em funcéo de suas percentagens de polen no sedimento é maior que a porcentagem do
néctar correspondente no mel, em geral, apresentam contetdo de pdélen absoluto mais
elevado que méis de fontes com polens normalmente (LOUVEAUX et al., 1970).
Portanto, o mel indicado como cipé-uva seria na realidade de origem multifloral,
silvestre, com predominancia de aroeira e poélen isolado importante de cipé-uva, porém
com caracteristicas marcantes da presenca de cipé-uva, Serjania sp., na cor,
classificado como Extra Ambar Claro e caracteres organolépticos como sabor e aroma.

Para as amostras de méis declarados monoflorais de aroeira e o silvestre de

Bodoquena, houve predominancia da espécie S. terebinthifolius, aroeira vermelha, com
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56,50% e 68,70% respectivamente, seguida nesses dois tipos de mel, de Myracrodruon
urundeuva, aroeira preta, com 21,36% e 16,77% respectivamente, ambos, portanto
poderiam ser declarados como monoflorais de aroeira vermelha.

Os méis silvestres de Campo Grande foram classificados como monoflorais de
aroeira preta M. urundeuva, por apresentarem teor médio de polen de 46,17%, sendo
este o pélen dominante (PD), e 25,41% de aroeira vermelha S. terebinthifolius, pdlen
acessorio (PA). A presenca marcante das espécies S. terebinthifolius e M. urundeuva
nos trés demais tipos de mel deste estudo (declarados pelos produtores como méis de
aroeira, silvestres produzidos em Campo Grande e em Bodoquena/ MS) contribuem
para classificacdo da coloracdo das amostras como Ambar Claro, e demonstram a
predominancia dessas floradas nos locais de producdo dos méis, que trazem
caracteristicas comuns a estes tipos de méis, tais como cor, sabor e aroma.
Aproximadamente 80 tipos polinicos foram encontrados em amostras de méis de
Ubirata e Nova Aurora - PR, na maioria caracterizados como heteroflorais, sendo mais
de 50% dos tipos polinicos pertencentes a espécies nativas da regido, tais como S.
terebinthifolius, Baccharis spp., Alchornea triplinervea, Parapiptadenia rigida,
Hexaclamys edulis, Zanthoxylum sp. e Serjania spp., indicando a importancia da
vegetagdo nativa para a sobrevivéncia das colonias e para a apicultura da regido
(SEKINE et al., 2013).

A identificacd@o polinica dos méis é de suma importancia pois traz informacdes a
respeito da preferéncia floristica das abelhas, além de ser indicativo da vegetacao
apicola de determinada regido e também os periodos de producdo de néctar pelas
espécies utilizadas como substrato (BARTH, 1989; DUTRA e BARTH, 1997; BARTH
2005). Além disso, andlise polinica nos méis é util no controle de qualidade desse
alimento, através dela comprova-se a procedéncia, e também é possivel detectar
adulteracdes (SODRE et al., 2011).

Os resultados obtidos com andlise polinica das amostras demonstraram que 0s
tipos florais declarados nos rétulos pelo apiario Vovo Pedro e da Agro HB, podem estar
discordantes com as floradas predominantes de origem. Trata-se de um parametro
importante, mas ndo exigido pela atual legislacéo brasileira de identidade e qualidade
dos méis de abelha A. mellifera. A elucidag&o da origem polinica dos méis pode conferir
ao produto um status unico em fungcdo da composicéo floristica, que dependendo da

regido produtora, ndo havera no mundo produto com as caracteristicas apresentadas.
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Figura 5 - Fotomicrografias em microscopia 6ptica de graos de polen coletados por Apis
mellifera, nas amostras de méis produzidos em Mato Grosso do Sul, nos anos de 2015 e 2016.
A. Schinus trebinthifolius; B. Miracrodruon urundeuva; C. Protium sp.; D. Anadenanthera
colubrina; E. Eucaliptus sp.; F. Mimosa sp.; G. Baccharis dracunculifolia; H. Cecropia
pachystachya.

5.3 — Compostos Bioativos

Os méis monoflorais e silvestres apresentaram teores significativos de fendis
totais, taninos, vitamina C e potencial de atividade antioxidante (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores médios de ICso (ug. mL?), Fendis totais (mg EAG.100 g*) e Taninos
(mg EAT.100 g*) em méis do Estado de Mato Grosso do Sul.

Amostras  Atividade Antioxidante  Fendis Totais Taninos Vitamina C

ICso (Mg.mLY) (mg EAG.100g7) (mg.EAT100g?) (mg.100g™Y)
CP 89,088 + 2,961 98,969 + 1,672 94,571 + 2,0186° 4,41 + 0,34
A 129,641 + 10,80° 104,340 + 4,373 82,476 + 2,867 4,4+0,17¢
[Sele 78,364 + 3,3242 103,002 + 1,354>" 86,642 + 4,027 5,83 £0,37°
SBDQ 88,043 + 4,99 123,082 £ 0,756 107,651 + 4,0392?2 6,91+ 0,592

Resultados expressos em média e desvio padrao* Letras iguais néo diferem estatisticamente
na coluna (p>0,05). EAG — Equivalente de acido galico, EAT — Equivalente de &cido tanico. CP
= amostras de mel de cip6-uva; A = amostras de mel de aroeira; SCG = amostras de mel
silvestre Campo Grande; SBDQ = amostras de mel silvestre Bodoquena
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As amostras SCG apresentaram melhor desempenho na atividade antioxidante,
com ICso de 78,364 pg. mL?! seguidas pelas CP e SBDQ, que ndo diferiram
estatisticamente entre si. As amostras A obtiveram o menor desempenho na atividade
antioxidante, com ICsg, com 129,641 ug.mL?, dentre os méis analisados. Quanto menor
a concentracdo da massa de amostra capaz de reduzir em 50% a concentracao inicial
de DPPH (50% de inibicdo da oxidacdo) melhor é a capacidade da amostra de sequestro
dos radicais livres fornecidos pelo DPPH (ROESLER et al., 2007).

E importante destacar que os compostos bioativos presentes nos méis s&o
resultados das floradas de origem e o presente estudo observou uma discordancia entre
as floradas declaradas pelos produtores e o conteudo polinico das amostras. Sendo
assim, o mel silvestre produzido em Campo Grande, que deveria estar classificado como
mel monofloral de aroeira preta, apresentou uma grande riqueza de espécies polinicas,
0 gue pode estar relacionado ao seu melhor desempenho frente ao radical livre estavel
DPPH no meio reacional.

Lianda (2009) encontrou valores de ICso entre 6,17 e 30,60 pug. mL? em extratos
etéreos de méis silvestres produzidos na regido Sudeste. Lianda et al. (2012)
encontraram para méis silvestres ICso entre 8,17 a 51,45 pug. mL?, valores entre 5,48 a
52,87 ug. mL! em extratos aquosos acidificados de méis de florada de laranjeira
oriundas de diferentes cidades dos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo,
demonstrando nas amostras um melhor potencial antioxidante do que o encontrado no
presente estudo de méis produzidos em Mato Grosso do Sul.

Os méis apresentaram teores de fendis totais entre 98,97 (CP) a 123,082 mg.100
g! (SBDQ), sendo este superior estatisticamente aos demais méis, podendo estar
relacionado a riqueza floristica identificada pelos grdos de pélen presentes nas
amostras, e também em funcé@o da localidade (municipio de Bodoquena-MS), onde
foram produzidas. Entretanto todos méis avaliados apresentaram maiores teores aos
encontrados para méis monoflorais de laranjeira produzidos em algumas cidades da
regido Sudeste, cujos teores variaram de 43,34 a 75,47 mg EAG.100 g* (LIRA et al.,
2015) e produzidos no estado do Rio de Janeiro e Sdo Paulo de 12,72 a 76,65 mg.100
g?, além de variacdes entre méis silvestres de 24,22 a 71,76 mg EAG.100 g*(LIANDA
et al., 2012).

Em méis coletados durante um ano em Lavras-MG houve variagbes
significativas dos teores de fendis totais, com maiores teores de marco a julho (42,96
mg EAG.100 g™) e menores teores nos meses de outubro e novembro (respectivamente
11,76 e 14,95 mg EAG.100 g1), o que demonstra a variagédo nos teores de fendis totais

em relacd@o as condic¢des climaticas (JACOB, 2014).
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Os valores médios de taninos totais variaram de 82,48 mg de equivalentes de
acido tanico.100 g para as amostras de A e 107,65 para SBDQ, que foi superior
estatisticamente, assim como o teor de fendis totais. Os méis A e SCG né&o
apresentaram diferencga significativa entre si com valores em torno de 84 mg.100 g%, e
CP com 94,57 mg.100 g'As amostras SBDQ, apesar de monoflorais de S.
terebinthifolius (56,50% do conteudo polinico), apresentaram uma grande variedade de
conteudo de pélen das mais variadas espécies, sendo assim, seus maiores teores neste
teste podem estar relacionados a esta riqueza botanica, uma vez que o0s taninos sao
compostos oriundos do metabolismo secundario das plantas.

Essas diferencas sao resultantes das floradas de origem, localidade e clima,
época do ano entre outros fatores que alterem os teores desses compostos nas floradas
e por consequéncia no mel produzido funcional (BORSATO et al., 2009).

O teor de acido ascoérbico (vitamina C) obtido das amostras analisadas variou
entre 4,4 a 6,91 mg .100 g*, sendo que ndo houve diferenca estatistica entre os méis A
e CP, com teores médios de 4,4 e 4,41 mg .100 g?, respectivamente. As amostras de
méis SCG e SBDQ apresentaram 0s maiores teores para essa andlise, sendo SBDQ
com a maior concentracdo de vitamina C por por¢cédo de 100 g de amostra, 6,91 mg, e
as amostras SCG com 5,83 mg de acido ascérbico. 100 g* de mel. O levantamento
bibliogréafico obtido por Silva et al. (2006) apontou valores médios de vitamina C de 0,5
mg.100 g, vale salientar que méis ndo sdo considerados fontes desse nutriente. Porém
o presente estudo, detectou teores pelo menos oito vezes superiores ao valor médio de
0,5 mg.100 g de mel. Dessa forma, pode-se inferir que os teores consideravelmente
superiores, séo resultado da florada de origem dos méis e do local e época de producédo
do mel.

Além disso, é importante destacar que os méis deste estudo passaram todos por
processamento, onde ha o aumento da aeracdo do mel, favorecendo a oxidacdo e
degradacg&o do composto no mel, que € sensivel ao peréxido de hidrogénio, produzido
por enzimas presentes, e também a a¢éo da glicose-oxidase, outra enzima presente no
mel (CIULU et al., 2011).

5.4 — Teste de inibi¢cdo bacteriana por difusédo em agar

Os halos de inibicdo do crescimento bacteriano foram medidos em mm, cada
amostra foi testada com uma placa de agar MH para todas as cepas bacterianas
utilizadas no estudo, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp.,
constam na Tabela 8 e nas Figuras 6, 7 e 8 respectivamente. A inibicdo proporcionada

pela azitromicina frente a cada cepa na Tabela 9.
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Tabela 8 — Halos de inibicAo do crescimento bacteriano (mm), das amostras,

azitromicina e mel artificial.

S. aureus E. coli Salmonella spp.
CP 0 £+ 0,0¢° 20,75 + 3,457 13,44 + 3,43%°
Azt 11,33+ 0,58 22,00 £ 2,00 0
Mel artificial 0 0 0
A 7,33 £1,03% 22,66 + 2,747 18,78 + 3,11
Azt 11,66 + 1,15 21,00+ 1,00 0
Mel artificial 0 0 0
SCG 5,37 + 0,53 20,44 + 2,002 13,87 + 2,908°
Azt 14,33 £ 0,58 17,66 +1,52 0
Mel artificial 0 0 0
SBDQ 6,6 + 0,55¢2 16,12 + 2,238 22,89 + 3,18
Azt 13,66 +£ 1,15 20,33+ 1,15 0*
Mel artificial 0 0 0

Halos de inibicdo (mm) das amostras expressos em média e desvio padrdo, letras mailsculas
diferentes houve diferenga (p<0,05) estatistica na linha, mindsculas na coluna. *Duas das trés
amostras SDDQ (1 e 3) apresentaram halo de inibicdo de crescimento do mel artificial (8 e 12
mm). CP = amostras de mel de cip6-uva; A = amostras de mel de aroeira; SCG = amostras de
mel silvestre Campo Grande; SBDQ = amostras de mel silvestre Bodoquena; S. aureus =
Staphylococcus aureus; E. coli = Escherichia coli.

As variacdes nos tamanhos dos halos de inibicdo estéo relacionadas ao tipo de
confecgcdo dos pocgos para inser¢gdo das amostras, antibidtico e controle positivo, feita
com furador metélico autoclavado com 4 mm de didmetro, onde os pogos foram feitos a
ma&o, tornando a profundidade dos pogos minimamente variaveis nos testes.

O S. aureus é uma bactéria produtora da enzima catalase, capaz de neutralizar
o perdxido de hidrogénio presente no mel, o que pode estar relacionado a nao inibicao
do crescimento bacteriano em algumas amostras e a inibicdo mais discreta em outras.
Cujo melhor desempenho apresentado no teste se deu pelas amostras de mel A, com
média de halos de inibicao de 7,33 mm, seguido das amostras SBDQ com 6,6 mm, logo
as amostras SCG. As amostras CP ndo apresentaram inibicdo do crescimento
bacteriano, tal qual o mel artificial. Bazoni (2012) obteve resultados ligeiramente

superiores aos deste estudo ao inocular, utilizando a mesma técnica, méis declarados
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monoflorais de rom4, cana, caju, eucalipto, algaroba e assa-peixe, frente a S. aureus

25923, e halos de inibicdo maiores com amostras de mel de manuka.

Nas placas contendo a cultura de E. coli houve crescimento onde foi inserido o
mel artificial (controle positivo). A bactéria foi sensivel aos méis utilizados apresentando
halos de inibicho que foram de 22,66 para as amostras CP a 16,12 mm SBDQ.
Resultados ligeiramente superiores aos obtidos por Bazoni (2012) ao testar essa cepa
frente a diversos méis de A. mellifera, onde as amostras declaradas monoflorais de caju
e roma apresentaram o melhor desempenho nesta analise, com halos médios <10 mm,
cujo desempenho global dos méis utilizados foi inferior aos resultados observados para
S. aureus 25923.

Nas as placas semeadas com Salmonella spp. o antibiético ndo inibiu o
crescimento bacteriano, sendo entéo resistente a este farmaco. Houve crescimento
bacteriano onde foi inserido o mel artificial, tal qual esperado e 0 que ocorreu em todas
as placas utilizadas no estudo. As amostras A e SCG apresentaram desempenhos
semelhantes quanto aos halos de inibicdo para essa bactéria, havendo destaque para
0s méis SBDQ com os maiores halos de inibi¢cao

Todas as cepas ndo apresentaram sensibilidade ao mel artificial (xarope de
acucares 80% m/v), o que demonstra auséncia do efeito osmatico resultante do alto teor
de agucares, de forma exclusiva, na inibicdo do crescimento bacteriano nas placas, uma
vez que o0 objetivo do preparo e uso do controle negativo foi verificar se haveria
crescimento bacteriano em uma alta concentracdo de agucares. Com excecao das
placas contendo as amostras SBDQ1 e SBDQ3, que apresentaram halos de inibicdo
para o controle positivo nas placas de Salmonella spp. (Figura 7) que pode ter ocorrido

em funcdo da difusédo com os halos de inibicao dos méis.

Tabela 9 — Halos de inibicdo das cepas frente ao antimicrobiano azitromicina (300 ug
mL™?)

S. aureus E. coli Salmonella spp.

12,74 + 1,74 20,24 +1,85 0,0x0,0

Diametro dos halos de inibicdo (mm) expressos em média e desvio-padréo. S. aureus =
Staphylococcus aureus; E. coli = Escherichia coli.

S. aureus e E. coli, apresentaram sensibilidade ao antimicrobiano azitromicina,

e as placas contendo Salmonella spp., o farmaco se mostrou ineficiente, sendo esta
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bactéria resistente a substancia, que propiciou o crescimento bacteriano em todas as

placas inoculadas com a bactéria.

5.5 — Teste da microdiluicdo para determinacao da CIM e CBM

As concentracdes das amostras diluidas para determinacédo das concentracdes
CIM e CBM constam na Tabela 10.

Tabela 10 — Concentrag6es das amostras diluidas que promoveram efeito bactericida
(CBM) e bacteriostatico (CIM) em mg. mL™.

S.aureus (mg .mL?1)  E.coli(mg.mL%) Salmonella spp. (mg
.mL7?)
CBM CIM CBM CIM CBM CIM
CP - 0,795 + 0,394 + 0,197 - 0,098 +
0,013¢b 0,0062 * 0,001
0,0038b
A - 0,399 + - 0,776 - 0,381
0,01Ba * 0,0044¢
0,007¢¢
SCG - 0,385 + 1,563 £ 0,784 - 0,197 £
0,003Ba 0,003° + 0,002Ab
0,007¢¢
SBDQ - 0,382 + - 0,094 0,382 + 0,005 0,191 +
0,004ca + 0,0028b
0,004

(-) Nao houve inibicao do crescimento apés plaqueamento em agar MH. Letras mailsculas
diferentes houve diferenca (p<0,05) estatistica na linha, mindsculas na coluna. CP = amostras
de mel de cip6é-uva; A = amostras de mel de aroeira; SCG = amostras de mel silvestre Campo

Grande; SBDQ = amostras de mel silvestre Bodoquena

Foi possivel obter a concentracéo, onde a menor diluicdo apresentou inibicdo
do crescimento bacteriano. Assim, as amostras do estudo apresentaram CIM frente a
S. aureus que variaram de 0,382 mg mL™* para as amostras SBDQ, A e SCG e 0,795
mg mL* para CP. Um estudo com a cepa de S. aureus 25923 observou CIM de 910,

845 e 780 mg mL?, para méis monoflorais de cana, roma e caju, respectivamente
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(BAZONI, 2012), concentragdes superiores as encontradas nas amostras SBDQ, SCG
e A, porém ndo houve atividade bactericida nas concentra¢des obtidas, diferente do
estudo de Bazoni (2012), que apontou a CBM 975, 910 e 845 mg mL™?,para os méis

monoflorais de cana, roma e caju, de A. mellifera.

Para E. coli, observou-se CIM média de 0,94 mg mL* para as amostras SBDQ,
seguida das amostras CP, com média de 0,197 mg mL™, seguida das amostras A e
SCG com CIM média de 0,784 e 0,776 mg mL™, que ndo diferiram estatisticamente
entre sim. As amostras CP e SCG apresentaram CBM médias de 0,394 e 1,563,
respectivamente. Bazoni (2012) obteve CBM de 975 mg mL™* frente a E. coli em mel
monofloral de caju, concentracao esta, quase 2,5 vezes superior & observada nas

amostras CP do presente estudo.

As CIM médias observadas para Salmonella spp. variaram de 0,098 mg mL*
para amostras CP, seguida das amostras SCG e SBDQ com 0,197 e 0,191 mg mL?,
que néao diferiram estatisticamente entre si, e com maior CIM para esta cepa as
amostras A com 0,381 mg mL*. Apenas as amostras SBDQ apresentaram CBM média
de 0,382 mg mL?, as demais ndo apresentaram atividade bactericida, apenas
bacteriostéatica, porém em concentracdes bem baixas como as observadas nas

amostras CP.

As amostras CP apresentaram as menores CIM para a cepa de Salmonella,
onde também as amostras A e SCG foram mais bacteriostaticas, as amostras SBDQ
se mostraram mais potentes contra a cepa de E. coli, e com maior resisténcia aos
méis do estudo, S. aureus, demonstrando uma menor sensibilidade a eles, tal qual no

teste de difusdo no agar.

A microdiluigdo com a azitromicina, frente as cepas de S. aureus e E. coli, os
pocos das diluicdes feitas, de 1:1 a 1:32 ndo apresentaram indicios de crescimento
bacteriano, e apGs o plagueamento em agar MH também né&o apresentaram
crescimento, o que indica que para ambas bactérias, a CIM e CBM foi de 9,375 ug mL"
1 apobs esta diluicdo houve crescimento bacteriano. Para a cepa Salmonella spp.
apresentou resisténcia ao farmaco a partir da diluicdo 1:4, ou seja, a partir da
concentracéo 3,75 ug (75 ug mL') de azitromicina no poco, houve crescimento
bacteriano. O caldo inoculado sozinho para fins de comparagéo, ndo apresentou
crescimento bacteriano em nenhum dos pocos revelados em resazurina, o que foi
confirmado apos o plagueamento em &gar MH, o mel artificial apresentou metabolismo
bacteriano evidenciado pela resazurina, tal qual no teste da difusdo em agar, e

confirmado pelo plagueamento desde a concentragédo 1:1. Portanto, a atividade



51

antimicrobiana dos méis ndo estd associada ao efeito da alta pressdo osmética, uma
vez que o mel artificial, preparado com 80% (m/v) de acUcares, teor aproximado 0s
encontrados nos méis do estudo, propiciou crescimento bacteriano para as trés cepas
desde o teste de difusédo em 4gar, mantendo o comportamento mesmo diluido, nas
mesmas condi¢cdes das amostras, no teste da microdiluigdo em caldo MH, confirmados
com o plagueamento em agar MH. Bazoni (2012) obteve o mesmo resultado com o
mel artificial em seu estudo, desde a inoculac&do nos pocos para verificagdo da inibicdo
do crescimento bacteriano e também no teste da microdiluicdo, ndo obtendo CIM e

nem CBM para o preparado de agUcares.
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Figura 6 — Halos de inibicao de crescimento de placas de 4gar Mueller-Hinton semeadas com
Staphylococcus aureus. Placas 1, 2 e 3: mel monofloral de cip6-uva; 4,5 e 6: mel monofloral de
aroeira; 7,8 e 9: mel silvestre Campo Grande e 10, 11 e 12: mel silvestre de Bodoquena. C: mel
artificial, A: antibiotico azitromicina 300 pg .mL.
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Figura 7 — Halos de inibicdo de crescimento de placas de 4gar Mueller-Hinton semeadas com
Escherichia coli. Placas 1, 2 e 3: mel monofloral de cipé-uva; 4,5 e 6: mel monofloral de aroeira;
7,8 e 9: mel silvestre Campo Grande e 10, 11 e 12: mel silvestre de Bodoquena. C: mel
artificial, A: antibiotico azitromicina 300 pug .mL1.
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Figura 8 — Halos de inibicdo de crescimento de placas de 4gar Mueller-Hinton semeadas com
Salmonella sp.. Placas 1, 2 e 3: mel monofloral de cipé-uva; 4,5 e 6: mel monofloral de aroeira;
7,8 e 9: mel silvestre Campo Grande e 10, 11 e 12: mel silvestre de Bodoquena. C: mel artificial,

A: antibiotico azitromicina 300 pg .mL"1.
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6. Conclusao

Os méis denominados monoflorais de cipé uva e aroeira, assim como 0s
silvestres de Campo Grande e de Bodoquena apresentam 100% de conformidade em
todos os parametros fisico-quimicos de identidade e qualidade exigidos pela legislacéo
brasileira, a Instrucdo Normativa 11 de 20 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000).

O mel monofloral de cip6-uva possui coloracdo classificada em extra ambar
claro, e as demais amostras ambar-claro.

Os méis analisados apresentam origem polinica com predominancia das
espécies Schinus. terebinthifolius, aroeira vermelha, e/ou Myracrodruon urundeuva,
aroeira preta. Porém a legislacéo brasileira ndo exige analise polinica do produtor para
que o mel seja comercializado.

O potencial antioxidante e teor de bioativos encontrados nas amostras podem
ser considerados relevantes em todos méis analisados, com destaque para as amostras
declaradas silvestres produzidas em Campo Grande e Bodoquena.

Foi observada sensibilidade das cepas de Staphylococcus aureus, e das
enterobactérias Escherichia coli e Salmonella spp., frente aos méis estudados,
confirmando as propriedades antimicrobianas das amostras, devido a presenca de
substancias capazes de inibir o crescimento bacteriano bem como a morte nos meios
reacionais. Portanto, faz-se necessario o aprofundamento dos estudos dos méis de Apis
mellifera produzidos em Mato Grosso do Sul, a fim de elucidar sua composi¢éo.
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