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RESUMO

A resisténcia microbiana tem estimulado pesquisas com o mel, eficaz no tratamento
de vérias afeccbes humanas. Apesar disso, estudos sobre suas propriedades
biolégicas no Brasil sdo escassos, e principalmente para meéis da Bahia ndo foram
encontrados registros até o momento. Assim neste trabalho a atividade
antimicrobiana e a composi¢cao quimica de amostras de mel coletadas no estado da
Bahia foram avaliadas. O Capitulo 1 deste trabalho avalia 37 amostras de méis de
Apis mellifera e 16 de abelhas sem ferrdo (Friseomelita doederleinei, Tetragonisca
angustula, Melipona asilvai, Melipona scutellaris, Melipona quadrifasciata e Plebeia
sp.), coletadas na Bahia, de 2005 a 2008. O Capitulo 2 trata da comparacao entre
dois periodos de producdo de mel de A. mellifera da mesma colméia do municipio
de Canarana, Bahia. A atividade antimicrobiana dos meéis foi determinada pelo
método de difusdo em agar e Concentracao Inibitéria Minima, e a cepa de S. aureus
foi a mais sensivel. As amostras foram testadas contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Parametros
como pH, acidez, atividade de agua (aw), cor, presenca de peréxidos e compostos
fendlicos foram analisados. Foi realizada andlise de correlacdo de Spearman para
verificacdo de possiveis relacfes entre os parametros fisico-quimicos e a atividade
antimicrobiana. O perfil fendlico das amostras foi determinado por cromatografia
liguida de alta eficiéncia e os dados tratados por analise multivariada de
coordenadas principais. Os resultados mostram que méis de abelhas do estado da
Bahia possuem atividade antimicrobiana e que esta atividade ndo pode ser atribuida
a um unico parametro.

Palavras chaves: Atividade antimicrobiana, Bahia, Mel.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance has stimulated research with honey, effective in treating
various human diseases. Nevertheless, studies on its biological properties in Brazil
are scarce, and specially for honeys from Bahia until now no records were found.
Then, in the present work the antimicrobial activity and chemical composition of
honey from Bahia was evaluated. Chapter 1 of this study evaluates 37 samples of A.
mellifera honey and 16 of stingless bees (T. angustula, M. scutellaris, M.
guadrifasciata and Plebeia sp), collected in Bahia, from 2005 to 2008. Chapter 2
deals with the comparison between two periods of production of A. mellifera honey
from the same hive. The antimicrobial activity of honey was determined by the agar
diffusion and minimal inhibitory concentration. The samples were tested against E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans. Parameters such as pH, acidity, water
activity (aw), color and phenolic compounds were analyzed. It was realized
Spearman correlation analysis to verify the relation between the physicochemical
parameters and antimicrobial activity. The phenolic profile was determined by high-
performance liquid chromatography and the data was treated by multivariate analysis
of principal coordinates. The results showed that honey bees from Bahia have
antimicrobial activity and this activity could not be attributed to just one of the
analyzed parameters.

Key words: Antimicrobial activity, Bahia, Honey.
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1 INTRODUCAO GERAL

O mel é uma substancia doce e viscosa, de odor caracteristico, produzido por
abelhas a partir do néctar de flores ou de secre¢des de plantas induzidas pela acao
de insetos sugadores (BRASIL, 2000). Utilizada por geracbes desde tempos
ancestrais, suas virtudes estao descritas em antigos documentos religiosos e textos
médicos (D’ARCY, 2005; NAMIAS, 2003; MOLAN, 1992a). Remédios tradicionais
contendo mel foram utilizados no tratamento topico de feridas por diversas
civilizacbes antigas e ainda hoje sdo popularmente usados em areas remotas. As
suas indicacOes terapéuticas variam, entre outras, desde a limpeza e protecdo de
gueimaduras e controle de feridas crbnicas, ao tratamento de afec¢Oes das vias
aéreas e cataratas (VIT, 2008; BERETTA, 2005; BLASA et al., 2005; HENRIQUES,
2004; AL-WAILI et al., 1999).

Em paises da Unido Européia, na Australia, Nova Zelandia, Canada, Estados
Unidos e Hong Kong, formulagdes de mel foram introduzidas na medicina moderna,
através do desenvolvimento de produtos licenciados (HENRIQUES et al., 2009).
Entretanto, o mecanismo de acao terapéutica ainda ndo completamente elucidado, e
consequentemente a falta de regulamentacédo, sdo motivos pelos quais essa matéria
prima ainda sofre alguma restricdo por parte da classe médica em geral (NAMIAS,
2003; MOLAN, 1992a).

Dada a sua alta complexidade (D’ARCY 2005; BOGDANOV 2004), a
identificacdo de fatores especificos responséaveis pela acdo bioldgica do mel tem
sido objeto de varias pesquisas, sendo opinido consensual que a sua atividade
antimicrobiana pode ser devida a multiplos fatores, tais como baixo contetdo de
agua, alto teor de acucares, baixo pH, acidez, presenca de peréxido de hidrogénio e
compostos do metabolismo secundario vegetal. Essa complexidade determina
especificidades que se relacionam com aspectos originais como a abelha produtora,
a flora visitada, geografia e clima da regido, estacédo do ano, bem como aspectos de
producdo e manejo do mel (BIJLSMA et al., 2006; ORDONEZ et al., 2005; VIT et al.,
1998).
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A atividade biolégica sobre um amplo espectro de micro-organismos
(COOPER 2002; WAHDAN 1998; MOLAN 1992a), explica o uso do mel como
antimicrobiano, segundo relatos clinicos da inibicdo tanto de patdgenos sensiveis
como antibidtico-resistentes (COOPER, 2005; OVERGAAUW e KIRPENSTEIJN,
2005).

De acordo Park et al. (2002a), a caracterizacdo e identificacdo do mel séo
absolutamente necessarias para que seja bem definida a sua aplicacdo. Assim, ao
lado dos parametros fisico-quimicos, a origem floral é reconhecida como importante
critério no controle de qualidade do mel (FERRERES et al., 1994, 1993, 1992). A
elucidacao dos fatores responsaveis pela atividade antimicrobiana de determinado
mel, pode gerar acbes de desenvolvimento da producdo para manutencdo da

gualidade e direcionar seu uso agregando-lhe valor comercial.

A identificagdo da origem botanica de cada mel, intimamente relacionada a
sua qualidade bioldgica, se reveste ainda mais de importancia quando possibilita o
direcionamento da comercializacdo para fins biotecnolégicos, mais especificamente

terapéuticos.

Assim, a importancia desse estudo tem como base a busca por alternativas
para a problematica terapéutica da resisténcia microbiana a antibidticos, e a
possibilidade de expansédo do uso do mel, reconhecido elemento de uso medicinal
popular. As pesquisas com vistas a regulamentacdo para fins terapéuticos, e as
acOes de preservacdo do ecossistema origem objetivando a manutencdo da
atividade, podem representar um grande aporte para a questdo ambiental e para o

homem do campo.

Estudos sobre a composi¢cdo quimica e o potencial terapéutico de méis em
varias regides do mundo tém aumentado, mas, no Brasil apesar da grande extensao

territorial e da variedade floristica, estes ainda sao escassos.

No estado da Bahia, estudos dessa natureza nao foram encontrados na
literatura cientifica até o0 momento e de maneira geral o uso do mel continua restrito
a terapia popular. Torna-se evidente a necessidade de estudos cientificos com vistas
a caracterizad-lo e evidenciar seu potencial biotecnologico para a producdo e

utilizagdo como medicamento.
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Levando em consideracdo a possivel atividade antimicrobiana dos méis
produzidos no estado da Bahia, este trabalho se propde a investigar e discutir
fatores apontados pela literatura como determinantes da acdo biologica, contra
guatro micro-organismos testes: Staphyloccocus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, presengas importantes em eventos

nosocomiais.

Dessa forma, esta pesquisa objetiva ampliar o conhecimento sobre méis do
estado da Bahia e colocar em evidéncia seu potencial como matéria-prima para o

desenvolvimento de estudos no campo medicinal e biotecnolégico.

Este trabalho sera apresentado em dois capitulos, onde o 1.° discutird a
atividade antimicrobiana e os fatores responsaveis por esta atividade biologica em
meéis de Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo coletados nas diversas microrregioes

socioecondmicas do estado da Bahia.

No capitulo 2, serdo avaliados parametros fisico-quimicos, perfil polinico e os
compostos fendlicos de dois periodos de producdo, e comparados a atividade

antimicrobiana de méis de A. mellifera do municipio de Canarana, Bahia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A apicultura é a arte de criar abelhas com o objetivo de proporcionar ao
homem produtos derivados como o mel, cera, geléia real, prépolis, pdlen, e ainda,
prestar servigcos de polinizacdo as culturas vegetais (MOREIRA, 1993). No Brasil,
esta atividade teve inicio com as abelhas da espécie Apis mellifera, introduzidas no
Brasil em 1840, oriundas da Espanha e Portugal, trazidas pelo Padre Antonio
Carneiro. Provavelmente as subespécies Apis mellifera mellifera (abelha preta ou
alema) e Apis mellifera carnica tenham sido as primeiras abelhas do género Apis a
chegar a nosso pais (PEREIRA et al., 2003).

Em 1845, imigrantes alemaes introduziram no sul do pais a abelha Apis
mellifera mellifera. Entre os anos de 1870 a 1880, as abelhas italianas, Apis mellifera
ligustica foram introduzidas no Sul e na Bahia (EMBRAPA, 2003). Em 1956 foram
trazidas as abelhas africanas (Apis mellifera scutellata) originarias do Leste da
Africa, mais produtivas, porém mais agressivas. Do cruzamento destas abelhas com
as europeéias, resultaram as abelhas africanizadas (Mendes, 1998) de maior
producdo e mais resistentes a pragas (dispensam o uso de antibiéticos), que
constituem a base da atual apicultura brasileira (EMBRAPA, 2003). A abelha
comercial no Brasil é na verdade um hibrido das abelhas européias Apis mellifera
mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera caucasica e Apis mellifera carnica,
com a abelha africana Apis mellifera scutellata (PEREIRA et al., 2003). A
variabilidade genética dessas abelhas é muito grande, predominando no sul,
caracteristicas das abelhas européias, enquanto no norte caracteristicas das
abelhas africanas (PEREIRA et al., 2003).

O mel, um dos produtos apicolas mais popularizados ao longo do tempo, tem
sido utilizado geralmente como alimento, embora no Brasil o consumo anual médio
per capita seja baixo (inferior a 300g), se comparado a paises da Comunidade
Européia, onde o consumo médio pode atingir mais de 1000g. A procura no mercado
externo pelo mel brasileiro e o0s precos alcancados, alimentaram o rapido
crescimento da apicultura no Brasil. A producdo brasileira de mel no periodo de

2001 a 2004 aumentou em 10 mil toneladas (45,3%), e no mercado internacional, o


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mel/SPMel/racas.htm
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pais chegou a contribuir com 1,9% da producdo mundial com 24.000 ton.
(RELATORIO SEBRAE, 2006).

Em 2006 a valorizacdo da moeda brasileira e a suspensao da importacédo do
mel brasileiro pela Unido Européia comprometeram as exportacdes. O embargo teve
como base a persisténcia de falhas no sistema de monitoramento de residuos de
antibioticos no mel brasileiro, apesar de que os apicultores brasileiros ndo usam
medicamentos (APACAME, 2007), pois a Apis mellifera tem apresentado resisténcia

as pragas que atacam as colméias em outros paises produtores.

Apesar disso, as exportacdes de mel em 2006 cresceram, em relacéo a 2005,
e 0 pais foi apontado como o terceiro exportador mundial de mel, atras apenas da
China e da Argentina, gracas aos Estados Unidos, que absorveram 75% das
exportagcdes, o equivalente a US$ 17,33 milhdes. De acordo com o balanco do
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior (MDIC), em 2006
foram comercializadas 14,6 mil toneladas, que renderam US$ 23,36 milhdes
(APACAME, 2007).

Ainda assim, os valores praticados em 2006 foram inferiores aos de 2003 e
2004, quando os precos de venda no mercado internacional estavam em alta e os
produtores colheram boas safras. Nesses anos, o embargo ao mel argentino (devido
aos subsidios oferecidos aos seus produtores) e chinés (foram encontrados residuos
de produtos veterinarios no mel) favoreceu o comércio de mel brasileiro (APACAME,
2007).

De acordo com Sommer (2002), a maior parte deste crescimento foi verificada
no Nordeste, com 6,6 mil toneladas (173,8%), devido a fatores favoraveis como a
estabilidade de clima e a disponibilidades de mata silvestre com flora apicola
diversificada e intensa, e o decréscimo da producdo nos estados do sul do pais. De
acordo com Levy (1998), o semiarido nordestino favorece a producdo de mel

organico de grande procura no mercado.

Na Bahia, segundo a Confederacéo Brasileira de Apicultura, foram produzidos
em 2008 cerca de 4,0 mil toneladas de mel, colocando o Estado como o terceiro

produtor do Nordeste, atras somente do Piaui e do Ceara (IBGE, 2009).
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Por outro lado, antes de serem introduzidas no pais espécies do género Apis,
agui ja se encontravam abelhas nativas. As abelhas sem ferrdo ou abelhas nativas
(subfamilia Meliponinae), de grande importancia ecoecondmica e cultural,
constituem um grupo de abelhas distribuidas nas regifes tropicais e subtropicais da
Terra, com maior concentracdo na América Latina (SOUZA 2005), sendo
encontradas também na Asia, llhas do Pacifico, Austrélia, Nova Guiné e Africa
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Do ponto de vista taxondmico, a subfamilia Meliponinae esta subdividida em
duas tribos: Meliponini, formada apenas pelo género Melipona, e Trigonini que
agrupa um grande numero de géneros (NOGUEIRA-NETO, 1997).

O Brasil é rico em espécies de abelhas sociais nativas, conhecidas como
abelhas indigenas sem ferrdo e sua criacéo racional, a meliponicultura, desenvolve-

se principalmente no nordeste brasileiro (CAMARA et al., 2004).

No sertdo nordestino a diversidade de floradas favorece a produgédo de méis
com caracteristicas bastante variadas quanto a sua cor e composicao
(ALCOFORADO FILHO & GONCALVES, 2000). Para Alencar (2002), a flora da
regido é uma das maiores reservas do planeta. Durante o periodo chuvoso (quatro
meses por ano) nascem muitas leguminosas de ciclo curto que junto as arvores e

arbustos constituem importante zona de forrageamento apicola.

3.1 O MEL

O mel é um produto viscoso de aroma caracteristico e agradavel, com sabor
geralmente doce, podendo também apresentar sabor acido ou amargo a depender
de sua origem. E um produto elaborado pelas abelhas meliferas a partir do néctar
das flores (mel floral), de exsudacdes vegetais ou de excre¢cbes de insetos
sugadores de plantas (mel de melato ou melato), ou mesmo frutas (MOREIRA,
2001). Esta matéria precursora é coletada, transformada pela acdo das enzimas
hipofaringeanas das abelhas e armazenada em alvéolos de cera para maturagcao
(BRASIL, 2000).
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Para mel de melato, a matéria-prima é originaria da excre¢do de artropodes
da ordem Homoptera, conhecidos como afidios, a exemplo dos pulgfes, que sugam
o fluido do floema, a seiva elaborada, e excretam um liquido adocicado na forma de
gotas através do seu canal alimentar (SIDDIQUI, 1970). Este liquido depositado nas
folhas e em outras partes da planta € coletado pelas abelhas e utilizado na producao

de mel.

A desidratacéo e transformacdo do néctar pelas abelhas tem como resultado
0 mel, e dessa forma, a quantidade e a sua qualidade sofrem influéncia da producgao
e concentracdo de néctar, da concentracao de flores na area e do tempo em que as
flores estdo secretando néctar (CRANE, 1987). A composicdo do néctar de uma
espécie produtora contribui diretamente na composicédo do mel elaborado, dando-lhe
caracteristicas especificas (WHITE e BRYANT JR., 1996).

Para o Codex Alimentarius Commission, produzido pela Food Organization of
the United Nations, o mel € basicamente uma mistura complexa de acgUcares
altamente concentrada. Segundo Al-Mamary et al. (2002), ao mel sdo reportados
guase duas centenas de componentes quimicos diferentes e Vilhena e Almeida-
Muradian (1999) complementam que o mel contém &cidos orgénicos, enzimas,
vitaminas, flavondides, minerais e compostos que contribuem para sua cor, odor e
sabor. Serrano et al. (1994) e Campos (1987) sugeriram ser a composi¢cao do mel
dependente de muitos fatores tais como: espécies colhidas, natureza do solo, raca
de abelhas, estado fisiolégico da colbnia, estado de maturacdo do mel, condi¢cdes
meteoroldgicas, entre outros. Consta na literatura que a solugcdo aguosa formadora
do mel pode ser expressa em média como: glicose 34,0%, frutose 40,5%, sacarose
1,9%, agua 17,7%, proteinas 1,5%, cinzas 1,8%, enzimas e vitaminas 2,6%, sais
minerais, polen, acidos graxos e outros componentes minoritarios como dextrina,
gomas e pequenas quantidades de material nitrogenado ou fosforado, acidos
organicos, pigmentos e substancias aromaticas (DA SILVA, 2004; EMBRAPA, 2003;
ARRUDA, 2003; TERRAB et al., 2004).

Em méis florais, os acucares majoritarios sédo reconhecidamente a glicose e
frutose. Quanto aos méis de melato, estes geralmente sao classificados por seus
trissacarideos caracteristicos em dois tipos: os ricos em melezitose, sujeitos a

granulacao, e aqueles ricos em erlose que nao sofrem granulacdo (DONER, 1977).


http://www.whb.com.br/apiario/organismohumano.html#A LEVULOSE é a própria FRUTOSE, isto é mesma
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O conteudo de vitaminas é baixo, mas podem ser encontradas no néctar:
tiamina, riboflavina, piridoxina, acidos pantoténico, nicotinico e folico, biotina e acido

ascorbico, a vitamina de maior quantidade no néctar e no mel (CRANE, 1987).

Huidobro et al. (1995), White e Kushinir (1967) e Schepartz e Subers (1966)
afirmam que enzimas como a diastase, catalase, alfa-glicosidase, peroxidase, lipase,
fosfatase acida e inulase, também estdo presentes no mel. A diastase atua na
guebra do amido e embora a sua funcdo na fisiologia da abelha ainda néo esteja
claramente elucidada, pode estar envolvida com a digestdo do pdélen. Sua presenca
€ um indicativo de qualidade (VARGAS, 2006; CRANE, 1987). Por ser altamente
instavel frente a temperaturas elevadas, a medida da sua atividade é importante na
deteccdo de possivel aquecimento do mel, embora em temperatura ambiente esta
possa também perder atividade se o armazenamento for prolongado (CRANE,
1987). A catalase presente no mel se origina do pdélen da flor e sua quantidade no
mel depende da fonte floral e da quantidade de pdlen coletado pelas abelhas
(WESTON, 2000a). Tal como a invertase e a diastase, a glicose-oxidase produzida
pelas glandulas hipofaringeanas das abelhas, € incorporada ao néctar durante a sua
retirada das plantas e deposicéo nos favos das colméias (CRANE, 1987).

De maneira geral o aclucar natural encontrado na seiva das plantas é a
sacarose. No entanto, o néctar pode ter na sua composi¢cao, sacarose pura, uma
mistura de sacarose, glicose e frutose ou apenas glicose e frutose (CRANE, 1987;
HOOPER, 1976). Crane (1987) afirma que o néctar € uma solucao aquosa de varios
acucares, que perfazem de 3% a 87% do peso total e 90% a 95% da matéria solida
total. Estes aclUcares sdo secretados pelos nectéarios da flor na forma de néctar, ou

seja, solucao de acucar e agua.

O mel é constituido basicamente por agua e carboidratos (80% m/m do
conteudo de solidos totais), e desses, 90% sdo monossacarideos D-(+)-glicose e D-
(-)-frutose (ARIAS et al.,, 2003; MOREIRA e DE MARIA, 2001; e MENDES et al.,
1998). Autores como Carvalho et al. (2000); Sodré (2000); Costa et al. (1999);
Unates, et al. (1999); Komatsu (1996); Rodrigues et al. (1996); Bastos e Silva
(1994); Seemann e Neira (1988); Vidal e Fregosi (1984) e Huidobro e Simal (1984),
tém estudado os agucares do mel, encontrando teores de 62,9% a 86,07% para 0s

redutores (glicose e frutose) e 1,83% a 11,0% para nado redutor (sacarose). Méis
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originarios de néctar, geralmente apresentam teores de acguUcares invertidos (D-(+)-

glicose + D-(-)-frutose) em torno de 65%.

Por outro lado, meéis monoflorais contém maior quantidade de frutose
(BOGDANOV, 2004). Segundo Siddiqui (1968), méis poliflorais apresentam
proporcbes de glicose e frutose quase iguais. Esses teores sao de grande
importancia no tipo de desvio que o mel produz no plano da luz polarizada, e no
estabelecimento de varias caracteristicas, como a granulacdo, a qual tem como
responsavel a glicose monoidratada (encontrada em maior concentracdo no mel
granulado) e a sua relacdo com a frutose (BOGDANOV, 2004; MOREIRA e DE
MARIA, 2001). Alguns estudos indicam que em niveis de frutose elevados, o
equilibrio glicose anidra/glicose monoidratada, se orienta no sentido glicose anidra,

mais sollvel, afastando o perigo de granulacao do mel.

No mel podem ser encontrados também di, tri e oligossacarideos formados
por unidades monoméricas de D-(+)-glicose e D-(-)-frutose (MOREIRA e DE MARIA,
2001). S&o conhecidos mais de 20 oligossacarideos estruturalmente similares
(ARIAS et al., 2003), como celobiose, turanose, gentiobiose, palatinose, isomaltose,
nigerose, isomaltulose, neotrealose, kojibiose, melibiose, laminaribiose, maltose,
leucrose além da sacarose (dissacarideos), e os trissacarideos centose, 1-cestose,
teanderose, rafinose, panose, erlose, 4-a-gentiobiosilglicose, 3-a-isomaltosilglicose,
maltotriose, isomaltotriose, isopanose e laminaritriose (MOREIRA e DE MARIA,
2001).

Crane (1987) afirma que ao manipular o néctar ou melato, as abelhas
introduzem a invertase, uma enzima que ira causar mudancas quimicas,
aumentando a quantidade de acucar. A invertase adicionada transforma 75% da
sacarose inicial do néctar coletado, nos acucares invertidos glicose e frutose, ao
tempo em que, acuUcares superiores que ndo estdo presentes no material vegetal
original sd@o sintetizados. Segundo a autora, essa acdo se mantém até o

"amadurecimento” total do mel.

A enzima invertase ira permanecer no mel conservando sua atividade por
algum tempo, a menos que seja inativada pelo aquecimento (CRANE, 1987). A

inversdo aumenta a concentracdo de acgUcares e a resisténcia do material a
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deterioragdo por fermentagcdo, dada a diminuicdo da biodisponibilidade da agua
(ALENCAR, 2002; CRANE, 1987).

Depois dos carboidratos, a umidade € o segundo componente de maior valor
presente no mel. Méis de A. mellifera podem apresentar valores na faixa de 15 a
23%, podendo chegar a niveis bem maiores em méis de abelhas sem ferrao.
Caracteristica de grande importancia na qualidade do mel, a umidade pode
influenciar no sabor e palatabilidade, na viscosidade e peso especifico do mel. Pode
informar também da sua maturidade e conservacdo, ou mesmo da maior ou menor
presenca de agucar como a glicose (cristalizacdo). As legislagdes vigentes, nacional
e internacionais especificam 20% de umidade para méis destinados a
comercializacdo (BRASIL, 2000; MERCOSUL, 1999).

Cano et al. (2001) e Seemann e Neira (2007) afirmaram que méis em estado
6timo de maturacdo apresentam umidade menor que 18,5%, no entanto, além da
colheita prematura (méis verdes), as condicdes geograficas, estacionais e climaticas,

e a origem botanica podem influenciar o teor de umidade do mel (ARRUDA, 2003).

2.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Antigas civilizagdes utilizaram em terapias milenares, os produtos das abelhas
como importantes recursos terapéuticos e/ou de conservacdo. Hoje, a medicina
natural tem aumentado a procura por produtos alternativos, dentre os quais se

encontram aqueles produzidos pelas abelhas, como o mel (ZUMLA e LULAT, 1989).

Esta matéria-prima tem sido usada como antimicrobiano, desde os tempos
mais remotos, antes mesmo de que as bactérias fossem descobertas como
responsaveis por infecgdes (AMENDOLA 2003; MOLAN, 2001).

O tratamento de feridas e queimaduras tem preocupado o Homem desde o0s
tempos mais remotos e, referéncias ao uso do mel foram encontradas em papiros
egipcios de ha 10.000 anos, em textos sumérios, gregos, romanos e podem ser

vistos na Biblia e no Alcordo (HENRIQUES, 2004). Naquela época ja eram
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conhecidos os beneficios dessa matéria-prima no processo de reparagéo de feridas,
promovendo a absorcdo do edema, limpeza da contaminacéo, epitelizacdo do tecido
enfermo e reducdo de odores desagradaveis. Em tempos mais modernos, foram
encontrados relatos do seu uso durante a 12 Guerra Mundial, no tratamento de
feridas em soldados russos (AMENDOLA, 2003).

Os registros da utilizacgdo do mel como medicamento, apontam a sua
utilizacdo no tratamento de varias condi¢cdes patologicas que vao desde as anemias,
Ulceras de estbmago, feridas, queimaduras, a problemas oftalmolégicos
(HENRIQUES, 2004). Popularmente, ao mel ainda se atribuem propriedades como

emoliente, antiputrefante, digestiva, laxativa e diurética (VERISSIMO, 1987).

Com a descoberta dos antibiéticos no inicio do século XX, a utilizacdo do mel
como medicamento, baseada em principios empiricos e sem bases cientificas
concretas, foi em parte remetida & medicina tradicional, mantendo-se apenas como

traco cultural em algumas comunidades (HENRIQUES, 2004).

Nas ultimas décadas, o uso indiscriminado de antimicrobianos tem resultado
no aparecimento de linhagens de patdgenos resistentes as mais variadas classes de
antibiéticos (GONCALVES et al., 2005). Diante disso, a comunidade médica tem
voltada a atengcdo para uma reavaliagdo terapéutica de antigos medicamentos,
incluindo o mel, que é apontado como um coadjuvante tépico em queimaduras e
ferimentos devido as suas propriedades antissépticas e cicatrizantes (MOLAN, 2001;
EFEM et al. 1992; JAMES et al., 1972). Segundo a literatura especializada (TONKS
et al., 2003; SUBRAHMANYAM, 1991; ZUMLA e LULAT, 1989; EFEM, 1988), o mel
age de duas maneiras simultdneas: protege a lesdo contra micro-organismos e

estimula a recuperacao do tecido enfermo, promovendo a cicatrizacao.

Estudos da atividade antimicrobiana do mel in vitro e in vivo foram realizados
por varios autores como Cortopassi-Laurino e Gelly (1991); Allen et al. (1991); Molan
e Russell (1988); Dustmann (1979); White et al. (1966); White e Subers (1963);
Adcock (1962); e da sua atividade cicatrizante por Gupta et al. (1993), Efem (1988),
Green (1988), Bergman et al. (1983). Adebolu (2005), Al-Waili et al. (2004), Molan
(2001, 1992a, 1992b) e Efem (1992), estudaram a sua acado fungicida e a acao

promotora da epitelizagcdo. Molan (1992a) concluiu que o mel pode inibir
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aproximadamente 60 espécies de bactérias incluindo aerdbicas e anaerdbicas,
Gram-positivas e Gram-negativas, algumas leveduras e espécies de fungos
filamentosos como Aspergillus e Penicillium. Além disso, o mel mostrou-se eficaz
contra bactérias resistentes a antibiéticos como o Staphylococcus aureus, resistente
a meticilina (MRSA), e Pseudomonas aeruginosa multirresistente, dois dos principais
agentes infecciosos de feridas e queimaduras. Foi capaz de inibir fungos,
protozoarios, inclusive virus, em concentracdes (entre 25 e 2%), passiveis de
aplicacdo num contexto clinico (HENRIQUES, 2004).

Cooper et al. (1999) testando a sensibilidade de 58 cepas de Staphylococcus
aureus coagulase positiva, isoladas de feridas infectadas, com uma mistura de méis
e um mel de manuka, encontraram sensibilidade dos micro-organismos a ambas as
amostras. Al-Walili (2004) afirma que o mel tem efeito positivo contra Pseudomonas
mesmo se diluido 10 vezes pela exsudacdo da ferida, e que o mel de manuka é
efetivo contra Helicobacter pylori. Diluido a 50%, este mel inibiu Bacteroides (género
de bacilos Gram-negativos anaerébios) isolados de infeccdo dentaria, e a 40% foi
capaz de inibir enteropatdogenos e a producdo de toxinas de Candida albicans. Puro,

o mel foi capaz de inibir o crescimento da levedura.

Na Venezuela, Vit et al. (2004) compararam meéis de Melipona spp. e Apis
mellifera com o objetivo de avaliar suas propriedades no controle de cataratas,

encontrando resultados positivos em ambos 0s casos.

Subrahmanyam (1992) e Greenwood (1993), testando a aplicacédo de mel de
Apis em feridas que vao desde Ulceras diabéticas e de pressao, a queimaduras,
concluiram que o mel possui atividade antimicrobiana, desodorizante, e também
indutora da rapida epitelizacdo, promovendo a cicatrizacdo de feridas cronicas que
nao responderam a terapias convencionais. Vardi et al. (1998) também verificaram

gue o mel de abelha é efetivo no tratamento de feridas cirdrgicas infectadas

recalcitrantes ao tratamento antibiético local sistémico.

Molan (2001) em seu estudo tratou queimaduras em pele de porcos com mel
e com acucar. Aquelas tratadas com mel apresentaram menor namero de colonias
bacterianas, menos micropustulas na nova epiderme e menos micro-organismos nas

escaras, quando comparadas aquelas tratadas com acucar.
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Al-Waili (2004) analisando méis Apis de Al-Theed, Emirados Arabes Unidos,
in vitro e in vivo, encontrou forte atividade desses méis contra patégenos humanos
comuns, Gram-positivos e Gram-negativos, inclusive contra a levedura C. albicans,
causa comum de enfermidades de mucosas humanas. A aplicacdo topica de mel
Apis em feridas infectadas ou em conjuntivas erradicou a infeccéo bacteriana por E.
coli, S. aureus e Pseudomonas spp., micro-organismos notoriamente resistentes a
antibioticos e comuns em Ulceras crénicas e queimaduras, diminuindo o tempo de

restauracao dos tecidos.

Namias (2003), em estudo com 59 pacientes portadores de feridas e Ulceras
persistentes, afirma que a terapia convencional falhou em 80% dos casos, em
tratamentos que duraram de um més a dois anos. Ele concluiu que feridas
infectadas inicialmente por uma variedade de micro-organismos, tratadas com mel,
ficaram livres da infecgcdo em uma semana. Em 58 dos casos, a cura foi iniciada
rapidamente, com reducdo de escaras e edemas, e rapida epitelizacado. Apenas uma
Ulcera ndo respondeu satisfatoriamente ao tratamento aplicado (15-20 mL de mel
nao diluido, diariamente, sobre a ferida limpa com solucdo salina), devido a

presenca de infeccdo por micobactéria, que nao foi sensivel ao mel.

As propriedades popularmente relatadas e estudos em modelos animais
demonstraram que o mel reduz a inflamacao (visto histologicamente) (MOLAN 2001),
guando utilizado como agente topico no tratamento de infec¢des cirdrgicas,
gueimaduras e feridas infectadas, parecendo acelerar a cura por epitelizacdo da
periferia da ferida (EFEM et al. 1992; JAMES et al., 1972). De acordo com Al-Waili
(2004), lesbes de pele tratadas com mel apresentam menos edema, menor infiltracao
de célula mononuclear, menos necrose, melhor contracdo da ferida, epitelizacdo
melhorada, e reducdo da concentracdo de glicosaminoglicano e proteoglicano.
Segundo este autor, a aplicacao topica de mel natural € benéfica até no tratamento
da gangrena genital de Fournier. Overgaauw (2005) afirma que o perdxido de
hidrogénio (H202) do mel reduz os neutrofilos e o tecido de infiltragéo, estimulando a
angiogénese e a producdo de fibroblatos e células epiteliais, importantes na
reparacéo do dano ao tecido (BURDON, 1995). Segundo Molan (2001), o mel pode
estimular a liberacdo de citocinas das células mononucleares e estimular a formagéo
do tecido de granulagcédo, com reducéo do odor e do inchaco do tecido enfermo.

Molan (2005) cita, que a alta osmolaridade do mel atrai fluido linfatico do tecido sob a
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ferida, proporcionando assim uma boa oferta de enzima protease na interface entre a
camada ferida e o tecido necrosado. Estudos em modelos animais demonstraram
gue o mel reduz a inflamacédo em queimaduras severas e superficiais e em feridas
profundas (MOLAN, 2001). Pesquisas mostram que o mel em concentra¢cOes baixas
como 0,1%, estimula a proliferagdo dos B-linfocitos e T-linfécitos em culturas de
células do sangue, e a 1% induz mondcitos a lancarem fatores de necrose tumoral
alfa (a-TNF), e interleucinas, promovendo desta forma a resposta imune (ALVES et
al., 2008; MOLAN, 2001).

Tonks et al. 2003, estudando o efeito de méis sobre a liberacdo de citocinas
inflamatérias, fator de necrose tumoral alfa (a-TNF) e interleucinas (IL-13 e IL-6)
envolvidos no processo de cicatrizacao, incubou as amostras com a linha monocitica
celular MonoMac-6 (MM6) a uma concentracdo de 1% (p/v) por 24h. Analisando o
sobrenadante da cultura celular, estes mesmos autores verificaram um aumento dos
fatores de cicatrizacdo, sugerindo que a acdo do mel na recuperacao do tecido pode
estar relacionada, em parte, ao estimulo das citocinas inflamatérias monociticas

produzido nas células.

Al-Waili  (1999) relata que no pés-operatério de cesarianas e de
histerectomias a aplicacdo topica de mel acelera a cura da ferida, reduz a formacao
de cicatrizes além de prevenir o aparecimento de infec¢des bacterianas. Este autor
afirma que o mel pode ser utilizado também no tratamento de dermatites, caspa e

seborréia.

Caracteristica intrinseca do mel, a atividade antimicrobiana é responsavel por
sua integridade por longos periodos (VARGAS, 2006). Por outro lado, méis
produzidos de diferentes fontes florais (MOLAN 2001), processados e estocados de
maneiras diferentes (AL-WAILI 2004) apresentam variagdo em sua atividade

antimicrobiana.

Em vérias partes do mundo, sdo encontrados méis de grande conceito na
medicina popular. O mel de Manuka (Leptospermum scoparium) detém uma enorme
reputacdo desde muito tempo na Nova Zelandia, bem como o Leptospermum
polygalifolium, da Australia, por suas propriedades antimicrobianas (WESTON,
2000Db).
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Por outro lado, Molan (2005) afirma, que nem todo mel de Manuka exibe
atividade antibacteriana decorrente de fatores ndo peroxidantes, e que a
bioatividade do citado mel é especifica daquele produzido em “East Cape”, regido
norte da ilha. Hoje, é recomendado o mel do medronheiro (Arbutus unedo) da
Sardenha (ilha italiana do mar Mediterraneo) por suas propriedades terapéuticas, e
na india e em Portugal o mel de I6tus (Nelumbium sceciosum) é considerado a
melhor opcdo para tratamento de infeccdo ocular; em Dubai (Emirados Arabes
Unidos) e no Iémen, o mel do “Jirdin Valley” € venerado por suas propriedades
terapéuticas (WESTON, 2000b).

O mel de Apis mellifera tem sido objeto de pesquisas cientificas em varias
partes do mundo, mas, estudos sobre atividade antimicrobiana do mel de abelhas
sociais da subfamilia Meliponinae sdo escassos quando comparados a esses
(GONCALVES et al., 2005). Apesar disso, na América Latina, em varios paises,
méis de abelhas sem ferrdo sdo usados inclusive para o tratamento de cataratas
(VIT et al., 2004). Posey (1987) e Cortopassi-Laurino e Gelli (1991), afirmam que o
mel de abelhas sem ferréo é utilizado em terapias populares, principalmente nas
zonas rurais e entre indigenas, que acreditam que diferentes tipos de mel possuem
propriedades curativas especificas, sendo empregados para a cura de varias

doencas.

Torres et al. (2004) analisando in vitro méis de Tetragonisca angustula llliger
da Colémbia usado no tratamento de infec¢des oculares e respiratérias, e mel de A.
mellifera de Berlim (Alemanha), contra Bacillus brevis, Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, E. coli, Pseudomonas syringae, Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum, e Trichoderma viridae, encontraram para os méis das duas
origens, resultados positivos contra as bactérias, embora negativo contra as trés

espécies de fungos.

Também na conservagdo de tecidos, o mel tem sido utilizado desde a
Antiguidade. Indigenas do Ceildo banhavam a carne de animais e esta se mantinha
apta para o consumo por periodos de até um ano (IOIRISCH, 1981). Améndola et al.
(2003), relatam que utilizaram o mel como conservante de pele para implante em 28
humanos, acometidos por queimaduras ou Ulceras, com resultados satisfatérios em

90% dos casos. Abramov e Markicheva (1983) analisaram o resultado de ceroplastia
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lamelar usando coOrnea conservada em mel, em 48 humanos acometidos de
gueimaduras oculares, Ulceras corneanas e ceratites. Na maioria dos casos 0sS
resultados foram satisfatorios, com transparéncia das corneas e o material foi

recomendado para uso clinico.

Apesar de ser o mel pouco utilizado como conservante de 0Ssos,
Mschividobadse (1978) obteve bons resultados utilizando em seres humanos,
implantes alogénicos esterilizados através de formaldeido, conservados em solucao
contendo 50% de mel, e chegou a conclusao de que essa € uma forma de se obter
um banco de ossos de alta qualidade.

As pesquisas e 0 numero de artigos publicados sobre méis nas ultimas
décadas tém aumentado e estimulado a criagdo de empresas como a “Medihoney”
(Austrdlia), voltadas para a comercializagdo de mel com alta atividade
antimicrobiana, com financiamento de pesquisas relacionadas com testes clinicos
(HENRIQUES, 2004). As descobertas tém contribuido para a regulamentacdo do
mel para fins medicinais e na Nova Zelandia e Australia, podem ser adquiridos em
farmacias, produtos a base de mel com alta atividade antimicrobiana, que variam
entre compressas, cremes para eczemas e cremes para Ulceras (HENRIQUES,
2004).

Em 2004, no Reino Unido, foi aprovado o “Advancis Medical’” (compressas
impregnadas de mel) para o tratamento de feridas. Em alguns paises como a Franca
e a ltdlia, atualmente ja pode ser encontrada producdo de mel com objetivos
terapéuticos especificos, como tratamentos de Ulceras e problemas respiratorios
(YANIV e RUDICH, 1996). Na Alemanha, o mel ja foi adotado como pratica oficial na
rede publica de saude (EMBRAPA, 2007).

No Brasil poucos registros de estudos a esse respeito foram encontrados. O
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de
Misericordia, Sado Paulo, usou o mel como tratamento de lesGes de pele, com
eficacia, o que configura um tratamento alternativo de baixo custo financeiro
(MALAVAZZI et al., 2005).

Cortopassi-Laurino e Gelli (1991), Martins et al. (1997) e Gonnet et al. (1964)

investigaram o potencial antibacteriano de méis de abelhas africanizadas e de
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abelhas nativas Dbrasileiras, onde foram observadas principalmente ac0bes
bacteriostaticas. Esses autores também detectaram que o resultado de inibicdo das
amostras de mel de A. mellifera foi inferior ao das abelhas sem ferrédo. Dentre estas,
0s méis das abelhas da tribo Trigonini foram melhores agentes antimicrobianos que

da tribo Meliponini.

Mais recentemente, Camargo (2001) observou que o mel de Lippia alba
produzido por A. mellifera foi ativo contra S. aureus e E. coli. Em 2003, Miorin et al.
compararam a atividade frente a S. aureus de amostras de mel de A. mellifera e
Tetragonisca angustula, coletadas em Minas Gerais e Parana, ndo encontrando
diferenca significativa entre os méis produzidos por essas espécies. Vargas (2006)
analisando 80 amostras de méis dos Campos Gerais, Parana, encontrou atividade

antimicrobiana contra E. coli e mais expressivamente contra S. aureus.

2.3 FATORES ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE BIOLOGICA

As caracteristicas fisico-quimicas dos componentes do mel determinam a sua
gualidade. A sua acdo antimicrobiana naturalmente, é resultado dessa constituicéo e
assim, o estudo desses parametros se torna importante para a compreensao e

aproveitamento dessa atividade bioldgica.

Autores como Wahdan (1998) e Molan (1992b) apontam a sinergia entre
fatores fisicos como a alta osmolaridade, e fatores quimicos relacionados ao pH, a
presenca de substancias inibidoras como o peroxido de hidrogénio (BOGDANOV et
al. 2004), e acidos (BOGDANOQYV 1997), como promotores da atividade biolégica do
mel. Estes fatores auxiliam no mecanismo bioquimico da cicatriza¢do, e junto a
substancias do metabolismo secundério das plantas como flavondides (SABATIER
et al. 1992) e acidos fenolicos (WESTON et al. 2000), podem ser responsaveis pela
atividade antimicrobiana do mel e a cicatrizacdo de ferimentos (WILKINSON, 2005;
EFEM, 1988). Sato e Miyata (2000) relatam que a atividade antimicrobiana do mel
talvez seja o efeito medicinal mais evidente, e que varios fatores associados podem

ser responsaveis por tal atividade.
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2.3.1 Atividade Osmoética e Atividade de Agua (aW)

No controle do desenvolvimento microbiano, a temperatura e a concentragéo
de oxigénio entre outros fatores, sdo determinantes, contudo, a pressdo osmotica é
também uma condicdo fisica importante quando esse crescimento € analisado
(PELCZAR, 1997).

A pressdo osmotica é a forca com a qual se move uma solugédo contendo uma
baixa concentracdo de substancias dissolvidas (solutos) através da membrana
citoplasmatica, para outra contendo uma alta concentracdo de solutos. Quando
células microbianas estdo em meio aquoso, grandes diferencas na concentracdo de
solucdo dentro ou fora destas, poderdo leva-las ao rompimento ou desidratacédo e
consequentemente a morte (LIEBER, 2002). Em uma solucéo isotbnica, o fluxo de
agua estad em equilibrio e a célula cresce normalmente. Entretanto, quando o meio
externo é hipertbnico (com uma concentracdo de solutos mais alta do que no
citoplasma da célula, esta perde agua (plasmolise) e tem seu crescimento inibido
devido a diminuicdo da membrana plasmatica. A importancia deste fenbmeno esta
na inibicdo do crescimento da célula quando a membrana plasmatica se separa da
parede celular (PRESCOTT et al., 2002; BLACK, 2000). Este fato faz com que o
poder osmético do mel seja apontado como um fator antimicrobiano, devido a sua

alta concentracdo de agucares (WAHDAN, 1998).

Segundo Jeddar (1985), a atividade antimicrobiana do mel ocorre devido a
seu alto valor de gradiente osmaético que o faz agir, tanto como bactericida quanto
como bacteriostatico, atuando na ferida como barreira viscosa que impede a entrada

de substéncias e a perda de fluidos para o0 meio externo (POSTMES, 1993).

O mel possui baixo teor de agua e esta, nos produtos biolégicos ocorre como
H20 ligada e H20 livre, resultando em umidade (contetdo total de 4gua). A agua
ligada apresenta conexdo intima com as moléculas constituintes do produto, ndo
podendo ser removida ou utilizada para qualquer tipo de reacdo; a agua livre,
disponivel para as reacbes fisicas (evaporacdo), quimicas (escurecimento) e
microbiolégicas (fermentacdo), torna-se entdo a principal responsavel pela
deterioracéo do produto (HOFFMANN, 2001).
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Hoffmann (2001) afirma que o valor absoluto da atividade de agua (aW), ou
seja, 0 conteudo de agua livre, € a unica forma de agua utilizavel por micro-
organismos. A velocidade das reacdes quimicas esta diretamente ligada a
guantidade de H20 livre em um meio, e a concentracdo dos compostos e enzimas
envolvidos. A medida do teor de agua pode ser expressa como a razao entre a
pressdo de vapor de agua do substrato (p) e a pressado de vapor da agua pura (po)
sob uma mesma temperatura. Entdo, aW = p/po (HOFFMANN, 2001).

De modo geral, as bactérias sdo mais exigentes quanto a disponibilidade de
agua que as leveduras e os fungos filamentosos, que se destacam pela tolerancia a
baixa atividade de agua. A maioria das bactérias se desenvolve em aW minima entre
0, 91 a 0,88; as leveduras em 0,88 e os fungos filamentosos em 0,80 (HOFFMANN,
2001). Segundo o Microbial Ecology of Foods (1980), o desenvolvimento da maioria
das bactérias e fungos filamentosos estéo restritos a valores de aW acima de 0,900
e, abaixo de 0,600 os micro-organismos nao se multiplicam, embora possam

permanecer viaveis por um tempo prolongado.

A propriedade antimicrobiana do mel foi reconhecida por primeira vez em
1892 através de van Ketel e foi assumido nesta oportunidade, que isto era devido ao

efeito osmaético do seu alto conteddo de agucar (MOLAN, 2001).

A aW do mel é de modo geral baixa, mas, comparando-se valores da aW dos
meéis de abelhas africanizadas com os méis de abelhas nativas encontrados na
literatura, pode-se observar que os Ultimos apresentam valores mais altos, e ainda
assim apresentam atividade bioldgica. Segundo Gongalves et al. (2005), ao se
comparar a atividade antimicrobiana de diferentes méis de A. mellifera frente aos
micro-organismos sensiveis ao mel de abelhas nativas, constata—se que estes

apresentam atividade nitidamente superior.

O teor de agua no mel comumente entre 15% a 21% em peso, e a forte
interagdo das moléculas de acUcar com as moléculas de &gua, diminui a
disponibilidade dessas moléculas para os micro-organismos (ZUMLA E LULAT
1989), contribuindo para o rompimento da parede da célula bacteriana (MOLAN,
1992a).
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2.3.2 Cor

A cor é uma propriedade 6tica do mel, sendo o resultado de diferentes graus
de absorcdo da luz de varios comprimentos de onda, pelos constituintes do mel
(BIANCHI, 1981). O mel puro deve apresentar aspecto liquido, denso, viscoso e
translicido, e sua cor podera variar do amarelo ao amarelo-avermelhado, com
cheiro proprio, sabor doce e caracteristico (CATALAN, 1981). Crane (1987) afirma
gue a cor do mel liguido pode variar do branco-aquoso a quase preto, com variantes

matizes de verde ou vermelho, ou mesmo azul, segundo a sua origem floral.

Alguns fatores podem determinar a cor do mel, como variagdes no clima
durante o fluxo do néctar, a temperatura de amadurecimento na colméia e o
processamento (ARRUDA, 2003). A luz, o calor, o tempo de estocagem e as
possiveis reacdes enzimaticas, além dos teores de glicose, frutose, nitrogénio e
aminoéacidos livres, substancias polifendlicas, sais de ferro e minerais em geral
(ARRUDA 2003), e o teor de hidroximetilfurfural, sdo apontados como fatores
determinantes da cor do mel (CRANE, 1987).

Aristételes (384-322 AC) se referia aos méis claros como "bons como um
balsamo para olhos doloridos e para ferimentos". Dioscorides (50 DC) tinha

preferéncia pelo mel amarelo claro de Attica (WESTON, 2000).

A grande variacdo na cor dos méis brasileiros direciona a preferéncia do
consumidor (MARCHINI et al., 2005). Em Séo Paulo, os méis de flores de laranjeira
sdo bastante procurados, ndo s6 por seu sabor suave, mas também por sua cor
clara (KOMATZU et al., 2002). No mercado internacional, o mel € avaliado por sua
cor, e meéis claros alcangcam melhores precos que os escuros (CRANE, 1987). Este
parametro é tdo importante, que no International Trade Forum (publicagcdo que
analisa e noticia 0 comércio internacional de mel) de 1979, a cor foi considerada
como uma das caracteristicas do mel, de particular relevancia no mercado
internacional (CRANE, 1987).
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2.3.3 pH

O pH nédo é um parametro obrigatério no controle de qualidade de méis
brasileiros (BRASIL, 2000), mas tem grande utilidade como varidvel auxiliar na
avaliacdo da qualidade pelo fato de medir diretamente a acidez livre [H3O*], e por
sua atuacdo na atividade antimicrobiana. Geralmente os meéis sdo acidos, com
valores de pH que podem atingir até 2,3 (ARRUDA, 2003).

Noronha (1997) afirma que associa¢6es de espécies vegetais e o pH do solo,
podem influenciar o pH do mel. Segundo Seemann e Neira (1988), este parametro
pode sofrer influéncia da origem floral, pela concentracdo de varios acidos e ainda
da concentracdo de diferentes minerais como calcio, sédio e potassio, constituintes
da cinza. O pH depende dos ions hidrogénio presentes na solucdo (Vidal e Fregosi
1984), podendo ser influenciado pelo pH do néctar, do solo ou de substancias
acrescidas pelas abelhas ao néctar (enzimas) no transporte até a colméia (SOUZA e
BAZLEN, 1998; CORNEJO, 1988; CRANE, 1987).

O mel promove a angiogénese, atuando na producéo do tecido de granulagcao
e epitelial, pois o peréxido de hidrogénio (formado pela acdo da enzima peroxidase)
estimula o crescimento de fibroblastos. Além disso, baixos valores de pH e maior
angiogénese, liberam oxigénio que contribui na regeneracdo dos tecidos. A
neutralizacdo de odores é resultado da inibicAo das bactérias presentes no
ferimento, pois o volume de detritos é também reduzido. Além disso, uma vez
aplicado o mel, as bactérias passam a utilizar os seus agucares gerando o &cido
latico que é inodoro (OVERGAAUW, 2006).

2.3.4 Acidez

A acidez do mel é decorrente da presenca de acidos organicos, que podem

auxiliar na sua preservacao frente aos micro-organismos (CRANE, 1987).
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Os &cidos orgéanicos ocorrem no mel em concentra¢des variadas e dependem
das fontes de néctar (ROOT 1995), do teor da enzima glicose-oxidase (HORN 1996;
WHITE 1975), da presenca de leveduras osmofilicas e de minerais (WHITE JR.,
1989). Perfazem apenas 0,5% dos solidos, mas apresentam efeito determinante no
flavor, contribuindo com a grande estabilidade do mel frente a deterioracdo (CRANE,
1987). Varios acidos organicos do mel sdo citados na literatura, como acido acético,
butirico, latico, oxalico, férmico, succinico, glicolico, butirico, tartarico, maléico,
piroglutdmico, alfa-cetoglutarico, 2- ou 3-fosfoglicérico, alfa- ou beta-glicerofosfato e
vinico, benzdico, isovalérico, malico, fenilacético e propibnico, embora o acido
glicbnico esteja presente em maior quantidade (SEEMANN e NEIRA, 1988; CRANE,
1987; MENDES e COELHO, 1983; WHITE, 1975).

O teor de acido glicbnico relaciona-se com as reac¢bes enzimaticas que
ocorrem durante o processo de amadurecimento. Dessa maneira, a acidez do mel
estd fortemente relacionada ao teor do monossacarideo D-glicose e
conseglentemente aos teores de sacarose no néctar e a quantidade da enzima
glicose-oxidase adicionada pela abelha (MOREIRA e DE MARIA, 2001).

Autores como D’Arcy (2005), Moreira e De Maria (2001) e Anklam (1998),
reforcam que a acidez do mel é devida a presenca de &cidos organicos,
principalmente glicénico, pirdvico, malico e citrico, em equilibrio com lactonas ou

ésteres e ions como o fosfato e cloreto.

O &cido gliconico constitui 70 a 90% dos acidos orgéanicos, e a acidez do mel
constitui um importante critério de qualidade por contribuir para a sua estabilidade
frente a micro-organismos (SODRE, 2000; CRANE, 1987).

Crane (1987) sugere que os acidos podem estar presentes no néctar, mas foi
constatado que alguns acidos aromaticos encontrados no mel monofloral de Manuka
(Leptospermum scoparium) ndo estavam presentes no néctar de suas flores (TAN et
al., 1988). Os méis de Manuka e de Viperina (Echium vulgare), apresentam alta
atividade antimicrobiana, podendo essa atividade estar relacionada com a presenca
de alguns tipos de acido (WILKINS et al., 1995). Autores como Ufates et al., (1999);
Andrade et al., (1999); Carvalho et al, (1998); Mendes, (1998); Rendon, (1996);

Perez et al., (1990); Cornejo, (1988) e Butta et al. (1983), analisando méis de varias
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origens encontraram valores que variaram de 8,20 meq.Kg? a 62,50 meq.Kg?; a
norma nacional e as internacionais em vigor prescrevem um maximo de 50,0

meq.Kg* para acidez.

Quanto ao modo de acédo, Rossel (2007) afirma que apenas a forma nao
dissociada dos acidos penetra na célula do micro-organismo por difusdo, onde,
devido ao maior pH intracelular se dissocia (teoria do desacoplamento). A
diminuicdo do pH deve ser compensada por una ATPase de membrana que
bombeia protons para fora da célula as expensas da hidrélise de ATP. A menor
guantidade de ATP disponivel para a formacdo de biomassa celular comprometeria
0 crescimento da célula microbiana. Quando a concentracdo de acido é alta, e a
capacidade de bombeio de protons € superada, a acidificacdo do citoplasma leva a

morte celular.

Rossel (2007) propde também o acumulo intracelular de &nions como outro
mecanismo para explicar o efeito inibitério dos &acidos. Segundo esta teoria,
enguanto os protons sdo excretados ao exterior estes ions sao capturados na célula.
A inibicdo poderia estar relacionada com o acumulo e a toxicidade do anion. Embora
ndo esteja completamente elucidado o mecanismo de inibicdo dos acidos alifaticos,
o efeito toéxico destes compostos pode dever-se tanto ao desacoplamento como ao
efeito inibitério do acumulo de anions. Ademais, este autor cita que os &cidos
alifaticos de cadeia curta podem por insercao, apresentar também um efeito direto
sobre a integridade da membrana, alterando a sua estrutura e hidrofobicidade,
produzindo aumento de permeabilidade, com reducdo da eficiéncia como barreira

seletiva.

2.3.5 Perdxido de Hidrogénio

Um componente de extrema importancia na composicao do mel e sua
atividade antimicrobiana, além dos agucares, sdo as enzimas, mais especificamente

a glicose-oxidase e a catalase.
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A catalase presente no mel se origina do pélen da flor, e sua quantidade no
mel depende da fonte floral e da quantidade de pdlen coletado pelas abelhas
(WESTON, 2000). A glicose-oxidase é produzida pelas glandulas hipofaringeanas
das abelhas e incorporada ao néctar durante a sua retirada das plantas. Nos favos
das colméias, em presenca da agua (do néctar) e oxigénio, esta enzima que é mais
ativa em solucdes diluidas, produz gliconolactona (acido gliconico) e peroxido de
hidrogénio (FIGURA 1), que preservam o mel imaturo até que a concentracdo dos
acucares alcance seu ponto 6timo (MENDES e COELHO, 1983; CRANE, 1987,
SCHEPARTZ e SUBERS 1966).

o 0 : : 0 O
glicoze-oxidaze
° PO, — O [ ]+ HO,
o o o "0

8] Q
(1= D-glicoze D-glicona-1 S-lactona

FIGURA 1 — Oxidagdo da B-D-glicose em presenca de glicose-oxidase e oxigénio molecular com
producao do &cido Glicénico e Perdxido de Hidrogénio (BROVO, 1998)

O peréxido de hidrogénio é a principal substancia antibacteriana do mel
(WHITE et al.,, 1963), e sua quantidade esta relacionada aos niveis de glicose-
oxidase (que atua sobre a glicose) e de catalase que, originaria do pélen e difundida
no mel, tém a capacidade de quebrar a molécula de H202 em Oz e H20 (WESTON,
2000). Consequentemente, diferengcas na atividade antimicrobiana entre meéis de

varias fontes florais podem ser devidas também a essas variacoes.

A atuacéo de perdxido de hidrogénio como fator antimicrobiano foi registrada
em estudo onde, mesmo diluido de 7 a 14 vezes, quando a sua osmolaridade deixou
de ser inibitéria, a atividade antimicrobiana esteve presente no mel (COOPER et al.,
1999). A explicacdo para este fato veio da descoberta de que a glicose-oxidase do
mel produz peréxido de hidrogénio quando o mel € diluido. Inicialmente este agente
foi chamado de “inibina” sendo depois identificado como peroxido de hidrogénio. O
termo “numero de inibina” foi estabelecido como uma medida da poténcia
antimicrobiana relativa de diferentes méis, ou seja, 0 numero de vezes as quais um

mel poderia ser diluido e ainda inibir o crescimento bacteriano (MOLAN, 2001).
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A acdo antimicrobiana do peroxido de hidrogénio baseia-se em que este
produz o radical oxidante hidroxila (*OH-), capaz de retirar um atomo de hidrogénio
dos &cidos graxos poliinsaturados da membrana celular e iniciar a peroxidacao
lipidica. O acumulo de hidroperoxidos resultante danifica a estrutura e inviabiliza a
funcéo protetora da membrana (WELCH et al., 2002). Além disso, 0 H202 é capaz de
atravessar a membrana nuclear (eucariotos) e induzir danos na molécula de DNA

por meio de reacfes enzimaticas (ANDERSON, 1996).

7

Usado em ferimentos, a producdo de perdxido de hidrogénio s6 é ativada
guando o mel é diluido pelo exsudado, e entdo o H20: é liberado lentamente, em
concentragGes muitas vezes inferiores (1 mMol.L) as utilizadas convencionalmente
em hospitais (3%), o que facilita o tratamento pois néo lesa os tecidos (HENRIQUES,
2004; MOLAN, 1999). Além disso, o efeito nocivo do H202 do mel é reduzido no
tecido enfermo, porque seus compostos antioxidantes retém e inativam o ferro que
catalisa a formacé&o do radical livre produzido pelo peréxido, ajudando na diminuicédo
deste componente oxidante (MOLAN, 2001). Da mesma forma, embora apenas
pequena quantidade de ferro seja necessaria para o desenvolvimento microbiano, a

sua indisponibilidade inviabiliza o crescimento do micro-organismo (BLACK, 2000).

Por outro lado, analisando a agdo do H202 e dos compostos fendlicos, Weston
(2000) concluiu que os flavonéides encontrados no mel eram derivados da propolis; e
gue os flavondides da prépolis, apresentaram baixa atividade antimicrobiana.
Considerando que o teor de flavondides é 1000 vezes maior na prépolis que no mel
(MOLAN 2001), chegou-se a conclusdo que os compostos fendlicos encontrados
(acido benzadico, cinamico e flavondides) contribuiram de forma minoritaria para a
atividade antimicrobiana do mel, se comparada a do peroxido de hidrogénio. Weston
(2000) afirma que a reacao entre o peroxido de hidrogénio e o acido benzéico pode
criar peroxiacidos, mais estaveis que o peroxido de hidrogénio. Esses acidos
escapam da destruicdo quando catalase é adicionada a solucdo de mel, antes do
teste antibacteriano, devido a seletividade da catalase, que é especifica para o
peréxido de hidrogénio, e ndo destroi alquilperéxidos ou acidos peroxicarboxilicos.
Estes compostos, em pH baixo, sdo agentes antimicrobianos ainda mais poderosos
gue o H202, fato que poderia ter compensado o baixo teor de acidos carboxilicos no
mel, em seu experimento. Segundo Molan (2001), Cooper et al. (1999) e Allen et al.

(1991), a maior evidéncia da existéncia de fatores antimicrobianos nao peroxidos em



47

mel, esta relatada em estudos onde a atividade dos méis tratados com catalase para

remover o peréxido de hidrogénio se mantém.

Segundo Bogdanov (2004) e Taormina et al. (2001), a atividade
antimicrobiana do mel pode ser atribuida ao peroxido de hidrogénio, e a compostos
fendlicos (SABATIER et al. 1992), de modo que a capacidade letal e inibidora deste
sobre micro-organismos pode variar de acordo com a fonte floral do néctar
(TURKMEN et al., 2006; AL-MAMARY, 2002; SATO, 2000; CORTOPASSI-LAURINO
e GELLI, 1984).

2.3.6 Compostos Fendlicos

Junto as caracteristicas de cada espécie de abelha, as plantas contribuem
com as variacbes na composicdo do mel, na medida em que oferecem recursos

florais diferenciados para o forrageamento (SANTOS 2006).

Entre as substancias reportadas no mel encontram-se 0S compostos
fendlicos, produzidos pelo metabolismo secundario das plantas (BOGDANOV,
2004). Dentre eles, os flavondides encontrados em frutas, vegetais, castanhas,
sementes, talos e flores, especialmente no cha, vinho, propolis e mel de abelhas,
constituem um grupo de substancias naturais com atividades biol6gicas diversas
(PETERSON E DWYER, 1998). Nas folhas, acredita-se que a funcdo desses
compostos € promover a sobrevivéncia fisiolégica da planta, protegendo-a de
patogenos (bactérias, fungos e virus), insetos e outros animais herbivoros, e

radiacédo UV.

De acordo com Marcucci et al. (1998), os flavondides atuam também em
relacionamentos harménicos entre plantas e insetos, atraindo e orientando através

da cor esses animais até o néctar, contribuindo para a polinizacéo.

Os compostos fendlicos vém sendo objetos de pesquisas e reportados como
possuidores de importantes propriedades, incluindo atividade anti-inflamatoria,

estrogénica, inibidora enzimatica e antimicrobiana, além de antitumoral (CUSHINE,
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2005). Nos alimentos, estes compostos tém papel importante na sadde humana
como preventivo de cancer e como anti-inflamatério, limpando o organismo com a
emissdo de radicais antioxidantes. As classes mais importantes desses compostos
sdo os flavonodides e os acidos fendlicos, responsaveis pelas caracteristicas
antioxidantes dos alimentos de origem vegetal (D’ARCY, 2005).

Os antioxidantes fendlicos sdo conhecidos pela capacidade de inibir o
crescimento de varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (TAORMINA,
2001), e a propolis tem sido considerada como a principal fonte de compostos
fendlicos presentes no mel. Alencar (2002) afirma, no entanto, que amostras de mel
produzidas em diferentes regifes brasileiras mostraram um perfil cromatogréafico

totalmente diferente das amostras de propolis da mesma colméia de origem.

Os flavondides atuam como antioxidantes na inativagdo dos radicais livres
nos compartimentos lipofilico e hidrofilico das células e tém a capacidade de doar
atomos de hidrogénio e, portanto inibir as reacdes em cadeia provocadas por
agueles radicais (ARORA et al., 1998; HARTMAN et al., 1990).

Nos hidrolisados dos materiais lignocelulésicos, compostos aromaticos de
baixa massa molecular tém sido encontrados, e dentre os inibidores sédo os que tém
mostrado maior toxidade para 0s micro-organismos. A acdo desses derivados
fendlicos sobre procariotos como Klebsiella pneumoniae e E. coli tem sido estudada,
e embora o mecanismo de inibicdo ainda ndo esteja completamente elucidado,
Rossel (2003) afirma, que a toxidez dos aldeidos aromaticos pode basear-se em
mecanismos semelhantes aos dos acidos alifaticos, e estar relacionada a interacéo
com zonas hidrofébicas especificas das células, modificando a integridade da
membrana, reduzindo a sua capacidade de agir como barreira seletiva. Carpes
(2008) complementa que além do efeito sobre as membranas, a agcdo antimicrobiana

promovida por esses compostos tem relagdo com a inativagéo de enzimas celulares.

A molécula de um acido fendlico apresenta um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila,
responsaveis pela capacidade antioxidante desses compostos, que estdo separados
em dois grupos: derivados do &cido hidroxibenzéico e derivados do acido
hidroxicinamico (ANGELO, 2007).



49

Entre os acidos hidroxibenzdéicos estdo os acidos galico, p-hidroxibenzdico,

protocatecuico, vanilico e siringico, que tém estrutura comum C6—C1(FIGURA 2),

enguanto os acidos hidroxicinamicos (FIGURA 3), apresentam uma cadeia lateral de

trés carbonos (C6-C3), como o acido caféico, ferulico, p-cumarico e sinaptico, entre

outros (ANGELO, 2007).

R,
OH

R; COOH

Adido p-hidroxibenzéico: R, = R, = H
Adido protocatecuico: R, =OH, R, =H
Adido vanilico: R, = OCH,, R,= H
Adido siringico: R, =R, = OCH,

FIGURA 2- Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos

Ry
OH

R; 7™ COOH

Adido p-cumérico: R, =R, =H
Adido caféico: R, = OH, R, =H
Adido ferulico: R, = OCH,, R,= H

FIGURA 3- Estrutura quimica dos &cidos hidroxicindmicos

Flavondides sdo compostos fendlicos de baixo peso molecular e de acordo

com Sivam (2002), derivados do 1,3-difenilpropano. Tém como base um nudcleo

flavana, constituido de 15 carbonos dispostos em configuracdo C6-C3-C6

(ALENCAR, 2002). Como mostrado na FIGURA 4, nessas moléculas os dois anéis

C6 sdo necessariamente aromaticos (anéis A e B), conectados por uma ponte de trés

carbonos (anel C) contendo geralmente um atomo de oxigénio (ADELMANN, 2005).
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FIGURA 4 - Nucleo basico dos flavondides composto por dois anéis aromaticos (A e B) e um anel

intermediario (C)

Variagbes em substituicdo do anel C resultam em importantes classes de
flavondides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavanois (ou catequinas),
isoflavonas e antocianidinas. Substituicbes dos anéis A e B como oxigenacao,
alquilacédo, glicosilagéo, acilagéo e sulfatacdo originam diferentes compostos dentro
de cada classe de flavonoides (ANGELO, 2007).

A atividade bioquimica dos flavondides e dos seus metabdlitos depende da
sua estrutura quimica e da orientacdo relativa das partes da molécula (COOK e
SAMMAN, 1976). De acordo com Peterson e Dwyer (1998), dentre os compostos
fendlicos, os derivados simples e os flavondides sdo os mais comuns, e mais

extensamente distribuidos grupos de substancias no reino vegetal.

Quase todos sdo pigmentos (incluem a regido de UV) e as cores do espectro
representadas nos flavondides, estdo associadas a alguma das suas funcbes
biol6gicas importantes; assim, as suas propriedades eletrénicas aparecem ndo s6
na captura e transferéncia de energia, mas também na seletividade biolégica
(HAVSTEEN, 2002).

Os flavondides apresentam espectros de absorcdo caracteristicos no
ultravioleta, determinados pelo nucleo comum benzopirona, com dois maximos de
absorgao, que ocorrem entre 240-285 nm (banda Il) e entre 300-400 nm (banda ).
De modo geral, se considera que a banda Il esta ligada a existéncia do anel A e a
banda | devido ao anel B (FIGURA 4) (ADELMANN, 2005).
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A cor do mel sofre influéncia da composicdo e da quantidade dos compostos
fendlicos, e a cor escura tem sido apontada como indicativo de maior quantidade de

acidos fendlicos derivativos, porém menor teor de flavonéides (AMIOT et al., 1989).

Dentre os flavondides presentes no mel, Park et al. (2002b) demonstraram a
presenca de apigenina, crisina, canferide e canferol. Também foram encontrados os
acidos benzéico e cinamico (WESTON et al., 1999), e os flavondides rutina (LIANDA
et al., 2006), canferol (FERRERES et al.,1998), galangina e crisina, (SABATIER et
al,. 1992), pinobanksina (RIBEIRO-CAMPOS et al, 1990), e a flavanona
pinocembrina que, segundo Berahia et al. (1993), possui atividade antimicrobiana.

Vérias pesquisas (TOMAS-BARBERAN et al., 2001; MARTOS et al,. 2000;
FERRERES et al., 1998, 1992, 1991; SABATIER et al,. 1992 e AMIOT et al.,1989)
sugerem que a origem geografica e botanica, e a autenticidade de cada tipo de mel
do mel pode ser determinada a partir do seu perfil fendlico.

2.4 MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos utilizados nesta pesquisa foram selecionados para os
testes de atividade antimicrobiana baseados em dados de literatura e na importancia
gue apresentam como patégenos humanos comuns nas infec¢cdes hospitalares. S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans sao micro-organismos comumente
encontrados em feridas infectadas em Ulceras crbnicas e queimaduras, e em

doencas infecciosas de mucosas (AL-WAILI, 2004).

A E. coli € uma bactéria Gram-negativa que tem como habitat natural o
intestino e, juntamente com a Gram-positiva S. aureus, € 0 mais comum parasita do
homem. A E. coli é causa importante de gastroenterites e infec¢cdo do trato urinario
(ITU), e a causa mais frequente (cerca de 80% dos casos) desta afecccdo em
mulheres jovens, podendo complicar em pielonefrite. E apontada como responsavel
por colecistite, apendicite e peritonite, e se a parede intestinal ou do trato urinario é
perfurada, a mortalidade é alta. A maioria dos casos de meningite em neonatos é

causada por E. coli e estas sdo também responsaveis por infeccbes de feridas e
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septicemia, frequentemente fatal em 15% dos casos contra 20% por S. aureus
(TODAR, 2004).

A bactéria Gram-positiva S. aureus € a espécie mais virulenta do seu género.
Cerca de 15% dos individuos sé&o portadores desse micro-organismo, na pele ou
nasofaringe. A infeccdo por essa bactéria Gram-positiva, se da frequentemente por
pequenos cortes na pele, com a producédo de toxinas, secretadas ou expostas a
superficie pela bactéria cuja actividade € destrutiva para as células humanas.
Complicagbes produzidas por S. aureus sdo, por exemplo, impetigo, endocardite,
osteomielite, pneumonia entre outras (KLUYTMANS, 1997).

O uso extensivo de antibioticos tem resultado em um aumento na resisténcia
de S. aureus em isolados clinicos. Em determinadas situacdes, mais de 95% das
infeccBes por S. aureus sao devido a cepas resistentes a penicilina ou ampicilina, e
mais de 50% apresentam resisténcia a meticilina, uma das alternativas mais
recentes para o tratamento de infeccdes por este organismo (FATTOM et al., 2004).
Haddad et al. (2000) observaram em seu estudo que o S. aureus apareceu em 60%
dos casos tratados, sendo considerado, ao lado da Escherichia coli, como os
grandes responsaveis pelo processo infeccioso.

A P. aeruginosa, bactéria Gram-negativa aerdbica, de grande incidéncia
hospitalar, se apresenta como um patdégeno oportunista, uma vez que causa doenca
em individuos imunocomprometidos (MURRAY et al., 2000). Este micro-organismo
tem sido associado a uma ampla variedade de infec¢des resultando, muitas vezes,
em septicemia fatal (SILVA, 1999). E apontado como o responsavel por infeccdes
urinérias, respiratorias, de mucosas, de medula e articula¢des, infec¢des intestinais,
dermatites e septicemia (TODAR, 2004).

Segundo o CDC (Centers for Disease Control and Prevention- Atlanta), a
incidéncia global de infeccbes em hospitais por P. aeruginosa nos Estados Unidos
alcanca 0,4%; este micro-organismo é a quarta bactéria mais comumente
encontrada, representando 10 % das infeccfes hospitalares adquiridas (TODAR,
2004).

De natureza eucaribtica, a levedura C. albicans é um fungo dimoérfico e

importante agente patogénico para o homem, existindo como comensal em pelo
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menos 50% da populacdo humana; estd entre as leveduras que causam infec¢céo
invasiva, e embora mais comumente infecte pele e mucosas, ela pode causar
infeccbes sistémicas como pneumonia, septicemia e endocardites em pacientes
imunodeprimidos. Esta implicada em mais de 50% de todas as infec¢des fungicas e
constitui 0 quarto agente de septicemia nos hospitais ocidentais, com elevada
morbidade (entre 30 e 50%) (RODRIGUES et al., 2009).

Pesquisa realizada por Sader et al. (2001) em 12 hospitais brasileiros
situados em quatro estados diferentes, mostrou que 0S micro-organismos
patogénicos de maior incidéncia isolados naqueles nosocomios, foram S. aureus
(22,8%), E. coli (13%) e P. aeruginosa (13,3%). Também é importante ressaltar que
nas ultimas décadas, as infeccfes fungicas ganharam importancia como causas de
complicagbes hospitalares, mormente em pacientes imunocomprometidos
(MIRANDA et al., 2003).
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CAPITULO 1

ACAO BIOLOGICA E FATORES FiSICO-QUIMICOS DE MEIS PRODUZIDOS NO
ESTADO DA BAHIA



RESUMO

A atividade antimicrobiana do mel tem sido atribuida ao pH, acidez, osmolaridade,
peroxido de hidrogénio e compostos fendlicos variando segundo a sua origem
botanica. Neste capitulo as amostras de méis de Apis mellifera e de abelhas sem
ferrdo analisadas, pelo método de difusdo em poco apresentaram atividade, contra a
E. coli e S. aureus, mas foram inativas contra P. aeruginosa e C. albicans. Na
determinacao da CIM 100% das amostras foram ativas. Parametros fisico-quimicos
como pH, acidez, atividade de agua (aw), cor, compostos fendlicos, bem como o
espectro polinico de algumas amostras foram analisados, e relacionados com a
atividade antimicrobiana apresentada. A andlise estatistica (Coeficiente de
Spearman) apontou de maneira geral correlacdo pouco significativa entre a atividade
biologica e os parametros fisico-quimicos. Com a andlise de acidos fendlicos e
flavondides, realizada por espectrofotometria UV-Vis e por CLAE DAD, foi possivel
observar a superioridade dos acidos fendlicos em relacdo aos flavonéides. A analise
multivariada de coordenadas principais, apesar da grande variedade de compostos
fendlicos apontou similaridades por microrregies. Foram realizados testes de
comparacao entre méis e solucdo de acUcares, e da acdo da catalase sobre a
atividade do mel, verificando-se no primeiro caso a superioridade do mel e no
segundo, a reducéo da atividade pela inibicdo do H20x.

Palavras chaves: Analises fisico-quimicas, Atividade antimicrobiana, Mel.



ABSTRACT

Antimicrobial activity of honey has been attributed to pH, acidity, osmolarity,
hydrogen peroxide and phenolic compounds varies according to its botanical origin.
In this chapter the honey samples of Apis mellifera and stingless bees analyzed by
the method of diffusion well presented activity against E. coli and S. aureus, but were
inactive against P. aeruginosa and C. albicans. In MIC determination 100% of the
samples were active. Physicochemical parameters as pH, acidity, water activity (aw),
color, phenolic compounds, and the pollen spectrum of some samples were analyzed
and related to the antimicrobial activity presented. The statistical analysis (Spearman
coefficient) showed generally little significant correlation between biological activity
and physicochemical parameters. With the analysis of phenolic acids and flavonoids,
conducted by UV-Vis and HPLC DAD, we observed the superiority of phenolic acids
in relation to the flavonoids. Multivariate analysis of principal coordinates, despite the
wide variety of phenolic compounds by micro region noted similarities. Tests were
performed for comparison between honey and sugar solution and the action of
catalase on the activity of honey and there in the first case the superiority of honey
and second, the reduction in activity by inhibition of H202.

Key words: Antimicrobial activity, Honey, Physical and chemical analysis.
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3 ACAO BIOLOGICA E FATORES FiSICO-QUIMICOS DE MEIS PRODUZIDOS
NO ESTADO DA BAHIA

3.1 INTRODUCAO

A apicultura contribui para a conservacao das abelhas e de seus habitats
podendo ser considerada uma atividade sustentavel, pois inclui a restauracéo
ambiental através da preservacdo e disseminacdo de arvores que servem de locais

de nidificacéo, além da polinizacao da flora autéctone.

Ao lado da Apis mellifera (a abelha comercial no Brasil), as espécies nativas
brasileiras, como as do género Melipona conhecidas popularmente como mandacaia
(Melipona quadrifasciata), jandaira nordestina (Melipona subnitida), urugu-cinza ou
urucu-cinzenta (Melipona fasciculata), urucu-amarela (Melipona rufiventris), urucu-
do-nordeste (Melipona scutellaris), em termos de producdo de mel sdo as mais
consideradas (DRUMOND, 2007).

Embora alcance alto valor comercial se comparado ao mel de A. mellifera
(CAMARA et al. 2004), a producdo dessas espécies nativas é muito inferior em
guantidade devido a menor capacidade produtiva (tamanho das colméias). Por outro
lado, de grande importancia no mercado, esses méis, diferentes do mel de Apis na
docura, sabor e aroma proprios, alcangcam maiores precos, sendo usados pelas
populacdes nativas por suas propriedades medicinais (MARCHINI et al. 1998; LEVY-
JUNIOR, 1997; KERR, 1996).

A demanda internacional de mel e o potencial consumo interno, aliados a
riqueza brasileira de extensao territorial, variedade de flora e clima, torna evidente o
grande potencial de negdécio da apicultura, como instrumento de fixagdo do homem

no campo, gerando divisas e atraindo a atencdo de entidades académicas.

O estado da Bahia, com uma area de 564.692,67 Km?, participa com 6,6% do
territorio nacional e 36,3 % da regido Nordeste (IBGE, 2002). Como pontos extremos

situam-se os municipios de: Curaga, ao Norte (8° 32" 00” e 39° 22’ 49”), Mucuri ao
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Sul (18° 20'07” e 39° 39’ 48”), Jandaira a Leste (11° 27' 07 e 37° 20" 37”,) e a Oeste,
Formosa do Rio Preto , a latitude (S) de 11° 17' 21” e longitude (W) de 46° 36' 59”
respectivamente (IBGE, 2007).

A tipologia climética do estado vai do Umido ao seco, passando pelo
subumido, arido e semiarido, com precipitacdes médias que vado de 300 mm a >
2000 mm. As temperaturas minimas vao de 14,4° C a 22,1°C, as médias, de 18,8°C
a 27,1°C apresentando maximas entre 24,4°C a 33,7°C, com regimes de ventos
moderados (SEI, 2007).

Quanto a vegetacdo, ao Norte predomina a Caatinga. Ao Leste, encontram-se
principalmente a Mata Atlantica, restingas, mangues, varzeas e matas mesdfilas. Ao
Oeste 0 Semiarido, ocupando uma area de 360 mil Km?, corresponde a mais de 50%
do territério do Estado e se caracteriza pela acidez elevada do solo, baixa fertilidade,
baixa densidade populacional e pouca oferta de agua. Nesta regido, onde grande
parte da populacdo vive em condi¢cdes desfavoraveis devido ao déficit hidrico, a
apicultura se apresenta como um importante fator de desenvolvimento econémico,
pois o potencial de sua flora apicola ainda se encontra subestimado (MARTINS,
2002).

O Semiéarido baiano apresenta caatingas, lagoas temporarias nas partes mais
baixas, e, associados a Chapada Diamantina, cerrados, florestas montanas, ciliares
e mesofilas e os campos rupestres. Mais a oeste, se encontra uma extensao de
cerrado, que se liga com o Brasil Central, além das caatingas, como as Dunas do
Séo Francisco (ALCOFORADO FILHO e GONCALVES, 2000). Para Alencar (2002),
no sul a flora da mata atlantica e da restinga é a principal fonte de néctar e pdlen
para as abelhas. Sdo encontradas também areas sujeitas ao impacto do antropismo
com grande variedade de culturas, areas de reflorestamento e agropecuaria em
varias partes do estado. Dos tipos de vegetacdo mencionados, trés podem ser
destacados como de grande importancia: a Mata Atlantica, os Campos Rupestres e

as Caatingas.

Giulietti et al. (2002), afirmam que a Mata Atlantica do leste da Bahia é
considerada como importante centro de endemismo vegetal e alguns exemplos séo

0s géneros Harleyodendron, Arapatiella e Brodriguesia (Leguminosae), Anomochloa,
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Alvimia, Criciuma, Eremocaulon, Sucrea, Diandrolyra e Eremitis (Gramineae);
Andreadoxa (Rutaceae). Alguns géneros endémicos da Bahia tém predominancia na
Mata Atlantica como Zomicarpa (Araceae) e Hornschuchia (Annonaceae). Os
Campos Rupestres que ocorrem nas partes mais altas da Chapada Diamantina
também se destacam pelo grande numero de novas espécies e endemismos,
encontrados na regido de Mucugé, Pico das Almas e Catolés. Entre os géneros
endémicos da Bahia e restritos a essa regido, destacam-se varios da familia
Asteraceae como Blanchetia, Bishopiella, Litothamnus, Agrianthus e Santosia, além
de varios géneros que tém ai seu centro de diversidade, como Marcetia
(Melastomataceae), Eriope (Lamiaceae), Chamaecrista e Calliandra (Leguminosae)
(CONCEICAO e GIULIETTI, 2002; GIULIETTI e PIRANI, 1988). Também as
Caatingas, embora geralmente citadas como regides de pouco endemismo,
apresentam mais de 300 espécies endémicas (GIULIETTI et al., 2002). Silva et al.
(2006) citam os géneros Mcvaughia (Malpighiaceae), Glischrothamnus
(Molluginaceae), Rayleya (Sterculiaceae), Anamaria (Scrophulariaceae) e

Stephanocereus (Cactaceae) como restritos a esse bioma.

Amparado nesses importantes biomas, que Ihe conferem competitividade do
ponto de vista da biodiversidade, o estado da Bahia abriga hoje mais de 150 mil
colméias comerciais, espalhadas em todo seu espaco geografico (EBDA, 2009).
Segundo a Confederacgéo Brasileira de Apicultura, a Bahia produziu em 2008 cerca
de 4,0 mil toneladas de mel, colocando-se como o terceiro produtor do Nordeste,
atrds somente do Piaui e do Ceara (IBGE, 2009).

Dividida em 15 microrregides socioecondmicas (SEl, 2007), a Bahia tem
como principais regides produtoras de mel o Norte (Campo Alegre de Lourdes) e o
Nordeste do estado (Ribeira do Pombal) (APACAME, 2010). A regido Sul do estado
da Bahia se destaca pela producédo de polen e prépolis, sendo o maior produtor
nordestino, sediando a primeira cooperativa brasileira do produto, em Canavieiras
(litoral sul). O municipio de Ribeira do Pombal se destaca como o maior produtor de
pélen da regido, despontando nacionalmente como um dos principais do pais,
(IBGE, 2009). A producédo de mel também vem se destacando em varios municipios

como Santa Cruz da Vitéria e Teixeira de Freitas (CEPLAC 2010), sustentada por
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1.200 apicultores de 22 associagcOes de apicultura e 2 cooperativas, uma de mel

(Santa Cruz da Vitoria) e outra voltada para a producao de pdélen (Canavieiras).

Reconhecido amplamente como um alimento saudavel, méis de varias partes
do mundo tém sido estudados por suas caracteristicas terapéuticas (MUNDO et al.,
2004; MOLAN, 2001; WADHAN, 1998). Essa atividade biologica pode ser eficaz
contra um amplo espectro de espécies bacterianas (ALLEN et al. 1991; MOLAN
1992), mas a caracterizacdo de seus componentes quimicos, S0 necessarios para
uma utilizacdo efetiva (PARK et al. 2002).

Assim, considerando que diferentes biomas com diversidade de floradas
favorecem a producdo de méis distintos quanto a composicdo (ALCONFORADO
FILHO e GONCALVES 2000), e a falta de estudos sobre essa matéria-prima
produzida no estado da Bahia, este trabalho teve como objetivo geral investigar a
composicdo quimica e a atividade antimicrobiana desses méis. E mais
especificamente: (i) investigar a atividade antimicrobiana de amostras de mel das
diversas microrregides socioeconémicas do estado da Bahia contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans pelo método
da difusdo em poco e da Concentracdo Inibitéria Minima; (ii) verificar a contribuicéo
de fatores como acidez, peréxido de hidrogénio, capacidade osmética e substancias
do metabolismo secundéario de plantas na atividade antimicrobiana; (iii) avaliar as

amostras de mel quanto ao seu perfil fendlico nas diversas microrregides do estado.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta de Amostras

Cinquenta e trés amostras de méis foram aleatoriamente coletadas, em 13
das 15 microrregides socioecondmicas do estado da Bahia (FIGURA 5), sendo 37
de Apis mellifera (TABELA 1) e 16 de méis de abelhas sem ferrdo (TABELA 2). As
amostras foram obtidas diretamente de produtores ou adquiridas em comércios
entre setembro de 2005 e fevereiro de 2007, identificadas e mantidas sob

refrigeracdo a 4°C até a realizagdo das andlises.

As abelhas sem ferrdo das amostras | a V foram identificadas pela Dr.2
Favizia Freitas de Oliveira (UFBA); a abelha da amostra VI, identificada pelo
Laboratério de Entomologia-EBDA; as amostras VIl a XV, foram cedidas pela
Faculdade de Agronomia da UFBA (Cruz das Almas/BA), onde foram identificados
0S espécimes; a amostra XVI, adquirida no mercado informal, apresenta aqui

apenas identificagéo popular.
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FIGURA 5 - Mapa do estado da Bahia apresentando divisdo por microrregifes

socioecondbmicas. FONTE: SEI, 2007.
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TABELA 1 - Méis de Apis mellifera coletados por microrregido socioeconémicas do estado da Bahia

Am. Origem / Municipio Regiéo Colheita / coleta*

1 Estrada do Japu- llhéus Litoral Sul Set/05
2 Uma- Bacia do Rio Cachoeira Litoral Sul Dez/04 Set/05
3 Santa Cruz da Vitoria Litoral Sul Set/05
4 Piemonte da Diamantina Piemonte da Diamantina Jun/05 Nov/05
5 Licinio de Almeida Serra Geral Abr/05 Nov/05
6 Nascente da Serra-Mortugaba Serra Geral Nov/04 Jan/05
7 Anajé Sudoeste Ago/05 Nov/05
8 Apis Jordans- Barra do Choca Sudoeste Nov/05
9 Fazenda Santa Cruz- Itapitanga Lioral Sul Set/05 Nov/05
10 Municipio de Canudos Nordeste Out/05
11 Municipio de Pojuca Recoéncavo Sul Dez/05
12 Barra do Choca Sudoeste Nov/05
13 Jequié Sudoeste Abr/05 Nov/05
14 Vale do Capédo-Palmeiras Chapada Diamantina Set/05 Nov/05
15 Una Litoral Sul Nov/05
16 Casa-Nova Baixo Médio Sdo Francisco Fev/06 Fev/06
17 Parque Sempre-Viva- Mucugé Chapada Diamantina Mai/06 Mai/06
18 Parque Sempre-Viva- Mucugé Chapada Diamantina Mai/06 Mai/06
19 Municipio de Cip6 Nordeste Jan/06
20 Nova Soure- Fazenda Santo Anténio  Nordeste Jan/06
21 Estrada Andarai- Mucugé Km 05 Chapada Diamantina Mai/06
22 Municipio de Jorrinho Nordeste Jun/06 Jun/06
23 Estrada Andarai- Mucugé Km 05 Chapada Diamantina Ago/06
24 Municipio de Barreiras Oeste Ago/06
25 Rio Grande-Chapada Diamantina Chapada Diamantina Ago/06
26 Capao-Apiéario Caeté- Palmeiras Chapada Diamantina Jul/06
27 Vale do Capéo- Palmeiras Chapada Diamantina Jul/06
28 Municipio de Jorrinho Nordeste Nov/06
29 Fazenda Campo Verde- Remanso Baixo Médio Sé&o Francisco Jan/05 Set/06
30 Municipio de Canarana Irecé Set/06
31 Ipira Paraguacu Nov/06
32 Faz. Sdo Jorge- Cansancao Nordeste Mai/06 nov/06
33 Santandpolis Paraguacu nov/06
34 Itanhacgu Serra Geral Nov/06 Dez/06
35 Cruz das Almas Recdéncavo Sul Ago/06 Ago/06
36 Cruz das Almas Recbncavo Sul Ago/06 Ago/06
37 Cruz das Almas Recbéncavo Sul Ago/06 Ago/06

(*) colheita= data ou periodo em que o mel foi retirado da colméia; coleta= data ou periodo em que foi
adquirida a amostra (diretamente do produtor ou no comeércio).
As cores correspondem as regides econdmicas da FIGURA 5.



TABELA 2- Identificagdo da amostras de méis de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia por espécie, tribo/nome popular, florada e local de coleta

Am Abelha (espécie) Regiao Tribo/Nome popular Vegetacao Coleta

Melipona Trigona Local Data
| Friseomelita doederleinei Nordeste Mocga-Branca Silvestre, Acerola, Umbu Serrinha mai /06
1] Melipona asilvai Nordeste Munduri Calumbi, Unha de Gato Serrinha mai /06
1] Melipona quadrifasciata anthidioides = Nordeste Mandacaia Calumbi, Unha de Gato Serrinha mai /06
\Y, Tetragonisca angustula Nordeste Jatai Silvestre, frutais Cruz das Almas mai /06
\% Plebeia sp Nordeste Mirim Silvestre Canudos ago/06
VI Melipona scutellaris Chapada Diamantina Urucd Silvestre Lengdis ago/06
Vil Tetragonisca angustula Metropolitana Jatai Silvestre llha de Vera Cruz ago/06
Vil Melipona scutellaris Paraguagu Urucd Silvestre Jequitibd/Mundo Novo mai/06
IX Melipona scutellaris Paraguagu Urucu Silvestre V. de Jequitib4d/Mundo Novo mai/06
X X*
XI Melipona scutellaris Sudoeste Urucu Silvestre Planaltino mar/06
Xl Melipona scutellaris Paraguacu Urucd Silvestre M. de Jequitib&/M. Novo jul/o6
Xl Melipona quadrifasciata anthidioides = Nordeste Mandacgaia Silvestre Quijingue set/06
XIV  Melipona quadrifasciata anthidioides  Nordeste Mandacaia Silvestre Quijingue nov/06
XV Melipona quadrifasciata anthidioides = Nordeste Mandacgaia Silvestre Quijingue nov/06
XVI Melipona quadrifasciata anthidioides  B. M. Sao Francisco Mandagaia Silvestre Casa Nova fev/07

Am= amostra; (X)* = Amostra ndo identificada; B.M.S.Francisco= Baixo Médio S&o Francisco; V. de Jequitiba=Vila de Jequitiba; M. de Jequitiba= Mosteiro de Jequitiba.
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3.2.2 Determinacéao da Atividade Antimicrobiana

3.2.2.1 Conceitos de Atividade

As definicdes de efeito bacteriostatico e de efeito bactericida adotados neste
trabalho estdo em acordo com aqueles utilizados para a analise de um antibiético.
Baseiam-se em estudos experimentais onde 0s micro-organismos sao colocados em
contato com o antimicrobiano e a sua sobrevivéncia € estudada (CLSI, 2002). Foram
consideradas quatro terminologias neste estudo: efeito bacteriostatico, efeito
bactericida, micro-organismo sensivel e micro-organismo ndo sensivel, abaixo

descritas.

a) O efeito bacteriostatico de um antimicrobiano induz bloqueios reversiveis da
sintese protéica da célula microbiana. Este inibe a multiplicacdo normal dos micro-
organismos que depois séo eliminados por intermédio de mecanismos imunoldgicos
(ISCS-SUL, 2007; SILVA, 2007) o que equivale a dizer, que as taxas de resposta
podem ser inferiores aquelas para isolados sensiveis (CLSI, 2002). In vitro, com a
técnica da difusdo em poco, pode ser observada reducdo no tamanho e na
guantidade de colbnias crescidas no agar na regiao sob a acdo da amostra em teste
(halo).

b) O efeito bactericida, quando o micro-organismo € inativado permanentemente,
ocorre através da inibicdo da sintese protéica ou destruicdio da membrana
citoplasmatica dos micro-organismos provocando lesdes profundas e irreversiveis
nas células bacterianas com efeito letal. Verifica-se uma reducdo do namero de
micro-organismos que sera tanto mais visivel quanto maior for a concentracdo do
antimicrobiano (ISCS-SUL, 2007; SILVA, 2007).

c) A categoria “sensivel”, segundo o CLSI (2002), indica que uma infecgdo por uma
determinada cepa pode ser tratada adequadamente com a dose de agente
antimicrobiano recomendada para esse tipo de infec¢do e espécie infectante, exceto

guando contraindicado. Na placa de agar, o efeito apds o tempo de incubacgéo € de
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uma regido com halo de inibicdo (escasso desenvolvimento ou auséncia total de

colénias na regido de incidéncia da amostra).

d) O conceito n&o sensivel (NS) ou “resistente” foi considerado quando a cepa em
estudo néo foi inibida pela concentracdo do agente antimicrobiano utilizado (CLSI,
2002).

3.2.2.2 Verificagdo de contaminagdo microbiana das amostras

Como andlise prévia, amostras de mel foram semeadas por estrias simples
em placas contendo Agar Nutriente (AN) e incubadas a 37° C por 24h para

verificacdo de uma possivel contaminag@o microbiana das amostras.

Dada a impossibilidade de filtrar o mel puro para a esterilizacdo, as amostras
1 (um) a 6 (seis) de Apis mellifera diluidas em agua destilada a 50%, 25% e 12%,
foram filtradas em membrana de celulose (0,22um). Foram realizados testes
preliminares de difusdo em pogo para verificagdo da melhor concentragdo de
trabalho; a diluicdo a 50% foi a de melhor visualizagdo dos pocos, sendo

estabelecida para todas as analises.

Para determinacdo da atividade antimicrobiana, foram empregados dois
testes: difusdo em meio solido (agar) e em meio liquido (CIM) com meio Mueller

Hinton.

3.2.2.3 Teste de Difusdo em Poco

O método de difusdo em meio solido (dgar) é uma prova qualitativa adequada
para o estudo da sensibilidade de uma determinada populagéo de micro-organismo
(ISCS-SUL, 2007). Nesta pesquisa, foi usado o teste da difusdo em poco (Ahn &

Stiles, 1990) modificado, como método de triagem das amostras.
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De cada amostra foi tomada uma aliquota (v) e pesada (g); esta foi diluida a
50% (v/v) com agua destilada, em seguida, a mistura foi homogeneizada e filtrada
em membrana celulésica de 0,22 um. As amostras foram testadas em triplicata
contra micro-organismos cedidos pela Colecdo de Culturas de Micro-organismos da
Bahia (CCMB/UEFS). As cepas utilizadas foram: Escherichia coli CCMB261
(resistente a Sulfonamida), Staphylococcus aureus CCMB262 (resistente a
Estreptomicina e Dihidroestreptomicina), Pseudomonas aeruginosa CCMB268 e
Candida albicans CCMB266 (isolado clinico).

Para o preparo da suspensdo de micro-organismos, colonias de 18-24h de
crescimento foram transferidas para um tubo contendo 1,8 mL de solucédo salina a
0,45%. A densidade da suspensao bacteriana foi ajustada em turbidimetro para a
concentracdo aproximada de 1,5 X 108 UFC.mL! e da levedura, para
aproximadamente 5 X 10° UFC.mL™. De cada suspensdo foram tomados 100 pL e
estes foram diluidos para 1000 pL com solucédo salina a 0,45%, resultando em
suspensdes de 5 X 103 UFC.mL* da levedura e 1,5 X 10® UFC.mL? as bactérias.

Placas de Petri estéreis (15 x 150 mm) foram acondicionadas com 100 mL de
Agar Miieller—Hinton (AMH) (Agar Agar Type 1 — HIMEDIA + Caldo Mueller Hinton -
HIMEDIA), previamente inoculados e homogeneizados com 100 uL de suspensao de
micro-organismo com 5 X 102 UFC.mL" para a levedura e 1,5 X 106 UFC.mL™* para
as bactérias (concentracao final do in6culo de 5 X 10 UFC.mL™? para a levedura e
1,5 X 10* UFC.mL™* para as bactérias na placa). Pogos de 6 (seis) mm de diametro
foram perfurados no agar inoculado; 75uL de amostra de mel diluida (50% v/v) e
filtrada foram dispensados em cada poco. As placas foram incubadas a 28° C por
48h e 37° C por 24h, levedura e bactérias, respectivamente. Os halos de inibicéo
formados, o didametro do poco inclusive, foram medidos em milimetros (mm) em
duas diagonais com o auxilio de uma régua; os valores foram somados e divididos
por 2 (dois); cada amostra foi analisada em triplicata e foi calculada a média e desvio
padrdo. Uma amostra com resultado positivo foi definida como aquela com halo

superior a 9,0 (nove) mm.
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3.2.2.4 Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima - CIM

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) é um método quantitativo onde se
observa a reacdo entre a concentracdo padronizada de um indculo e o menor valor
de concentracdo da substancia em teste necesséria para impedir o crescimento do
micro-organismo (CLSI 2003a). O teste foi realizado em placas de poliestireno de 96
pocos, segundo CLSI (2002), para as leveduras, e CLSI (2003a) para as bactérias,

com modificagdes.

Da placa de cultivo, colénias de 18-24h de crescimento foram retiradas para
um tubo contendo 1,8 mL de solucéo salina a 0,45%. A densidade da suspenséao
bacteriana foi ajustada para a concentracdo aproximada de 1,5 X 108 UFC.mL e da
levedura, para aproximadamente 5 X 10° UFC.mL:. Dessas suspensdes foram
tomados 10uL e estes diluidos para 1000uL com solucéo salina a 0,45%, resultando
em concentracbes de 1,5 X 108 UFC.mL! das bactérias e 5 X 103 UFC.mL? da

levedura.

Como ilustrado na FIGURA 6, em triplicata, 150uL de amostra de mel diluida
e filtrada foram colocados nos primeiros pocos da placa (colunas 1, 2, 3..., linha A) ja
contendo cada um 40uL de CMH [4X] concentrado. Desses primeiros pocos foram
retirados 95uL da mistura para os pogos seguintes ja acondicionados com 95uL de
caldo MH [1X] concentrado, e assim sucessivamente, caracterizando a diluicao
seriada, até o oitavo pogo de cada coluna (linha H). Os 95uL finais foram
descartados. Cinco microlitros das suspensdes de micro-organismos foram
adicionados aos pocos e as concentragées finais foram de 7,5 X 10* UFC.mL* e 2,5
X 102 UFC.mL! para bactérias e levedura respectivamente, em um volume total de
100uL por pogo. A concentracdo final das amostras no primeiro poco foi de 37,5%

(v/v) de mel.
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FIGURA 6 - Placa de MIC (esquemético) apresentando aspectos de po¢cos com amostras e pogos

controles revelados.

As placas foram incubadas em estufa a 37° C por 24h as bactérias e BOD a
28° C por 48h a levedura. ApGs o periodo de incubacéo, estas foram reveladas com
50 yL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% em cada poco. As placas
foram reincubadas nas respectivas temperaturas e o resultado lido apés 3h de

incubagéo, sendo a coloragdo vermelha indicativo de crescimento microbiano.

O TTC é um corante amplamente utilizado para a revelacdo de crescimento
bacteriano em amostras com interferentes. Incolor na forma oxidada, em contato
com as enzimas dos micro-organismos vivos o TTC é reduzido, originando o
formazano, composto de cor vermelha, que acumulado no interior dos granulos das
células, facilita a identificagcdo do resultado (SANT'ANA, 2003).

As colunas 10, 11 e 12 da placa de 96 pocos (FIGURA 6) mostram o0s
controles realizados. O controle da esterilidade do meio de cultura foi feito com 95
ML nos pogos da linha A (meio [1X] concentrado, e B meio [4X] concentrado); da
esterilidade das amostras com 50uL de mel diluido a 50% (v/v) + 50uL de meio [1X]
concentrado nas linhas C, D e E; da agua, com 50uL de agua + 50uL de meio [1X]
concentrado na linha F, e da viabilidade microbiana com 95uL de meio [1X]
concentrado + 5uL (cinco) de suspensdo de micro-organismo na linha G, para um

volume final de 100uL por poco.
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3.2.2.5 Controle de Antibidticos padrées

Para os controles positivos foram utilizados os antibiéticos cloranfenicol e
gentamicina para as bactérias e o antifingico nistatina para a levedura. Os testes

foram realizados em triplicata.

Dez microlitros do antibiético cloranfenicol (200mg. mL?) e 85uL de agua
estéril foram adicionados aos trés pocos das colunas 10, 11 e 12 (linha A ) da placa
ja acondicionados com 95uL de CMH 2X concentrado(CMH[2X]). Em seguida,
procedeu-se a diluicdo seriada até os ultimos pocos (linha H). Foram adicionados 5
ML da suspensdo do micro-organismo teste em todos 0s poc¢os. A concentracéo final

do cloranfenicol no primeiro pocgo foi de 10mg. mL™.

Noventa e cinco microlitros do antibiético gentamicina (10mg.mL-t) foram
adicionados aos trés pocos das colunas 10, 11 e 12 (linha A) da placa
acondicionados com 95uL de CMH [2X] concentrado. De cada pogo foram retirados
95uL para o pogo seguinte, contendo 95uL de meio CMH [1X] concentrado, e assim
sucessivamente, (diluicdo seriada) até o oitavo poco da placa. Cinco (5) yL da
suspensao do micro-organismo teste foram adicionados em todos o0s pocos. A
concentragdo final da gentamicina nos primeiros pocos foi de 4,75 mg.mL?t. A

FIGURA 7 ilustra os controles positivos usados para as bactérias.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1{0—1/;—‘?2
(000000000 @@ @
(000000000 @@ @:um
(000000000 e e e
000000000000
OO0 ODDD
FO®@@®OOOODO OO Ol—im
OO @OOOO OO O O O —won
@gooooooooooohm

Descarte

FIGURA 7- Placa de MIC (esquematico) apresentando controle de antibiéticos contra bactérias
(pocos revelados em vermelho a direita superior da placa).
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Para verificagdo da participagdo do H202 na atividade antimicrobiana, foi
determinada a CIM de méis com atividade comprovada, onde nos primeiros pogos
da placa (linha A) além da amostra, foram acrescentados trés (3) yL de catalase na
concentracdo de 10 mg.mL?! (Mundo et al, 2004), e entdo procedida a diluicdo
seriada.

3.2.3 Parametros Fisico-quimicos

3.2.3.1 Atividade de agua (aW)

A medida do conteudo de agua livre na amostra foi realizada em triplicata em
equipamento Aqualab Mod 3TE série 1299510, segundo recomendacbes do
fabricante. A amostra foi colocada na capsula do equipamento e, em seguida,
acionada a chave para leitura. Neste aparelho, esta é realizada de maneira direta
guando a amostra, na capsula, entra em equilibrio de temperatura com o
equipamento. Cada valor emitido corresponde a razao entre a pressao de vapor da

agua livre (p) na amostra e a da agua pura (po), & temperatura da analise (aW =

P/Po).

3.2.3.2 Cor

A determinacdo da cor pode ser realizada pela medida da absorcéo da luz
utilizando-se espectrofotdbmetro Violeta-Visivel (UV-Vis) com leitura de densidade
Otica a 625 nm segundo escala de Pfund (BIANCHI, 1981). Esta escala consiste em
uma cunha milimetrada, com graduacdes de cores a serem comparadas com a

amostra do mel. A resposta é foi dada em milimetros da escala.

A cor do mel foi feita a partir da absorbancia a 635 nm (Abs s35) de uma
solucdo de mel diluida a 50%. Apds 15 minutos, a leitura foi realizada em triplicata,

em espectrofotbmetro (Femto 700 Plus-Femto Ind. Com. Instrumentos Ltda.), com
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célula quartzo de 10 mm de caminho 6tico, zerado com agua deionizada. Apds a
leitura da absorbancia de cada amostra a cor foi expressa em mm Pfund e calculada
da seguinte forma: Cor = (371,39 . Abs 635) — 38,70.

A classificacdo da cor das amostras foi dada pela escala de Pfund (TABELA 3).

TABELA 3 - Escala de Pfund - Cor de Mel em milimetros (mm)

MEL COR (mm) Absorbéncia (635 nm)
Branco — agua 0-79 0,104 - 0,124
Extra — branco 8-16,4 0,125 - 0,147
Branco 16,5-33,9 0,148 - 0,194
Ambar extra-claro 34-499 0,195 - 0,237
Ambar claro 50 - 84,9 0,238 - 0,332
Ambar 85-113,9 0,333 - 0,410
Ambar escuro 114 ou mais 0,411 ou mais

(BIANCHI, 1981)

3.2.3.3 pH

E a medida do potencial hidrogenionico de uma solu¢do medido através de
pHmetro (AOAC, 1997). Para esta analise foi efetuada a calibragdo do equipamento
segundo o fabricante, com as solu¢des padrdo de pH 4,00 e 7,00. Em balanca semi-
analitica (Mark 160 — classe II- Bel Engineering ) foram pesados 10g de amostras
em béquer de 250 mL. As amostras diluidas e homogeneizadas com 75 mL de
agua livre de CO2, foram lidas no pHmetro (Medidor de pH Marte MB-10 RS 232),

em triplicata, e tiveram registradas as temperaturas.

3.2.3.4 Acidez livre

O método (AOAC 1999), é baseado numa titulacdo simples dos acidos livres
na amostra utilizando-se pHmetro para acompanhar a medida do pH
(potenciometria) até a neutralizacdo, com mudanca de cor da fenolftaleina (pH 8,3 a
8,5). Para a andlise foi efetuada a calibracdo do pHmetro com as solu¢des tampéao

pH 4,00 e 7,00, segundo instrucbes do fabricante. Em um béquer de 250 mL, a
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amostra (aproximadamente 10g) foi diluida com 75 mL de agua isenta de CO:2 e
titulada com hidréxido de sédio padronizado (NaOH) 0,05 N num fluxo aproximado
de 5 mL por minuto, sendo interrompida a titulacdo quando a solucdo alcangou um
pH de 8,5. Foi efetuada uma prova em branco com o mesmo volume de &agua

utilizada para diluir a amostra de mel. O teste foi corrido em triplicata.

A acidez livre foi calculada segundo a formula:

Acidez livre = NnaoH * (VmL de NaOH 0,05N utilizados na bureta — VmL branco) x
1.000 /Mamostra

Onde: Mamostra = massa da amostra de mel pesada, em gramas
NnaoH = Normalidade da solugéo de NaOH padronizada (meg/mL ou eq/L)

1000= fator de conversdo de grama para kilograma.

3.2.3.5 Compostos fendlicos

3.2.3.5.1 Fendis totais

O teor de compostos fendis totais foi estimado segundo o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, modificado por Beretta et al. (2005) apud
Bertoncelj (2007), que utiliza o &cido galico como padrdo. Amostras de 2,5 g foram
diluidas para 10 mL em baldo volumétrico com agua destilada e filtradas em papel
gualitativo. A 100 pL da solucéo (25mg de mel puro) foi adicionado 1 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau a 10%. A mistura foi agitada em vortex por 2 minutos e
armazenada na auséncia de luz durante 20 minutos. A absorbancia foi lida em
espectrofotometro (FEMTO 700 UV-Vis) a 750nm, contra uma solu¢cdo anéloga de
acucar. O resultado foi expresso em equivalentes de acido galico (mg AG/100g),

através de curva analitica (0,01 a 1,00 mg.mL) com R?= 0,9998.
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3.2.3.5.2 Flavonoides Totais

A quantidade estimada de flavondides totais foi analisada pelo método
descrito por Kim, Jeong e Lee (2003), modificado por Blasa et al. (2006), para
amostras de mel (AL et al., 2009). Da amostra anterior foram retirados 250 pL
(62,5mg de mel puro) mais 750uL de metanol e 300puL de nitrito de sédio (NaNO3) a
5% foram misturados; apés 5 minutos foram adicionados 300 pL de cloreto de
aluminio (AICIs) a 10%. As amostras foram filtradas em membranas de 0,2 pm; apés
6 minutos a 510 nm foi lida a absorbancia da reacdo colorimétrica resultante, em
espectrofotometro (FEMTO 700). O contetdo de flavondides foi expresso em
equivalentes de quercetina (mgQE/100g) calculados através de curva padrdo (0,1 a

100ug.mL-1) que apresentou R?= 0,9997.

3.2.3.5.3 Compostos fenolicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As substancias fendlicas foram extraidas do mel segundo modificacdo da
metodologia descrita por Martos (2000), com utilizacdo da resina Amberlite XAD-2. A
resina foi colocada em um béquer com metanol suficiente para cobri-la (250mL).
Apo6s 15 minutos de agitacdo o metanol foi eliminado e a resina foi entdo lavada com
agua destilada varias vezes (com agitacdo por 10 minutos) e filtrada em funil de
Blchner usando papel de filtro (D’ARCY, 2005). O procedimento foi repetido a cada
trés eluicbes de amostras.

A amostra de mel (50g) foi misturada com 250 mL de agua destilada
acidificada a pH 2 com HCI, e colocada em agitador magnético a temperatura
ambiente, até completa dissolucdo. A amostra foi entéo filtrada através de algodao
para eliminar possiveis particulas suspensas. O filtrado foi agitado com cerca de 75g
de Amberlite XAD-2 (particula 0,3-1,2 mm e poro de 9 nm, Supelco, Bellefonte, PA,
E.U.A)), por 30 minutos, e em seguida, empacotado em uma coluna de vidro (45 X
3,5cm). A coluna foi entdo lavada primeiramente com uma soluc¢éo &cida (100 mL,
pH 2 com HCI), e em seguida com agua destilada (300mL) para remover agucares e

outros compostos polares, enquanto as substancias fendlicas presentes no mel
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permaneceram na resina. A fracéo fenodlica adsorvida na coluna foi entdo eluida com
metanol (~ 250 mL). O extrato metandlico obtido foi concentrado a pressao reduzida
em evaporador rotatério a 40°C e colocado em capela de exaustédo até a secura. O
residuo foi dissolvido em 5 mL de agua destilada, e extraido em funil de separacéo
com acetato de etila (3 x 5 mL). As fragGes organicas foram reunidas e o solvente
eliminado em capela. O extrato seco foi ressuspendido em metanol (grau HPLC) e

filtrado em membrana celulésica de 0,45mu para anélise cromatografica.

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido Shimadzu SCL-10Aup
com detector UV. Foi utilizada uma coluna Lichrospher RP-18 (fase reversa) de 12,0
x 0,4 cm, com tamanho de particula de 5(cinco) mm, usando gradiente binario com
uma mistura de agua ultra pura (MilliQ), e acido acético grau espectrométrico
(Mallinckrodt Chemicals) na propor¢cdo 19:1 (solvente A) e metanol (Mallinckrodt
Chemicals) solvente B. O fluxo total da mistura de solventes usado para eluicdo das
amostras foi de 1 mL por minuto; a corrida da amostra foi realizada com gradiente
binario em 65 minutos com mais 24 minutos de lavagem e recondicionamento da
coluna; a temperatura do forno foi mantida em 30°C e o volume de injecao foi de
20uL. O gradiente de eluicdo comegou com 20% a 30% de solvente B em 10
minutos, modo isocratico com 30% de B até 20 minutos, de 30% a 40% de B em 25
minutos, a 45% de B em 35 minutos, a 60% de B em 55 minutos, e a 80% de B em

65 minutos.

Foram analisados padrbes auténticos de quercetina, canferol, apigenina,
pinocembrina, galangina, morina, miricetina, tectocrisina, triacetina, luteolina, rutina,
cabreuvina, 3,6-dihidroxiflavona, 5,7-dihidroxiflavona, acido p-cumarico, &cido
galico, elagico, e acido ferdlico (Extrasynthese Co.). Os cromatogramas foram

registrados em 254 e 340 nm.

A curva analitica (R?= 0.9998) foi preparada com padrdes (0,5mg.mL™?) de
acido p-cumarico, galico e ferralico e os flavondides rutina, 3,6-di-hidroxiflavona,
guercetina e pinocembrina, em metanol grau cromatografico, filtrados em

membrana de 0,45 um.

Os compostos fendlicos lidos a 254 e 340 nm foram comparados pelos

tempos de retencdo e espectros UV de padrbes auténticos, obtidos em
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Cromatégrafo HITACHI Autosampler L-2200, com bombas L-2130, detector de
arranjo de fotodiodos L-2455 e forno de colunas L-2300, nas condicdes anteriores de
analise e em dados da literatura (LIANDA, 2009; D’ARCY, 2005).

3.2.4 Estudo da Repetibilidade

Para o estudo da repetibilidade (D’ARCY, 2005) modificado, foram
preparados padrdes de acido gélico, rutina e acido p-cumarico em metanol (10 mL);
5 (cinco) mL foram adicionados a 300 mL de agua acidificada pH 2 (dois), por sua
vez. Cada aliquota foi misturada com 150 g de Amberlite XAD-2 purificada (Supelco,
Bellefonte, PA, EUA, tamanho de poro 9 (nove) nm, particula tamanho 0,3 - 1,2mm).

Foi seguido entdo o mesmo procedimento adotado para as amostras.

3.2.5 Limite de Deteccdao e Linearidade

Foi calculada a estimativa do limite de deteccdo do método segundo a
expressdo: LD= 3,3DP/coeficiente angular da curva (DP= desvio padrdo), e
estimado o limite de quantificacao (LQ= 10DP/Coeficiente angular).

A linearidade do método foi determinada pelas curvas analiticas (n=3) cada uma
com 5 (cinco) concentragdes (31,25 a 500,00 ug/mL) de um pool de padrdes diluidos

em metanol, lidos em dois comprimentos de onda (254 e 340nm).

Os testes de precisao ou repetibilidade foram realizados através do calculo de
desvio padrao relativo (DPR) de injecbes de amostras repetidas em triplicata no

mesmo dia e em dias consecutivos segundo a equacao:

DPR= (DP/CMD)*100
Onde DP é o desvio padrdao, e CMD a concentracdo média determinada (ANVISA,
20009).



98

3.2.6 Andlise Estatistica

Os resultados dos ensaios fisico-quimicos foram submetidos a analise
estatistica béasica e o coeficiente de correlacdo (rs) Spearman entre esses
parametros e as CIM das amostras contra 0s micro-organismos teste, através do
programa BioEstat 5.0. Com os compostos fendlicos, foi realizada analise
Multivariada de Correspondéncia pelo Programa Past Paleontology versao 1.97
(HAMMER et al., 2009).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Atividade antimicrobiana

3.3.1.1 Testes preliminares e difusdo em poco

Os testes preliminares para verificacdo de contaminacdo microbiana do mel
detectaram a presenca de micro-organismos. Entdo, para a analise da atividade
antimicrobiana as amostras foram entdo esterilizadas por filtragdo. Para
determinacdo da concentracdo da amostra a ser utilizada na analise de atividade
antimicrobiana foram realizados testes com as amostras 1 (um) a 6 (seis) de Apis
mellifera. Quanto as diferentes diluicbes das amostras de mel preliminarmente
estudadas (50%, 25% e 12,5%) para a avaliacéo pela técnica de difusdo em poco, a
diluicdo escolhida foi a de 50% (v/v), pois apresentaram os halos de maior tamanho
e melhor visualizagcdo e mensuragao. Houve correlagéo entre a concentracao de mel
estudada e o tamanho do halo de inibicdo, sendo na concentracéo de 12,5% néo foi

observada inibicdo para nenhuma das amostras.

Os resultados da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em poco
para méis de A. mellfera e de abelhas sem ferrdo estdo apresentados nas
TABELAS 4 e 5, respectivamente.
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TABELA 4 - Resultados dos testes de difusdo em poco através da medida do didmetro dos halos ( mm) de inibicdo (efeito bactericida) e reducdo de

crescimento (efeito bacteriostatico) de méis de A. mellifera do estado da Bahia por regido econdmica contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans

Micro-organismos

E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans

Regido Amostra Reducdo(xDP) Inibicdo Reduc8oxDP InibicdoxDP Reducdo Inibicdo Reducgdo Inibicdo

Litoral
Norte 11 17,3 (1,5) 40,0(3,0) NS NS NS NS
Reconcavo 35 22,7 (2,3) 31,8(2,8) —~ 105335 NS NS
sul 36 15,0(1,3) 28,0(1,0) NS NS NS NS
37 18,2(0,8) 31,4(2,4) 11,0(0,5) NS NS NS NS
1 17,3(2,3) 52,0(0,5) NS NS NS NS
2 NS 42,0(1,0) NS NS NS NS
Litoral Sul 3 NS NS NS NS NS NS
9 16,0(0,0) 31,0(1,0) 12,7(0,0) NS NS NS NS
15 18,0(0,0) 31,3(0,6) - NS NS NS NS
10 15,7(1,5) 40,0(2,0) - NS NS NS NS
19 17,8(1,2) 36,0(2,0) 12,3(0,6) NS NS NS NS
20 17.8(1.2) 32,7(L5) NS NS NS NS
Nordeste 22 NS 32.0(0.9) NS NS NS NS
28 17,8(0,3) 32,0(0.5) NS NS NS NS
32 14,2(0,8) 30,5(2,0) NS NS NS NS
Paraguacu 31 23,8(0,3) 30,5(0,9) NS NS NS NS
33 24,0(0,0) 31,2(0,3) 9,7(1,5) . 137332 - NS
7 17,0(0,0) 34,0(1,0) NS NS NS NS
8 16,0(0,0) 31,0(2,0) NS NS NS NS
Sudoeste 12 16,5(2,1) 32,5(3,0) 12,0(0,0) NS NS NS NS
13 15,0(1.7) 32,5(0,6) NS NS NS NS

NS= nao sensivel; --- = ndo foi visualizada a atividade; DP= desvio padrao
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TABELA 4 — (continuagdo) Resultados dos testes de difusdo em poco através da medida do didmetro dos halos em (mm) de inibic&o (efeito bactericida) e
reducao de crescimento (efeito bacteriostatico) de méis de A. mellifera do estado da Bahia por regido econdmica contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C.

albicans

Micro-organismos

E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans
Regido Amostra Reducdo(+DP) Inibicdo Reducdo(xDP) Inibicdo Reducdo+DP Inibicdo Reducdo+DP Inibicdo
Baixo Médio
SaoFrancisco 16 NS 33,3(3,1) NS NS NS NS
29 18,3(1,0) 31,3(3,6) NS NS NS NS
Piemonte da
Diamantina 4 21,0(1,3) --- 36,1(4,6) NS NS NS NS
Irecé 30 25,2(2,2) 35,3(1,2) 14,0(0,0) NS NS NS NS
14 16,0(1,0) 30,3(1,5) NS NS NS NS
17 20,0(0,0) 40,0(0,0) NS NS NS NS
Chapada 18 20,0(0,0) 38,7(1,2) NS NS NS NS
Diamantina 21 17,3(1,2) 10,7(0,6) 33,3(1,0) NS NS NS NS
23 24.,3(0,6) 34,0(2,0) NS NS NS NS
25 - 28,3(0,6) 34,7(4,0) NS NS NS NS
26 21,3(1,2) 34,7(7,5) NS NS NS NS
27 21,0(1,0) 34,7(0,3) NS NS NS NS
5 17,8(1,8) 35,0(1,0) NS NS NS NS
Serra Geral 6 20,3(0,6) 34,5(1,8) NS NS NS NS
34 19,5(2,0) 31,7(1,2) NS NS NS NS
Oeste 24 18,3(2,0) 35,2(3,0) NS NS NS NS

NS= nao sensivel; --- = ndo foi visualizada a atividade; DP: desvio padrao.
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TABELA 5 - Resultados dos testes de difusdo em poco através da medida do didmetro dos halos (mm) que mostram o efeito bacteriostatico (reducéo de

crescimento) de méis abelhas sem ferrdo do estado da Bahia por regido econdémica contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans

Micro-organismos
Regido Amostra Abelha E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans

Reducéo (xDP)

Nordeste I Friseomelita doederleinei NS 22,0 (0,0) NS NS

1] Melipona asilvai 20,0 (0,0) 30,0 (0,0) NS NS

1] Melipona quadrifasciata anthidioides 20,0 (0,0) 32,7(1,5) NS NS

\% Plebeia sp. Friseomelita doederleinei NS 17,5 (3,6) NS NS

Recdncavo Sul v Tetragonisca angustula NS 28,0 (2,0) NS NS

Metropolitana VI Tetragonisca angustula NS NS NS NS

Paraguacu VIII Melipona scutellaris 17,0 (2,5) 29,0 (3,0) NS NS

IX Melipona scutellaris NS 30,0 (7,0) NS NS

Sudoeste Xl Melipona scutellaris NS 18,8 (4,0) NS NS

Paraguacu Xl Melipona scutellaris NS 20,3 (2,5) NS NS

C. Diamantina Vi Melipona scutellaris 16,0 (0,0) 31,3 (1,5) NS NS

Nordeste Xl Melipona quadrifasciata anthidioides NS 20,9 (2,3) NS NS

XV Melipona quadrifasciata anthidioides 18,0 (1,0) NS NS NS

XV Melipona quadrifasciata anthidioides NS 29,0 (0,5) NS NS

B. M. S. XVI Melipona quadrifasciata anthidioides NS 28,3 (0,5) NS NS
Francisco

X X Abelha néo identificada NS 30,5 (2,3) NS NS

NS= néo sensivel; --- = ndo foi visualizada a atividade; DP: desvio padr&o; B. M. S. Francisco= Baixo Médio S&o Francisco.
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Neste ensaio de atividade antimicrobiana (TABELAS 4 e 5), cada micro-
organismo mostrou uma sensibilidade diferenciada as amostras de méis de A.
mellifera e de abelhas sem ferrdo, variando de altamente sensivel (S. aureus) a
totalmente resistente (C. albicans). Do total de 53 amostras analisadas, 50 (94%)
foram efetivas (efeito bactericida ou bacteriostatico) contra S. aureus, 38 (72%)
contra E. coli, 2 (4%) frente a P. aeruginosa e nenhuma contra C. albicans (FIGURA
8).

60 -
50 -

40 ~
O Amastras
3[:] T matiras

2[:] 7 O Amastras
ativas
10 A

Mionero de amostras

Saurews  Eeoli F aesruginosa O albicans

Micro-orgamsmos

FIGURA 8 - NUmero de amostras de méis inativas e ativas contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e

C. albicans em relacé@o ao total de méis coletados no estado da Bahia analisados por difusdo em

poco.

As amostras de A. mellifera demonstraram acéo bactericida frente a E. coli, S.
aureus e P. aeruginosa e acdo bacteriostética contra E. coli e S. aureus, conforme
dados apresentados na TABELA 4. As amostras 9, 12, 19, 30, 33 e 37 tiveram acao
bactericida frente a S. aureus com halos de 12,7; 12,0; 12,3; 14,0; 9,7 e 11,0mm,
respectivamente, e as amostras 21 e 25 frente a E. coli , com halos de 10,7 e 28,3
mm. A cepa de S. aureus (CCMB 262) utilizada foi sensivel a um maior nimero de
amostras (A. mellifera) que a de E. coli (CCMB 261), apresentando acéo
bacteriostatica, com halos de inibicdo de crescimento entre 28,0 e 52,0mm e entre
14,2 e 25,2mm respectivamente. A amostra 21 apresentou inibicdo contra E. coli, e a
25 se destacou como a atividade mais intensa, inclusive com valores superiores

aqueles encontrados para S. aureus que foi inibido pelas amostras 9, 12, 19, 30, 33
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e 37, porém com halos menores. A cepa de P. aeruginosa utilizada (CMBB 268)
apresentou baixa sensibilidade aos méis trabalhados, e foi inibida apenas por duas
amostras: a 33 (Regido do Paraguacu) com halo mais expressivo (13,7mm) e a
amostra 35 (Recdncavo Sul com inibi¢do mais discreta (halo de 10,5mm). A FIGURA
9 mostra placas com halos de reducdo de atividade microbiana produzidos por

amostras de mel de A. mellifera contra S. aureus e contra E. coli.

FIGURA 9 - Placas com agar Mieller-Hinton mostrando halos de agéo bacteriostatica de amostras de
mel de Apis mellifera do estado da Bahia contra E. coli CCMB261 (direita), e S. aureus CCMB262

(esquerda) .

Das 37 amostras avaliadas méis de Apis mellifera, 36 (97%) apresentaram
acdo bacteriostética e 6 (seis) (16%), acdo bactericida frente a S. aureus. Frente a
E. coli, 32 (87%) amostras demonstraram acdo bacteriostatica e 2 (duas) (5%) acéo
bactericida. Contra P. aeruginosa apenas acdo bactericida foi observada, em 2

(duas) das amostras, o que corresponde a 5% do universo avaliado (TABELA 4).

Cooper (1999), verificando as propriedades antimicrobianas do mel de
Manuka e mel de pastagem [Honey Grass (Paspalum dilatatum Poir.)], uma
graminea perene de alto valor forrageiro (GARCIA et al. 2002), inoculou
Pseudomonas spp. isoladas de 20 feridas infectadas, na superficie de placas de
agar nutriente com varias concentragcdes de mel. A concentragdo inibitoria minima
do mel Manuka para os 20 isolados variou 5,5 a 8,7% (v/v) e a do mel de pastagem
esteve entre 5,8 e 9,0% (v/v). Em estudo com 345 amostras de meéis da Nova

Zelandia a atividade registrada apresentou variacbes de até vinte vezes o menor
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valor encontrado, com um grande numero (36%) apresentando baixa atividade,
proxima ou abaixo do nivel de deteccdo (HONEY, 2009). Lusby et al. (2005),
analisando méis da Oceania com proposta terapéutica e comparando-os com meéis
terapéuticos comerciais como Medihoney e mel de manuka, encontraram resultados
positivos contra 13 bactérias, porém negativo contra C. albicans, da mesma forma
gue os resultados do presente estudo. Em seu trabalho, Lusby (2005) utilizou
concentracdes de 0,1 a 20% de mel, e das 13 bactérias testadas, 12 foram inibidas
por todos os méis analisados. Pouca ou nenhuma atividade antibacteriana foi
observada nas concentracdes de mel <1%, e a 5% a inibi¢cao registrada foi minima,
sendo a Serratia marcescens e a levedura Candida albicans resistentes. Os méis
locais tiveram variada atividade inibitoria contra as bactérias, e os méis controles
(Medihoney e o mel de manuka) apresentaram de modo geral as melhores
atividades. Ainda assim, o autor concluiu, que méis ainda desconhecidos como
antimicrobianos, podem ser uma valiosa fonte desses produtos com indicacéo

terapéutica no futuro.

Vargas (1996) analisando méis de A. mellifera do Parana (Brasil), pelo
método de cilindros em placa, usando agar como meio de difusdo, encontrou halos
de inibicdo para E. coli que variaram 16,0mm a 31,0mm, e contra S. aureus, valores
entre 21,0 e 44,0mm. Embora ndo seja possivel correlacionar estes resultados com
agueles encontrados neste trabalho, fica evidenciada a tendéncia da maior

sensibilidade do micro-organismo S. aureus quando comparado a E. coli.

Uma maior sensibilidade da bactéria Gram-positiva (S. aureus, no presente
estudo) ja era esperada, pois bactérias Gram-negativas, como P. aeruginosa e E.
coli, e leveduras, como C. albicans, apresentam uma resisténcia intrinseca a
agentes antimicrobianos quando comparadas a S. aureus (TORTORA, FUNKE e
CASE, 2005). Esta resisténcia das bactérias Gram-negativas tem sido atribuida a
sua membrana externa de lipopolissacarideos de baixa permeabilidade (SLAMA,
2008; PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002). A resisténcia também pode ser
adquirida através de varios mecanismos, entre 0s quais a alteracdo do sistema de
efluxo multidrogas, que evita o acimulo do agente antimicrobiano no interior da
célula. Isto impede que a substancia atinja seu alvo e/ ou a concentracdo necessaria

para se tornar letal a célula ou produza mutacdo na parede celular. Esta mutacdo da
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parede celular pode levar & reducdo nos canais de porina que séo importantes para

o transporte de alguns antibiéticos pequenos (LAMBERT, 2002).

As leveduras por sua vez, possuem estrutura celular semelhante a dos outros
eucariotos, e a parede celular, de composicdo quimica bastante complexa, é
constituida por 80 a 90% de carboidratos (PORTELA, 2006), podendo estar ligados
a proteinas ou lipideos, polifosfatos e ions inorganicos formando a matriz de
cimentacdo (FUKUDA et al., 2009). A porcéo polissacaridica da parede celular das
leveduras é composta por polimeros de glucose com ligagbes B-1,3 e B-1,6 (B-
glucanas); polimeros de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) com ligagdes [-1,4
(quitina) e polimeros de manose (manana) em associacdo covalente com proteinas
(glicolmano]proteinas), além de proteinas (6 a 25%) e uma pequena porcdo de
lipideos (1 a 7%). A fungado estrutural dos polimeros de B-glucanas e quitina é a
formacdo de um rigido esqueleto que confere forte propriedade fisica a célula
(PORTELA 2006), protegendo-a contra injarias mecéanicas, evitando a lise osmotica
do protoplasto e blogueando o ingresso de moléculas toxicas como certos produtos

fungicidas (FUKUDA et al. 2009).

As amostras de méis de abelhas sem ferrdo apresentaram somente acgao
bacteriostatica frente aos micro-organismos E. coli e S. aureus conforme dados da
TABELA 5. Das 16 amostras avaliadas, 14 (87,5%) apresentaram atividade
antimicrobiana frente a S. aureus, 5 (cinco) (31,2%) frente a E. coli e nenhuma foi
ativa frente a P. aeruginosa e C. albicans. Os valores contra S. aureus oscilaram de
17,5mm (amostra V, da abelha Mirim, regido Nordeste) a 32,7mm (amostra lll, da
abelha mandacaia, regido Nordeste), valores mais expressivos que aqueles contra

E. coli, cujos valores variaram de 16,0 a 20,0mm.

Comparando-se os resultados obtidos para méis de A. mellifera e de abelhas
sem ferrdo, podemos ver que de maneira geral a atividade dos dois tipos de méis foi
basicamente a mesma considerando 0s micro-organismos; os dois tipos de méis
foram inativos contra C. albicans, muito pouco ou inativos contra P. aeruginosa e
ativos frente E. coli e principalmente contra S. aureus. No entanto, se comparados
os resultados dentro de cada tipo de mel (de Apis ou de abelhas sem ferrdo) pode-
se verificar que as amostras apresentaram atividades diferenciadas segundo cada

micro-organismos. Pode ser observado também que méis coletados nas mesmas
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regibes apresentaram certa variagcdo nas atividades de inibicdo ou reducdo do
crescimento microbiano, conforme demonstrado pelas amostras 14, 17, 18, 21, 23,
25, 26 e 27 de A. mellifera (TABELA 4) e as amostras Xlll e XIV de Melipona
guadrifasciata anthidioides (TABELA 5), todas provenientes da Chapada de
Diamantina. Estas variagbes da atividade antimicrobiana dos méis coletados na
mesma regido podem estar relacionadas a sua origem floral, que por sua vez
depende do periodo de producdo do mel. Embora a divisdo por microrregiao
socioecondmica seguida neste estudo nao seja apropriada para embasar
concluses sobre a atividade biolégica de cada amostra (é uma separacao politica),
pode de certa forma apontar caracteristicas geograficas, de clima e vegetacéao,

ligados a composicédo do mel, e consequentemente a sua acéo bioldgica.

Quanto a espécie de abelha produtora, embora pelo método de difusdo em
poco os resultados dos méis de A. mellifera tenham sido mais destacados (inclusive
com acdao bactericida), ndo nos parece conclusivo, pois 0 numero de amostras de
abelhas nativas foi cerca de 50% inferior (divididos em seis espécies) ao de A.

mellifera analisadas.

Chanchao (2009) estudando méis tailandeses de Trigona laeviceps, de Samut
Songkram, diluidos a 50%, contra S. aureus, E. coli, C. albicans, Auriobasidium
pullulans e Aspergillus niger encontraram halos entre 254 e 16,6mm
respectivamente para cada micro-organismo. Martins et al. (1997), analisando méis
de A. mellifera e de abelhas sem ferrdo (Melipona subnitida, Melipona scutelaris,
Scaptotrigona bipunctata) do estado do Cear4a, Brasil, encontraram halos de inibicdo
do crescimento de 22,0mm a 25,0mm para S. aureus e 20,0mm a 28,0mm para E.
coli concluindo que os dois tipos de mel apresentaram atividade antimicrobiana em
niveis semelhantes. Ja Goncalves (2005), analisando méis brasileiros de
Nannotrigona testaceicornis (abelha sem ferrdo) de S&o Paulo, contra micro-
organismos patogénicos retirados de isolados clinicos, detectou halo de
sensibilidade de 19,0mm contra E. coli, de 11,0mm para P. aeruginosa e resisténcia

de S. aureus.

Comparando-se a atividade entre os tipos de méis analisados neste trabalho
(de A. mellifera e de abelhas sem ferrdo), pode ser visto que os méis de A. mellifera

contra E. coli e S. aureus foram mais ativos (89,2% e 97,3% respectivamente) que
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0os méis de abelhas sem ferrdo, 31,2 % frente a E. coli e 87,5% contra S. aureus.
Estes resultados diferem daqueles encontrados para esses micro-organismos nos
trabalhos acima citados. Na verdade, para uma efetiva comparacao entre parametro
tdo susceptivel de variacdo como a atividade bioldgica, onde varios fatores
interferem e determinam diferengas, € absolutamente necessaria a utilizagdo de
critérios de andlise padronizados. A técnica de analise empregada, 0 micro-
organismo teste, a cepa, a concentracdo do inéculo e da amostra, a espécie de
abelha produtora, a localizacado geografica, o periodo de producdo e a vegetacao
origem dos méis entre outros, sdo aspectos importantes a serem considerados. De
acordo com Molan (1992), a comparacdo da sensibilidade de determinada espécie
em relacdo a outra s6 pode ser validamente determinada dentro de um mesmo
estudo onde o mel e as condicdes do teste sejam as mesmas. Molan (1992)
acrescenta que Staphylococcus aureus € um dos micro-organismos mais usados
nesses estudos comparativos, e pode ser visto como uma das espécies mais
sensiveis ao mel. Os méis do estado da Bahia (tanto de A. mellifera quanto de
abelhas sem ferrdo) apresentaram atividade contra micro-organismos patogénicos
Gram-positivo e Gram-negativos, a exemplo de méis de outras origens
(CHANCHAO, 2009; VARGAS 2006; WILLIX 1992; MOLAN, 1992), com maior a¢do

contra S. aureus.

Nos controles realizados para verificacdo da sensibilidade das cepas
bacterianas, estas se mostraram resistentes ao cloranfenicol na concentracdo de
0,005 mg.mL! e 0,010 mg.mL*, e sensiveis a gentamicina nas duas concentracdes,
embora com halos diferenciados. A levedura C. albicans foi sensivel a ambas as

concentracdes do antifingico nistatina. Os resultados estdo na TABELA 6.

TABELA 6 - Halos de acdo bactericida (mm) dos antibiéticos gentamicina e cloranfenicol usados

contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa e o0 antifingico nistatina usado contra C. albicans

Micro-organismos

E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans

Antimicrobianos Gentamicina Cloranfenicol ‘ Gentamicina Cloranfenicol ‘ Gentamicina Cloranfenicol ‘ Nistatina

Meédias dos halos de inibicdo em mm + (DP)

0,005mg.mL- 14,8 (0,6) NS 23,0 (0,8) NS 16,8 (2,9) NS 19,0 (0,0)
0,010mg.mL" 17,5 (0,5) NS 25,3 (3,5) NS 18,3 (2,1) NS 24,2 (0,0)

NS= néo sensivel.
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Os controles realizados com substancias antimicrobianas puras
(antibacterianos e antifungico) tiveram como objetivo principal a comparacéao entre
experimentos realizados em diferentes momentos. Comparando-se os valores dos
halos de inibicdo (TABELAS 4 e 5) com os registrados para os antibiéticos (TABELA
6), destaca-se mais uma vez a atividade observada para a amostra 25, frente a E.
coli (28,3mm) que foi superior ao da gentamicina (17,5mm). Nas condicbes de

analise, as demais amostras tiveram desempenho inferior aos antibioticos testados.

Embora de modo geral as amostras tenham apresentado atividade menos
expressiva que os antibioticos, é importante considerar que estes sdo substancias
sintéticas e purificadas, com alvos de acdo estabelecidos, enquanto que o mel é
uma mistura complexa com propor¢des variadas de constituintes. Ainda assim, o mel
tem apresentado eficacia no controle de varios eventos hospitalares (feridas
cirdrgicas infectadas, Ulceras de pressdo, queimaduras), em casos de resisténcia
microbiana onde a terapia convencional tenha falhado, constituindo-se em uma
alternativa potencial para o controle microbiano (TAJIK et al., 2009; NAMIAS, 2003;
TAORMINA, 2001; MOLAN, 2001; COOPER et al., 1999; EFEM, 1988).

3.3.1.2 Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

Todas as amostras de méis de A. mellifera (1 a 37) foram analisadas para
determinacdo da CIM frente as cepas selecionadas para estudo (TABELA 7), bem
como as amostras de méis de abelhas sem ferrdo | a XVI (TABELA 8), através da
técnica de microdiluicio em caldo, em placa de 96 pocos como exemplificado a
seguir (FIGURAS 10 e 11).
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FIGURA 10 - CIM de amostra 21, 30 e 33 de mel de A. mellifera do estado da Bahia contra
S.aureus; em detalhe pogos controle da viabilidade do micro-organismo, da esterilidade das

amostras e dos meios de cultura.
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FIGURA 11 - Placa mostrando CIM de méis de abelhas sem ferréo do estado da Bahia contra  S.
aureus CCMB 262. Am.l= Friseomelita doederleinei; Am.ll= Melipona asilvai; Am.lll= Melipona
guadrifasciata anthidioides; Am.IV=  Tetragonisca angustula; Am.=amostra; po¢os em

vermelho=crescimento de micro-organismo; pogos transparentes = inibicdo de micro-organismo.
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TABELA 7 - Resultados da determinagéo da Concentragao Inibitéria Minima (mg.mL™) de méis de Apis mellifera do estado

da Babhia frente aos micro-organismos testes: E. coli, S. aureus , P. aeruginosa e C. albicans

Concentrag&o Inibitéria Minima (mg.mL™2)

E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans
Regido Amostra
Litoral Norte 11 470 59 235 NS
35 62 32 62 503
. 36 64 32 64 508
Recdéncavo Sul
37 60 30 60 466
1 237 270 135 NS
2 37 18 18 NS
Litoral Sul 3 29 ! 14 NS
9 252 63 32 NS
15 493 246 493 493
10 465 58 465 465
19 210 62 NS NS
20 239 120 120 478
Nordeste 22 466 233 233 466
28 260 130 130 520
32 512 256 256 512
Paraguacu 31 474 237 237 NS
33 16 8 8 NS
7 247 247 247 494
8 480 120 240 480
Sudoeste 12 25 62 62 NS

13 505 63 252 505
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TABELA 7 - (continuag&o) Resultados da determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima (mg.mL™?) de méis de Apis mellifera

do estado da Bahia frente aos micro-organismos testes: E. coli, S. aureus , P. aeruginosa e C. albicans

Concentrag&o Inibitéria Minima (mg.mL™2)

E. coli S.aureus  P. aeruginosa C. albicans
Regido Amostra
Baixo Médio Sao Francisco 16 512 256 512 512
29 251 63 125 501
Piemonte da Diamantina 4 262 131 262 NS
Irecé 30 507 507 254 NS
14 526 66 263 526
17 471 118 236 471
18 479 120 120 479
21 512 512 512 NS
Chapada Diamantina 23 517 258 258 258
25 466 466 466 NS
26 474 237 237 474
27 459 230 230 459
5 245 122 122 NS
Serra Geral 6 475 237 237 NS
34 543 136 272 543

Oeste 24 444 222 222 444
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TABELA 8 - Resultados da determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (mg.mL™) do mel de abelhas sem ferréo, coletados na Bahia,

frente aos micro-organismos testes: E. coli, S. aureus , P. aeruginosa e C. albicans

Regido Amostra Abelha E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans

Nordeste I Friseomelita doederleinei 72 72 NS NS

Il Melipona asilvai 74 19 NS NS

1] Melipona quadrifasciata anthidioides 70 35 NS NS

\% Plebeia sp. 254 254 NS NS

Recéncavo Sul v Tetragonisca angustula 132 33 NS NS

Metropolitana Vil Tetragonisca angustula 123 123 147 NS

Paraguacu VI Melipona scutellaris 493 123 246 NS

IX Melipona scutellaris 265 55 132 NS

Xl Melipona scutellaris 241 120 68 NS

Sudoeste Xl Melipona scutellaris 257 525 239 NS

Chapada Diamantina W Melipona scutellaris 175 37 127 NS

Nordeste XIII Melipona quadrifasciata anthidioides 184 92 64 NS

A\ Melipona quadrifasciata anthidioides 187 47 64 NS

XV Melipona quadrifasciata anthidioides 174 87 NS NS

Baixo Médio Sao XVI Melipona quadrifasciata anthidioides 369 92 NS NS
Francisco

X X 515 196 196 NS

*--- = ndo realizado; ---** = Abelha em processo de identificacao.
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Foram também realizados testes da CIM com os antibiéticos cloranfenicol e
gentamicina contra E. coli , S. aureus, P. aeruginosa e do antifingico nistatina contra
C. albicans (TABELA 9).

TABELA 9 - Resultados da determinagcdo da CIM (mg.mL?) dos antimicrobianos gentamicina,
cloranfenicol e nistatina usados como controle contra 0os micro-organismos testes: E. coli, S. aureus,

P. aeruginosa e C. albicans

Antimicrobianos CIM (mg.mL7)

E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans
Gentamicina 0,005 0,009 < 0,005* -k
Cloranfenicol 10,00 <0,078* 1,25 --
Nistatina -- -- - <625.10°%

*O crescimento microbiano foi impedido até o Gltimo pogo; **-- = teste nao realizado.

Comparando-se os valores da CIM (TABELAS 7 e 8) encontrados para as
amostras de méis, com aqueles registrados para os antibioticos (TABELA 9), pode-
se notar que também por este método 0s micro-organismos testados foram mais
sensiveis aos antibiéticos do que as amostras analisadas. Mas segundo Aligiannis et
al. (2001), ainda ndo existe um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para
produtos naturais quando comparados aos antibidticos padrdes, sendo que alguns
autores consideram somente atividade quando as amostras apresentam valores

similares aos farmacos, enquanto outros consideram valores inferiores.
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Figura 2- Numero de amostras ativas e inativas através da técnica de determinagao
da CIM contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans em relacdo ao total de méisde A.

mellifera coletados no estado da Bahia.
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Como pode ser visto na FIGURA 12, neste estudo a cepa de C. albicans foi
afetada por 59,5% e P. aeruginosa por 97,3% das amostras, enquanto E. coli e S.
aureus foram inibidos por 100% dos meéis de A. mellifera testados. Este ltimo micro-
organismo mostrou-se o mais sensivel, pois foi inibido pelas menores concentracdes

de mel (7 e 8 mg.mL™).

Conforme a TABELA 7, das 37 amostras de mel de A. mellifera testadas, 14
apresentaram valores de CIM inferiores a 66 mg.mL', com destaque para as
amostras 3 e 33 (regifes Litoral Sul e do Paraguacu, respectivamente) que inibiram
o crescimento de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa em concentragbes mais baixas
(entre 7 e 29mg.mL?), onde o mel natural diluido nove vezes, ou seja em
concentracdes inferiores a 3%, ainda foi efetivo contra a concentracdo padrdo de
micro-organismo do ensaio. De igual maneira, a amostra 2 (dois), do Litoral Sul, foi
eficaz contra esses micro-organismos, com destaque para o resultado obtido frente
a S. aureus e P. aeruginosa, com valores de CIM de 18 mg.mL* . A amostra 12
(Sudoeste) inibiu as bactérias testadas (com valor de CIM de 62 mg.mL™ frente a S.
aureus e P. aeruginosa), com destaque contra E. coli com CIM de 25 mg.mL. As
amostras 35, 36 e 37, méis do Recdncavo, apresentaram atividade expressiva
contra E. coli (60 a 64 mg.mL™?), S. aureus (30 a 32 mg.mL?) e P. aeruginosa (60 a
64 mg.mL?1), e leve acdo contra C. albicans (466 a 508 mg.mL?). Cabe ainda
ressaltar a amostra 9 (nove) com valor de CIM de 32 mg.mL* contra P. aeruginosa,
bem como as amostras 9, 10, 11, 13, 14, 19 e 29, que foram ativas em baixas

concentracdes (de 58 a 66 mg.mL™?) frente a S. aureus.

Quanto ao mel de abelhas sem ferrdo, enquanto todas as amostras foram
capazes de inibir o crescimento de E. coli e S. aureus e 43,8% inibiram o
crescimento de P. aeruginosa, nenhuma delas foi ativa frente a C. albicans (FIGURA
13).
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FIGURA 13 - Numero de amostras ativas e inativas (CIM) contra E. coli, S. aureus,
P. aeruginosa e C. albicans em relagdo ao total de méis de abelhas sem ferrdo coletados

no estado da Bahia.

Os dados da TABELA 8 mostram a maior sensibilidade de S. aureus frente as
amostras I, 1ll, IV, VI IX e XIV (méis de duas espécies de meliponas e de duas
trigonas) com valores de CIM entre 19 e 55 mg.mL, com destaque para a amostra
Il, de menor CIM (19 mg.mL™), produzida por abelha pertencente a tribo Meliponini.
No caso de E. coli, as amostras com melhor desempenho (I, Il e Ill) apresentaram
valores proximos de CIM (entre 70, e 74 mg.mL™), sdo de ambas as tribos (Trigonini
e Meliponini). Nesta amostragem nao foi possivel estabelecer diferencas
significativas da atividade antimicrobiana entre as tribos e nem entre espécies
dessas abelhas, devido ao baixo namero de individuos dos diferentes grupos

estudados dentro do grupo de abelhas sem ferréo.

Analisando as TABELAS 7 e 8, pode-se observar também que ha uma grande
diferenca nos valores de CIM entre méis oriundos da mesma regido, como no caso
das amostras 1 (um) e 9 (nove), ambas provenientes do litoral Sul, e das amostras
VIII e IX, provenientes da regido do Paraguacu. No caso das amostras 1(um) e 9
(nove) de A. mellifera esta variacdo na acao antimicrobiana pode estar relacionada
ao fato de serem amostras de localidades diferentes, coletadas em datas distintas,
certamente com diferencas na origem floral. As amostras VIl e IX embora tenham
sido coletadas na mesma data, sdo de colméias distintas; os valores de pH (3,7 e

3,4) exibem apenas variacdo discreta mas, a acidez (28,9 e 44,5 respectivamente)
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poderia explicar a mudanca na agdo biologica sugerindo diferencas na origem floral

do mel.

Anklam (1998) e D’Arcy (2005) acreditam que a composi¢ao quimica do mel,
e consequentemente sua acdo antimicrobiana, pode variar conforme o clima, as
espécies de plantas disponiveis para coleta, a contribuicdo da abelha, entre outros
fatores. E que, como antes citado, a caracterizacdo da origem botanica do mel é um

aspecto de importancia para 0 monitoramento de sua qualidade e acao bioldgica.

Comparando-se os resultados da difuséo em poco (TABELAS 4 e 5) com
aqueles da CIM (TABELAS 7 e 8), podemos encontrar a primeira vista alguma
discordancia de resultado, mas também similaridades. A levedura C. albicans
(isolado clinico) foi a mais resistente dentre as amostras testadas nos dois métodos
utilizados para a determinagdo da atividade antimicrobiana. Entretanto, a bactéria P.
aeruginosa apresentou resultados diferenciados tendo o seu crescimento inibido por
6 (seis) das amostras de méis de A. mellifera, variando a CIM de 8 mg.mL? a 512
mg.mL-1, embora no teste da difusdo em poco apenas a amostra 33 tenha sido ativa

contra este micro-organismo.

Os resultados da CIM evidenciam que todos o0s méis testados por esta
metodologia apresentam atividade antimicrobiana contra E. coli e S. aureus, e a
maioria contra P. aeruginosa e C. albicans, em diferentes niveis de inibicéo.
Comparando-se as amostras de méis 30 e 33 (A. mellifera), verifica-se que embora
estas tenham apresentado acao frente a E. coli e S. aureus, com valores de halos de
reducadol/inibicdo préximos entre si pelo método da difusdo em poco, a CIM
registrada frente a esses micro-organismos foi cerca de 30 vezes menor para a
amostra 33 frente a E. coli e cerca de 60 vezes menor que a amostra 30 contra S.
aureus. Um dado importante a ser considerado € a atividade registrada pela amostra
3 (trés) de A. mellifera, que no teste da difusédo em pog¢o nao apresentou inibicdo do
crescimento contra nenhum dos micro-organismos testados, embora tenha
registrado um dos menores valores de CIM se comparada as outras amostras (30
mg.mL* contra E. coli, 7mg.mL?! contra S. aureus e 14mg.mL* contra P.
aeruginosa). Do mesmo modo, pelo método da difusdo em po¢o as amostras |, 1V,

V, IX e X (abelhas sem ferrdo) foram inativas frente a E. coli, e a amostra VII, inativa
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contra S. aureus e E. coli; pelo método da CIM esses micro-organismos

apresentaram sensibilidade (em niveis variados), a 100% das amostras.

Embora o método de difusdo em poco seja recomendado como método de
triagem para selecionar as amostras mais eficazes para a determinacdo da CIM,
este é um teste qualitativo, que alguns autores defendem por reproduzir no meio, a
situacdo de uma ferida e a difusdo da amostra no tecido (GONCALVES, 2005).
Outros pesquisadores, no entanto, ressaltam a sua falta de sensibilidade (BLACK
2002; JAMES et al. 1972), pois como a substancia testada vai se diluindo conforme
se difunde no &gar, substancias antimicrobianas de maior massa molecular podem
apresentar dificuldade de difusdo no meio sélido e assim nao produzirem um halo de
inibicdo ou de reducdo de crescimento microbiano. Apesar disso, € considerado um
ensaio apropriado para agentes topicos, porque baseia-se na difusibilidade
(GONCALVES, 2005; ALLEN et al., 1991), caracteristica de grande importancia na
avaliacdo do mel, considerando que este € visto como um agente tépico ideal no
tratamento de infeccBes cirdrgicas, queimaduras e feridas infectadas (EFEM et al.,
1992; JAMES et al., 1972). Assim, atendo-se a variedade de compostos que formam
0 mel, acredita-se que a capacidade de difusdo poderia, em alguns casos, interferir
na acdo de compostos importantes na atividade antimicrobiana, motivando os
resultados contraditérios e dificultando a andlise entre as duas metodologias

utilizadas no presente trabalho.

Por outro lado, os dados desta pesquisa reafirmam que um mel para ser
usado como agente terapéutico deve ser selecionado através de andlises. A
determinacao de seus constituintes é de suma importancia para o estabelecimento
de sua origem, devida padronizacéo e indicacao de uso, a exemplo de méis como o
de Manuka, da Nova Zelandia e o Echium vulgare e Leptospermum polygalifolium,
da Austrdlia (WESTON, 2000b), comercializados com indicacbes terapéuticas

definidas.
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3.3.2 Determinagdes fisico-quimicas e atividade biologica

A qualidade do mel é resultado das caracteristicas fisico-quimicas dos seus
constituintes, e estas por sua vez vao determinar a sua atividade biolégica. Dessa
forma, a andlise de alguns parametros, se faz necessdaria para o estudo e
entendimento da atividade antimicrobiana (PARK, 2005). Assim foram analisados
aqueles parametros que pudessem incidir na atividade biolégica, como o pH, a
acidez, a atividade de agua e compostos do metabolismo secundario de plantas
(compostos fendlicos e flavonoides) e a cor, que apesar de ndo constituir um fator
determinante da atividade, é visto por alguns autores como indicador da acéo
antimicrobiana, com vistas a averiguar a contribuicdo de cada um na atividade do

mel.

3.3.2.1 Acidez e pH

Na TABELA 10 estdo reunidos os dados de pH, acidez e a florada (informada
pelos comerciantes) das amostras de meis de A. mellifera, e os dados dos meéis de

abelhas sem ferrdo estao expostos na TABELA 11.



TABELA 10 — Valores de pH, acidez e florada de méis de Apis mellifera do estado da Bahia por microrregides socioecondmicas

Média dos valores (+ D P)

Regido Amostra pH Acidez (meq Kg™) Florada

2 Litoral Norte 11 3,9 (0,0 41,3 (0,7) Silvestre
3Recbncavo Sul 35 4,0 (0,0) 38,1(1,2) Silvestre
36 3,9 (0,0) 42,0(1,2) Silvestre

37 3,9 (0,0) 39,0 (0,4) Silvestre

4 Litoral sul 1 4,0 (0,0) 24,8 (0,8) Silvestre
4,0 (0,0) 36,7(2,4) Silvestre

3,7 (0,2) 46,4(3,4) Silvestre

4,0 (0,0) 52,4 (1,3) Silvestre

15 3,9 (0,0) 44,0(0,6) Silvestre

6 Nordeste 10 3,9 (0,0) 17,7 (1,3) Silvestre
19 5,4 (0,0) 14,4(0,8) Silvestre

20 3,9 (0,0) 65,8(4,6) Silvestre

22 3,7 (0,0) 47,2 (0,6) Ervango

28 3,9 (0,0) 40,9( 0,9) Silvestre

32 3,7 (0,1) 30,8 (2,5) Silvestre

7 Paraguagu 31 4,0 (0,0) 36,6(3,5) Silvestre
33 4,0 (0,0) 45,8 (0,4) Silvestre

8 Sudoeste 4,0 (0,4) 16,9 (1,1) Aroeira
4,0 (0,0) 21,8 (0,6) Silvestre

12 3,8 (0,0 34,0 (1,4) Silvestre

13 3,8 (0,0) 28,4 (0,4) Algaroba

120
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TABELA 10 - (cont.) Valores de pH, acidez e florada de méis de Apis mellifera do estado da Bahia por regibes econémicas

Média dos valores (+ D P)

Regido Amostra pH Acidez (meq Kg?) Florada
9 Baixo Médio S. Francisco 16 3,7(0,1) 24,7(0,3) Valtéria
29 2,9 (0,0 115,1 (0,9) Silvestre
10 Piemonte da Diamantina 4 3,8 (0,0) 26,7 (0,1) Silvestre
11 Irecé 30 3,9 (0,0) 34,7 (3,3) Silvestre
12 Chapada Diamantina 14 3,8 (0,0) 24,9 (1,0) Candeia/Assa-Peixe
17 4,3 (0,0) 20,0 (1,3) Silvestre
18 4,0 (0,0) 36,3 (1,2) Silvestre
21 4,4 (0,0) 28,8 (3,9) Silvestre
23 4,3 (0,0) 32,8 (2,0) Silvestre
25 3,9 (0,0 34,4 (1,4) Silvestre
26 3,8(0,0) 30,4 (1,4) Silvestre
27 4,5 (0,0) 30,4 (1,0) Silvestre
13 Serra Geral 5 3,8 (0,0) 27,4 (1,0) Silvestre/Jua
3,8 (0,0) 21,8 (0,1) Assa-Peixe/Unha de Gato
34 3,3 (0,0) 58,8 (1,0) Silvestre
15 Oeste 24 3,8 (0,0) 42,4 (2,8) Silvestre

(DP)= Desvio Padréao
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TABELA 11 - Valores de pH, acidez de méis de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia por microrregido, florada e espécie de abelha

Média dos valores (+ D P)

Regido Amostra Abelha pH Acidez (meq.Kg-1) Florada
Nordeste \ Plebeia sp 3,5 (0,0 103,2 (0,0) Silvestre
Metropolitana Vi Tetragonisca angustula 3,8 (0,0) 98,6 (2,3) Silvestre
Paraguagu Vil Melipona scutellaris 3,7 (0,1) 28,9 (3,3) Silvestre

IX Melipona scutellaris 3,4 (0,0) 44,5 (1,0) Silvestre

Xl Melipona scutellaris 3,7 (0,0) 17,8 (0,3) Silvestre

Sudoeste Xl Melipona scutellaris 3,9 (0,0) 43,6 (1,0) Silvestre
Chapada Diamantina Vi Melipona scutellaris 3,5 (0,6) 45,0 (0,9) Silvestre
Nordeste XII Melipona quadrifasciata anthidioides 3,4 (0,0) 45,8 (2,5) Silvestre

XIv Melipona quadrifasciata anthidioides 3,2 (0,0) 116,7 (1,2) Silvestre

XV Melipona quadrifasciata anthidioides 3,4 (0,0) 59,5 (1,0) Silvestre

B. M. S. Francisco XVI Melipona quadrifasciata anthidioides 3,6 (0,0) 35,6 (0,7) Silvestre
X X Abelha ndo identificada 3,7 (0,0) 22,6 (0,2) Silvestre

B. M. S. Francisco= Baixo Médio Sao Francisco
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Nesta amostragem, os méis de A. mellifera sdo acidos com valores de pH
variando entre 2,9 e 5,4, sendo que 94% apresentaram um intervalo menor, entre
3,0 e 4,5 (TABELA 10). Segundo Carvalho et al. (2005), os méis de Apis no Brasil
podem apresentar valores de pH entre 3,2 e 4,6 e, segundo Cortopassi-Laurino e
Gelli (1991), valores entre 3,95 a 4,09, embora Silva et al. (2004) tenham encontrado
no Piaui amostras com pH de até 5,30. Varios estudos de pH de mel no mundo
como Andrade et al. (1999), Komatsu (1996), Thrasyvoulou e Manikis (1995), e

Bastos e Silva (1994), apontam valores entre 3,00 e 6,72.

Os méis de abelhas sem ferrdo analisados neste estudo apresentaram
valores de pH entre 3,2 e 3,9 (TABELA 11), mostrando um intervalo menor de
oscilacdo se comparados aos meéis de A. mellifera. De acordo com Crane (1987),
variacbes no pH sdo, provavelmente, devidas a particularidades na composicéo
floristica nas areas de coleta, uma vez que o pH do mel pode ser influenciado pelo
pH do néctar. Cortopassi-Laurino e Gelli (1991), para méis de meliponineos,
registraram valores entre 3,20 e 4,80, e Souza et al. (2009), encontraram valores de

pH entre 3,14 e 3,46 para amostras de Melipona asilvai do estado da Bahia.

Considerando que o pH minimo para o crescimento de algumas bactérias é
proximo a 4,00, e que praticamente todas as amostras apresentaram valores abaixo
ou proximos deste pH, pode-se supor a influencia deste parametro sobre a atividade
antimicrobiana apresentada. Nesta amostragem, registra-se como excecdo a
amostra 19, municipio de Cip6 (regidao Nordeste), que apesar de possuir um pH
elevado (5,4) apresentou uma CIM de 62 mg.mL™* contra S. aureus, similar a outras
amostras de pH mais baixo como as amostras 9 (pH 4,0, CIM de 63 mg.mL?') e 12

(pH 3,8, CIM de 62 mg.mL?), sinalizando a contribui¢éo de outros fatores.

Gethin et al. (2008), analisando a interferéncia do pH no tratamento topico de
feridas, concluiu que a reducéo em 0,1 unidade de pH podia ser associada a uma
reducao de 8,1% no tamanho da ferida. O uso de curativos de mel de Manuka (L.
scoparium) foi vinculado a uma reducao estatisticamente significativa do pH e do
tamanho da ferida, e a redugcdo minima de tamanho dos ferimentos foi associada
com leituras altas de pH no inicio do tratamento.

Para a amostragem deste estudo, foi realizada andlise estatistica de

correlacdo de (rs) Spearman entre valores de pH e CIM dos méis de A. mellifera e
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de abelhas sem ferrdo. Os dados encontram-se na TABELA 12 e na FIGURAS 14 a

19 que se seguem.

TABELA 12- Correlac@o de Spearman (rs) entre valores de pH de méis de A. mellifera e de abelhas sem ferrédo do estado da

Bahia e CIM contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa (p)=probabilidade

(rs) Spearman

pH X CIM A. mellifera Abelhas sem ferréo
Contra E. coli -0.1352 (p) = 0.4248 0.3384 (p) = 0.2895
Contra S. aureus 0.0683 (p) = 0.6881 0.5910 (p) = 0.0429
Contra P. aeruginosa -0.1007 (p) = 0.5533 0.4779 (p) = 0.1160

Conforme dados da TABELA 12, pode-se verificar que ndao houve correlacéo
[(rs) Spearman proximo a zero e (p) > 0.05] entre valores de pH e CIM dos méis de
A. mellifera contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. Pode-se inferir entdo que neste
caso, 0 pH nao contribuiu para a variagdo da atividade antimicrobiana estudada,
conforme FIGURAS 14, 15 e 16.

O pH de méis de abelhas sem ferrdo versus a CIM contra os trés micro-
organismos considerados (TABELA 13) apresentou média a baixa correlacdo
positiva, mas os valores de (p)> 0.05 indicam que o pH néo incidiu na variacao da
atividade antimicrobiana registrada contra E. coli e P.aeruginosa, embora contra S.
aureus (p<0.05), esta possa ser considerada, como exposto nas FIGURAS 17, 18 e

19.

Correlagdo entre pH e CIM de méis de Apis

Correlagio entre pH e CIM de méis de Apis :
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FIGURA14 - Disperséo da Correlacao FIGURA15 — Disperséo da Correlacéo
entre pH e CIM de méis de A. mellifera entre pH e CIM de méis de A. mellifera

do estado da Bahia contra E. coli do estado da Bahia contra S. aureus
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Correlagéo entre pH & CIM de méis de Apis

melifera do estado da Bania Correlagéo entre pH e CIM de méis de abelhas sem

ferrdo da Bahia
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e pH e CIM de méis de A. mellifera do e CIM de méis de abelhas sem
do da Bahia contra P. aeruginosa ferrdo do estado da Bahia contra E. coli
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FIGURA 18 - Disperséo da Correlagéo FIGURA 19 - Disperséo da Correlagdo entre
entre pH e CIM de méis de abelhas sem pH e CIM de méis e abelhas sem ferrdo do
ferrdo do estado da Bahia contra S. aureus estado da Bahia contra P. aeruginosa

Por outro lado, é sabido que o pH 6timo para o crescimento de muitos
patégenos animais normalmente esta entre 7,2 e 7,4 e que os valores minimos para
o0 desenvolvimento de alguns micro-organismos comuns em ferimentos
contaminados sao: 4,5 para Streptococcus pyogenes; 4,4 para Pseudomonas
aeruginosa; 4,3 para Escherichia coli, e 4,0 para Salmonella sp. Dessa forma,
mesmo em um mel diluido a acidez pode ser considerada um fator antibacteriano.
Mas se o mel for diluido, especialmente pelos fluidos corporais que sdo tamponados,

0 pH pode elevar-se e a acidez ja ndo ser um inibidor eficaz (WAIKATO, 2009).
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A acidez do mel pode ser considerada como um importante fator responsavel
pela sua atividade antimicrobiana, haja vista que os acidos dissolvidos em solucéo
aquosa (WHITE JUNIOR, 1989; ROOT, 1985), e a presenca de ions inorganicos
como fosfato e cloretos (BARTH, 1989), dificultam o processo fermentativo e
contribuem para a conservacdo desta matéria-prima. A presenca de acidos
organicos no mel esta relacionada com a sua estabilidade contra micro-organismos
e pode indicar também as condi¢cdes de armazenamento e manipulacdo (DE MARIA
e MOREIRA, 2003; SODRE, 2000), constituindo-se em um critério de qualidade
(MERCOSUL, 1999; BRASIL, 2000).

Bognadov (1997), trabalhando com méis de Manuka, concluiu que a atividade
antimicrobiana desse mel € devido a sua fracdo acida. Os dados de acidez das
amostras deste trabalho (TABELA 10) mostram que os méis A. mellifera oscilaram
em sua maioria entre 14,4 meg.Kg' a 65,8 meq.Kg' com excecdo da amostra 29
gue apresentou alta acidez (115,5 meq.Kg™?) e baixo pH (2,9), ainda que nédo fossem

detectados sinais sensoriais de fermentacao.

Analisando-se os resultados de CIM das amostras 1, 3, 9, 12, 19, 25, 30 e 33
frente a P. aeruginosa, percebe-se que a amostra inativa (19) teve a mais baixa
acidez e que as mais acidas (3, 9 e 33) foram as mais ativas. Apesar disso, de
maneira geral ndo péde ser estabelecida uma relacéo direta entre a acidez e a acao
antimicrobiana registrada nas outras amostras analisadas. Destacamos a amostra
19 que, mesmo apresentando o menor valor de acidez (14,4 meqg.Kg?) na série
avaliada, foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus com CIM de 62 mg.mL?, o
mesmo valor da amostra 12, que apresentou acidez cerca de duas vezes superior
(34,0 meq.Kg?). Possivelmente o valor de acidez registrado para a amostra 9 esteja
englobando outros compostos, ndo necessariamente ativos e que podem nao estar

presentes na amostra 19.

No caso dos méis de abelhas sem ferrdo (TABELA 11), podemos verificar
uma ampla variacdo nos valores de acidez, de 17,8 a 116,7 meq.Kg?, bastante
superior ao observado para os méis de A. mellifera. Vit et al. (1998), estudando
amostras de méis das tribos Meliponini e Trigonini, oriundos da Venezuela,
encontrou valores para a acidez variando de 9,2 a 69,6 meq.kg™ e de 20,0 a 94,0

meqg.kg?, respectivamente. J& Souza et al. (2004), trabalhando com méis brasileiros
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(de Itaberaba e Tucano, regido semiarida do estado da Bahia), de Melipona asilvai

observaram valores de acidez variando entre 21,5 e 80,5 meq.kg™.

Confrontando-se os dados de CIM (TABELA 7) com a Acidez (TABELA11) de
méis de abelhas sem ferrdo, pode-se verificar que as amostras VIl e XIV (entre as
mais acidas) apresentaram valores intermediarios contra E. coli (CIM de 123, e 187
mg.mL1). Contra S. aureus a amostra XIV apresentou baixo valor de CIM (47
mg.mL1), intermediario contra E. coli (187 mg.mL') mas ja néo foi efetiva contra P.
aeruginosa. J4 a amostra VI com uma das menores CIMs frente a S. aureus (37
mg.mL?) e CIMs intermediarias contra E. coli (175 mg.mL?) e P. aeruginosa (127
mg.mL!) apresentou acidez relativamente baixa (45,0 meq.kg?) dentro da

amostragem.

Foi determinado o coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) entre Acidez e
CIM das amostras sobre os micro-organismos teste. Os dados estdo na TABELA 13
e ilustrados nas FIGURAS 20, 21 e 22 as correlacOes (Spearman) para os valores
de Acidez e CIM de méis de A. mellifera, e nas FIGURAS 23, 24 e 25 para 0s
valores de Acidez e CIM de méis de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia contra

E. coli, S. aureus e P. aeruginosa respectivamente.

TABELA 13- Correlacéo de Spearman (rs) entre valores de Acidez de méis de A. mellifera e de

Abelhas sem ferr@o do estado da Bahia e CIM contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa

(rs) Spearman

Acidez X CIM A. mellifera Abelhas sem ferrdo
Contra E.coli -0.2740 (p)= 0.1007 -0.6025 (p)= 0.0381
Contra S.aureus -0.3121 (p)= 0.0600 -0.2632 (p)= 0.4085
Contra P.aeruginosa -0.3767 (p)= 0.0215 -0.5148 (p)= 0.0867

(p)= probabilidade
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Correlagéo entre Acidez e CIM de meis do estado
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Nesta amostragem os méis de A. mellifera ndo apresentaram correlacdo
entre o parametro Acidez e as CIMs apresentadas contra E. coli, (rs) Spearman = -
0.2740 e p> 0.05%, embora tenham mostrado fraca correlacdo negativa no caso de
S. aureus e P. aeruginosa (-0.3121 e -0.3767). Dessa maneira, pode-se inferir que a
variacdo na atividade antimicrobiana apresentada, praticamente ndo foi devida a

influéncia deste parametro.

Como mostrado na TABELA 13, para os méis de abelhas sem ferréo foi
encontrada meédia correlagdo negativa entre a acidez e a CIM contra E. coli (rs)
Spearman = -0.6025, igualmente contra P. aeruginosa (-0.5148) embora com
probabilidade menor que 95% (p>0.0867), e ndo foi encontrada correlacdo para S.
aureus (rs) Spearman = -0,2632). Assim, pode-se supor que houve uma leve acdo
da acidez sobre a variacao da atividade biolégica, fato jA& esperado dada a maior
amplitude de valores de acidez encontrados nos méis de abelhas sem ferrdo quando

comparados aos méis de A. mellifera.

Bogdanov (1997) afirma que a atividade antimicrobiana do mel correlaciona-
se significativamente com a acidez livre e total, mas ndo com o pH, onde a
correlagdo entre a atividade antibacteriana e esses fatores, encontrada para 82 méis
de diferentes origens apontaram valores de R (correlagéo) = 0,06; 0,35 e 0,31 com P
(probabilidade)= 0,58; 0,001 e 0,005; respectivamente. Estes resultados estdo de
acordo com outros resultados do autor, nos quais a fracdo acida foi apontada como
a principal causa da atividade ndo-peréxido. Bogdanov (1997), no entanto, sugere
gue mesmo reconhecendo a fracdo acida como responséavel pela atividade biologica

em questao, o pH do mel pode adicionalmente agir como um fator antimicrobiano.

Desta forma podemos assinalar que, embora os acidos presentes no mel
possam contribuir para sua estabilidade frente a micro-organismos (CARVALHO et
al. 2005), a acidez e o pH nao mostraram influencia decisiva na atividade das
amostras, apesar de que, dada a incompatibilidade com o sistema enzimatico dos

micro-organismos, podem ter contribuido para a sua expressao.

Por outro lado, na TABELA 10 pode ser visto que alguns valores de pH e
acidez néo estdo proporcionalmente correlacionados, ou seja, amostras de menor

pH, ndo apresentam necessariamente maior acidez, a exemplo das amostras 1 e 9
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(A. mellifera), com pH de 4,02 e 3,98 e acidez de 24,8 e 52,4 meqg.kg?
respectivamente. Este fato pode ser entendido se considerarmos a variedade de
acidos organicos que podem ocorrer no mel, e que na determinacdo do pH, de
acordo com os &cidos presentes pode haver maior ou menor dissociagdo de ions
hidrogénio. A avaliacdo do pH, realizada através de eletrodo, mede a concentragéo
hidrogenibnica do meio, ou seja, a concentracdo [H3O*] da amostra. Esses ions séo
decorrentes do equilibrio de ionizacdo dos acidos em meio aquoso, e as taxas

variam e dependem dos valores de pKa dos &cidos envolvidos.

Quanto a acidez, Morrison (1983) afirma que as solu¢des aquosas dos
hidréxidos convertem completamente os acidos carboxilicos nos respectivos sais
(principio da determinacéo fisico-quimica da acidez), mas reagem também com
outros ions de caréter 4cido, inclusive aqueles que néo contribuem para o pH. Como
na determinacéo da acidez, a dissociacao € completa (acontece neutralizacédo), este
fato pode contribuir com as diferencas, e explicar a falta de correlacdo entre os
valores encontrados. Dessa forma, quando uma amostra contém acidos fracos (caso

do mel) ndo é possivel correlacionar diretamente a acidez com o pH.

Os valores deste estudo estdo em sua maioria de acordo com Gonnet (1982)
gue relata, para acidez em méis de abelha, um intervalo de 10 a 60 meq kg de mel,
embora duas das amostras analisadas tenham apresentado valor de acidez muito
superior ao maximo recomendado para meéis de A. Mellifera. Os valores registrados
sdo superiores aquele preconizado pela legislacdo (BRASIL, 2000), que
regulamenta méis de A. mellifera, embora os méis de abelhas sem ferrdo sejam
popularmente reconhecidos pelo flavor mais acido. Segundo Silva et al. (2004), os
tipos de florada explicariam essa variabilidade, uma vez que a acidez no mel tem
origem nos diversos acidos organicos contidos no néctar coletado pelas abelhas
(ROOT, 1985).
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3.3.2.2 Atividade de agua (aW)

Apesar de ndo ser um parametro de qualidade contemplado pela legislacdo
em vigor, a atividade de agua (aW) ganha importancia na determinacéo do potencial
antimicrobiano pelo fato de estar fortemente relacionada a capacidade osmatica. Em
termos gerais, o0 comportamento dos micro-organismos frente a aw é variavel, mas
0s substratos com aW inferior a 0,600 estdo assegurados contra a proliferacao
microbiana (HOFFMANN, 2001). A TABELA 14 mostra os dados de aW das
amostras de méis de A. mellifera sem diluicdo e suas respectivas médias por regido.

TABELA 14 - Atividade de agua (aW) de méis de A. mellifera por microrregides do estado da Bahia

Microrregido Amostra aw aW Média
1 Metropolitana -
2 Litoral Norte 11 0,598 0,598
3 Recdncavo Sul 35 0,587

36 0,558

37 0,580 0,575
4 Litoral Sul 1 0,565

2 0,618

0,615

9 0,603

15 0,592 0,607
6 Nordeste** 10 0,547

19 0,557

20 0,566

22 0,619

28 0,554

32 0,547 0,565
7 Paraguagu** 31 0,589

33 0,559 0,574
8 Sudoeste** 7 0,543

8 0,555

12 0,559

13 0,561 0,555
9 Baixo Médio Sdo Francisco** 16 0,508

29 0,558 0,533
10 Piemonte da Diamantina** 4 0,598 0,598
11 Irecé** 30 0,592 0,592
12 Chapada Diamantina** 14 0,552

17 0,559

18 0,561

21 0,590

23 0,593
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TABELA 14 (continuacao) - Atividade de 4gua (aW) de méis de A. mellifera por microrregides do
estado da Bahia

25 0,577

26 0,572

27 0,585 0,574
Serra Geral 5 0,551

6 0,581

34 0,560 0,564
15 Oeste 24 0,619 0,619

(*) Médias de aW; (**) Regides do semiarido baiano; (-)= andlise nao realizada

Como pode ser visto na TABELA 14, de maneira geral méis de A. mellifera
originarios das regifes situadas no semiarido (Nordeste, Paraguacu, Sudoeste,
Baixo Médio Sao Francisco, Piemonte da Diamantina, Irecé, Chapada Diamantina e
Serra Geral), apresentaram aW inferiores a média geral registrada para o estado
(0,579); como excecéo, foram registradas as regides de Piemonte da Diamantina e
Irecé, com valores similares aos do Litoral Norte e litoral Sul, que se aproximaram de
0,600 (limite de crescimento de micro-organismos). A regido Oeste apresentou valor
superior ao citado como limite (0,619) e os menores valores de aW foram
encontrados nas regides Sudoeste e Baixo Médio Sdo Francisco, Serra Geral e
Nordeste. As amostras 2, 3, 9, 22 e 24 apresentaram aW acima do limite de
crescimento microbiano em geral (0,600), embora muito abaixo do limite para a
maioria das bactérias (0,900). Denardi et al. (2005), pesquisando a atividade de
agua em méis de A. mellifera de Sao Paulo, encontraram resultados entre 0,49 e
0,66 concordantes com a maioria dos valores encontrados nesta pesquisa. Bendini
et al. (2008), analisando méis de A. mellifera do Ceara, observou média de 0,72.
Anacleto (2009), encontrou para meéis de abelhas sem ferrdo de Piracicaba, Sao
Paulo, aW de 0,59 a 0,82 e Almeida-Muradian (2007), de 0,74 a 0,76. Mendes et al.
(2006), observou valores de 0,548 a 0,624 em méis de A. mellifera do Pantanal e
Correia-Oliveira et al. (2008), 0,543 a 0,639 em meéis de A. mellifera do estado de
Sergipe.

Os dados de aW de méis de abelhas sem ferrdo puros e diluidos a 50% e

halos de atividade bacteriostatica estdao na TABELA 15.
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TABELA 15 - Atividade de agua (aW) do mel puro e do mel diluido a 50% e halos de acao

bacteriostatica (em mm) de amostras de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia

Amostra aW mel puro (tDP) aW mel a 50% (+DP) E. coli (+DP) S. aureus (xDP)
Y, 0,829 (0,0) * NS 17,5 (3,6)
VI 0,726 (0,0) 0,939 (0,0) 16,0 (0,0) 31,3 (1,5)
Vi 0,689 (0,0) 0,940 (0,0) NS NS

VI 0,720 (0,0) 0,948(0,0) 17,0 (2,5) 29,0 (3,0
IX 0,746 (0,0) 0,951(0,0) NS 30,0 (7,0)
X 0,735 (0,0) 0,944(0,0) NS 30,5 (2,3)
Xl 0,685 (0,0) 0,947(0,0) NS 18,8 (4,0)
Xl 0,757 (0,0) 0,943(0,0) NS 20,3 (2,5)
Xlll 0,799 (0,0) 0,954(0,0) NS 20,9 (2,3)
XV 0,787 (0,0) 0,947(0,0) 18,0 (1,0) NS
XV 0,783 (0,0) 0,951(0,0) NS 29,0 (0,5)
XVI * * NS 28,3 (0,5)

DP= Desvio Padrao; * Ndo avaliada; NS= nao sensivel

Ao comparar os valores da aW dos méis de abelhas africanizadas com os
meéis de abelhas sem ferrdo, observa-se que os meéis destas ultimas apresentam
valores mais altos. Como nos testes antimicrobianos as amostras foram empregadas
na diluicdo de 50%, a atividade de agua foi novamente determinada para os méis VI,
VIl e VII a titulo de comparac¢do. Os valores de aW encontrados nesse estudo para
as amostras diluidas a 50%, (TABELA 15) situaram-se acima do minimo necessario
para o crescimento dos micro-organismos testados. Dessa maneira, pode-se inferir
nao ter sido o potencial osmaético o responsavel pela acdo antimicrobiana verificada

nas amostras VI e VIII.

Analisando a TABELA 6, onde a Concentragdo Inibitéria Minima foi
determinada por diluicbes sucessivas das amostras de mel, percebe-se que a
amostra 33, apresentou uma CIM de 8 mg.mL™* frente a S. aureus e P. aeruginosa,
onde provavelmente a aW ja teria assumido valores superiores aos minimos

necessarios ao crescimento bacteriano, e a atividade osmética cessado.

Assim, para verificar em que extensdo a atividade antimicrobiana de uma
amostra pode estar relacionada ao contetddo de agua e a sua quantidade de soluto,
foi determinada a CIM de uma solucéo de acucares (COOPER et al. 1999) composta

por 45 g de glicose, 35 g de frutose, 3 g de sacarose e 17 g de agua. Esta solucéo
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saturada foi diluida a 50% filtrada em membrana de 0,22 um e testada nas mesmas
condicbes de uma amostra de mel com atividade confirmada. O resultado esta
expresso na TABELA 16.

Comparando-se os valores de atividade antimicrobiana da solucdo de
acucares (TABELA 16), com as TABELAS 6 e 7 (CIM de méis de A. mellifera e de
abelhas sem ferrdo respectivamente) podemos observar que as amostras de mel
apresentaram valores menores, Ou seja, maior agao contra 0s micro-organismos.
Neste caso, a solucao de acucar apesar de diluida foi efetiva contra trés dos micro-
organismos, embora o0 mel tenha sido mais eficiente, causando inibicdo em

concentragcbes mais baixas e em 66% dos casos contra todas as cepas testadas.

TABELA 16- Atividade antimicrobiana de solucdo de aclcar e amostras de mel

Micro-organismos

Amostra (mg.mL™?) S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans
Solucao de acUcares 622 622 622 NS
Mel 142 285 142 285
16 8 8 NS
60 30 60 466

NS= N&o Sensivel

Xaropes de acucar saturados e pastas de acucar tém osmolaridade suficiente
para inibir crescimento microbiano, mas quando usados como uma camada de
contato na ferida, a diluicdo através do exsudado reduz a concentragdo para um
nivel que ndo é mais capaz de controlar a infeccdo (MOLAN, 2001). De acordo com
Chirife et al. (1983), acucar granulado colocado diretamente em ferimentos
abdominais é diluido pelos fluidos corporais a valores de aW de 0,897, apos 4 h de

contato.

Chirife et al. (1982), testando a atividade antimicrobiana de solugbes de
acucares, notou que quando diluidas a 29% (aWw = 0,86), estas cessam a sua
atividade contra S. aureus muito mais rapidamente que méis. Estes em
concentracdo proxima a 2% ainda inibiram o crescimento desta bactéria (MOLAN,
2001), evidenciando que a atividade antimicrobiana do mel ndo esta unicamente

relacionada ao potencial osmaotico.
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Este parametro pode adquirir importancia quando o mel é usado puro como
antimicrobiano diretamente em ferimentos na pele (EFEM, 1988), visto que nesta
situacdo os valores de aW abaixo do limite de crescimento de micro-organismos,
podem contribuir fortemente na acdo antimicrobiana do mel. Henriques et al. (2009),
estudando o efeito do mel de Manuka e mel artificial diluidos (avaliagdo do dano
osmotico) sobre cepas de S. aureus através da CIM, verificaram mudancas
estruturais nas células tratadas com mel, que foram observadas em microscopio
eletrénico de transmissao (TEM) e de varredura (MEV). As imagens observadas
sugeriam que as células ndo foram capazes de completar o ciclo de divisdo celular,
permanecendo ligadas apesar de apresentarem septos plenamente formados. Os

autores concluiram também que os acucares nao participaram da acao.

3.3.2.3 Cor

A cor é a propriedade fisica imediatamente percebida pelo consumidor, sendo
um critério util na classificacdo comercial. Os meéis claros sdo apontados como de
maior preferéncia embora em paises como Alemanha, Austria e Suica, os méis de
melato, de cor escura, sejam especialmente apreciados (BOGDANOV, 2004). A cor
do mel esta relacionada com sua origem botanica, processamento, armazenamento
e a temperatura na qual o mel amadurece na colméia (SMITH, 1967), ou seja, uma
conjuncdo de fatores que também podem estar relacionados a atividade
antimicrobiana. Dessa forma, apesar de ndo ser por si s6 determinante da atividade
contra micro-organismos, a cor pode indicar a presenca de fatores responsaveis
pela mesma. Taormina (2001) afirma que as cores escuras refletem em parte o
conteddo de pigmentos como carotendides e flavondides, muitos dos quais tém
propriedades antioxidantes e que podem ser positivamente correlacionados com o

conteudo de agua e a cor do mel.

A proporcéao de méis de A. mellifera do estado da Bahia determinados quanto

a cor pela escala de Pfund esta representada na FIGURA 26.
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FIGURA 26 - Valores percentuais de cor de méis de A. mellifera coletados no estado da Bahia

analisados segundo escala de Pfund

Analisando-se a FIGURA 26, pode-se verificar que 90% dos méis de A.
mellifera do estado da Bahia correspondem & classificagdo Branco agua a Ambar-
claro e 10% correspondem a méis de cor Ambar a Ambar-escuro, num universo de 37
amostras coletadas em 12 regides econdmicas do estado da Bahia. Das 16 amostras
de abelhas sem ferrdo coletadas, foi determinada a cor de apenas 11, devido a pouca
disponibilidade de material, sendo encontrada majoritariamente a cor Branco-agua.
Autores como Almeida (2002), Marchini e Moretti (2001), Ufates et al. (1999) e
Persano-Oddo et al. (1995), analisando a cor de méis de vérias origens, encontraram

a cor clara como predominante.

A FIGURA 27 mostra cores encontradas em méis de A. mellifera e de abelhas

sem ferrdo do estado da Bahia.

FIGURA 27 - Cores de méis coletados no estado da Bahia. A esquerda méis de A. mellifera e a
direita méis de abelhas sem ferrdo mostrando detalhe da cristalizacdo na primeira amostra da série

de abelhas nativas.
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Foram comparados os dados da avaliagdo da Cor e CIM de méis de A.

mellifera contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans, por regibes

econdmicas. Os dados encontram-se na TABELA 17.

TABELA 17- Avaliagéo da Cor e CIM de méis de Apis mellifera do estado da Bahia contra E. coli, S.
aureus, P. aeruginosa e C. albicans, por microrregifes socioecondmicas

Cor Pfund CIM (mg.mL-1)
Regido Am . : - :
mm | Classificagédo E. coli | S. aureus | P. aeruginosa | C. albicans
Litoral Norte 11 68,9  Ambar Claro 470 59 235 NS
Recdncavo Sul 35 61,0 Ambar Claro 62 32 62 503
36 55,8  Ambar Claro 64 32 64 508
37 56,8  Ambar Claro 60 30 60 466
Litoral Sul 1 37,9  Ambar Extra Claro 237 270 135 NS
2 81,4  Ambar Claro 37 18 18 NS
3 29,9 Branco 29 7 14 NS
9 99,2  Ambar 252 63 32 NS
15  102,7 Ambar 493 246 493 493
Nordeste 10 46,1  Ambar Claro 465 58 465 465
19 73,7  Ambar Claro 210 62 NS NS
20 137,8 Ambar Escuro 239 120 120 478
22 56,8 Ambar Claro 466 233 233 466
28 16,9  Branco 260 130 130 520
32 19,8  Branco 512 256 256 512
Paraguacu 31 30,5 Branco 474 237 237 NS
33 76,9  Ambar Claro 16 8 8 NS
Sudoeste 7 167,1 Ambar Escuro 247 247 247 494
8 57,7  Ambar Claro 480 120 240 480
12 64,7  Ambar Claro 25 62 62 NS
13 69,1  Ambar Claro 505 63 252 505
B. M. S. Francisco 16 15,2  Extra Branco 512 256 512 512
29 19,9 Branco 251 63 125 501
P. da Diamantina 4 33,6  Branco 262 131 262 NS
Irecé 30 29,6 Branco 507 50 254 NS
C. Diamantina 14 215  Branco 526 66 263 526
17 40,4 Ambar Extra Claro 47 118 236 471
18 27,2 Branco 479 120 120 479
21 22,8 Branco 512 512 512 NS
23 35,8  Ambar Extra Claro 517 258 258 258
25 48,3  Ambar Extra Claro 466 466 466 NS
26 22,5 Branco 474 237 237 474
27 658  Ambar Claro 459 230 230 460
Serra Geral 5 356  Ambar Extra Claro 245 122 122 NS
6 6,9 Branco Agua 475 237 237 NS
34 4,1 Branco Agua 543 136 272 543
Oeste 24 61,3  Ambar Claro 444 222 222 444

Am= amostra; B. M. S. Francisco = Baixo Médio S&o Francisco; P. da Diamantina = Piemonte da Diamantina; C. Diamantina

= Chapada Diamantina
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Verificando-se a correlacéo entre Cor e acdo antimicrobiana, foi tomado o
subconjunto de méis cor Ambar-claro (amostras em destaque na TABELA 17),
onde os valores de cada um dentro desta classificacdo foram comparados com 0s
valores da CIM apresentado contra trés dos micro-organismos teste. Os resultados
desta analise estdo na TABELA 18 e ilustrados nos nas FIGURAS 28, 29 e 30.

TABELA 18 - Correlagéo (rs) Spearman entre Cor de méis de A. mellifera

do estado da Bahia e CIM contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa

Cor X CIM (rs) Spearman

Contra E.coli -0.1649 (p) = 0.6985
Contra S.aureus -0.3040 (p) = 0.3366
Contra P.aeruginosa -0.1634 (p) = 0.6117

Correlagaa entre Cor e CIM de méis de Apis

mellifara do estado da Bahia Correlagéo entre Cor e CIM de méis de Apis

mellifera do estado da Bahia
500

2580—
L4 *
500+ L ®
§ o s ® . % 200
Lu- 4001+ g
E . U) 1580+ .
§ 2004 RTINS . E \\.\_
= mot A . g " L
O T = S
- = o .
1004 - O a * Tl
e o e o T
0 I hd | [ ] w. 1 ! I * \‘ - - |
50 o0 0 50 a0 " B0 0 an a0
Cor Cor
FIGURA 28 - Dispersédo da Correlacao FIGURA 29- Disperséo da Correlacéo
entre Cor e CIM de méis de A. mellifera entre Cor e CIM de méis de A. mellifera
do estado da Bahia contra E. coli do estado da Bahia contra S. aureus

Correlagéo entre Cor e CIM de meis de Apis
mellifera do estado da Eahia

300

2504+ [ ]

2001

150+ S

CIM contra P.
aeruginosa

100+ Tl

50+ S -

] } } } {
50 &0 0 80 o0

Cor
FIGURA 30 - Dispersao da Correlacao

entre Cor e CIM de méis de A. mellifera

do estado da Bahia contra P. aeruginosa



139

Como pode ser observado nas figuras acima, nesta amostragem nao houve
correlacdo entre a cor e a CIM das amostras de cor Ambar-claro contra E. coli, S.
aureus e P. aeruginosa. Por outro lado, o carater negativo da tendéncia pode sugerir
alguma relacéo entre a Cor e 0 aumento da atividade biolégica (menores valores de
CIM), provavelmente devido a alteracées nos teores de minerais ou de compostos
do metabolismo secundéario de plantas constituintes do mel. Dentro do universo
considerado, é possivel verificar que frente a E. coli os valores de CIM ficaram entre
16 e 505mg.mL1, contra S. aureus variaram entre 18 a 233mg.mL?, e contra P.
aeruginosa de 8 a 252mg.mL* (TABELA 18). Apesar da amplitude dos dados,
analisando-se a quantidade de amostras com menores valores de CIM (41%), ou
seja, maior efetividade pode ser visto que estas apresentam valor numérico de cor

(maior absorbancia) dentro da faixa de classificacdo Ambar-claro.

Estd citado na literatura que méis claros de A. mellifera geralmente
apresentam melhor atividade antimicrobiana (WESTON, 2000), se comparados aos
méis escuros. Ja Taormina et al. (2001) afirma que méis de cor escura geralmente
apresentam maior acao bioldgica que os de cor clara. Neste estudo, no entanto,
pode-se verificar que os méis 35, 36 e 37 com alta atividade contra E. coli, S. aureus
e P. aeruginosa e ainda com ac&o contra C. albicans s&o de cor Ambar-claro. E as
amostras 2, 12 e 33 (cor ambar-claro), apesar de terem sido inativas contra a
levedura apresentaram excelente atividade contra as bactérias. Também as
amostras 9 (ambar), 10 e 19 (&mbar claro), apresentaram boa atividade, sendo que
a amostra 19 nao foi efetiva contra P. aeruginosa nem contra C. albicans, mas a
amostra 10, embora com atividade mais discreta, foi efetiva também contra a
levedura. Das amostras de cor branca, as mais efetivas foram a 3, com excelente
atividade contra E. coli, S.aureus e P.aeruginosa, e as amostras 14 e 29, que
apresentaram boa atividade contra pelo menos um dos micro-organismos testados.
As outras amostras de cores branco-extra-claro, branco-agua e branco,
apresentaram baixa efetividade, ndo confirmando nesta amostragem a afirmacéo de
Weston (2000). Arruda (2003) cita, que autores como Marchini e Moretti (2001),
analisando méis do estado de S&o Paulo, Carvalho et al. (2000), do estado da
Bahia, Ufatez et al. (1999), da Argentina, Persano-Oddo et al. (1995), da Italia e
Martinez et al. (1992), do Paraguai, encontraram cores variando do ambar-extra-

claro ao ambar escuro, com predominancia do ambar claro.
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Sodré et al. (2002a), Marchini et al. (2005) e Vargas (2006), analisando méis
brasileiros de varias origens, encontraram colora¢cdes variando do branco-agua até
ambar escuro, com maior incidéncia de ambar claro e ambar extra-claro. Na analise
de méis de diferentes origens florais, menores concentragbes de minerais
(SEEMANN e NEIRA 1988) e de substéancias fendlicas foram observadas nos claros

(ARRUDA, 2003), que naqueles de cor escura.

Quanto aos méis de abelhas sem ferrdo, das amostras que tiveram sua cor
determinada, as de Melipona scutellaris, amostras VI, IX e XIV apresentaram
atividade mais expressiva contra S. aureus (37; 55 e 47mg.mL!), estas de cores
branco-dgua, ambar-claro e extra-branco, respectivamente. Em seguida, as
amostras Xlll, XV e XVI, de Melipona quadrifasciata, cor branco-agua, com valores
de 92, 87 e 92 mg.mL?, respectivamente (TABELA 19).

TABELA 19 - Concentragdo Inibitéria Minima (mg.mL™?) e Cor Pfund de mel de abelhas sem ferrdo

por espécies, coletados no estado da Bahia

Am Abelha E. S. P. C. Cor
coli aureus aeruginosa albicans
I Melipona asilvai 72 72 NS NS
I Friseomelita doederleinei 74 19 NS NS
I Melipona quadrifasciata anthidioides 70 35 NS NS
1Y Tetragonisca angustula 132 33 NS NS
\Y Plebeia sp 254 254 NS NS
VI Melipona scutellaris 175 37 NS NS Branco- agua
Vi Tetragonisca angustula 123 123 NS Ambar
Vil Melipona scutellaris 493 123 NS - Branco
IX Melipona scutellaris 265 55 NS - Ambar claro
XI Melipona scutellaris 241 120 68 NS Branco- agua
Xl Melipona quadrifasciata 525 525 239 NS Branco- agua
Xl Melipona quadrifasciata 184 92 NS NS Branco- agua
XV Melipona quadrifasciata 187 47 NS NS Extra branco
XV Melipona quadrifasciata 174 87 NS NS Branco- 4gua
XVI Melipona quadrifasciata 369 92 NS NS Branco- 4gua
X X 515 196 257 NS Branco agua

Am = Amostra; (---) = ndo realizado, (X)= ndo idetificada

Os valores encontrados ndo sao conclusivos. Para a amostra VII, por
exemplo, de cor ambar-claro, a CIM frente a E. coli foi inferior a da amostra VIlI, de

cor branco-agua, enquanto frente a S. aureus os resultados foram similares para as
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duas amostras. Este tendéncia se repete entre as amostras X| a XVI, sinalizando
gue a cor, sem a analise conjunta de outros fatores, ndo pode indicar a atividade
antimicrobiana. Pode, no entanto, contribuir no entendimento da atividade biologica

de méis de determinada origem.

3.3.2.4 Acéo do Perdéxido de Hidrogénio

A participagdo do H202 na atividade antimicrobiana foi verificada segundo
metodologia usada por Mundo et al. (2004). Foram selecionadas 6 (seis) amostras
com valores de concentracao inibitéria minima ja demonstrada, para determinacgao
da CIM de méis em presenca de catalase (10 mg.mL?). Os resultados obtidos

estdo expostos na TABELA 20.

TABELA 20 - CIM (mg.le) de méis do estado da Bahia — sem e com catalase (10mg.mL™) para
inibicdo do H20>

Micro-organismo

E. coli S. aureus P. aeruginosa

Amostras S/C C/C S/C C/C SIC CiC
VI 175 277 37 138 -- --
IX 265 275 55 275 -- --

9 252 588 63 294 32 294

12 25 562 62 281 62 281

30 507 596 507 NS 254 298

33 16 334 8 167 8 334

S/C= sem catalase; C/C= com catalase; (--) = ndo realizado; NS= nao sensivel.

Na TABELA 20 pode-se verificar que as amostras com variados niveis de
atividade antimicrobiana sofreram diminuicdo desse potencial, mostrando valores
superiores de CIM quando misturadas a enzima catalase (cuja acao nesse teste era
decompor o H202 formado a partir da oxidagdo da B-glicose). A variacdo nos
resultados indica certamente diferencas no teor de perdxido de hidrogénio em cada
mel quando diluido, fato relacionado aos teores de acido glicbnico e da enzima
glicose oxidase presentes em cada amostra, e a acdo da enzima catalase sobre o
H202. Além disso, as caracteristicas particulares de cada micro-organismo também
tém influéncia direta nos resultados de atividade biolégica, pois oferecem reacoes

diversas ao antimicrobiano via mecanismos de defesa.
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Os dados encontrados estdao de acordo com a afirmacdo de Mundo et al.

(2004) e Molan (2001), que o H202tem participacdo na atividade antimicrobiana.

Comparando-se a relacéo entre os valores de atividade das amostras 9, 12 e
33 COM e SEM catalase, contra, S. aureus e P. aeruginosa respectivamente, pode-
se verificar raz0es aproximadas que vao de 2 a 22 vezes (TABELA 21).

TABELA 21 - Razéo entre valores de CIM de méis de A. mellifera com e sem catalase

Micro-organismos Amostra 9 Amostra 12 Amostra 33
E. coli 2 (588/252) 22 (562/25) 21 (334/16)
S. aureus 5 (294/63) 4 (281/62) 21 (167/8)
P. aeruginosa 9 (294/32) 4 (281/62) 21 (167/8)

O efeito foi variado mostrando que diferencas na expressao da atividade de
cada mel podem depender da sua origem botanica, da espécie de abelha produtora

e também do micro-organismo alvo.

3.3.2.5 Compostos fendlicos (UV-Vis)

Os valores da CIM dos méis de A. mellifera (amostras 1 a 37) e das amostras
de abelhas sem ferrdo (VI a XVI), e dos teores de compostos fendlicos totais
analisados por espectrofotometria UV-Vis estdo apresentados na TABELA 22,
calculados em mg AG.100g? de mel (ANEXO 1), segundo a equagédo da curva: y=
29.754x -0.0127, onde “y” representa a concentragédo de acido galico (padrdo), “x” é
a absorvancia a 750nm, e o coeficiente de determinacdo R?= 0,9998. Os valores de
flavonoides totais por sua vez estdo apresentados da TABELA 23, em mg QE.100g*
mel, com quercetina como padrao, lidos a 510 nm e calculados segundo equacéo da
curva y= 0.0024 +0.0028 com R?= 0,9997. Os valores encontram-se no ANEXO 1.
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TABELA 22 - CIM (mg.mL™Y), teor de Compostos Fendlicos Totais e Favonoides totais (mg.100g™) de

méis de Apis mellifera de florada silvestre da Bahia, por microrregido socioeconémica

Am E. coli S. aureus ® P'_ C. C. Fen.T.(DP) Flav. T. (DP) Regido
aeruginosa albicans
11 470 59 235 NS 12,9 (0,7) 7,8 (0,0) Litoral Norte
35 62 32 62 503 14,7 (0,3) 5,7 (0,2) Recéncavo Sul
36 64 32 64 508 13,4 (0,2) 6,5 (0,0) Recdncavo Sul
37 60 30 60 466 13,9 (0,4) 4,0 (0,2) Recdncavo Sul
1 237 270 135 NS 9,5 (0,6) 3,8 (0,0) Litoral Sul
2 37 18 18 NS 13,0 (0,8) 1,4 (0,0) Litoral Sul
3 29 7 14 NS 12,1 (0,3) 54 (0,0) Litoral Sul
9 252 63 32 NS 16,3 (0,4) 7,2 (0,1) Litoral Sul
15 493 246 493 493 17,1 (0,6) 8,3 (0,3) Litoral Sul
10 465 58 465 465 9,7 (0,3) 15 (0,1) Nordeste
13 505 63 252 505 12,0 (0,2) 6,4 (0,0) Nordeste
19 210 62 NS NS 32,1 (0,4) 15,8(0,9) Nordeste
20 239 120 120 478 24,9 (0,5) 22,4 (0,4) Nordeste
32 512 256 256 512 7,9 (0,2) 1,4 (0,0) Nordeste
31 474 237 237 NS 11,9 (0,6) 4.4 (0,2) Paraguagu
33 16 8 8 NS 26,9 (0,5) 17,9 (0,0) Paraguacgu
6 475 237 237 NS 7,7 (0,4) 0,7 (0,0) Sudoeste
7 247 247 247 494 15,0 (0,2) 10,6 (0,3) Sudoeste
8 480 120 240 480 9,3(0,7) 54 (0,1) Sudoeste
12 25 62 62 NS 12,3 (0,3) 52 (0,3) Sudoeste
14 526 66 263 526 8,0 (0,4) 2,1 (0,5 Sudoeste
26 474 237 237 474 7,9 (0,2) 1,4 (0,1) Sudoeste
27 459 230 230 459 11,8 (0,2) 5,1 (0,3) Sudoeste
16 512 256 512 512 12,1 (0,8) 1,5 (0,1) B.M.S. Francisco
29 251 63 125 501 9,8 (0,4) 4,0 (0,0) B.M.S. Francisco
4 262 131 262 NS 12,5 (0,8) 3,9 (0,0) P. Diamantina
30 507 507 254 NS 16,2 (0,3) 42 (0,1) Irecé
17 471 118 236 471 8,2 (0,1) 5,2 (0,2) C. Diamantina
18 479 120 120 479 8,7 (0,2) 2,7 (0,1) C. Diamantina
21 512 512 512 NS 11,1 (0,4) 53 (0,3) C.Diamantina
22 466 233 233 466 14,6 (0,6) 8,7 (0,1) C. Diamantina
23 517 258 258 258 9,8 (0,3) 4,6 (0,1) C. Diamantina
25 466 466 466 NS 9,7 (0,6) 4,0 (0,1) C. Diamantina
28 260 130 130 520 13,9 (0,2) 7.8 (0,1) C. Diamantina
34 543 136 272 543 55 (0,2) 5,3 (0,2) C. Diamantina
5 245 122 122 NS 10,7 (0,3) 2,5 (0,1) Serra Geral
24 444 222 222 444 9,4 (0,4) 5,6 (0,2) Oeste

P.aerug.=P. aeruginosa; C. Fen. T.= Compostos Fendlicos Totais; Flav. T. = Flavondides Totais; DP= Desvio Padrdo; B. M. S.
Francisco= Baixo Médio Sdo Francisco; P. Diamantina = Piemonte da Diamantina; C. Diamantina =Chapada Diamantina



TABELA 23 - Valores da Concentracg&o Inibitéria Minima (mg.mL™), Teor de Compostos Fendlicos Totais e de Flavonodides

Totais (mg.100g?) de mel de abelhas sem ferrdo por espécies e regido, coletados no estado da Bahia, de florada silvestre

Am  Abelha E. coli S. aureus P. aerug. C. alb. C.Fen.T.(DP) Flav.T. (DP) Regido
| Melipona asilvai 72 72 NS NS - - Nordeste

Il Friseomelita doederleinei 74 19 NS NS - - Nordeste
I} Melipona quadrifasciata anthidioides 70 35 NS NS - - Nordeste
v Tetragonisca angustula 132 33 NS NS - - Recdncavo Sul
\% Plebeia sp 254 254 NS NS - - Nordeste
VI Melipona scutellaris 175 37 127 NS 9,86 (0,30) 4,01 (0,23) C. Diamantina
Wi Tetragonisca angustula 123 123 147 - 18,66 (0,53) 11,02 (0,38) Metropolitana
VIl Melipona scutellaris 493 123 246 - 6,60 (0,24) 5,20 (0,39) Paraguacu
IX Melipona scutellaris 265 55 132 - 6,27 (0,38) 5,58 (0,33) Paraguacu
X X 515 196 257 NS 6,31 (0,21) 5,85(0,26) @ e
Xl Melipona scutellaris 241 120 68 NS 12,80 (0,23) 4,71 (0,14) Sudoeste
Xl Melipona quadrifasciata 525 525 239 NS 7,55 (0,58) 0,13 (0,00) Paraguacu
Xl Melipona quadrifasciata 184 92 NS NS 8,32 (0,33) 3,93 (0,34) Nordeste
XV Melipona quadrifasciata 187 a7 NS NS 6,44 (0,44) 1,88 (0,07) Nordeste
XV Melipona quadrifasciata 174 87 NS NS 3,96 (0,12) 1,91 (0,12) Nordeste
XVI Melipona quadrifasciata 369 92 NS NS 8,80 (0,18) 4,93 (0,20) B. M. S.Francisco

Am = Amostra; (-) = ndo realizado; x= ndo identificada; P.aerug.= P. aeruginosa ;

(DP) = Desvio Padréo; Flav. T. = Flavonoides Totais.

C. alb.= C. albicans; C. Fen. T. = Compostos Fendlicos Totais;

144
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Analisando a atividade antimicrobiana em um subconjunto de amostras
(TABELA 22), frente aos teores de compostos fendlicos totais e flavondides, pode-se
notar que apesar das amostras 1, 2 , 3, 9 e 15 serem da mesma regido, estas
apresentam variacées na atividade que vao de 493 mg.mL* (mel a 37,5% v/v) a 7
mg.mL? (mel a 0,6% v/v), inclusive inatividade (NS). E possivel observar que o
maior teor de fendlicos neste grupo, ndo corresponde a melhor atividade (vide

amostra 15).

Similaridades podem ser observadas dentro de uma mesma regiao
(Recdbncavo) onde as amostras (35, 36 e 37) pertencem a um mesmo periodo e
mantém comportamento similar entre si. Em contrapartida, as amostras 21 e 23
(11,1 e 9,8 mg.100g* de C. fendlicos e 5,3 e 4,0 mg.100g?! de flavondides
respectivamente), oriundas do mesmo municipio, na Chapada Diamantina,
apresentam diferengas na atividade antimicrobiana apesar dos teores proximos dos
compostos analisados. Comparando as amostras 19 e 20 (Nordeste), com a 33
(Paraguacu), podemos notar que estas apresentaram 0s maiores valores para
compostos fendlicos e flavondides, mas com atividade antimicrobiana bastante
variada, sendo a amostra 19, inclusive inativa contra P. aeruginosa e C. albicans. As
amostras 2 e 3 (Litoral Sul), bastante efetivas contra as bactérias e inativas contra C.
albicans, apresentaram entre si valores proximos de compostos fendlicos, mas

teores de flavonodides totais notoriamente diferentes.

Os méis de abelhas sem ferrdo nesta amostragem seguiram 0 mesmo
comportamento apresentado pelos méis de A. mellifera, e como pode ser visto na
TABELA 23, as amostras com maiores teores de compostos fendlicos e flavondides
também ndo apresentaram necessariamente as melhores atividades (VII e XI). Por
outro lado, a amostra Xll, com o menor teor de flavonoides totais foi menos efetiva
em termos quantitativos, embora com ac&o contra trés dos micro-organismos.
Acredita-se que diferencas na acao bioldgica podem ser devidas ao periodo e local
de coleta, ja que esses fatores incidem diretamente na producdo de metabdlitos
secundarios nas plantas, modificando a oferta de compostos fenolicos no mel. A luz
desses dados a acdo antimicrobiana dos meéis analisados ndo parece estar
sustentada apenas nos teores, mas também, na especificidade estrutural dos

compostos fenolicos presentes em cada amostra.
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Os dados da andlise estatistica de Correlacdo de Spearman entre a agdo dos

compostos fendlicos e flavondides na atividade antimicrobiana dos méis de A.

mellifera e de abelhas sem ferrdo estdo expostos na TABELA 24 e ilustrados nas
FIGURAS 31, 32, 33, 34, 35 e 36 (Compostos fendlicos) e 37, 38, 39 e 40, 41 e 42

(Flavondides), respectivamente

TABELA 24- Correlagdo (rs) Spearman entre Compostos Fendlicos e Flavondides versus Atividade

antimicrobiana (CIM) de méis de A. mellifera e de Abelhas sem ferrdo do estado da Bahia contra E.

coli, S. aureus e P. aeruginosa

(rs) Spearman

Compostos Fendlicos Flavonéides
Acidez X CIM A. mellifera Abelhas sem ferrdao A. mellifera Abelhas sem ferrao
Contra E. coli -0.5027 (p)= 0.0015 -0.3151 (p)=0.3453 -0.2812 (p)=0.0917 0.0023 (p)= 0.9947
Contra S. aureus -0.3038 (p)=0.0674  0.1098 (p)=0.7478 -0.2202 (p)=0.1902  0.2380 (p)= 0.4810

Contra P. aeruginosa  -0.4095 (p)=0.0118 0.0093 (p)= 0.9783

-0.2953(p)= 0.0759  0.4010 (p)= 0.2215
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Como ilustrado acima (TABELA 24) e FIGURAS 31 a 33, as correlacdes
apresentadas entre compostos fendlicos e as CIMs de méis de A. mellifera contra os
micro-organismos teste, ficaram entre (rs) Spearman= -0.5027 E. coli, e -0.4095 P.
aeruginosa (média correlacdo negativa), e baixa correlacdo negativa, (rs)
Spearman= -0.3038, S. aureus com (p) = 0.0674. Entre Compostos fendlicos e CIM
dos méis de abelhas sem ferrdo contra E. coli, P. aeruginosa (FIGURAS 34 a 36)
nao houve correlacdo (valores de (rs) Spearman baixos com (p) bastante superiores
a 0.05). No caso de S. aureus (FIGURA 35), a correlagdo baixa negativa (rs)

Spearman = -0.3151 nédo foi considerada devido ao valor de (p)>0.05. A analise
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entre Flavondides e CIM de méis de A. mellifera e de abelhas sem ferrdo nao
apresentaram correlacdo, embora no primeiro caso (méis de A. mellifera) o carater
negativo tenha sido apresentado (FIGURAS 37 a 39). Estes dados podem indicar
de maneira geral, dada a baixa correlacdo (rs) Spearman entre a atividade
antimicrobiana (CIM) dos méis de A. mellifera e teores de Compostos Fendlicos, que
estes ndo interferiram de maneira significativa na variagdo da atividade, embora
possam ter participado da acdo biolégica. O carater negativo das correlagdes
apresentadas (apesar de pouco significativas) é um indicativo dessa participagéo,
pois quanto maior o teor em questdo (compostos fendlicos das amostras 2, 3, 9, 12,
33, 35, 37), menor o valor do MIC (maior atividade) apresentado, podendo sinalizar a

contribuicdo do parametro na acéo antimicrobiana (TABELA 22).

3.3.2.6 Compostos fenolicos (CLAE)

Na analise de compostos fendlicos visando identificacdo, quantificacdo e
estabelecimento de marcadores quimicos para caracterizacdo botanico-geografica
de méis, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) junto a outras ferramentas
analiticas, representa a metodologia de consenso entre pesquisadores (D’ARCY
2005; YAO et al., 2004a; PARK et al., 2002; MARTOS et al., 2000; TOMAS-
BARBERAN et al., 1993; SABATIER et al., 1992; FERRERES et al., 1992; AMIOT et
al., 1989). Ferreres et al. (1994a) analisando méis da Espanha, encontraram
flavonéides como pinocembrina, pinobanksina, galangina, crisina, luteolina,
apigenina, isorhamnetina e 3-metil quercetina. O flavonol canferol foi encontrado
em mel de rosmaninho (FERRERES et al., 1998 e 1994b) e a quercetina em mel de
girassol (TOMAS-BARBERAN et al., 2001). Martos et al. (2000), identificaram os
flavondides miricetina, tricetina, quercetina, luteolina e canferol em diversos méis
europeus de eucalipto e propuseram que a miricetina, tricetina e luteolina (n&o
haviam sido associadas, até entdo, com qualquer origem floral especifica) como

marcadores do mel eucalipto.

Martos et al. (2000) e Yao et al. (2004a), analisando flavondides em méis de
eucaliptos da Australia e da Europa, encontrou perfis similares com a presenca de

miricetina, tricetina, quercetina, luteolina e canferol. Porém, os flavondides
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pinocembrina, pinobanksina e crisina encontrados no mel europeu, ndo foram
encontrados no mel australiano que apresentou por sua vez, a 3-metilquercetina que

nao havia sido relatada no mel de eucalipto europeu.

No trabalho de Yao et al. (2004b), os acidos fendlicos foram investigados
como marcadores quimicos de méis de eucalipto australiano (E. intermédia, E.
ochrophloia, E. crebra, E. nubila, E. melliodora, E. moluccana, E. camaldulensis, E.
globoidia, E. largiflorens). O acido galico foi encontrado em maior concentragdo em
todos os méis estudados (excec¢do do mel de E. globoidia, onde o &cido elagico foi
majoritario), sendo indicado como marcador floral para méis de eucaliptos

australianos.

Considerando que os flavonoides sdo polifendis, e que duas bandas de
absorcao UV séo caracteristicas deste tipo de molécula (FIGURA 4), acredita-se que
a Banda Il, com um méaximo entre 240 e 285nm, surge a partir do anel A, e a Banda
[, com um maximo na faixa de 300-550nm, provavelmente decorra do anel B
(SIVAM, 2002).

O
C
2

FIGURA 4 (repeticdo) - Nucleo basico dos flavondides composto por dois anéis aromaticos (A e B) e

um anel intermediario (C)

Dessa forma, pode-se esperar que compostos com apenas um anel aromatico
e mais polares como os acidos fendlicos, em um cromatograma tenham maior
expressao na menor faixa de comprimento de onda, e sejam captados em menores
tempos de retencao. Os flavondides, por sua vez, com mais de um anel, seriam mais
intensamente registrados em comprimentos de onda maiores (300-550nm),

posicionando-se via de regra, em tempos de retencdo maiores.
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Na analise cromatografica (CLAE) realizada em méis do estado da Bahia
(florada silvestre), foi constatada maior incidéncia de compostos expressos com
maior intensidade a 254nm, sugerindo predominancia dos &acidos fenolicos em
relacdo aos flavonoides. Os teores registrados por espectrofotometria de absorcao
molecular (UV-Vis) mostrados nas TABELAS 22 e 23 reafirmam esta andlise, dado
gue 73% das amostras de A. mellifera e 60% de méis de abelhas sem ferrédo
apresentaram diferencas favoraveis aos acidos fendlicos, com exce¢do das
amostras 11,13, 20, 33, 7, 8, 17, 22, 28, 34, 24 e VII, VIII, IX e X de A. mellifera e
abelhas sem ferréo, respectivamente.

A predominancia de acidos fendlicos foi também observada por outros
autores em méis brasileiros (LIANDA, 2004; DA SILVA, 2004). Em amostras de méis
silvestres do Rio de Janeiro e de Sao Paulo, (LIANDA 2009) encontrou teores de
compostos fendlicos mais elevados, enquanto que os valores de flavondides totais
foram menos significativos, mantendo a afirmacdo de que, diferentemente dos
europeus (ANDRADE et al. 1999; TOMAS-BARBERAN et al. 1993; FERRERES
et al. 1992; SABATIER et al. 1992; AMIOT et al. 1989), nos meéis brasileiros os
acidos fendlicos sdo bem mais abundantes (DA SILVA, 2004; LIANDA, 2004).
Lianda (2009) pode observar ainda, grande variedade com pouca repeticao para as
substancias fenolicas identificadas nas amostras desses méis. A autora inferiu que
isto podera dificultar a indicacdo de um marcador quimico que possa contribuir na
caracterizacdo da origem botanica dos méis silvestres brasileiros, possivelmente

devido a riqueza da flora.

Nesta amostragem (méis silvestres do estado da Bahia), o perfil fendlico
analisado por CLAE, embora tenha se mostrado de maneira geral bastante variado,
apresentou também, similaridades entre as amostras. Este detalhe pode ser
corroborado através da andlise estatistica multivariada (de correspondéncia),
considerando tempos de retencdo dos compostos fendlicos (integracédo a partir do
limite de quantificacdo) expressa nas FIGURAS 43 e 44 para méis de A. mellifera e
abelhas sem ferrdo, respectivamente. Nessas ilustracbes estdo representadas
afinidades e diferencas entre as amostras caracterizadas pela presenca ou

auséncia, e correspondéncia de seus constituintes fendlicos.
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FIGURA 43- Analise Multivariada de Correspondéncia entre amostras de méis de A.

mellifera do estado da Bahia e respectivos tempos de retencdo de compostos fendlicos
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FIGURA 44 - Andlise Multivariada de Correspondéncia entre amostras de méis de abelhas sem ferréo
do estado da Bahia e respectivos tempos de reten¢do de compostos fendlicos (CLAE).

LEGENDA: .Sudoeste; 'O'Chapada Diamantina; 'O'Paraguac;u; .Metropolitana; 'O'Baixo Médio Sao
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Comparando-se o agrupamento observado nas FIGURAS 43 e 44 com os
dados de atividade antimicrobiana nao foi possivel estabelecer um paralelo entre a
similaridade das amostras através do perfil fendlico e os resultados de CIM. As
amostras de A. mellifera 37, 17, 12, 21, 25, 32, 18 e 30, por exemplo, que estao
proximas conforme o grafico da FIGURA 43, apresentaram CIM frente a S. aureus
num intervalo de 30 a 512 mg.mL™; j& as amostras 35 e 33, agrupadas a esquerda
do gréfico apresentaram CIM de 32 e 8 mg.mL™, respectivamente, e as amostras
isoladas 19, 1, e 9, registraram CIM de 62, 270 e 63 mg.mLt. O mesmo é observado
nas amostras de abelhas sem ferrdo, que frente a S. aureus, os méis VII, VI, IX, X
e Xll, agrupados conforme o perfil fendlico na FIGURA 44, apresentaram CIM entre
55 e 525 mg.mL™2.

As FIGURAS 45 e 46 mostram a disposi¢cdo de compostos fendlicos comuns
a maioria das amostras (area de maior concentracdo dos pontos) e aqueles mais
afastados, que indicam diferencas entre elas. Estes pontos afastados podem
representar compostos que exerceram influencia sobre a diferenca de atividade

biologica exibida pelas amostras.
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FIGURA 45- Andlise Multivariada de Correspondéncia entre amostras de méis de A. mellifera do

estado da Bahia e respectivos tempos de retencdo de compostos fendlicos (CLAE). LEGENDA:.
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FIGURA 46 - Andlise Multivariada de Correspondéncia entre amostras de méis de abelhas sem ferréo

do estado da Bahia e respectivos tempos de retencéo de compostos fendlicos (CLAE).

LEGENDA: .Sudoeste; 'O'Chapada Diamantina; OParaguaqu; '.'Metropolitana; 'O'Baixo Médio Sao
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A FIGURA 47 localiza as amostras nas microrregides socioecondmicas do

estado da Bahia contempladas.
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FIGURA 47 - Localizacdo por regido, de méis do estado da Bahia (arabicos=méis de Apis;

romanos=meéis de abelhas sem ferréo)
FONTE: SEI, 2007 (modificado).

A analise cromatografica com DAD, considerando apenas picos majoritarios
de acidos fendlicos e flavondides (registrados a 254 e 340nm, respectivamente),

mostrou espectros de UV sugerindo espécies quimicas como &cido galico, acido
elagico, vanilico, e o flavonoide crisina como ilustrado a seguir, na FIGURA 48.
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FIGURA 48 - Espectros UV de compostos fendlicos de méis de A. mellifera do estado da Bahia.

Os tempos de retencédo dos compostos comparados com padrdes, e aqueles

identificados por seus A maximos encontram-se na TABELA 25. Os cromatogramas

(CLAE) e espectros UV de compostos néo identificados encontram-se no ANEXO 1.



TABELA 25 - Tempos de retencédo (RT) e A maximos de picos majoritarios em méis do

Bahia analisados por CLAE e CLAE-DAD
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estado da

Amostra (A. mellifera) RT (min.) A max. (nm) Substéancia
35; 37 3.41 287 acido galico
9; 12; 18; 25; 35; 37 3.29 237 -

12; 25 541 249 -

33 5.39 240-275 -

12 6.01 237-270 -

35; 37 6.19 240 -
12;18; 25; 33; 35; 37 7.80 259-291 acido vanilico
12; 18; 25, 35, 37 15.92 260-361-379 ac. elagico
35; 37 40.05 267-313 crisina
(abelhas sem ferréo) RT A Max. Substéncia
VIII; 1IX 3.35 237 -

VIII; IX 6.65 245-297 -

VIII; IX 13.02 264 -

- = nao identificado; min.= minutos

Lianda (2009) em seu estudo observou a presenca de canferol, dos &cidos
protocatecuico, para-hidroxi-benzdico e para-metoxibenzoico, associando-os com a
flora da Mata Atlantica. A autora cita que para os meis silvestres foram encontrados
além dos acidos citados, o vanilico, para-cumarico e cinamico, e os flavonéides
morina, quercetina, canferol e isoquercetina, porém o acido gélico e o flavonoide

rutina ndo foram registrados.

Nos méis do estado da Bahia analisados (por DAD, comparacdo com RT de
padroes e dados de literatura-LIANDA 2009; D’ARCY 2005; MABRY et al. 1970),
foram encontrados o acido galico, p-cumérico, ferdlico, vanilico e elagico, e os
flavondides rutina, quercetina, pinocembrina e 3,6-dihidroxiflavona, na maioria das
amostras consideradas. O flavonoide crisina foi detectado em duas amostras (a 35 e
a 37), ambas da regido do Recéncavo Sul. Deve ser levado em consideracao que 0s
méis analisados neste trabalho tém origem silvestre dos trés biomas mais
expressivos no estado, principalmente caatingas, configurando um cenéario de
grande riqueza botanica. Segundo Lianda (2009), devido a variedade e baixa
frequéncia das substancias encontradas, no citado trabalho ndo pode ser

estabelecido nenhum marcador quimico de origem botanica.
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O perfil fendlico dos méis analisados de A. mellifera do estado da Bahia,
apresentou grande variedade, enquanto que os méis de abelhas sem ferrdo de
maneira geral apresentaram menor diversidade de compostos fendlicos embora em
alguns casos, com significativa expressdo. Estes detalhes podem ser vistos nas
FIGURAS 49, 50, 51 e 52.
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FIGURA 49 - Cromatograma de compostos fendlicos (CLAE) de mel (amostra 19) de A.mellifera
do estado da Bahia em cromatégrafo liquido Shimadzu SCL-10Aup, coluna Lichrospher RP-18

(fase reversa) de 25,0 x 0,42cm , com particula de Sum.
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FIGURA 50 - Cromatograma de compostos fendlicos (CLAE) de mel (amostra XVI) de abelha
sem ferrdo do estado da Bahia em cromatégrafo liquido Shimadzu SCL-10Aup, coluna
Lichrospher RP-18 (fase reversa) de 25,0 x 0,42cm, com particula de 5um.



159

E W-WES - 1 Z5Hms
4000 - — Am 3Ta_0H0E0E-1
] A 3Ta_0eosos-1
Re ke nillon Time

321

5
=
=
=
M IR
#5221

FIGURA 51 - Cromatograma de compostos fendlicos (CLAE) de mel (amostra 37) de A.
mellifera do estado da Bahia em cromatégrafo liquido Shimadzu SCL-10Aup, coluna

Lichrospher RP-18 (fase reversa) de 25,0 x 0,42 cm, com particula de 5um.
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FIGURA 52 - Cromatograma de compostos fendlicos (CLAE) de mel (amostra VI) de
abelha sem ferrdo do estado da Bahia em cromatégrafo liquido Shimadzu CL-10

Aup, colunaLichrospher RP-18 (fase reversa) de 25,0 x 0,42 cm, com particula de 5um.

Apesar de que na CLAE, o tempo de retencéo (RT) é caracteristico de cada
composto (¢ o seu modo de interacdo com a fase estacionéaria) e pode fornecer
indicios da sua presenga, por si s6 ndo o identifica. Este resultado devera ser
validado pela comparacdo do padréo da provavel substancia, analisado nas mesmas

condicbes da amostra, e/ou com técnicas auxiliares, qual seja a CLAE-DAD
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(Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV com arranjo de fotodiodo),

LC-MS (Cromatografia liquida acoplada a um espectrémetro de massa) entre outras.

Neste estudo, foi utilizada comparacdo com de tempos retencao de padrbes e
registros em DAD de algumas amostras. Haja vista ter a leitura de padrdes
apresentado oscilagbes de mais ou menos 2 (dois) minutos nos tempos de retencao
(quando analisados em diferentes dias), essa variacdo foi aceita também na leitura

das amostras.

Selecionando microrregides onde foram coletados os méis de A. mellifera
mais ativos analisados por CLAE, e agrupando por tempo de retengédo aqueles picos
com absorcdo mais expressiva (TABELA 25), pode-se verificar que o composto de
RT igual a 11.8 esteve presente em todas as regibes contempladas (Frequéncia
Relativa - RF = 100%). Em seguida com presenca de 86% observa-se o pico de RT
igual a 36.8, e os de RT igual a 5.3, 6.5, 6.8, 7.5, 8.4, 10.5, 13.5, 15.2, aparecendo
em 71% dos casos. A tabela mostra ainda maior presenca de acidos fenolicos (RTs
menores numa faixa de 0 a 60 minutos), sugerindo maior participacédo dessa classe
de compostos na atividade expressada pelos meéis considerados. Dentre as regides
analisadas pode ser observado que a Chapada Diamantina, Nordeste, Paraguacu e
Recbncavo Sul apresentaram maior ocorréncia e distribuicdo de &cidos fendlicos e
flavondides, enquanto que as regides Sudoeste e Litoral Sul foram menos
contempladas, esta Ultima inclusive, com baixa incidéncia de flavonéide (picos

majoritarios).

Considerando todos os compostos fendlicos registrados acima do valor de
deteccdo do método, ou seja, picos majoritarios e minoritarios, pode ser visto que
nos meéis do Litoral Sul os flavondides foram menos frequentes. JA a Chapada
Diamantina foi mais expressiva em variedade de picos, tanto nos meéis de A.
mellifera (TABELA 25), como nos de abelhas sem ferréo, para os dois grupos de
compostos. Analisando-se particularmente esta microrregido, relacionando este
dado com a atividade antimicrobiana em uma escala de valores onde alta atividade
seria > 0 <47, atividade média >47 <158, e atividade baixa >158 até 526 mg.mL™, os
méis de A. mellifera desta microrregido, apresentaram baixa a média atividade, e os
de abelhas sem ferrdo, atividade entre média a alta. Nesta andlise, a regido com

atividade mais expressiva para ambos os tipos de mel foi a Reconcavo Sul, mas
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nenhum padrdo de atividade versus compostos fendlicos foi evidenciado, como
sinalizado pela a analise multivariada de correspondéncia. A diversidade botanica
sustentada pelas variacbes climaticas e geograficas das diversas microrregioes
imprime diferencas nos méis, dificultando comparacdes, quando locais e periodos de

producdao restritos ndo foram contemplados na amostragem.

A TABELA 26 mostra a incidéncia de compostos fendlicos em méis de Apis

mellifera do estado da Bahia, considerando tempos de retencdo dos compostos.

TABELA 26 - Ocorréncia (RF%) de picos majoritarios (RT em minutos) de compostos fendlicos
(CLAE) de méis de Apis mellifera de microrregides socioeconémicas do estado da Bahia

Microrregides socioecondmicas do estado Bahia

0,
RT C. Diamantina Irecé Lit. Sul Nordeste  Paraguacgu Rec. Sul  Sudoeste RF(%)

(min.)
3.4 X X X 43
4.0 X X 28
4.8 X X X X X 71
53 X X X 43
5.7 X X X 43
6.5 X X X X X 71
6.8 X X X X X 71
7.5 X X X X X 71
8.4 X X X X X 71
9.0 X X X X 57
9.5 X X X X 43
10.1 X X X X X 71
10.5 X X 28
11.8 X X X X X X X 100
13.5 X X X X X 71
14.4 X X X 43
15.2 X X X X X 71
15.5 X X 28
16.1 X X X 43
16.5 X X 28
16.8 X X 28
17.8 X X X 43
19.5 X X 28
29.7 X X 28
319 X X X 43
33.0 X X 28
35.6 X X 28
35.8 X X 28
36.8 X X X X X X 86
39.3 X X 28
43.7 X X 28
49.4 X X X 43
50.9 X X 28
57.5 X X 28
50.9 X X 28

60.1 X X 28
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Dentre os tempos de retengéo (RT em minutos) apresentados na TABELA 26,
alguns foram comuns aos padrdes de acido galico (3,4), acido para-cumarico (10,5),
acido ferulico (11,8), e aos flavondides rutina (16,5), quercetina (31,9), pinocembrina
(43,7) e 3,6-dihidroxiflavona (49,4). Varios compostos ndo puderam ser identificados,
0 que demanda novos estudos no sentido de refinar o conhecimento sobre o perfil

fendlico dos méis do estado da Bahia.

3.3.3 Validagdo da metodologia (CLAE)

Para validacdo da metodologia empregada na deteccdo de compostos
fendlicos por CLAE, foi calculada a estimativa do limite de deteccdo do método
segundo a expresséao: LD= 3,3DP/coeficiente angular da curva (DP= desvio padrdo),
cujo valor encontrado foi = 0,0068 pg.mL:. A estimativa para o limite de

quantificacédo (LQ= 10DP/Coeficiente angular) foi = 0,0207 pg. mL™.

A linearidade do método foi determinada através de curvas analiticas (n=3)
cada uma com 5 (cinco) concentracfes (31,25 a 500,00 ug/mL) de um pool de
padrbées diluidos em metanol, lidos em dois comprimentos de onda (254 e 340nm).
As equacdes resultantes apresentaram coeficientes de correlagédo (R?) = 0,9997 e
0,9998 respectivamente, valores superiores a 0,99, recomendado como minimo pela
ANVISA (2009).

Os testes de precisao ou repetibilidade foram realizados através do calculo de
desvio padrao relativo (DPR) de injecbes de amostras repetidas em triplicata no

mesmo dia e em dias consecutivos segundo a equacao:
DPR= (DP/CMD)*100
Onde, DP € o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada. Os valores

encontrados (0,93% e 0,27%, DP e CMD, respectivamente) estdo de acordo com a

ANVISA (2009), cujo valor maximo preconizado € 5%.
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A atividade antimicrobiana do mel esta inegavelmente relacionada, entre
outros fatores, aos seus constituintes quimicos advindos da sua origem botanica.
Assim sendo, a combinacdo de meétodos fisicos e quimicos poderia ser uma
abordagem promissora para demonstrar autenticidade dos diferentes méis
(ANKLAM 1998), com indicacdo de uso e agregacado de valor econémico. A andlise
polinica e das substancias fendlicas, incluindo os flavonéides, tém sido sugeridas na
identificacdo de mel (AMIOT et al. 1989), e dessa forma tém sido usadas como
ferramenta para o estudo da origem botanica e geografica de méis de vérias partes
do mundo. Esta é uma lacuna que precisa ser preenchida nos méis do estado da
Bahia, dada a sua importancia como matéria prima cuja producdo pode trazer

beneficios as populacbes de areas menos favorecidas e ao meio ambiente.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE MEIS DO ESTADO DA BAHIA EM DOIS
PERIODOS DE PRODUCAO



RESUMO

A composicdo quimica do mel esta diretamente relacionada a sua origem botanico-
geografica e dessa forma, diferencas no forrageamento das abelhas podem
representar mudancas nas caracteristicas de cada mel. O pasto apicola visitado
pelas abelhas pode ser identificado pela anélise polinica do mel fornecendo indicios
da sua origem botanica. O pdlen pode ser usado como indicador da origem floral de
méis, porque tem quase todo o perfil de flavondides. A averiguacdo dos compostos
fendlicos € de grande importancia no conhecimento da composicdo quimica,
principalmente na determinacédo de sua qualidade biolégica. Como a disponibilidade
das espécies fornecedoras de néctar pode variar segundo o periodo do ano e o
clima estabelecido, foram analisadas amostras de méis de A. mellifera de uma
mesma colméia do municipio de Canarana (Bahia), produzidos em dois periodos
consecutivos de fluxo de néctar. Foi montado um Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), com 7 (sete) amostras em cada periodo, analisadas em
triplicata. Além dos parametros citados, fatores como pH, acidez, awW e cor, também
foram analisados e comparados com a atividade antimicrobiana registrada por
difusdo em meio liquido contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. Todos
os valores coletados foram confrontados com o intuito de verificar a incidéncia do
periodo de producéo na atividade biolégica. Os compostos fendlicos apresentaram
alca no 2.° periodo o que se refletiu na acdo antimicrobiana contra todos os micro-
organismos. A espécie Mimosa tenuiflora apareceu como pélen dominante com 88%
de frequencia.

Palavras chaves: mel, atividade antimicrobiana, periodos, Canarana.



ABSTRACT

Chemical composition of honey is directly related to its botanical and geographical
source and thus, differences in foraging bees may represent changes in the
characteristics of honey. Pasture bee visited by bees can be identified by pollen
analysis of honey providing evidence of its botanical origin. Pollen can be used as an
indicator of floral origin of honey, because it has almost all the profile of flavonoids.
The investigation of phenolic compounds is very important in understanding the
chemical composition, mainly to determine its biological quality. As the availability of
species providing nectar can vary according to time of year and climate set were
analyzed honey samples from A. mellifera in the same hive in the city of Canarana
(Bahia), produced in two consecutive periods of nectar flow. Was mounted a
completely randomized design (CRD), with 7 (seven) samples in each period,
analyzed in triplicate. Besides the parameters mentioned, factors such as pH, acidity,
aW and color, were also analyzed and compared with the antimicrobial activity
recorded by diffusion in liquid medium against E. coli, S. aureus, P. aeruginosa and
C. albicans. All the collected data were compared in order to assess the impact of the
production period in biological activity. The phenolic compounds present in the
second period which was reflected in the antimicrobial activity against all
microorganisms. Mimosa tenuiflora species appeared as dominant pollen with 88%
of frequency.

Key words: honey, antimicrobial activity, periods, Canarana.
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4 CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE MEIS DO ESTADO DA BAHIA EM DOIS
PERIODOS DE PRODUCAO

4.1 INTRODUCAO

O Semiarido brasileiro abriga em seu ecossistema zonas de Cerrado, Floresta
Semidecidual, Restinga, Mangue, e com predominancia o bioma Caatinga, um
habitat favoravel para plantas medicinais e aromaticas, de caracteristicas
apropriadas para a apicultura. Pobre em pastagens, a caatinga oferece a sua
vegetacdo nativa como suporte ao forrageamento de animais de criacdo e outros
como as abelhas meliferas, e também para o uso cultural e diferenciado na medicina
popular (BEZERRA, 2008).

O Estado da Bahia localizado no sul da regido Nordeste do Brasil, ocupa uma
area de 567.295 km? (MELO FILHO e SOUZA 2006), dos quais 57% estéo inseridos
na zona semiarida brasileira (TERRITORIO, 2010). Na maior parte do interior do
Estado (o semiarido baiano), o clima predominante seco e a baixa precipitacdo
pluviométrica contribuem para que cerca de 60% do territorio apresentem caatingas
como vegetacio predominante (TERRITORIO, 2010).

FIGURA 53 - Semiarido brasileiro
Disponivel em: www.ebda.ba.gov.br


http://go2.wordpress.com/?id=725X1342&site=semiaridobahia.wordpress.com&url=http%3A%2F%2Fsemiaridobahia.files.wordpress.com%2F2008%2F11%2Fmapa_brasil_mar5b15d1.jpg&sref=http%3A%2F%2Fsemiaridobahia.wordpress.com%2F
http://www.ebda.ba.gov.br/
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A regido de Irecé, uma das quinze microrregides socioeconémicas do estado
da Bahia, € constituida pela caatinga arborea, aberta sem palmeiras, formada por
plantas como barriguda, xique-xique, mandacarus, umburana, mané ventura,
mocambo, quebra facdo, umbuzeiros, Sdo Jodo, etc., e esta inserida totalmente no
semiarido baiano, fazendo parte da Caatinga. Este bioma é caracterizado por um
periodo de chuvas que perduram geralmente, de trés a quatro meses com cerca de
oito meses de estiagem. O indice pluviométrico médio varia entre 500 e 700 mm por
ano, mas as chuvas, irregulares podem variar entre 200 e 1000 mm por ano
(PLANO, 2009).

Canarana é um municipio do estado da Bahia, situado a uma latitude de
11°41°05” Sul e longitude 41°45'08” Oeste, a uma altitude de 691metros, onde a
apicultura esta apoiada na vegetacao silvestre. Com uma area de 617,99 km? (IBGE,
2010), estd localizado no centro da Regido de Irecé, fazendo parte da Chapada
Diamantina setentrional, a uma distancia de 451 km da capital Salvador (PLANO,
20009).
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FIGURA 54- Mapa da Regiédo de Irecé e localizacdo do municipio de Canarana/BA.
FONTE: Departamento Rodoviario de Morro do Chapéu-BA (modificado)
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O mel é um produto elaborado a partir do néctar das flores e exsudado
vegetais, e 0 seu uso remonta ha séculos atras, tanto como adocante como na
terapéutica popular (MOLAN, 1992; ZUMLA e LULAT, 1989). Pesquisas envolvendo
a acao biolégica desta matéria prima sdo realizadas em todo o mundo (MUNDO et
al. 2004; COOPER et al. 2002 e 1999; MOLAN, 2001; WILLIX et al. 1992; EFEM,
1988), e ainda hoje ela € utilizada por comunidades tradicionais para tratamento de
varias afecc6es humanas (MODRO et al. 2009; VIT et al., 2004).

A atividade biolégica do mel esta intimamente relacionada com a sua
composicdo quimica (BOGDANOV, 1997), e esta a sua origem. Assim, a
identificacdo da origem do mel € uma informacdo importante a ser considerada

guando atividades biolégicas séao estudadas (WESTON et al., 1999).

O pasto apicola visitado pelas abelhas para coleta de néctar, pode ser
identificado pela analise polinica do mel (ALVES et al., 2006; NOVAIS et al., 2006), o
gue contribui para determinacdo da sua origem. Os grdos de polen presentes
representam o0 seu espectro polinico, que pode constituir um indicativo das fontes
adequadas de néctar ou de polen (BARTH, 1989), maximizando o aproveitamento
de areas de vegetacao natural (OLIVEIRA, 2009). A analise dos graos de polen além
de trazer indicios da origem botanica do mel, permite classificA-lo como monofloral,
guando o néctar foi coletado de uma uUnica espécie de planta (>45% do total de
graos de pdlen), polifloral, se mais de uma espécie contribuiu com o néctar (com 15
a 45% de polen acessorio), e silvestre se produzido em &rea vegetacdo primaria,
onde varias espécies nativas participaram da sua formacdo, com pélen isolado
importante (3% a 14%) e (< 3%) pdlen isolado ocasional (LOUVEAUX et al., 1978).

A caracterizacdo de meéis através da sua origem botanica é uma das
importantes ferramentas de diferenciacdo e agregacdo de valor com que pode
contar o apicultor (BOLETIN, 2001). O pdlen pode ser usado como indicador da
origem botanica de méis, porque tem quase todo o perfil de flavondides (D’ARCY,
2005; CAMPOS et al., 1997; AMIOT et al., 1989; TOMAS-BARBERAN, 1993). Estes
por sua vez, ocorrem no polen como glicosideos ou como agliconas, sdo de maneira
geral altamente hidroxilados (FERRERES et al., 1992, 1991), e ganham importancia
devido a sua onipresenca e grande diversidade (HAVSTEEN, 2002). Os flavonoides
do mel, que tém origem no pdlen (PETERSON E DWYER, 1998) sao hidrolisados e
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transformados em agliconas pelas enzimas salivares das abelhas meliferas
(FERRERES et al. 1998,1992, 1991; AMIOT et al. 1989; SABATIER et al., 1988).

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo metabdlitos secundarios de plantas
e constituem um dos maiores e amplamente distribuidos grupos de substancias no
reino vegetal. Dentre eles, os flavondides e os compostos fendlicos derivados
simples sdo os mais comuns (BRAVO, 1998). Os acidos fendlicos sdo divididos em
duas subclasses: o acido benzoico substituido e o cinamico (ESTEVINHO et al.,
2008). Os flavondides presentes no mel sdo divididos em trés classes,
estruturalmente semelhantes: flavondis, flavonas e flavanonas. Estes estéo
envolvidos na coloracado, sabor e aroma do mel e sdo importantes devido aos seus
efeitos biologicos (HAVSTEEN, 2002).

Estruturalmente derivados do 1,3-difenilpropano (SIVAM, 2002), os
flavondides entre outras funcBes estdo envolvidos na protecdo da planta contra o
ataque de micro-organismos, através da inibicdo da germinacdo de esporos de
patdgenos. A sua atividade bioquimica e dos seus metabdlitos depende da sua

estrutura quimica e da orientacao relativa das partes da molécula (BRAVO, 1998).

A identificacdo dos compostos fendlicos em méis é determinante para o
conhecimento da composicdo quimica e mais especificamente como possivel
indicador de sua qualidade biolégica (YAO et al., 2004; FERRERES et al., 1993).
Dessa forma, o reconhecimento do pasto apicola utilizado € de grande importancia
para a caracterizacdo do mel e determinante para a preservagcdo e multiplicacédo
dessas plantas com vistas a sustentacdo da atividade. De acordo com Al-Mamary et
al. (2002) e Yao et al. (2003), a composicao fenolica do mel depende de suas fontes
florais, que por sua vez sofrem interferéncia de fatores sazonais e ambientais. Os
compostos fenolicos no mel tém sido estudados por varios autores como Tomas-
Barberan et al. (2001); Martos et al. (2000); Vit et al. (1997); Ferreres et al. (1991) e

Amiot et al. (1989), para determinar a correlagcdo com a origem botéanica.

Considerando que a atividade biolégica do mel esta intimamente relacionada
com a sua composi¢cao quimica, e esta com a vegetacao local (PARK et al. 2002) e
o clima, é muito importante analisar a influéncia desses fatores em diferentes

periodos de fluxo de néctar.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-4DYW4VR-2&_user=686185&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5037&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1031486452&_rerunOrigin=google&_acct=C000037198&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686185&md5=a43b42a58d6740b16010a99ca5ddca51#bib29
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-4DYW4VR-2&_user=686185&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5037&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1031486452&_rerunOrigin=google&_acct=C000037198&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686185&md5=a43b42a58d6740b16010a99ca5ddca51#bib29
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-4DYW4VR-2&_user=686185&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5037&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1031486452&_rerunOrigin=google&_acct=C000037198&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686185&md5=a43b42a58d6740b16010a99ca5ddca51#bib20
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-4DYW4VR-2&_user=686185&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5037&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1031486452&_rerunOrigin=google&_acct=C000037198&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686185&md5=a43b42a58d6740b16010a99ca5ddca51#bib31
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-4DYW4VR-2&_user=686185&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5037&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1031486452&_rerunOrigin=google&_acct=C000037198&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686185&md5=a43b42a58d6740b16010a99ca5ddca51#bib15
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-4DYW4VR-2&_user=686185&_coverDate=07%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5037&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1031486452&_rerunOrigin=google&_acct=C000037198&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686185&md5=a43b42a58d6740b16010a99ca5ddca51#bib1
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Apesar de que estudos da composi¢do quimica e do potencial terapéutico de
méis vém sendo realizados em varias partes do mundo, no Brasil estes séo
incipientes e mais especificamente, no estado da Bahia ndo foram encontrados

estudos na literatura cientifica.

4.2 OBJETIVOS

Dado que diferencas de pasto apicola visitado pelas abelhas podem
representar diferencas nas caracteristicas de cada mel, este trabalho teve como
objetivo comparar os parametros fisico-quimicos e a atividade antimicrobiana de mel
de uma mesma colméia em dois periodos de producao e verificar a composi¢ao

polinica dessas amostras.

4.3 MATERIAL E METODOS

As amostras de mel para este estudo foram coletadas no municipio de

Canarana, microrregido socioeconémica de Irecé/BA.

O mel foi coletado de um mesmo quadro (subdivisdo da colméia) segregado
em dois periodos consecutivos de producao. O 1.° periodo considerado foi fevereiro
de 2008 e o0 2.° periodo, setembro de 2008. Estes obedeceram ao manejo normal do
apicultor, sendo direcionados pelo movimento da colméia e pelo fluxo de néctar
resultante da florada disponivel. Dessa forma, os méis coletados foram produzidos
em periodos em que as condi¢cdes climaticas foram diferentes, com notério déficit

hidrico no 2.° periodo (setembro).

Foi montado um DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado) onde cada
periodo foi considerado um tratamento, e o quadro selecionado em cada periodo
por sua vez, forneceu 7 (sete) amostras que foram filtradas e armazenadas em
potes de vidro sob refrigeracdo a 10°C. Para analise, as amostras foram levadas a
temperatura ambiente em banho de ultrassom para descristalizacdo e posterior
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analise no Laboratério de Pesquisas em Microbiologia (LAPEM), no Laboratério de
Pesquisas em Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON) e no Laboratério Central de

Farmacia da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS/BA).

De cada amostra foi medida (v) e pesada (g) uma aliquota; esta foi diluida a
50% (v/v) com agua destilada e homogeneizada. As amostras diluidas foram
esterilizadas através de filtracdo em membrana de celulose (0,22 um) e testadas em
triplicata contra os micro-organismos Escherichia coli CCMB261 (resistente a
Sulfonamida), Staphylcoccus aureus CCMB262 (resistente a Estreptomicina e
Dihidroestreptomicina), Pseudomonas aeruginosa CCMB268 e a levedura Candida
albicans CCMB266 (isolado clinico).

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (CIM)

Colbnias de 18-24h de crescimento cultivadas em placa foram retiradas para
um tubo contendo 1,8 mL de solucé&o salina a 0,45%. A densidade da suspensao
bacteriana foi ajustada para a concentracdo aproximada de 1,5 X 108 UFC.mL™! e da
levedura, para aproximadamente 5 X 10° UFC.mL?. Dessas suspensdes foram
tomados 10uL e estes diluidos para 1000uL com solucéo salina a 0,45%, resultando
em concentracdes de 1,5 X 108 UFC.mL* das bactérias e 5 X 103 UFC.mL* da

levedura.

Em triplicata, 150uL de amostra de mel diluida e filtrada foram colocados nos
primeiros pogos da placa (coluna 1, linha A) ja contendo 40 pL de Caldo Mueller
Hinton (CMH) [4X] concentrado. Desses primeiros pogos foram retirados 95 uL para
0S pocos seguintes ja acondicionados com 95uL de caldo MH [1X] concentrado,
caracterizando a diluicdo seriada, até o oitavo poco de cada coluna. Cinco
microlitros das suspensdes de micro-organismos foram adicionados aos pocos e as
concentragdes finais foram de 7,5 X 10* UFC.mL?* e 2,5 X 102 UFC.mL? para
bactérias e levedura, respectivamente. As placas foram incubadas em estufa a 37° C
por 24h as bactérias e em B.O.D. a 28° C por 48h a levedura e, ap0s esse tempo,
reveladas com 50uL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC) a 0,5% em cada poco.
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As placas foram reincubadas nas respectivas temperaturas e o resultado lido apés

3h de incubacao. A coloracdo vermelha indicou crescimento microbiano.

Em amostras com interferentes, € comum a utilizacdo do corante TTC para a
revelacdo de crescimento bacteriano. Quando oxidado, o TTC é incolor, mudando
para a cor vermelha quando, em contato com as enzimas dos micro-organismos
vivos é reduzido. O formazano, composto de cor vermelha formado, acumulado no
interior dos granulos das células, facilita a identificacdo do resultado (SANT'ANA,
2003).

4.4.1 Controles da CIM

As colunas 10, 11 e 12 da placa de 96 pocos mostram o0s controles
realizados. O controle da esterilidade do meio de cultura foi feito com 95uL nos
pocos da linha A (meio [1X] concentrado, e B meio [4X] concentrado); da esterilidade
das amostras com 50uL de mel diluido a 50% (v/v) + 50uL de meio [1X] concentrado
nas linhas C (amostra 1), D (amostra 2) e E (amostra 3); da agua, com 50uL de agua
+ 50uL de meio [1X] concentrado na linha F, e da viabilidade microbiana com 95uL
de meio [1X] concentrado + 5L (cinco) de suspensédo de micro-organismo na linha
G, para um volume final de 100uL por poco. A FIGURA 53 ilustra uma placa de CIM
revelada com o TTC, onde pode ser visto o desenvolvimento da técnica com

disposicéo de amostras e controles.
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FIGURA 55- Placa de CIM (esquematico) apresentando aspectos de pog¢os com amostras e pogos

controles revelados com TTC.

4.4.2 Controle de Antibidticos padrdes

Para os controles positivos foram utilizados os antibioticos cloranfenicol e
gentamicina para as bactérias e o antifungico nistatina para a levedura. Os testes
foram realizados em triplicata para cada micro-organismo, e o volume final de cada

poco foi de 100uL.

Dez microlitros do antibiético cloranfenicol (200mg.mL') e 85uL de agua
estéril foram adicionados aos trés primeiros poc¢os das colunas 1, 2 e 3 (linha A) da
placa ja acondicionados com 95uL de CMH 2X concentrado(CMH [2X). Em seguida,
procedeu-se a diluicdo seriada até os ultimos pocos (linha H). Foram adicionados 5
(cinco) uL da suspensao de micro-organismo em todos 0s pocos. A concentracao

final do cloranfenicol nos primeiros pocos foi de 10mg. mL*.

Noventa e cinco microlitros do antibiético gentamicina (10mg.mL-t) foram
adicionados aos trés primeiros pocos da linha A da placa de 96 pocos,
acondicionados com 95uL de CMH [2X] concentrado. De cada pogo foram retirados

95uL para o pogo seguinte, contendo 95uL de meio CMH [1X] concentrado, e assim
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sucessivamente, (diluicdo seriada) até o oitavo poc¢o da placa (linha H). Cinco (5)
ML da suspensao do micro-organismo teste foram adicionados em todos 0s pocos. A
concentracdo final da gentamicina nos primeiros pocos foi de 4,75mg.mL*. A

FIGURA 54 ilustra os controles positivos usados para as bactérias.
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FIGURA 56 - Placa de CIM (esquematico) apresentando acdo de amostras de mel, controle de
antibiéticos contra bactérias, e esterilidade da 4gua e meios de cultura utilizados.

4.5 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Além da atividade antimicrobiana foram analisados os parametros de pH, acidez,
aW, umidade, cor (Pfund), compostos fendlicos e perfil polinico.

4.5.1 pH - Potencial hidrogeniénico de uma solucdo através de pHmetro segundo
AOAC (1999).

4.5.2 Acidez livre - Método baseado numa titulagcdo simples dos &cidos livres na
amostra, utilizando-se pHmetro para acompanhar a medida do pH até a
neutralizacdo - pH de mudanca de cor da fenolftaleina - 8,3 a 8,5 de acordo com
AOAC (1999).

4.5.3 Atividade de agua (aW) e Umidade -A medida do contetdo de &agua livre
(aW) na amostra foi lida em Aqualab Mod 3TE série 1299510 e a umidade (dgua
total) foi determinada em refratbmetro ABBE, através da tabela de Chataway
(AOAC, 1999).
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4.5.3 Atividade de agua (aW) e Umidade -A medida do conteudo de agua livre
(@W) na amostra foi lida em Aqualab Mod 3TE série 1299510 e a umidade (dgua
total) foi determinada em refratbmetro ABBE, através da tabela de Chataway
(AOAC, 1999).

4.5.4 Cor - A determinagédo da cor foi realizada pela medida da absorcao da luz
utilizando-se espectrofotdmetro UV-Vis Femto 700 com leitura de densidade otica a
625 nm segundo escala de Pfund (BIANCHI, 1981). A classificacdo da cor de cada
amostra foi dada pela escala de Pfund (TABELA 3-repeti¢do).

TABELA- 3 (repeti¢cdo) - Escala de Pfund - Cor de Mel em milimetros (mm)

MEL COR (mm) Absorbancia (635 nm)
Branco — agua 0-79 0,104 - 0,124
Extra — branco 8-16,4 0,125 - 0,147
Branco 16,5 - 33,9 0,148 - 0,194
Ambar extra-claro 34-49,9 0,195 - 0,237
Ambar claro 50 - 84,9 0,238 - 0,332
Ambar 85-113,9 0,333 - 0,410
Ambar escuro 114 ou mais 0,411 ou mais

Fonte: BIANCHI, 1981.

455 Determinacdo de compostos fendlicos - As substancias fenodlicas foram
analisadas por espectrofotometria no UV-Vis, de acordo com o método de Folin-
Ciocalteau (compostos fendlicos totais) modificado por Beretta et al. (2005) citado
por Bertoncelj (2007), e de flavondides totais, pelo método descrito por Kim, Jeong e
Lee (2003) modificado por Blasa et al. (2005) para amostras de mel (AL et al. 2009),
e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) segundo modificacdo da

metodologia descrita por Martos (2000).

4.5.5.1 Analise espectrofotométrica — compostos fendlicos totais

Para determinacdo do teor de compostos fendis totais (BERTONCELJ et al.
(2007), amostras de mel (2,5 g) foram diluidas para 10 mL em baldo volumétrico

com agua destilada. Foram filtradas em papel qualitativo e a 100 pL da solucéo (25
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mg de mel puro) foi adicionado 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau a 10%. A
mistura foi agitada em voértex por 2 minutos e apdés 20 minutos em repouso e na
auséncia de luz, foi lida a absorbancia em espectrofotdmetro (FEMTO 700 UV-Vis) a
750 nm, contra uma solucdo analoga de agucar. O resultado foi expresso em
equivalentes de acido galico (mgAG/100g), através de curva padrdo y= 29.754x -
0.0127 (0,01 a 1,00 mg.mL de &cido galico) com coeficiente de determinacdo (R?)=
0,9998.

4.5.5.2 Analise espectrofotométrica - flavonoides totais

A determinacdo de flavondides totais (Kim, Jeong e Lee, 2003), para
amostras de mel (AL et al., 2009). A reacédo colorimétrica deu-se a partir da mistura
de 250 pL (62,5 mg de mel puro) da amostra anterior mais 750 pL de metanol e 300
UL de nitrito de sédio (NaNO3) a 5%; apos 5 minutos foram adicionados 300 pL de
cloreto de aluminio (AICls) a 10%. As amostras foram filtradas em membranas de 0,2
mu e apds 6 minutos lida a absorbancia em espectrofotometro (FEMTO 700) a 510
nm. O conteudo de flavondides foi expresso em equivalentes de quercetina
(mgQE/100q) calculados através de curva analitica y= 0.0024x +0.0028 (0,1 a 100
ng.mL-Y) que apresentou R?= 0,9997.

4.5.5.3 Analise cromatografica — CLAE

As andlises foram realizadas no LAPRON (Laboratério de Pesquisas em

Produtos Naturais e Bioativos- UEFS).

A amostra de mel (50g) foi misturada com 250 mL de &agua destilada,
acidificada a pH 2 com HCI (acido cloridrico), e agitada a temperatura ambiente até
completa dissolugcdo. A mistura foi filtrada através de algodéo para eliminar possiveis
particulas suspensas. O filtrado foi agitado com cerca de 75 g de Amberlite XAD-2
(poro 9 nm, particula 0,3-1,2 mm, Supelco, Bellefonte, P.A., U.S.A.), por 30 minutos
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e, em seguida, empacotado em uma coluna de vidro (45 x 3,5 cm). A coluna foi
entdo lavada com uma solucdo acida (pH 2 com HCI, 100 mL), e em seguida com
agua destilada (300 mL) para remover 0s acucares e outros compostos polares,
permanecendo as substancias fendlicas na resina. A fragdo fendlica adsorvida na
coluna foi eluida com metanol (~ 250 mL). O extrato metandlico obtido foi
concentrado a pressao reduzida em um evaporador rotatorio a 40°C. O residuo foi
dissolvido com 5 mL de agua destilada, e extraido em funil de separacdo com
acetato de etila (3 x 5 mL). As fragbes organicas foram reunidas e o solvente
eliminado. O extrato seco foi ressuspendido em metanol (grau CLAE) e filtrado em
membrana celulésica de 0,45mu, para analise em cromatdgrafo liquido Shimadzu
SCL-10Aup com detector UV. Foi utilizada uma coluna Lichrospher RP-18 (reversa)
de 12,0 x 0,4cm, com tamanho de particula de 5(cinco) mm, usando gradiente
binario com uma mistura de &gua ultra pura (MilliQ), e &acido acético grau
espectrométrico (Mallinckrodt Chemicals) na proporcao 19:1 (solvente A) e metanol
(Mallinckrodt Chemicals) solvente B. O fluxo total da mistura de solventes usado
para eluicdo das amostras foi de 1 mL por minuto; a corrida da amostra foi realizada
em 65 minutos com mais 24 minutos de lavagem e recondicionamento da coluna; a
temperatura do forno foi mantida em 30°C e o volume de injecdo foi de 20uL. O
gradiente de eluicdo comegou com 20% a 30% de solvente B em 10 minutos, modo
isocratico com 30% de B até 20 minutos, de 30% a 40% de B em 25 minutos, a 45%

de B em 35 minutos, a 60% de B em 55 minutos, e a 80% de B em 65 minutos.

Foram utilizados padrbes auténticos de quercetina, canferol, apigenina,
pinocembrina, galangina, morina, miricetina, tectocrisina, triacetina, luteolina, rutina,
cabreuvina, 3,6-dihidroxiflavona, 5,7-dihidroxiflavona, acido p-cumarico, acido galico,
elagico, e 4cido ferdlico (Extrasynthese Co.).

A curva analitica foi preparada com padrdes (0,5mg.mL?) de &cido p-cumérico,
galico e ferdlico e os flavonoides rutina, 3,6-di-hidroxiflavona, quercetina e
pinocembrina, em metanol grau cromatografico (Mallinckrodt Chemicals), filtrados
em membrana de 0,45 um.

Os compostos fendlicos das amostras foram identificados por comparacdo dos
tempos de retencdo e dos espectros de UV obtidos do Cromatografo HITACHI

Autosampler L-2200 com injetor automatico SIL-10ADvp, detector de arranjo de
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fotodiodos SPDM10Avp e forno de colunas CTO-10Avp mantido a 30 °C. A fase

movel e o gradiente foram mantidos.

4.6 ANALISE POLINICA

A analise polinica, realizada no Laboratorio Micromorfologia Vegetal (LAMIV),
seguiu a metodologia de LOUVEAUX et al. (1978), e 10g de mel foram pesados e
misturados com 20 ml de 4gua destilada; a mistura foi dividida em dois tubos e estes
colocados em centrifuga a 2.500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e 5 mL de agua destilada foram adicionados (em cada tubo). A mistura
foi centrifugada por 10 minutos (a 2.500 rpm) e o sobrenadante desprezado. O
sedimento polinico resultante foi acetolisado (hidrolise acida) (ERDTMAN, 1960).
Este procedimento consiste na adicdo de anidrido acético e &cido sulfdrico na
proporcao de 9:1, onde seu conteudo celular é eliminado para observacéo da parede

externa do pélen (exina).

Ao residuo foram adicionados 5 mL de glicerina a 50%; apo6s 30 minutos de
repouso, a mistura foi centrifugada por 5 minutos; o sobrenadante foi desprezado e
0s tubos emborcados sobre o papel absorvente por alguns minutos. Para a
montagem da lamina foi utilizado estilete flambado e gelatina glicerinada; apds tocar
com o estilete o material do tubo desejado (grédos de podlen) colocando-0 sobre a
lamina, esta foi levemente aquecida. Uma laminula foi colocada sobre a amostra e

esta foi fixada com parafina.

Para determinagado das classes de frequéncia (245% - po6len dominante; 16-
45% - polen acessorio; £15% - polen isolado) adotou-se a contagem minima em

microscopio 6tico de 1.000 graos de polen.

A identificac&o dos tipos polinicos foi realizada por comparacao da morfologia
externa dos grdos com o laminério referéncia da Palinoteca do LAMIV (UEFS), cuja
composicao principal esta baseada em taxons da flora da caatinga, sendo referéncia

para a regido Nordeste. Além disso, foram utilizados catalogos polinicos como
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Melhem et al.(2003) para espécies da flora da caatinga e Lima et al. (2008) para as

espécies de Mimosa do semiarido brasileiro.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para esta amostragem foi realizado um delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os resultados dos ensaios fisico-quimicos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), onde as comparacdes entre as médias foram
realizadas através do Teste t e de Tukey a 1% de significAncia. Foi analisada
também a correlacdo (Pearson) entre os teores de compostos fendlicos e
flavondides versus CIM contra os micro-organismos teste. Para estas analises foi

utilizado o programa BioEstat 5.0.

4.8 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de mel foram coletadas em fevereiro (1.° periodo) e em setembro
(2.° periodo) de 2008. No més de fevereiro as chuvas foram escassas e em

setembro a seca ja era extrema.

Para a caracterizacdo climatica de periodos, Galvani (2008) citando F.
Bagnouls e H. Gaussen (1953) prop8e um indice que indica meses secos e Umidos
em funcdo da variacdo média anual da temperatura do ar e da precipitacdo. Esta
definicdo é expressa por meio de uma reta onde um més seco é considerado aquele
em que o total mensal das precipitagbes (mm) é igual ou inferior ao dobro da
temperatura média (graus Celsius). A FIGURA 55, um informe climatolégico do
Centro de Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC/INPE) para a

microrregido de Irecé em 2008, ilustra esta informacéao.


http://www.cptec.inpe.br/
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FIGURA 57- Condic¢8es climaticas na regido de Irecé referentes ao periodo de amostragem.

Fonte: INPE, 2009.

4.8.1 Atividade antimicrobiana
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Os resultados da atividade antimicrobiana dos méis analisados estdo registrados na

TABELA 27.

TABELA 27 - Atividade antimicrobiana (CIM) de méis de Apis mellifera do municipio de Canarana-BA,

coletados em fevereiro (1.° periodo) e setembro de 2008 (2.° periodo de producéo)

1.° Periodo Micro-organismo

Am S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans
11 301 288 301 NS
2.1 298 291 298 NS
3.1 304 289 304 NS
4.1 300 288 300 NS
5.1 294 288 294 NS
6.1 311 286 311 NS
7.1 306 287 306 NS
2.° Periodo Micro-organismo

1.2 142 285 142 285
2.2 142 285 142 285
3.2 142 285 142 285
4.2 142 285 142 285
5.2 142 285 142 285
6.2 142 285 142 285
7.2 142 285 142 285

Am=amostra; S.a.= S. aureus; E c..= E. coli; P.a.= P. aeruginosa; C.a.= C. albicans;NS= N&o

Sensivel
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Como pode ser observado na TABELA 27, houve pouca variagao entre os
resultados dentro de cada periodo de coleta. JA entre os periodos, 0s méis
coletados em setembro apresentaram atividade contra todos os micro-organismos
testados, mostrando-se mais ativo do que as amostras de meéis coletadas em
fevereiro. S. aureus e P. aeruginosa apresentaram maior sensibilidade frente a todas
as amostras coletadas em setembro, com CIM na faixa de concentracdo de 9,4%, e
na concentracdo de 18,8% essa amostras inibiram E. coli e C. albicans. Na mesma
concentragdo, as amostras coletadas em fevereiro ndo foram capazes de inibir a

levedura.

Foram realizados testes de CIM dos antimicrobianos contra 0s micro-

organismos teste. Os resultados estdo plotados na TABELA 28.

TABELA 28 — Concentracgao Inibitéria Minima (mg.mL™1) dos antibiéticos gentamicina e cloranfenicol e

do antifingico nistatina usados como controle

Antimicrobianos CIM (mg.mL™7)

E.col S. aureus P.aeruginosa C. albicans
Gentamicina 0,005 0,009 < 0,005* -
Cloranfenicol 10,00 <0,078* 1,25 --
Nistatina -- - -- <625.10°

*O crescimento microbiano foi impedido até o Ultimo poco; (--)= teste ndo realizado.

Comparando-se os valores da CIM (TABELA 27) das amostras de méis, com
aqueles registrados para os antibiéticos (TABELA 28), pode-se notar que 0S micro-
organismos foram mais sensiveis aos antimicrobianos do que as amostras
analisadas. Na andlise desses resultados, deve ser levado em consideracdo que o
mel é um produto natural que, além de inibir o crescimento de micro-organismos,
pode promover limpeza da ferida e a epitelizagcdo quando utilizado como tratamento
tépico na reparacao de tecidos (Molan, 2001); e que antibibticos sintéticos, conforme
relatado por Subrahmanyam (1991) sdo moléculas com alvos definidos que apenas

impedem o crescimento do micro-organismo sem atuar na recuperacao do ferimento.

Analisando ainda a TABELA 27, é possivel perceber que mesmo diluido, o
mel foi ativo contra os micro-organismos, sugerindo que o potencial osmético nao foi
isoladamente o fator determinante para a atividade antimicrobiana das amostras.
Pode-se considerar que em dado momento a osmolaridade contribui com a acgéo

contra 0s micro-organismos, indisponibilizando agua no meio, mas, apos a
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sequéncia de dilui¢cdes, a relagédo soluto/solvente ja ultrapassa o limite de aw (0,600)
(Molan, 2001), para a acéo da atividade osmotica (HOFFMANN, 2001).

Amostras de meéis com atividade antimicrobiana comprovada foram
misturadas a enzima Catalase (10 mg.mL™) para a inativagdo do H20> (MUNDO et
al., 2004) formado, e a CIM foi determinada contra os micro-organismos teste. O

resultado esta exposto na TABELA 29.

TABELA 29 - CIM de amostra (7.2) de mel de A. mellifera do municipio de Canarana-BA com

atividade antimicrobiana com e sem catalase.

Micro-organismos

AMOSTRAS S.aureus E. coli P.aeruginosa C. albicans
Com catalase 285 570 570 570
Sem catalase 143 285 143 285

Estes resultados podem indicar que o H202 participou da atividade inicial
registrada (mel sem catalase), pelo fato de que quando inativado, o mel teve a sua
acdo reduzida. Dessa maneira o teste da CIM reforga o fato da diluicdo promover a
ativacao da enzima glicose-oxidase com formacéo do H202 e sua reconhecida ac¢éo
biolégica (MOLAN, 2001). Por outro lado, sendo o0 mel uma mistura complexa, outros
compostos como metabdlitos vegetais ou das abelhas podem também estar
envolvidos na atividade antimicrobiana n&o peréxido (D’ARCY 2005), explicando a

acao apresentada pelo mel com catalase.

4.8.2 Parametros fisico-quimicos

Foram realizadas analises de umidade e de aW das amostras de méis dos

dois periodos. Os valores encontram-se na TABELA 30.
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TABELA 30 - Atividade de agua e Umidade (%) de méis de A. mellifera do municipio de Canarana/BA
a 100% e a 50% coletados em fevereiro (1.° periodo) e setembro de 2008 (2.° periodo de producéo)

1.°Periodo

Amostra aw-100% (xDP) Umidade %) aW-50% (xDP)
1.1 0,557 (0,002) 16,8 0,884 (0,004)
1.2 0,563 (0,006) 16,8 0,903 (0,003)
1.3 0,560 (0,001) 16,8 0,881 (0,001)
1.4 0,585 (0,011) 16,8 0,873 (0,003)
15 0,622 (0,011) 17,0 0,910 (0,008)
1.6 0,562 (0,001) 16,8 0,882 (0,003)
1.7 0,543 (0,001) 16,8 0,891 (0,003)
2.%Periodo

1.2 0,551 (0,003) 16,8 0,905 (0,005)
2.2 0,553 (0,001) 16,8 0,893 (0,003)
3.2 0,551 (0,002) 16,4 0,906 (0,032)
4.2 0,552 (0,005) 16,4 0,903 (0,004)
5.2 0,544 (0,005) 16,4 0,897 (0,005)
5.2 0,551 (0,004) 16,6 0,900 (0,005)
7.2 0,557 (0,001) 16,8 0,902 (0,004)

DP=Desvio padrdo da média.

Quanto ao parametro umidade, as amostras dos dois periodos variaram de
17,00% (amostra 5.1) a 16,40% (amostra 5.2) acompanhando o comportamento da
aW (TABELA 30), que apresentou 0,622 (o maior valor) e 0,544 ( 0 2.° menor valor
encontrado), relativos as amostras 5.1 e 5.2 respectivamente. Neste ensaio, ndo é
possivel relacionar estes parametros com a atividade antimicrobiana apresentada
dado que as amostras usadas na determinacdo da CIM estavam inicialmente
diluidas a 50% com agua. Este parametro, no entanto, adquire importancia quando o
mel é usado puro como antimicrobiano, diretamente em ferimentos na pele (EFEM,
1988).

Geralmente as bactérias sdo mais exigentes quanto a disponibilidade de agua
do que as leveduras e o0s bolores que se destacam pela tolerancia a baixa atividade
de agua. A maioria das bactérias se desenvolve em aW minima de 0, 91 — 0,88; as
leveduras em 0,88 e os bolores em 0,80. Mundo et al. (2004), por outro lado,
afirmam que o limite de aW para o crescimento de E. coli e Salmonela spp. é 0,96;

para Pseudomonas spp. 0,97, Bacillus subtilis 0,95 e S. aureus 0,86.

Dado que a agao antimicrobiana de uma amostra pode estar intimamente
relacionada ao conteldo de agua e a sua quantidade de soluto, foi determinada a
CIM de uma solucéo de acucares composta por 45¢g de glicose, 35¢g de frutose, 39

de sacarose e 17g de agua. Esta solucdo saturada foi diluida a 50%, filtrada em
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membrana de 0,22 mu e testada nas mesmas condigdes de uma amostra de mel do
segundo periodo (amostra 7.2). O resultado esta expresso na TABELA 31 e como
pode ver-se, a solucdo de agucares, mesmo diluida, foi efetiva contra trés dos micro-
organismos testados. Por outro lado a amostra de mel apresentou maior atividade,
tanto em relagdo a abrangéncia quanto a quantidade inibitéria minima, sendo 2,2
vezes mais efetiva contra E. coli e 4,4 vezes contra S. aureus e P. aeruginosa.
Contra C. albicans a solucéo de acucares nao apresentou atividade.

TABELA 31 - Valores de CIM da solugéo de agucares (glicose, frutose e sacarose) e solu¢cdo mel a
50% sobre 0s micro-organismos testes

Micro-organismos e CIM (mg.mL%)

Solugéo S. aureus E. coli P. aeruginosa  C. albicans
AclUcares a 50% 622 622 622 NS
Mel-amostra 7.2 a 50% 142 285 142 285

NS= Nao Sensivel

Com esses resultado pode-se inferir que solucdes de acucares podem ser
efetivas contra alguns micro-organismos, porém se comparadas a meéis, estes
podem apresentar um maior espectro e maior capacidade de inibicAio mesmo
guando diluidos. Wahdan et al. (1998) compararam a atividade antimicrobiana de
mel e de uma calda de acgUcar similar ao mel, contra vinte e uma espécies de
bactérias e dois fungos. Eles constataram que nao houve diferenca na atividade
bacteriostatica entre o mel e o xarope de acucar, mas que o mel foi
significativamente mais bactericida. Diluido, o mel sempre foi mais bactericida e
bacteriostatico que o xarope. Os autores supuseram que além da atividade
osmoética, outras propriedades do mel poderiam ser responsaveis, pelo menos

parcialmente pela sua atividade antimicrobiana.

Na andlise da Cor os dados estdo expostos na TABELA 32.
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TABELA 32 - Cor de méis (Pfund a 635nm) de Apis mellifera do municipio de Canarana-BA,
coletados nos meses de fevereiro (1.° periodo) e setembro de 2008 (2.° periodo de producao)
1.° Periodo

Amostra mm Cor

1.1 47 Ambar extra claro
2.1 63 Ambar claro

3.1 50 Ambar extra claro
4.1 50 Ambar extra claro
5.1 54 Ambar claro

6.1 39 Ambar extra claro
7.1 38 Ambar extra claro
2.° Periodo

1.2 45 Ambar extra claro
2.2 37 Ambar extra claro
3.2 43 Ambar extra claro
4.2 45 Ambar extra claro
5.2 36 Ambar extra claro
6.2 34 Ambar extra claro
7.2 48 Ambar extra claro

Quanto ao parametro Cor, apesar de ter havido pouca variacdo entre os dois
periodos, confrontando-se os valores numeéricos (TABELA 32) com o resultado de
atividade antimicrobiana (TABELA 27), pode ver-se que as amostras de setembro,
apresentaram em meédia, melhor atividade contra 0os micro-organismos testados,
especialmente C. albicans. Estes resultados concordam (embora existam
controvéersias — TAORMINA et al.,, 2001) com a afirmacdo de que méis claros
geralmente apresentam maior atividade biologica (WESTON et al., 2000). De acordo
com Amiot et al. (1989), compostos fenolicos em méis interferem na cor e aqueles
de cor escura tém sido reportados por sua maior quantidade de &cidos fendlicos
derivativos, porém menor de flavondides, que os de cor clara. Com estreita
dependéncia da sua origem boténica, a cor do mel sofre interferéncia de um
conjunto de fatores que podem estar relacionados a sua atividade biologica (BATH E
SINGH 1999). A presenca de flavonéides como a pinocembrina (BOGDANOV 1983)
e a galangina (ANKLAM 1998), indicados como responsaveis por atividade
antibacteriana e antifungica, e o metil-siringato e o &cido siringico encontrados no
mel de manuka, com significativa atividade contra S. aureus (D’ARCY 2005), podem
contribuir com cor do mel. Estevinho (2008), no entanto, analisando méis
portugueses de Apis, claros e escuros, de modo geral ndo detectou diferenca

significativa entre eles quanto a atividade antimicrobiana.

Na andlise do pH e Acidez o0s valores encontrados estdo expostos na
TABELA 33.
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TABELA 33 — Valores de pH e Acidez (meg.kg?l) de méis de A. mellifera do municipio de

Canarana/BA coletados em fevereiro (1.° periodo) e setembro de 2008 (2.° periodo de producéo)

1.° Periodo

Amostra pH (xDP) Acidez (zDP)
1.1 4,5 (0,10) 19,5 (0,66)
2.1 4,5 (0,10) 19,5 (0,55)
3.1 4,5 (0,08) 19,7 (0,44)
4.1 4,5 (0,09) 19,7 (1,49)
5.1 4,5 (0,07) 20,6 (0,54)
6.1 4,5 (0,09) 20,4 (0,15)
7.1 4,7 (0,09) 19,9 (0,62)
2. Periodo

1.2 4,6 (0,01) 19,2 (0,19)
2.2 4,6 (0,00) 19,2 (0,13)
3.2 4,6 (0,02) 19,5 (0,65)
4.2 4,6 (0,04) 19,1 (0,19)
5.2 4,6 (0,05) 19,2 (0,08)
6.2 4,6 (0,05) 19,6 (0,60)
7.2 4,6 (0,06) 19,1 (0,25)

(DP)= Desvio padrao da média.

A TABELA 33 mostra que em ambos os periodos, os valores de pH estédo
proximos ao limite (4,00) considerado desfavoravel para a maioria dos patdégenos
humanos (MOLAN, 2001). Cortopassi-Laurino & Gelli (1991) encontraram para meis
brasileiros de Apis valores entre 3,95 a 4,09 e os de meliponineos (abelhas sem
ferrdo), de 3,39 a 4,63. Peralta et al. (2007), analisando méis da Bahia encontraram
valores de pH entre 2,91 a 5,41 para méis de A. mellifera e 3,2 a 3,9 para méis de
abelhas sem ferrdo respectivamente (dados nao publicados). No presente estudo, a
acidez esteve relativamente baixa, em torno de 19,5 meq.kg™. A legislagcéo vigente
(BRASIL 2000), permite até 50 meq.kg* para méis comercializaveis, e como pode
ser visto, estes parametros ndo forneceram indicios de terem sido responsaveis pela
diferenca na atividade observada entre os dois periodos. Cornejo (1988) e Campos
(1998), analisando méis de varias origens encontraram valores de acidez que

variaram de 8,20 meq.Kg' a 62,50 meq.Kg™.

Os compostos fendlicos e os flavonéides foram analisados quantitativamente
por espectrofotometria (com Folin-Ciocalteau e AIClz respectivamente), e os teores
encontrados estdo expostos na TABELA 34. A andlise qualitativa por CLAE e DAD
esta ilustrada nas FIGURAS 56 a 57.



TABELA 34 - Estimativa de Compostos Fenolicos Totais e Flavondides Totais (mg.100g1)em méis de

Canarana-BA em fevereiro (1.° periodo) e setembro de 2008 (2.° periodo de producgao)

1.° Periodo

Amostra Compostos Fendlicos Totais (+DP)  Flavondides Totais (xDP)
1.1 16,88 (0,03) 7,16 (0,09)
2.1 15,88 (0,41) 6,89 (0,21)
3.1 16,23 (0,56) 6,15 (0,28)
4.1 16,55 (0,44) 7,59 (0,16)
5.1 15,65 (0,85) 8,11 (0,11)
6.1 17,42 (0,42) 6,86 (0,33)
7.1 17,00 (0,53) 7,59 (0,06)
2.° Periodo

Amostra Compostos Fendlicos Totais (+DP)  Flavondides Totais (tDP)
1.2 18,79 (0,03) 7,03 (0,35)
2.2 18,07 (0,41) 7,95 (0,24)
3.2 18,29 (0,56) 6,90 (0,22)
4.2 20,89 (0,44) 8,82 (0,21)
5.2 20,36 (0,85) 7,10 (0,19)
6.2 21,52 (0,42) 8,03 (0,13)
7.2 21,42 (0,53) 8,67 (0,31)

(DP)=Desvio padrao da média

Nesta amostragem, os teores de flavondides apresentaram em média
pequena variacdo ente si e entre os periodos (8%), com vantagem para o 2.°
periodo. Ja os compostos fendlicos totais, embora tenham apresentado certa
homogeneidade dentro do mesmo periodo, quando comparados entre si, pode-se
notar no 2.° periodo um incremento de 20,5% em relacdo ao 1.°. Comparando-se
estes resultados (TABELA 34) com os da CIM (TABELA 27), pode ser vista maior
atividade das amostras do 2.° periodo, com inibicdo inclusive contra a levedura,
sugerindo que a diferenca na atividade relatada entre os periodos pode estar
relacionada além da especificidade estrutural dos compostos presentes, a
guantidade deles. Alvarez et al. (2008) acredita, que a acdo sinérgica entre esses

compostos pode determinar ou modificar a acdo antimicrobiana.

Dado que a constituicdo quimica do mel esta absolutamente ligada a sua
origem botanica e geografica, os importantes compostos do metabolismo secundario
das plantas ocorrem nos méis de diferentes origens, com marcadas varia¢des tanto
gualitativas como quantitativas (CHANCHAO, 2009; AL-MAMARY et al., 2002).
Bertoncelj et al. (2007), analisando méis da Eslovénia encontrou teores de
compostos fendlicos de 2,50 a 19,20 mg.100gt. Al-Mamary (2002), verificando méis

de vérias partes do mundo encontrou valores de compostos fendlicos totais variando
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de 56,32 a 246,21 mg/100g de mel. Al et al (2009), registrou em méis da Romania
teores entre 2,00 e 45,00 mg.100g™* para fendlicos totais e 0,91 a 15,33 mg.100g*
para flavonoides. Para Ferreres et al. (1992), o teor de flavonoides no podlen de

aproximadamente 0,5%, na prépolis 10% e cerca de 0,005 - 0,010% no mel.

A variacdo na atividade biologica de meéis tem sido atribuida entre outros
fatores (Mundo et al,2004; Taormina et al, 2001; Weston, 2000) a diferencas na
origem botanica e geogréafica (Mundo et al, 2004; Weston, 2000). Namias (2003)
também relacionou a atividade biol6gica de méis a compostos fendlicos, mas
Truchado et al. (2009), analisando méis da Espanha ndo encontraram relacao entre
esses compostos e a acgao inibitéria. Levando em consideracdo que varios fatores
participam da atividade biolégica do mel, no citado caso, a contribuicdo de outros

fatores podem ter encoberto a agdo do parametro analisado.

A analise dos compostos fendlicos dos méis por CLAE (picos majoritarios)
apontou quase que integralmente, o mesmo perfil (FIGURAS 56 e 57),
apresentando-se o 2.° periodo geralmente mais expressivo que o 1.° em termos de
absorcédo. Este comportamento se manteve basicamente nos dois comprimentos de
onda considerados (254 e 340nm) em quase todas as amostras, com pequenas

variagcbes deste comportamento em um ou outro pico (FIGURAS 58 e 59)
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FIGURA 58 - Comparacdo de cromatogramas (CLAE) de mel de A. mellifera do municipio de

Canarana-BA, 1.° periodo (preto) e 2.° periodo (vermelho).
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FIGURA 59- Comparacdo de comatogramas (CLAE) de mel de A. mellifera do municipio de

Canarana-BA, 1.° periodo (preto) e 2.° periodo (vermelho)-Zoom.
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FIGURA 60 - Comparacdo de cromatogramas (CLAE) de mel de A. mellifera do municipio de

Canarana-BA, 1.° periodo (preto) e 2.° periodo (vermelho); detalhe de pico presente no 1.° periodo e

com pouca expressao no 2.°periodo.
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FIGURA 61 - Comparacdo de cromatogramas (CLAE) de mel de A. mellifera do municipio de
Canarana-BA, 1.° periodo (preto) e 2.° periodo (vermelho); detalhe de pico presente no 1.° periodo e

com pouca expressao no 2.° periodo.

Dos picos analisados por CLAE-DAD, foram encontrados espectros com
bandas caracteristicas (absor¢do) que sugerem a presenca de compostos fendélicos

tais como: o acido elagico (260-364), o acido vanilico (259-291), e acido galico (282).
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FIGURA 62 - Espectros UV de compostos fendlicos analisados por CLAE-DAD, em méis de Apis

mellifera do municipio de Canarana-Bahia.
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4.9 ANALISE POLINICA

A andlise melissopalinolégica revelou que o espectro polinico do mel de
Canarana foi com composto por 12 tipos polinicos distribuidos em sete familias, sete
géneros e quatro espécies. Os dados estdo sumarizados na TABELA 35 e referem-
se a ambos os periodos considerados.

TABELA 35 - Espectro polinico do mel de Apis mellifera de Canarana-BA, coletado em fevereiro (1.°

periodo) e setembro de 2008 (2.° periodo de producéo): tipos polinicos, percentuais e classes de
frequéncia

Tipos polinicos Frequencia (%) Classe de frequencia
Caesalpiniaceae

Chamaecrista 0.1 PI**
Fabaceae

Tipo Fabaceae 0.2 PI

Zornia 0.3 Pl
Melastomataceae

Clidemia 0.3 Pl
Mimosaceae

Mimosa arenosa 0.5 Pl

Mimosa sp. 29 PI
Mimosa tenuiflora 88.1 PD*

Mimosa xiquexiquense 6.3 PI
Rhamnaceae

Ziziphus joazeiro 0.5 PI
Solanaceae

Solanum 0.8 Pl
Ulmaceae

Celtis 0.1 Pl
Total 100 -

*PD — pd6len dominante; **P| — pdélen isolado.

Como pode ser visto na TABELA 35, os valores e as classes de frequéncia
apresentaram valores iguais em ambos os periodos. A familia Mimosaceae foi a que
teve a maior participacdo no espectro polinico das amostras, tanto em diversidade
como em quantidade de tipos polinicos, sendo representada por quatro espécies:

Mimosa arenosa, Mimosa sp., Mimosa tenuiflora e Mimosa xiquexiquense.

O tipo polinico Mimosa tenuiflora predominou nas amostras de mel analisadas
como polen dominante (>45%), tendo participado no espectro polinico com 88% em
ambos os periodos considerados. Os demais tipos polinicos identificados foram

enquadrados como pélen isolado (£15%).

A ocorréncia do mesmo tipo polinico dominante em ambos os periodos
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considerados (fevereiro e setembro) pode estar relacionado a fatores climaticos.

Segundo Silva et al. (2008) e Silva et al. (2006), a Mimosa tenuiflora floresce
durante todo o ano, menos nos periodos com alta precipitacdo de chuvas. Em
Canarana a estiagem prolongada em 2008 pode ter favorecido o dominio desta
planta de tipo polinico encontrado como majoritario. Conforme Drumond et al.
(2000), as juremas (Mimoseaceae) estdo entre as trés plantas mais abundantes,
citadas na maioria dos trabalhos de levantamento realizados em area de caatinga.
Por outro lado, de acordo com Barth (1989), o aparecimento de plantas
superrepresentadas nos espectros polinicos pode ser devido a caracteristica de
grande producdo de polen e pouca contribuicdo de néctar. Segundo a autora, no
entanto, deve-se considerar mel puro de plantas poliniferas, quando nos espectros
polinicos estas aparecem com mais de 98% do total de pdlen da amostra. Entre
algumas espécies e géneros superrepresentados, as espécies do género Mimosa
sao citados (BARTH, 1989).

Segundo Barth (1989) no estado da Bahia, o tipo polinico Mimosaceae
aparece como polen dominante ou acessorio em associagdes com outros tipos como
Caesalpiniaceae, corroborando o resultado encontrado para este estudo. A jurema
preta esta enraizada na cultura dos indios (Souza et al., 2008) e dos habitantes
atuais da regido do Nordeste, onde oferece forragem verde durante muito tempo na
estacdo seca, madeira, lenha e carvao, alimento apicola, sendo usada como planta

medicinal, principalmente como cicatrizante e anti-inflamatoéria (BEZERRA, 2008).

Importante no semiarido brasileiro para fornecimento de néctar e polen para
as abelhas, especialmente durante o periodo seco, a jurema preta € popularmente
utilizada também na medicina caseira em tratamentos de queimaduras, acne e
problemas de pele, pelo seu potencial antimicrobiano, analgésico, regenerador

celular, antitérmico e ainda como adstringente peitoral (MAIA, 2004).

s

Nos EUA, Itdlia e Alemanha, a Mimosa tenuiflora € usada no preparo de
locbes para o couro cabeludo, sabonete, xampus e condicionadores. A casca €

empregada em curtume de couros (AUGUSTO, 2009).
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No México, popularmente conhecida por “tepezcohuite”, a Mimosa tenuiflora
tem sido estudada quanto ao seu potencial terapéutico onde foram encontradas
propriedades antimicrobianas do caule com acéo inibitéria contra bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas e fungos dermatoéfitos (BEZERRA, 2008).

Em estudo sobre a atividade antimicrobiana de algumas arvores nativas do
Brasil, Goncalves et al. (2005) observou uma excepcional atividade antimicrobiana
do extrato hidroalcodlico de jurema preta sobre Escherichia coli, Streptococcus
pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, e
Staphylococcus spp. coagulase negativa. Pereira et al. (2006), analisando extratos
de plantas do semiarido brasileiro (Paraiba), encontrou atividade sobre os S. aureus,
E. coli e Enterobacter gergoviae. Pereira et al. (2009) estudando a acéo
antimicrobiana do extrato de jurema preta, na Paraiba, sobre cepas de
Staphylococcus sp. isolados de leite de bufalas com mastite subclinica, encontrou
atividade que variou de 9 a 100% segundo diluicbes que variaram de 50 a 6,25%.

O perfil fendlico de amostras de mel de vérias areas geograficas (Europa, América
do Norte, regides equatoriais, América do Sul, China e Australia) ja foi analisado por
HPLC (TOMAS-BARBERAN, 2001). Mufioz et al. (2007) analisando méis da América
do Sul por esta técnica, concluiram que as amostras de méis da Argentina e do
Chile apresentaram como componentes principais, flavondides derivados da

prépolis, do néctar, e também do pdlen.

Bezerra (2008) afirma que plantas do género Mimosa (Leguminosae-
Mimosoideae), apresentam flavondides, geralmente flavonas e flavanonas como

principais compostos fendlicos.

A analise do perfil polinico e de compostos fendlicos das amostras,
confrontadas com citacdes da literatura relatando a atividade bioldégica de Mimosa
tenuiflora, pode indicar que a atividade antimicrobiana registradas nas amostras de
mel analisado pode ser em parte advinda de compostos fendlicos originarios desta

espécie botanica.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) para os diferentes parametros
entre os dois periodos considerados, e as diferencas entre as médias (Teste de
Tukey a 1%) estdo expostos na TABELA 36.

TABELA 36 - Andlise de variancia ANOVA (Tukey a 1%) de parametros analisados em méis de Apis

mellifera (n=7) do estado da Bahia em fevereiro (1.° periodo) e setembro (2.° periodo) de 2008

Parametro Média (xDP) Média (xDP) CV (%) (Pr) Dif. entre
1.° Periodo 2.° Periodo periodos
pH 4,50 (0,07)a 4,60 (0,01)a 1,61-0,28 0,0893 ND
Acidez 19,88 (0,43)a 19,28 (0,20)b 2,14 - 1,06 0,0052 D
aw 0,570 (0,03)a 0,550 (0,00)a 4,55-10,70 0,0700 ND
C. Fendlicos 16,51 (0,13)a 18,99 (0,22)b 2,48 — 3,89 0,0088 D
Flavondides 7,19 (0,09)a 7,79 (0,31)b 0,59 — 3,83 0,0096 D
CIM- E. coli 288 (1,56)a 285 (0,18)b 0,54 — 0,06 0,0003 D
CIM- S. aureus 302 (5,59)a 142 (0,09)b 1,85-0,06 0,0000 D
CIM- P. aeruginosa 302 (5,59)a 142 (0,09)b 1,85-0,06  0,0000 D
CIM- C. albicans 0 (0,00)a 285 (0,18)b 0-0,06 0,0000 D

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 0,01%
de probabilidade; n= n° de amostras; D=Detectada; ND=N&o detectada; Dif.= diferenca.

O resultado da andlise de variancia ANOVA com o teste de Tukey a 1% de
significancia (ps 0.01) apresentou diferencas nos parémetros Acidez, teor de
compostos fendlicos totais e de flavondides totais, CIM contra E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa e C. albicans entre os dois periodos considerados (TABELA 36). Para
78% das variaveis estudadas, o Pr<0,01 do teste F a 1% de significancia mostrou
gue houve diferenca significativa entre os periodos existindo 99% de probabilidade
estatistica de existir pelo menos um contraste entre médias dos “tratamentos”
diferente de zero. Os dados foram também tratados pelo teste t (ANEXO 1, TABELA
3) que corroborando o teste de Tukey, apontou diferenca entre os periodos quanto
aos parametros citados, mantendo como excecao os parametros pH e a aW que néo
mostraram variacao significativa ao nivel estabelecido do teste (p> 0,01).
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Quanto ao resultado do teor de compostos fendlicos totais versus atividade
antimicrobiana (CIM) contra 0s micro-organismos teste, a analise de correlacdo de
Pearson apresentou r(Pearson)= -0.8158 (E. coli), e -0.8411 (S. aureus e P.
aeruginosa). Esses valores, de correlagdo negativa significativa, reforcados pelos
valores de (p)< 0.05 (= 0.0004 E.coli e 0.0002 S. aureus e P. aeruginosa) sugerem a
participacdo do teor de compostos fendlicos na atividade bioldgica registrada nos

dois periodos.

bY

Quanto a correlacdo entre teor de Flavonoides e CIM contra 0s micro-
organismos teste, a baixa correlagcdo negativa e os valores de (p) > 0.05 (0.1465 e
0.1343) nédo indicam a incidéncia clara do parametro, na diferenca de atividade do

1.° para o 2.° periodo.

Os resultados de atividade antimicrobiana e os teores de compostos fenélicos
totais apontam a interferéncia do periodo de producdo pelas abelhas, onde as
condicbes climaticas vao determinar a oferta de pasto apicola imprimindo

particularidades no mel, modificando por sua vez a sua acao biologica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os méis de A. mellifera e de abelha sem ferrdo coletados no estado da Bahia
apresentaram atividade antimicrobiana contra uma bactéria Gram-positiva (S.
aureus), duas Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa) e uma levedura (C. albicans),
com variagdes de resultados entre as amostras e entre os métodos utilizados para a
determinacdo do potencial antimicrobiano. De modo geral, Staphylococcus aureus

foi o micro-organismo mais sensivel aos méis estudados.

Os méis de A. mellifera em comparacdo aos de abelha sem ferrdo foram
capazes de inibir um ndmero maior de micro-organismos pelos métodos de difusao
em agar e de determinacdo da concentracdo inibitéria minima. O método da
concentracdo inibitéria minima se mostrou mais sensivel do que o de difusdo em
agar para avaliacao do potencial antimicrobiano de méis, pois somente pelo primeiro
método todas as amostras foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus e

E.coli.

O mel manteve o seu potencial antimicrobiano mesmo quando diluido,
superando a inibicdo promovida pela solugcdo de acucares. Este fato sugere que
outros fatores além da atividade osm@ética contribuiram para a acdo biolégica
registrada. Apoiando-se nos dados encontrados, pode-se inferir que a capacidade
osmoética dos méis, embora ndo seja determinante absoluta da atividade contra
micro-organismos, participa da acédo antimicrobiana quando a concentracdo ainda é
suficiente alta para manter o fluxo de solvente no sentido do micro-organismo para a

amostra.

Apesar da possivel contribuicdo apresentada pelo pH e a acidez na atividade
antimicrobiana, na amostragem trabalhada n&o ficou evidente a relagdo com as
variacfes observadas entre as amostras. Neste estudo também néo foi possivel

estabelecer relacao direta entre a cor do mel e atividade antimicrobiana.

Outros fatores que podem interferir na acdo antimicrobiana como o peréxido de

hidrogénio e substancias do metabolismo secundario, como compostos fendlicos,



223

foram avaliados. Os resultados encontrados com a queda da atividade
antimicrobiana apds a inibicdo do peréxido de hidrogénio por catalase indicam a
participacdo deste parametro na atividade bioldgica estudada. No que se refere aos
compostos fendlicos, de uma maneira geral, os méis produzidos no estado da Bahia
sdo mais ricos em acidos fendlicos e a sua atividade biolégica poderia ser advinda
desses compostos. Entretanto ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo direta
entre o teor de compostos fendlicos ou de flavondides na atividade antimicrobiana

observada, quando a amostragem nao restringiu o periodo e o local de producéo.

A andlise dos compostos fendlicos das amostras avaliadas por CLAE
demonstrou que os méis de A. mellifera produzidos no estado possuem um perfil de
compostos fenolicos mais diversificado do que aqueles produzidos pelas abelhas
sem ferrdo tratadas neste estudo. Foi verificada a presenca do acido galico, acido
elagico, acido vanilico e da crisina (DAD), além de compostos com tempo de
retencdo comuns a padrées auténticos dos acidos p-cumarico e ferdlico e dos
flavondides rutina, pinocembrina, 3,6-dihidroxiflavona e quercetina. Através da
analise multivariada foi possivel agrupar algumas amostras com relacdo ao perfil
fendlico por CLAE, entretanto neste agrupamento, as amostras apresentaram uma
faixa ampla de valores de concentracdo inibitéria minima, indicando assim que o0s

compostos fendlicos ndo sédo os Unicos responsaveis pela atividade observada.

A impossibilidade de estabelecer uma correlacéo significativa entre cada um
dos parametros isoladamente e a respectiva acdo antimicrobiana, pode estar ligada
a aleatoriedade da amostragem, e ao fato de ser o mel uma matriz complexa, e
assim todos os fatores podem de forma conjunta contribuir para 0 aumento ou

diminuicdo da acao biologica.

No que se refere a distribuicdo geografica das amostras coletadas, a variacao
desta atividade bioldgica ndo pode ser atribuida primariamente a regides geograficas
de producao de mel, mas, acreditamos que em se tratando de amostragens restritas

seja possivel correlacionar esses dois aspectos.

Com relacdo a avaliagdo de amostras oriundas de uma mesma colméia
observou-se que os méis de A. mellifera do municipio de Canarana apresentaram

atividade antimicrobiana contra as bactérias E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e a
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levedura C. albicans. Aqueles méis coletados em setembro, quando a seca foi mais
acentuada (2.° Periodo) foram mais eficientes como agentes antimicrobianos que 0s
do 1.° (fevereiro/2008), assinalando a interferéncia do clima na producédo e na acao
biol6gica do mel. Entretanto sugere-se que este estudo seja ampliado para um maior

periodo de tempo e um nimero maior de amostras para uma analise mais acurada.

O conhecimento do perfil polinico e o estabelecimento da origem botanica do
mel apontam os compostos fendlicos como participes da atividade bioldgica, e
provaveis responsaveis pelo incremento da atividade no 2.° periodo de producéo dos
méis de Canarana, sendo que Mimosaceae foi o tipo polinico encontrado com maior

participacdo nesta pesquisa.

Este trabalho, pioneiro no estado da Bahia, demonstra a atividade
antimicrobiana e amplia o conhecimento sobre méis produzidos no estado,
evidenciando seu promissor potencial para o uso terapéutico regulamentado.
Oferece uma base bastante abrangente a respeito dos méis produzidos no estado
da Bahia, mas ressalta, no entanto, a necessidade de refinamento através de
amostragens setorizadas, analise palinologica, de identificacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos com vistas a elucidacdo da origem botanico-geogréfica, e de
sazonalidade. Do mesmo modo, aponta a importancia de serem realizadas analises
de experimentacao clinica in vitro para ampliacdo do seu espectro de acdo contra
micro-organismos e in vivo para uma adequada orientacdo de uso do mel como
produto terapéutico e biotecnolégico. Isto certamente podera contribuir para o
desenvolvimento de pesquisas voltadas a padronizacdo de produtos de uso
medicinal, o que poderia incidir diretamente na producéo através da agregacao de
valor. O aproveitamento biotecnolégico desta matéria-prima podera resultar na
melhoria de renda de produtores locais, no aumento do interesse na producdo e

consequente influéncia na protecao dos biomas envolvidos.
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ANEXO 1
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TABELA 1- Compostos fendlicos totais (mg AG.100g-1 mel) Apis mellifera do estado da Bahia
mg AG.100g* mel; equacao da curva: y= 29.754x -0.0127; padr&o: acido galico

Amostra Massa (mg) Abs. 750 nm Média +*DP ~ CV%
1 26021 25946  2.5785 0.058 0.058 0.066 952  0.64 6.75
2 26027 25496 25215 0.094 0.079 0086 1301  0.85 6.57
3 25950 25395  2.5356 0.078 0.079 0081 1210 034 2.79
4 26249 25962 25769 0.092 0.079 0081 1250  0.80 6.44
5 25887 25965 25861 0.068 0.069 0072 1069  0.28 2.64
6 26690 25682  2.5793 0.052 0.045 0.045 774 035 457
7 25432 25532 25212 0.099 0.102 0100 1496  0.18 1.18
8 25320 25120 25875 0.060 0.051 0.062 929  0.67 7.18
9 25956 28184  2.5604 0.111 0.128 0111 1634  0.39 2.40
10 25399 25708  2.7683 0.058 0.063 0.068 968 0.2 2.98
1 26616 27083 25892 0.133 0.144 0140 1922  0.74 3.84
12 25772 27635  2.6801 0.084 0.088 0083 1227  0.33 2.65
13 27005 26591 26107 0.086 0.081 0079 1196  0.24 2.03
14 27280 27357  2.6453 0.056 0.051 0.049 804  0.36 453
15 29242 2.6727 27506 0.131 0.127 0129 1713 055 3.20
16 26579 28226  2.8729 0.090 0.084 0088 1209  0.78 6.49
17 2833 28037 27082 0.055 0.056 0.054 818  0.13 1.62
18 25613 26860  2.5094 0.052 0.058 0.052 867  0.18 2.06
19 25646 27270  2.6221 0.230 0.251 0237 3210 036 111
20 06330 05366 05583 0.034 0.028 0028 2493 051 2.04
21 28524 33000  3.0769 0.080 0.101 0087 1112 037 3.34
22 26219 25232 28133 0.097 0.095 0115 1455  0.62 4.28
23 27001 26320 26381 0.068 0.065 0.061 9.77 034 3.44
24 26950 26797  2.9596 0.059 0.065 0.072 944  0.43 458
25 29870 25715 29133 0.067 0.064 0.075 9.70  0.64 6.58
26 28504 25567 27527 0.056 0.048 0.051 7.94 0.5 1.91
27 25410 24977  2.9759 0.078 0.074 0001 1179  0.18 1.52
28 24108 26197  2.4191 0.088 0.095 0086 1386  0.17 1.20
29 25660 25767  2.4615 0.064 0.064 0.056 981  0.37 3.80
30 28255 26616 25355 0.127 0.115 0108 1625 033 2.01
31 30079 26850 25087 0.090 0.088 0075 1194  0.59 4.93
32 26494 25609  2.6316 0.048 0.049 0.050 794 021 2.63
33 27208 27149 2.8226 0.210 0.202 0212 2694  0.48 1.79
34 27870 29633  2.6124 0.034 0.037 0.028 550  0.23 418
35 28046  2.8605  2.9579 0.112 0.112 0114 1466 027 1.87
36 28454 26882 26981 0.101 0.095 0093 1335  0.16 1.22
37 26404 30966 25993 0.100 0.115 0092 1391 041 2.92

Abs. = absorbancia; DP= Desvio padrdo; CV= Coeficiente de variacéo.

0,35 - J= 29.75x- 0,012 X (mg.0,1mLY) Y (Abs. 750 nm)
03 - R2= 0999 0.001001 0.018
0,25 - ’ 0.002002 0.045

’ 0.004004 0.108
0,2 1 0.008008 0.224
0,15 - 0.01001 0.286
0,1 - ¢ Sériel
0,05 -

0 T T 1

0 0,005 0,01 0,015

Figura 1- Curva analitica de acido galico
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TABELA 2 - Flavonéides totais em mel (mg QE.100g* mel) - Apis mellifera do estado da Bahia;
equacéo da curva: y= 0.0024x +0.0028; padrdo: quercetina

Amostra Massa (g) Abs. 510 nm Média +DP CV%
1 2.7170 2.5946 25785 0.009 0.009 0.009 3.75 0.05 1.34
2 2.5356 2.5496 25215 0.005 0.005 0.005 1.45 0.01 0.71
3 2.5376 2.5395 2.5356 0.011 0.011 0.011 5.39 0.00 0.08
4 2.6325 2.5962 2.6921 0.009 0.009 0.009 3.93 0.03 0.82
5 2.7155 2.5965 2.5861 0.007 0.007 0.007 2.52 0.05 1.89
6 2.6194 2.5682 25793 0.004 0.004 0.004 0.74 0.02 2.51
7 2.7261 2.5532 2.7855 0.020 0.019 0.021 10.60 0.26 2.42
8 2.5502 25129 2.5875 0.011 0.011 0.011 5.36 0.08 1.46
9 2.5456 2.6177 2.5604 0.014 0.014 0.014 7.18 0.13 1.80
10 2.5309 2.5708 2.7683 0.005 0.005 0.005 1.51 0.08 5.58
11 2.6021 2.7083 2.5892 0.015 0.016 0.015 7.83 0.04 0.55
12 2.7263 2.7635 2.6891 0.011 0.012 0.011 5.21 0.29 5.59
13 2.6369 2.6591 2.6107 0.013 0.013 0.013 6.45 0.02 0.25
14 2.5915 2.7357 2.6453 0.006 0.006 0.006 2.10 0.05 2.28
15 2.7117 2.6727 2.7506 0.016 0.016 0.017 8.32 0.26 3.08
16 2.6527 2.8226 2.8729 0.005 0.005 0.005 1.46 0.07 4.85
17 2.6038 2.8037 2.7082 0.011 0.012 0.011 5.25 0.21 4.02
18 2.6055 2.6860 2.5094 0.007 0.007 0.007 2.68 0.06 2.29
19 1.3830 2.7270 2.6221 0.015 0.030 0.028 15.79 0.94 5.96
20 0.5474 0.5366 0.9650 0.010 0.010 0.016 22.36 0.44 1.96
21 3.1930 3.3090 3.0769 0.013 0.013 0.013 5.33 0.19 3.64
22 2.3442 1.8750 2.8133 0.015 0.013 0.017 8.72 0.33 3.78
23 2.5404 2.6320 2.6381 0.010 0.010 0.010 4.61 0.10 2.13
24 2.5473 2.6797 2.9596 0.011 0.012 0.013 5.61 0.21 3.79
25 2.9870 25715 2.9133 0.010 0.009 0.010 4.05 0.06 1.44
26 2.8594 2.5567 2.7527 0.005 0.005 0.005 1.35 0.08 5.74
27 2.5410 2.4977 2.9759 0.011 0.010 0.012 5.11 0.29 5.66
28 2.4108 2.6197 2.4191 0.014 0.015 0.014 7.80 0.09 1.12
29 2.5660 2.5767 2.4615 0.009 0.009 0.009 4.00 0.05 1.17
30 2.8255 2.6616 2.5355 0.010 0.009 0.009 4.15 0.09 2.28
31 3.0079 2.6850 2.5087 0.011 0.01 0.009 4.38 0.16 3.55
32 2.6494 2.5609 2.6316 0.005 0.005 0.005 1.36 0.03 2.37
33 2.7228 2.7149 2.8226 0.032 0.032 0.033 17.89 0.04 0.20
34 2.7870 2.9633 2.6124 0.012 0.012 0.011 5.30 0.17 3.30
35 2.8046 2.8605 2.9579 0.012 0.013 0.013 5.72 0.24 4.18
36 2.8454 2.6882 2.6981 0.014 0.013 0.013 6.50 0.05 0.83
37 2.6404 3.0966 2.5993 0.009 0.011 0.009 3.99 0.16 3.98

Abs. = absorbancia; DP= Desvio padrdo; CV= Coeficiente de variagdo.

0,25 X (ug.mb) Y (Abs. 510 nm)
y=0,002x + 0,002
0,2 R? = 0,999 0.96 0.003
0,15 ¢ Sériel 2.4 0.007
0.1 4.8 0.015
— Linear 9.6 0.028
0,05 (Série1)
19.2 0.051
0 T T 1
48 0.121
0 50 100 150
96 0.236

Figura 2- Curva analitica de Quercetina



TABELA 3 - Compostos fendlicos totais em mel (mg AG.100g-1 mel)- Abelhas sem ferrédo do

estado da Bahia; equacao da curva: y= 29.754x -0.0127; padrdo: acido galico

228

Amostra Massa (g) Abs. 750 nm Média +DP CV%
VI 2.5434  2.8058 2.6725 0.062 0.067 0.068 9.86 0.30 3.06
VI 2.8217  2.5436 2.5903 0.149 0.127 0.128 18.66 0.53 2.85
VI 2.8696  2.8444 2.5268 0.044 0.045 0.035 6.60 0.24 3.62
IX 2.6374  2.5347 2.5397 0.04 0.033 0.033 6.27 0.38 6.09
X 2.559 2.6756 2.7664 0.037 0.036 0.039 6.31 0.21 3.27
Xl 25718 2.5315 2.8252 0.087 0.082 0.095 1280 0.23 1.78
Xl 25135 2.5761 2.6057 0.039 0.049 0.047 7.55 058 7.71
Xl 1.8138  1.4997 1.6643 0.032 0.026 0.027 8.32 0.33 3.96
)Y 2.5828 2.8114 2.9404 0.033 0.044 0.045 6.44 0.44 6.78
XV 2.6676  2.6102 2.9515 0.019 0.017 0.023 3.96 0.12 3.13
XVI 2.7228  2.5437 2.7598 0.057 0.055 0.060 8.80 0.18 2.01

TABELA 4 - Flavondides totais em mel (mg QE.100g™* mel) — Abelhas sem ferrdo do estado da
Bahia; equacao da curva: y= 0.0024x +0.0028; padrao: quercetina

Amostra Massa (g) Abs. a 510 nm Média =DP CV%
VI 2.6552 2.8058 2.6725 0.009 0.010 0.009 4.01 0.23 5.73
VI 2.3730 2.5436 2.5903 0.019 0.019 0.020 11.02 0.38 3.48
VI 2.8115 2.8444 2.5268 0.012 0.012 0.010 5.20 0.39 7.50
IX 2.2940 2.5347 2.5397 0.011 0.011 0.011 558 0.33 5.91

X 3.2908 2.6756 2.7664 0.014 0.012 0.013 5.85 0.26 4.41
Xl 2.6347 2.5315 2.8252 0.010 0.010 0.011 471 0.14 3.05
Xl 2.7612 2.5761 2.6057 0.003 0.003 0.003 0.13 0.00 3.68
Xl 2.9811 1.4997 1.6643 0.010 0.006 0.007 3.93 0.34 8.53
b\ 2.7441 2.8114 2.9404 0.006 0.006 0.006 1.88 0.07 3.49
XV 2.8220 2.6102 2.9515 0.006 0.006 0.006 191 0.12 6.27
XVI 2.6696 2.5437 2.7598 0.011 0.010 0.011 4.93 0.20 4.09

Abs. = absorbéncia; DP= Desvio padrdo; CV= Coeficiente de variacio.
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FIGURA Al.1- Amostra 21 de mel de Apis mellifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.2- Amostra25 de mel de Apis meliifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm,

Acido p-Cumérico (11,16); 4c. Ferdlico (12,70); 4c. Eldgico (15.34); Rutina (16.14); Luteolina (31,59);
3 B-Dihidroxiflavona (47.92).
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FIGURA A1.3- Amostra30 de mel de Apis meliifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA Al.4- Amostra32 de mel de Apis meliifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.5 - Amostra33 de mel de Apis meliffera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.6- Amostra 17 de mel de Apis meliifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A 1.7- Amostra 9 de mel de Apis mellifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados
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FIGURA A1.9- Amostra 1 de mel de Apis meiiifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.10- Amostra 18 de mel de Apis mellifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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237



FIGURA A1.11- Amostra 19 de mel de Apis mellifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)

registrados a 254 e 340 nm.
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Acido Gélico (3,43); 4c. P-Cumérico (9.41); 4c. Ferilico (11,59.
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FIGURA A1.12- Amostra35 de mel de Apis mellifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.13- Amostra37 de mel de Apis mellifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA Al.14- Amostra 9 de mel de Apis mellifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)

registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA AL.15- Amostra 19 de mel de Apis mellifera do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)

registrados a 254 e 340 nm.
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Acido Galico (3,41); ac. P-Cumérico (9,46); 4c. Ferulico (10,35).
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FIGURA Al1.16- Amostra VII de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia. Cromatogramas
(CLAE) registrados a 254 e 340 nm.
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Acido Galico (3,37); ac. p-Cumarico (9,33); 4c. Fertlico (9,91); Luteolina (30,58).
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FIGURA A1.17 - Amostra VIl de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia. Cromatogramas
(CLAE) registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.18- AmostraX de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340nm.

*LH:\;"I.S 1(2540m)
0 A Xa_060408 12
Retenton Tme
-4 Ll -
L
=
100 100
80 80
80 80
40 40
k | :
e <
20 - = - 20
. o8
] 8 :
; -

0 — |0
20 20
0 5 0 15 2 25 0 ® % % 50 % &

UV-VIS - 2 (340nm)
20| — Am_Xa_060409
Am_Xa_060409
Retention Tize
1
b4
10 .

4691

0 5 0 15 2 25 kil k] 40 & 50 ] ®

Acido Galico (3,48); 4c. p-Cumarico (3,39); 4c. Ferdlico (11,60); Luteolina (31,68).
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FIGURA A1.19- AmostralX de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia. Cromatogramas (CLAE)
registrados a 254 e 340nm.
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Acido Vanilico (8.52); p-Cumdrico (9,43); 4c. Ferdlico (10,08).
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FIGURA A1.20- Amostra Xl de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia. Cromatogramas
(CLAE) registrados a 254 e 340nm.
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FIGURA A1.21- Amostra XIl de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia. Cromatogramas
(CLAE) registrados a 254 e 340 nm.
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Acido Galico (3,41); 4c. Ferilico (11,83).
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FIGURA A1.22 -Amostra XlIl de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia.
Cromatogramas (CLAE) registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.23 - Amostra XIV de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia.
Cromatogramas (CLAE) registrados a 254 e 340 nm.
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Pinocembrina  (42,85).
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FIGURA Al1.24 - Amostra X V de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia.
Cromatogramas (CLAE) registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.25- Amostra XV de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia. Cromatogramas
(CLAE) registrados a 254 e 340 nm.
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FIGURA A1.26 - Amostra VI de mel de abelhas sem ferrdo do estado da Bahia. Cromatogramas
(CLAE) registrados a 254 e 340 nm.
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ANEXO 2
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TABELA 1 - Compostos fendlicos totais em mel (mg AG.100g™* mel) - Apis mellifera do estado da

Bahia - dois periodos ; Equacgéo da Curva: y=29.754x - 0.0127; padrdo: acido Galico

Amostra Massa(g) Abs. 750 nm Média +DP RSD%
1.1 2.5291 2.5194 2.5238 0.042 0.042 0.042 16.88 0.03 0.19
2.1 2.4974 25196 2.5036 0.038 0.038 0.040 15.88 0.41 2.59
3.1 2.5124 2.5249 2.5262 0.039 0.042 0.039 16.23 0.56 3.44
4.1 2.4981 2.5089 2.5128 0.042 0.040 0.040 16.55 0.44 2.64
5.1 2.5162 2.4504 2.4436 0.040 0.038 0.034 15.65 0.85 5.43
6.1 2.5200 2.4967 2.5137 0.044 0.044 0.042 17.42 0.42 2.39
7.1 2.5101 2.4968 2.5103 0.043 0.040 0.043 17.00 0.53 3.11
1.2 2.5374 2.4320 2.5063 0.133 0.123 0.136 18.79 0.60 3.20
2.2 2.4664 2.4682 2.4320 0.128 0.122 0.120 18.07 0.48 2.67
3.2 2.4845 2.4338 2.4519 0.127 0.124 0.124 18.29 0.09 0.49
4.2 2.5475 2.5102 2.4893 0.152 0.140 0.151 20.89 0.87 4.16
5.2 2.5381 2.4046  2.4667 0.150 0.135 0.138 20.36 0.57 2.78
6.2 2.4710 2.5415 2.4545 0.148 0.153 0.151 21.52 0.30 1.40
7.2 2.4052 2.5503 2.5055 0.151 0.146 0.152 21.42 0.97 4.54

DP= desvio padréo da média; RSD%= variancia por cento.

TABELA 2 - Flavondides totais em mel (mg QE.100g™* mel ) - Apis mellifera do estado da Bahia - dois
periodos; Equacdo da Curva: y= 0.0024x + 0.0028; padrédo: Quercetina

Amostra Massa (g) Abs. 510nm Média +DP RSD%
1.1 2.6394 2.8346 2.8073 0.014 0.015 0.015 7.16 0.09 1.20
2.1 2.6217 2.7430 2.7718 0.014 0.014 0.014 6.89 0.21 2.98
3.1 2.5688 2.6255 2.5493 0.012 0.013 0.012 6.15 0.28 4.55
4.1 2.5088 2.6805 2.6207 0.014 0.015 0.015 7.59 0.16 2.10
5.1 2.6703 2.7347 2.5278 0.016 0.016 0.015 8.11 0.11 1.38
6.1 2.5702 2.5774 2.2769 0.013 0.014 0.012 6.86 0.33 4.86
7.1 2.6766 2.7006 2.6570 0.015 0.015 0.015 7.59 0.06 0.81
1.2 25754 28195 2.3172 0.014 0.015 0.012 7.03 0.35 5.04
2.2 2.5671 2.6787 2.6308 0.015 0.016 0.015 7.95 0.24 3.06
3.2 2.6474 2.1875 1.8046 0.014 0.012 0.010 6.90 0.22 3.20
4.2 2.6339 2.1728 1.7237 0.017 0.014 0.012 8.82 0.21 2.34
5.2 2.6796 2.3213 1.9471 0.014 0.013 0.011 7.10 0.19 2.72
6.2 25531 2.5612 2.2816 0.015 0.015 0.014 8.03 0.13 1.66
7.2 2.6676 2.1134 1.2433 0.017 0.014 0.009 8.67 0.31 3.61

DP= desvio padrdo da média; RSD%= variancia por cento.

TABELA 3 — Teste t (p<0.01) de parédmetros analisados em méis de Apis mellifera (n=7) do estado
da Bahia em fevereiro (1.° periodo) e setembro (2.° periodo) de 2008

Parametro Média (xDP)1.° Periodo  Média (xDP) 2.° Periodo  (p) Dif.periodos

pH 4,50 (0,07) 4,60 (0,01) 0,0636 ND
Acidez 19,88 (0,43) 19,28 (0,20) 0,0033 D
aw 0,570 (0,03) 0,550 (0,00) 0,0689 ND
C. Fendlicos 16,51 (5,59) 18,99 (0,09) 0,0000 D
Flavonoides 7,19 (1,56) 7,79 (0,18) 0,0007 D
CIM- E. coli 302 (5,59) 142 (0,08) 0,0000 D
CIM- S. aureus 288 (0.59) 285 (0,00) 0,0000 D
CIM- P. aeruginosa 302 (5,59) 142 (0,08) 0,0000 D
CIM- C. albicans 0 (0,00) 285 (0,18) 0,0000 D

N= nimero de amostras; D=Detectada; ND=N&o detectada; Dif.= diferenca entre periodos. DP= desvio padrdo da média.
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FIGURA 1- Cromatogramas (CLAE) de méis de Apis melliifera do municiplio de Canarana-BA, de dois
periodos. Amostras 1.1 e 1.2 com imagens sobrepostas (a 340nm com zoom).
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FIGURA 2- Cromatogramas (CLAE) de méis de Apis mellifera do municipio de Canarana-BA, de dois
periodos. Amostras 2.1 e 2.2 comimagens sobrepostas.
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FIGURA 3- Cromatogramas (CLAE) de méis de Apis mellifera do municipio de Canarana-BA, de dois
periodos. Amostras 3.1 e 3.2 comimagens sobrepostas .
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FIGURA 4- Cromatogramas (CLAE) de méis de Apis mellifera do municipio de Canarana-BA, de dois
periodos. Amostras 4.1 e 4.2 comimagens sobrepostas,
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FIGURA 5- Cromatogramas (CLAE) de méis de Apis mellifera do municipio de Canarana-BA, de dois
periodos. Amostras5.1 e 5.2 comimagens sobrepostas,
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FIGURA B- Cromatogramas (CLAE) de méis de Apis mellifera do municipio de Canarana-BA, de dois
periodos. AmostrasB.1 e 6.2 comimagens sobrepostas.
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FIGURA 7- Cromatogramas (CLAE) de méis de Apis mellifera do municipio de Canarana-BA, de dois
periodos. Amostras 7.1 e 7.2 comimagens sobrepostas.
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