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SOUZA, Augusto José. Funcionalidades em méis de abelha-sem-ferrao de
regioes do parana, frente a sua composi¢ao quimica, atividade antimicrobiana,
antioxidante e potencial prebiético. 2023. 69 paginas. Trabalho de Conclusao de
Curso de Mestrado — Centro de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo a investigacdo da atividade antioxidante, atividade
antimicrobiana e potencial efeito prebiotico, juntamente com a caracterizagéo fisico-
quimica e a analise dos grupos funcionais por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-MIR) em seis amostras de mel originarias de diversas
regides do Estado do Parana. As espécies estudadas abrangeram Tefragona clavipes,
Tetragonisca angustula, Scaptotrigona bipunctata e Melipona quadrifasciata, todas
coletadas no ano de 2021.Foram conduzidas analises fisico-quimicas abrangendo
parametros como agucar redutor, sélidos soluveis (°BRIX), cinzas, acidez livre, pH,
Hidroximetilfurfural (HMF), atividade de agua (Aw) e coloragao. Os dados coletados
foram submetidos a analise de variancia, e correlacdes entre os parametros fisico-
quimicos e as propriedades antioxidantes foram exploradas por meio do coeficiente
de correlagéo de Pearson (r), com um nivel de significancia estabelecido em (p < 0,05).
Adicionalmente, a analise de componentes principais (PCA) foi empregada para
reduzir a dimensionalidade dos dados obtidos durante a caracterizacdo dos agucares
por FT-MIR. Para avaliar o potencial prebiotico dos méis, cepas probidticas de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium foram cultivadas em meios de cultura De
Man, Rogosa and Sharpe (MRS) e De Man, Rogosa and Sharpe (MRS+ Cisteina,
contendo diferentes fontes de mel. Glicose e frutooligossacarideo (FOS) foram
utilizados como controles.Os resultados revelaram variabilidade nos méis de abelhas-
sem-ferrao, com teores de agucar redutor variando entre 59,26% e 72,76%, solidos
soluveis de 26,27 a 69,03 °Brix, cinzas de 0 a 0,2 g por 100 g de mel, acidez livre de

69,39 a 205,4 mEq kg '1, pH de 3,48 a 4,70, teor de HMF variando entre 7,45 e

23,42 mg Kg '1, valores de Aw entre 0,72 e 0,88, e amostras exibiram uma variagao
de cor de ambar claro a ambar escuro. Os caldos suplementados com os méis da
regido de Sao José dos Pinhais, como Tubuna (TB.S) e Bora (BR.S), demonstraram

resultados semelhantes (7,57 e 7,55 log UFC mL'1) em comparagao com glicose e
FOS. Os resultados de atividade antioxidante in vitro apresentaram percentagens de
inibicao (RAS) pelo método ABTSe+ variando de 54,28% a 82,29% e valores FRAP
variando entre 2669 e 3992 umol Fe2+/g de mel, com teores de compostos fendlicos
totais variando entre 481 e 1089 mg por 100 g de mel. A analise de agucares por
espectroscopia FT-MIR indicou a presenga de glicose, sacarose e frutose nas
amostras, com caracteristicas espectrais identificadas nas faixas de numeros de onda

entre 1104 e 950 cm -1. Quanto & analise antimicrobiana in vitro, as cepas
patogénicas testadas demonstraram sensibilidade, com Concentracdo Minima
Inibitoria (CMI) variando de 6,25% a 50% de inibi¢cdo. E este estudo revelou que os
méis de abelhas-sem-ferrdo exibiram propriedades estimulantes no crescimento das
cepas probidticas avaliadas, com resultados favoraveis comparaveis as fontes
tradicionais de prebioticos, como FOS e glicose.

Palavras-chave: abelhas-sem-ferrao; atividade antioxidante; efeito prebiodtico;
analise de agucares; espectroscopia FT-MIR; atividade antimicrobiana.



SOUZA, Augusto, José. Functionalities in honey from stingless bee from
regions of Parana, in terms of their chemical composition, antimicrobial
activity, antioxidant and prebiotic potential. 2023. 69 paginas. Trabalho de
Concluséo de Curso de Mestrado — Centro de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

This study aimed to investigate the antioxidant activity, antimicrobial activity, and
potential prebiotic effects, along with the physicochemical characterization and
analysis of functional groups using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-MIR)
in six honey samples originating from various regions of the State of Parana. The
studied species included Tetragona clavipes, Tetragonisca angustula, Scaptotrigona
bipunctata, and Melipona quadrifasciata, all collected in the year
2021.Physicochemical analyses were conducted to assess parameters such as
reducing sug ar, soluble solids (°BRIX), ash content, free acidity, pH,
Hydroxymethylfurfural (HMF), water activity (Aw), and color. The data collected
underwent analysis of variance, and correlations between the physicochemical
parameters and antioxidant properties were explored using the Pearson correlation
coefficient (r), with a significance level set at (p < 0.05). Additionally, Principal
Component Analysis (PCA) was employed to reduce the dimensionality of the data
obtained during the characterization of sugars by FT-MIR. To assess the potential
prebiotic effects of the honeys, probiotic strains of Lactobacillus acidophilus and
Bifidobacterium were cultured in De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) and De Man,
Rogosa and Sharpe (MRS + Cysteine) media containing different honey sources.
Glucose and fructooligosaccharide (FOS) were used as controls. The results revealed
significant variability in the stingless bee honeys, with reducing sugar levels ranging
from 59.26% to 72.76%, soluble solids from 26.27 to 69.03 °Brix, ash content between

0 and 0.2 g per 100 g of honey, free acidity ranging from 69.39 to 205.4 mEq kg '1,
pH levels from 3.48 to 4.70, HMF content varying between 7.45 and 23.42 mg per Kg

'1, Aw values between 0.72 and 0.88, and samples exhibiting a range of colors from
light amber to dark amber. The broths supplemented with honey from the Sao José
dos Pinhais region, such as Tubuna (TB.S) and Bora (BR.S), showed similar results

(7.57 and 7.55 log CFU mL'1) compared to glucose and FOS. In terms of in vitro
antioxidant activity, the results demonstrated inhibition percentages (RAS) using
the ABTS++ method ranging from 54.28% to 82.29% and FRAP values ranging from
2669 to 3992 umol Fe2+/g of honey. The total phenolic compound content varied
from 481 to 1089 mg per 100 g of honey. The analysis of sugars using FT-MIR
spectroscopy indicated the presence of glucose, sucrose, and fructose in the
samples, with spectral features identified in the wavenumber range between 1104

and 950 cm -1, Regarding the in vitro antimicrobial analysis, the tested pathogenic
strains exhibited sensitivity, with Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values
ranging from 6.25% to 50% inhibition. In conclusion, this study demonstrated that
stingless bee honeys displayed stimulating properties on the growth of the evaluated
probiotic strains, with favorable results comparable to traditional sources of
prebiotics, such as FOS and glucose.

Key-words: stingless bees; antioxidant activity; prebiotic effect; sugar analysis; FT-
MIR spectroscopy; antimicrobial activity.
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INTRODUGAO GERAL

Estima-se que cerca de 75% da produgdo mundial de alimentos depende da
polinizacdo realizada por abelhas e outros insetos polinizadores (IPBES, 2016). Sendo
que a presencga desde durante o processo de plantio consegue impactar positivamente
na qualidade dos frutos e sementes produzidos (GARIBALDI et al., 2013). As abelhas,
por sua vez, apresentam destaque nesse processo sao as principais agentes de
muitos desses cultivos. Estudos mostram que a polinizagdo por abelhas pode
aumentar a producdo de frutas e sementes em até 40%, além de melhorar a
uniformidade e o tamanho dos frutos (GARIBALDI et al., 2013). A polinizagdo por
abelhas também pode aumentar a resisténcia das plantas a doengas e a estresses
ambientais, além de contribuir para a manutengao da biodiversidade e a preservagao
de ecossistemas naturais (KREMEN et al., 2007).

Diante de tal perspectiva, a criagao de abelhas tanto para cultivo quanto para a
extracdo de mel, polen, propolis e produgcado de cera € considerada uma atividade
secular em nossa sociedade (AIZEN et al., 2009). Duas grandes linhas de produgao
desses produtos sao destaque no Brasil: a apicultura e a meliponicultura. A apicultura
com a criacao racional de Apis mellifera € amplamente difundida e estudada, com
maior producdo e comercializagao de mel (VIEIRA, 2012). Ja a meliponicultora é a
atividade de criagao de abelhas-sem-ferrdo (Meliponinae spp.) na qual seus estudos
e sua comercializagdo ainda s&o recentes em todo o mundo (SOUSA et al., 2013;
VILLAS-BOAS, 2012; WALDSCHMIDT; COSTA, 2007).

A meliponicultura é difundida em paises tropicais e subtropicais, principalmente
quando se trata da criagao racional de abelhas com ferrao atrofiado. Essa subfamilia
(Meliponinae spp.), pode ser dividida em trés tribos: Meliponini, Trigonini e
Lestrimelittini. Elas possuem habitos distintos das demais abelhas como a coleta de
néctar de plantas mais rasteiras, revoadas curtas para buscar alimento, colmeias em
sentido horizontal sem a elaboragao de favos para armazenamento do mel, formacéao
de potes para reserva de alimento e sua criagao pode ser feita em locais préximos a
residéncias, podendo ser manejadas por pessoas de varias idades (NOGUEIRA-
NETO, 1997; OLIVEIRA; SANTOS, 2011; VILLAS-BOAS, 2012).

Os méis produzidos por abelhas-sem-ferrdo possuem caracteristicas unicas

que variam de espécie para espécie, de origem floral e de estagao da colheita. Cada
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um com caracteristicas sensoriais proprias cor, sabor, odor e textura, eles possuem
em sua composi¢cao basica, glicose, frutose e agua. possuem diversos compostos
minoritarios como proteinas, enzimas, minerais, vitaminas, acidos organicos,
compostos volateis, compostos fendlicos, carotenoides incluindo compostos com
atividade antioxidante e antimicrobiana (SILVA et al., 2013).

Apesar dos beneficios associados ao consumo do mel de abelha-sem-ferrao,
nao ha estudos cientificos suficientes que abordem as propriedades funcionais e os
potenciais alimenticios e medicinais deste substrato. Portanto, € importante
aprofundar o conhecimento sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas
e nutricionais dos méis de abelha-sem-ferrdao, bem como investigar suas atividades
biolégicas e potenciais efeitos terapéuticos. Assim, este estudo verifica as
propriedades funcionais como: potencial prebiético, antimicrobiano e antioxidante dos

méis de abelha-sem-ferrdo do estado do Parana.



CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

13



14

1. ABELHAS

Os insetos constituem a classe Insecta, que pertence ao filo Arthropoda e é
dividida em varias ordens. Uma delas € a ordem Hymenoptera, que compreende as
formigas, as vespas e as abelhas. Dentro dessa ordem, as abelhas pertencem a
superfamilia Apoidea. A abelha mais popular é a Apis mellifera, (Figura 1) famosa pelo
ferrdo e sua picada dolorida e também por estar em todo o Brasil e por produzir a
maior parte do mel que consumimos. Outro grupo importante sao as abelhas
nativas sem ferrdo (Figura 2). Sdo conhecidas também como abelhas indigenas
ou meliponineos, pois pertencem a tribo Meliponini. (Associacdo Brasileira de
Estudos das Abelhas, 2023).

Estima-se que existam cerca de 500 espécies diferentes de abelhas-sem-ferrao
e elas podem produzir o mel e subprodutos como cera, prépolis e o polen (MENEZES,
2020; OLIVEIRA et al., 2013).

Segundo o relatorio da Plataforma Intergovernamental sobre Biodiversidade e
Servigos Ecossistémicos (IPBES) sobre polinizadores, polinizagdo e producéo de
alimentos, as abelhas sao os principais polinizadores de plantas com flores em todo o
mundo, sendo responsaveis pela polinizagao de cerca de 75% dos principais cultivos
agricolas e cerca de 94% de algumas culturas especificas. As abelhas, assim como
outros polinizadores sdo fundamentais para a manutencado da biodiversidade e da
saude dos ecossistemas, promovendo servigos que beneficiam a fauna e a flora
terrestre (IPBES, 2016).

A Organizagdo das Nacgdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO)
enfatiza a importadncia da polinizagdo para a seguranga alimentar global e para a
conservagao da biodiversidade. Estima-se que mais de 75% das culturas alimentares
mundiais dependem da polinizacao, e que a contribuicdo econdmica dos polinizadores
€ estimada em cerca de US$ 235 — 577 bilhdes anualmente (FAO, 2020)

Além disso, a FAO destaca que a polinizacdo € um servico ecossistémico
ameacgado por fatores como a destruigdo do habitat natural, o uso de agrotéxicos e o
impacto das mudancas climaticas. Assim, a organizagao recomenda a adogao de
praticas agricolas sustentaveis que promovam a diversidade vegetal e a preservagao
dos polinizadores, destacando a necessidade da conscientizagdo publica sobre a
importancia da polinizagdo para a seguranga alimentar e a conservagdo da
biodiversidade (COSTA; OLIVEIRA, 2014).
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Os insetos polinizadores, apesar de essenciais para a garantia da segurancga
alimentar e da biodiversidade, estdo cada vez mais vulneraveis a agdes destrutivas
do ser humano como desmatamento, queimadas e ndo cumprimento da legislagcao
ambiental. Supbe-se que, na auséncia desses insetos, haveria um desequilibrio
ecolégico significativo, impactando negativamente em toda a cadeia alimentar e
comprometendo irreversivelmente o bioma (IPBES, 2019).

De acordo com um relatério da Plataforma Intergovernamental sobre
Biodiversidade e Servigos Ecossistémicos (IPBES), aproximadamente 10% das
especies de abelhas e borboletas em todo o mundo estdo ameagadas de extingao
devido as atividades humanas. O relatério alerta que a perda desses polinizadores
tera um impacto direto na producdo de alimentos, na seguranga alimentar e na
manutencao dos ecossistemas naturais. Sem a polinizacao a subsisténcia de milhdes
de pessoas em todo o0 mundo seria diretamente afetada (IPBES, 2019).

Outra medida nociva para polinizagao seria 0 abuso de pesticidas e agrotoxicos
ou de quimicos fortificantes que promovem um super crescimento das plantas, como
por exemplo, o uso inadvertido do pesticida Clothianidin que, além de desencadear
Colony Collapse Disorder!, age como uma neurotoxina letal aos artrépodes que
entram em contato com o pdlen contaminado (ROCHA, 2012).

A apicultura inadequada também pode contribuir para extingdo das abelhas,
pois, se ndo houver segmento de regras especificas, como de distancia de ao menos
800 metros entre os apiarios, as abelhas entram em estresse desencadeado pela
competicao entre individuos da espécie, ma nutricdo e fome (KEER et al., 2005).

As abelhas sao criaturas altamente especializadas que dependem inteiramente
de recursos florais para sobreviver. De acordo com Roberto et al. (2015), enquanto as
abelhas adultas se alimentam principalmente de néctar, as larvas das abelhas sao
alimentadas com uma mistura de pdlen e néctar. Essa alimentacéo é crucial para o
desenvolvimento saudavel da prole e, consequentemente, para a saude e
sobrevivéncia da colmeia. A coleta do néctar e do pdlen sédo atividades com alta
especificidade, uma vez que as abelhas podem selecionar, por meio dos sentidos, as
plantas com melhores substratos para a producao de mel. O mel é a principal fonte
de alimento das abelhas adultas e um produto altamente valorizado pelos seres
humanos (COSTA; OLIVEIRA, 2014). Dessa forma, podemos entender a importancia

T Colony Collapse Disorder € um fendmeno anormal que ocorre quando a maioria das abelhas
operarias de uma colénia desaparecem e deixam a rainha.
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das abelhas para a manutencao da biodiversidade e da saude do ecossistema todo.
Sem as abelhas para polinizar as plantas, muitas espécies de plantas florescentes
seriam incapazes de produzir frutos e sementes, o que afetaria a sobrevivéncia de
outras espécies de animais e plantas que dependem desses frutos e sementes para

se alimentar e se reproduzir (IPBES, 2019).

Figura 1 - Abelha Apis Mellifera

Fonte: Menezes (2020).
Figura 2 - Diversificagdo de abelhas-sem-ferrao

** (A) Mandagaia; (B) Jatai; (C) Manduri; (D) Urugu Amarela; (E) Tubuna
Fonte: adaptado de Manara (2013).
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2. MEL

2.1 DEFINIGAO E COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA

Segundo a legislagao brasileira, o mel € um produto alimenticio produzido pelas
abelhas Apis mellifera a partir do néctar das flores ou secrec¢des de partes vivas das
plantas. As abelhas coletam o néctar e, com suas préprias substancias especificas,
transformam em mel, sendo armazenado e maturado nos favos da colmeia. O sabor,
aroma, textura e cor do mel variam de acordo com sua origem botanica (BALL, 2007,
CRANE, 1983; BRASIL, 2000).

A maturagdo do néctar em mel ocorre por dois processos: a inversao da
sacarose em glicose e frutose e a evaporagao do excesso de agua. Esse processo de
conversado do néctar salivado em mel leva de 1 a 3 dias. As abelhas adicionam o
néctar nas células individuais do favo de mel até que a camara esteja cheia, em
seguida, tapam-a com cera recém-produzida (BALL, 2007; CRANE, 1983).

Segundo a Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentagao e Agricultura
(FAO), a producdo de mel € uma atividade importante para a subsisténcia de muitas
comunidades rurais em todo o mundo. Além disso, a produ¢ao de mel pode gerar
renda e emprego em areas rurais e contribuir para a conservagao da biodiversidade.
A FAO afirma que “o mel € um produto natural que pode ser produzido com baixo
custo e alto valor agregado” (FAO, 2015).

De acordo com Camargo et al., (2013) o processamento do mel envolve
diversas etapas, que variam conforme o método utilizado e o objetivo final do
processamento. As principais etapas incluem:

Colheita: O mel é colhido diretamente das colmeias, utilizando-se técnicas que
minimizem o estresse das abelhas e evitem a contaminagdo do mel por sujeiras ou
detritos.

Extracdo: O mel é retirado dos favos por meio de processos mecanicos, como
a centrifugacdo, ou por métodos manuais, como a raspagem. Nesta etapa, é
importante serem utilizados equipamentos e materiais limpos e adequados para evitar
a contaminacao do mel.

Filtragcdo: O mel extraido é filtrado para remover impurezas e detritos, como
cera, polen, fragmentos de abelhas e outros residuos. A filtragdo pode ser feita por
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meio de filtros de malha fina ou por processos de decantagéo.

Maturagcdo: O mel é deixado em repouso por alguns dias para ocorrer a
maturacdo natural, ou seja, a evaporagao do excesso de agua e a transformacéo do
agucar em formas mais estaveis, como a glicose e a frutose.

Envase: Apo6s a maturagdo, o mel € envasado em recipientes limpos e
adequados, como potes de vidro ou plastico, seguindo as normas de seguranga e
higiene alimentar. E importante destacar que o processamento do mel deve ser feito
de forma cuidadosa e responsavel, para garantir a qualidade e seguranga do produto
final.

O mel pode ser classificado segundo a sua origem e existem dois tipos
principais de mel, caracterizados pela fonte botanica utilizada pela sintese: mel de
florada é produzido a partir do néctar de flores e 0 mel de melato, de todas as partes
vivas de plantas que nao sejam flores ou de secrecao de insetos sugadores de plantas
(SIDDIQUI et al., 2017).

O mel é um produto complexo de alta qualidade, de facil digestéo e assimilagao,
constituindo-se numa fonte de energia que contribui para o equilibrio dos processos
biolégicos por conter, em propor¢cdes adequadas, fermentos, vitaminas, acidos,
aminoacidos, substancias bactericidas e aromaticas (KOMATSU, MARCHINI e

MORETI, 2002). A Tabela 1 apresenta a composigao basica de méis de Apis mellifera.

Tabela 1- Composicao basica de mel de Apis mellifera

Componentes Valores Médios Valores extremos
Agua (%) 17,20 13,40-23,90
Frutose (%) 38,20 27,20-44,30
Glicose (%) 31,30 22,00-40,80
Sacarose (%) 1,31 0,35-7,57
Maltose (%) 7,31 2,74 - 16,00
Polissacarideos (%) 1,50 0,13 - 8,49
Nitrogénio (%) 0,04 0,00- 0,13
Minerais (%) 0,17 0,02-1,03
Acidos livres (mEq kg ) 22,00 6,75 - 47,20
Lactonas (meq kg ') 7,11 0,00 - 18,80
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Acidos totais (mEq kg ) 29,10 8,68 - 59,50
pH 3,91 3,42 -6,10
indice de diastase (U/g) * 20,80 2,10-61,20

Fonte: Adaptado de Campos et al., (1987).

Os carboidratos presentes no mel representam a maior por¢cao de matéria seca,
sendo eles os principais responsaveis pela qualidade e propriedades fisicas do mel,
como, por exemplo, viscosidade, higroscopicidade, tendéncias a cristalizagdo. Além
de influenciarem em caracteristicas como valor energético e atividade antibacteriana
(CRANE, 1975; WHITE, 1979).

A glicose é o monossacarideo responsavel pela cristalizagdo do mel. A
consequéncia dessa precipitagdo da glicose € o aumento do teor de umidade,
permitindo a multiplicagao das leveduras osmofilicas presentes naturalmente no mel,
levando a fermentacdo do produto. Méis com elevados teores de frutose e baixos
teores de glicose sdo menos suscetiveis a cristalizagdo, fenébmeno este que diminui a
aceitacado do mel pelos consumidores (MOREIRA e MARIA, 2001).

O teor de umidade é uma caracteristica importante dos méis, influenciando em
aspectos como viscosidade, maturidade, sabor e susceptibilidade ao ataque de
microorganismos. Os méis de abelha-sem-ferrdo possuem maior teor de umidade se
comparadas as abelhas Apis mellifera, portanto o mel dessa espécie € um produto
menos viscoso e de cristalizagdo mais lenta (SIDDIQUI et al., 2017).

O teor de proteina e aminoacidos em meéis variam conforme a espécie de
abelha, origem botanica e geografica. A proteina presente nos méis é atribuida as
fontes animais e vegetais dos fluidos e as secregdes de néctar das glandulas salivares
e faringe. Estima-se que a quantidade de aminoacidos produzidos por uma abelha
varia de 10 a 200 mg/100g, sendo a prolina o principal correspondente, cerca de 50%
dos aminoéacidos (ESCUREDO et al., 2013; SILVA et al., 2016).

O conteudo de vitaminas e minerais nos méis é variavel, e também depende
das fontes botanicas. O potassio é o principal mineral encontrado, e corresponde a
uma grande parte do total dos minerais presentes (263,0 - 4980 ug g). Diferente dos
minerais, as vitaminas encontram-se em pequenas quantidades nos méis, sendo
encontradas as vitaminas do complexo B, tiamina (B1), riboflavina (B2), acido
nicotinico (B3), acido pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B8, B7) e acido folico

(B9) e a vitamina C. Estas vitaminas sao provenientes dos grdos de podlen em
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suspensao sendo preservadas devido ao baixo pH apresentado pelo mel (SILVA et
al., 2016; BILUCA et al., 2017).

A qualidade do mel é determinada pelas suas propriedades sensoriais e fisico-
quimicas, avaliadas por meio de parametros estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) através da Instrugdo Normativa n.® 11,
de 20 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000), que estabelece padrdes relacionados a
maturidade, pureza, deterioragcdo do mel incluindo valores de pH, umidade, agucares,
minerais, cinzas, HMF, condutividade elétrica, acidez e atividade diastatica, conforme
a Tabela 2. Esses valores da legislagdo contemplam apenas mel de abelhas Apis

melifera.

Tabela 2 - Parametros de identidade e qualidade do mel de Apis melifera

Parametros Fisico-Quimicos Limite de Detecgao
Acucares Redutores (%) > 65,0
Umidade (%) < 20,0
Sacarose Aparente (%) <6,0
Solidos Insoluveis (%) <0,1

Sais Minerais (CINZAS) <0,6

Acidez (mEq kg ") < 50,0
Atividade Diastasica (EG) > 8,0

HMF (mg kg ") < 60,0

Fonte: Brasil (2000).

O mel produzido pelas espécies dos meliponineos diferem se comparados aos
meéis da espécie de Apis mellifera, sendo a principal caracteristica a diferenciacdo nos
teores da sua composic¢ao, destacando-se o teor de agua, que o torna menos viscoso
que o mel das abelhas africanizadas, a Tabela 3 apresenta a comparagao de
compostos nutricionais presente em méis de abelha-sem-ferrao e Apis mellifera. A cor
varia do quase transparente ao &mbar escuro e o gosto e niveis de agucar dependem
da espécie, da época, da regido e principalmente, da florada (JUST, S e NESPOLO,
C., 2010).
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Tabela 3 - Comparacado de compostos nutricionais em méis de abelhas-sem-
ferrdo e Apis mellifera

Analises Abelhas-sem-ferrao Apis mellifera
Umidade (g 100g™") 13,3 -56,3 15,0- 19,4
%arboidratos (g 100g 50.0-98.8 77.6 - 86,2
Proteinas (mg/q) 0,12-31 0,02 -1,8
Lipidios (g 100g ) <0,0-0,15 0,02 - 0,04
Sadio (ug/g) 12,7 - 216,0 251,3-453,5
Potassio(ug/g) 263,0 - 4980 172,5 - 976,75
Calcio (ug/g) 88,7 - 138,0 113,8 - 221,1
Magnésio (ug/g) 25,9-231,0 37,3-78,1
Compostos fendlicos

(mg g 100" 1,3 -5279,0 26,0 - 618,1

Flavonoides totais
(mg EQ g 100 -1 1,9 - 5490,0 0,2 -87,3

Fonte: AVILA et al., 2018

A apicultura e a meliponicultura desempenham diversas fungdes que
contribuem para o bem-estar da sociedade. Esta atividade pode desempenhar um
papel econdmico essencial, criando uma vantagem competitiva através da inovagao
e melhorando o equilibrio comercial. Além disso, criam bem-estar para as
comunidades, fornecendo produtos que melhoram a saude da populagao e proventos
decentes para os agricultores (MENEZES, 2020)

A atividade de producdo de mel no Brasil desempenha um papel crucial no
fornecimento de emprego e renda para muitas familias, especialmente em areas
rurais. De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a producao de mel no pais cresceu cerca de 2% entre 2019 e 2020, totalizando 44,9
mil toneladas no ultimo ano (IBGE, 2021).

No ano de 2021, o IBGE estimou que a producdao de mel no Brasil foi de
aproximadamente 51,5 mil toneladas, representando um aumento de cerca de 12,5%
em comparagao ao ano anterior. A exportagdo do mel também aumentou em torno de
52,2% em relacédo a 2019, sendo que o mercado norte-americano € o principal destino
dessas exportacdes. Os maiores produtores de mel no Brasil estdo localizados na

regido sul do pais, responsaveis por cerca de 38% da produgéo total. Os estados do
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Parana, Rio Grande do Sul, Piaui, Bahia e Sdo Paulo sédo os maiores produtores de
mel no pais, segundo o IBGE. Em 2020, foram registrados 3.959 municipios com
alguma producao de mel (IBGE, 2021).

O mel brasileiro € conhecido por sua alta qualidade e sabor, sendo exportado
para diversos paises ao redor do mundo. Conforme o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em 2020, o Brasil exportou cerca de 21,6 mil
toneladas de mel, gerando uma receita de US$56,5 milhdes. Os principais destinos
das exportacdes brasileiras de mel sdo Estados Unidos, Alemanha, Japao e Reino
Unido.

Além disso, a producédo de mel de abelhas-sem-ferrdo € uma atividade muito
valorizada no Brasil, devido ao sabor e as propriedades nutricionais desse tipo de mel.
As abelhas-sem-ferrdo nativas do Brasil sdo criadas em colmeias especiais,
chamadas de meliponarios. A producdo de mel de abelhas-sem-ferrao € uma
atividade importante para comunidades tradicionais, que utilizam o mel tanto para
consumo proprio quanto para venda (MENEZES, 2020).

Apesar de ser uma atividade importante, a produ¢ao de mel no Brasil enfrenta
alguns desafios, como a falta de incentivos governamentais e a baixa tecnificagao da
apicultura e meliponicultura em algumas regides. No entanto, a produgdo de mel
continua sendo uma importante fonte de renda e alimento para muitas familias
brasileiras (MENEZES, 2020).

2.1 FUNCIONALIDADES DO MEL

2.1.1 Propriedades Antioxidantes

Atividade antioxidante e capacidade antioxidante sdo termos que expressam
propriedades diferentes em relagdo a algum composto bioativo, embora algumas
vezes sejam reportadas como a mesma propriedade. A atividade antioxidante esta
relacionada a cinética de acao antioxidante na eliminacédo de espécies reativas, sendo
geralmente expressa como taxa de reagdo ou porcentagem de eliminagdo de um

determinado radical livre numa determinada unidade de tempo. Ja a capacidade
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antioxidante determina a eficiéncia de conversao termodindmica de espécies reativas
por antioxidantes, como, por exemplo, a quantidade de matéria de uma espécie
reativa (radicais livres) eliminados por um mol de antioxidante num dado periodo fixo
(OZYUREK et al., 2011).

A protecdo contra radicais livres pode ser aumentada pela ingestdo de
antioxidantes na dieta. Um antioxidante € uma substancia que pode interferir em ciclos
oxidativos para inibir ou retardar danos oxidativos em biomoléculas. Essas
substancias podem interagir, com seguranc¢a, com radicais livres e terminam a reagéo
em cadeia antes de danificar moléculas vitais, utilizando diversos mecanismos: (a)
eliminacao de espécies que iniciam a peroxidagao, (b) quelacdo de metais para
impedir a geracao de espécies reativas ou decomposi¢cao de peroxidos, (c) interagao
com.O, — para a prevencgao da formagao de peroxidos, (d) interrupgao da reagao em
cadeia auto-oxidativa, e/ou (e) reducdo de concentracbes de O, localizadas
(SHAHIDI; ZHONG, 2015).

O mel é um produto que contém compostos que exercem esse papel de agente
antioxidante, como os flavonoides e compostos fendlicos. Nos ultimos anos houve um
aumento expressivo no interesse por parte de varios pesquisadores nas propriedades
antioxidantes de diversos compostos presentes em diferentes matrizes alimentares,
dentre eles o mel (SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Considerando que as plantas polinizadas pelas abelhas produzem néctar e
esses sao utilizados para producao de mel, sabe-se que € possivel que os compostos
bioativos sintetizados pelas plantas e assim presentes no néctar, podem ser
transferidos ao mel (KUCUK et al., 2007; BERTONCELJ et al., 2011). O perfil e a
quantidade destes compostos no mel sdao dependentes de fatores como espécie da
planta fornecedora do néctar, condigdes climaticas e geograficas. Dessa forma,
espera-se que meéis oriundos de diferentes localidades apresentem atividade
antioxidante diferentes (SILICI; SAGDIC; EKICI, 2010).

Os flavonoides e os compostos fendlicos participam da atividade antioxidante
do mel, juntamente com uma variedade de compostos nitrogenados (alcaléides,
aminoacidos e aminas), carotenoides e vitamina C, sendo amplamente conhecidos
por tal atividade (GUTIERREZ et al., 2008; KUMUL et al., 2015; VIT et al., 2008).

As propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos estao relacionadas com a
atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio, que por sua

vez, depende da sua estrutura quimica, podendo ser determinada pela acdo da
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molécula como agente redutor (RICE-EVANS et al., 1996). Flavonoides ou
bioflavonoides, incluindo flavondis, flavononas, flavonas, isoflavonas e antocianinas,
sao polifendis bioativos naturais também denominados suplementos dietéticos que
promovem a saude agindo na preveng¢ao de doengas como o cancer. Além disso, o0s
flavonoides sdo compostos extremamente seguros e de baixa toxicidade, o que os
torna excelentes agentes quimiopreventivos (MIDDLETON; KANDASWAMI;
THEOHARIDES, 2000; MOON; WANG; MORRIS, 2006). Sakika et al., (2021),
avaliaram propriedades antioxidantes em sete amostras diferentes de mel de abelha-
sem-ferrao de diferentes origens botanica e geograficas da Turquia e avaliaram os
conteudos de fendlicos totais e as propriedades antioxidantes por DPPH, FRAP e
ABTS e determinaram o perfil dos antioxidantes presentes nos méis estudados. O mel
de origem de pinus apresentou maior conteudo fendlico e propriedades antioxidantes,
o estudo mostrou haver relagéao direta quanto a origem floral dos méis e o conteudo

fendlico e as propriedades antioxidantes.

2.1.2 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do mel & resultante da sua prépria composicao,
fazendo sua microbiota ser composta por um numero pequeno e uma variedade
limitada de microrganismos capazes de se desenvolver em sua matriz. Fatores, como
alta osmolaridade, resultante se sua alta concentragdo de agucares, presenca de
peréxido de hidrogénio (H,O.,), ja considerado por diversos autores como seu principal
componente antimicrobiano; compostos fendlicos, baixo pH e baixa atividade de agua
sdo relacionados a atividade antimicrobiana do mel (ADAMS; MANLEY-HARRIS;
MOLAN, 2009; KARASAWA et al., 2017).

Rosli et., al 2020, testaram a capacidade antimicrobiana em mel de oito
espécies de abelha-sem-ferrao, o mel de Homotrigona fimbriata apresentou a maior
atividade antimicrobiana com inibicao contra cinco bactérias; Serratia marcescens,
Escherichia coli , Bacillus subtilis , Alcaligenes faecalis e Staphylococcus aureus, e
foram identificados através de sequenciamento genético 8 filamentos bacterianos, 71
familias, 155 géneros e 70 espécies e verificaram que Lactobacillus malefermentans
pode servir como a bactéria dominante nativa do mel produzido por abelhas-sem-

ferrao devido a sua presenca consistentemente dominante em todas as oito espécies
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de abelhas-sem-ferrao.

Avila et, al 2019, avaliaram a atividade antimicrobiana em trinta e duas
amostras de mel do Estado do Parana de quatro espécies de abelhas nativas sem
ferrdo, contra seis espécies de bactérias diferentes trés Gram-negativas (Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium), trés Gram-positivos
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus) e um fungo
(Candida albicans). E foi verificado que os méis inibiram todos os microrganismos,
sendo mais eficaz contra as bactérias Gram-negativas em comparacédo das Gram-
positivas, os autores relatam que as propriedades antimicrobianas estao
correlacionadas com o teor de polifendis e o baixo pH.

O mel tem um forte efeito antimicrobiano contra microrganismos patogénicos e
nao patogénicos, mesmo contra aqueles que desenvolveram resisténcia a muitos
antibidticos, este efeito pode ser bacteriostatico ou bactericida, dependendo da
concentracao de mel utilizada (ABESHU; GELETA, 2016).

Silva et al., (2022) avaliaram a atividade antimicrobiana em duas amostras de
mel de Melipona quadrifasciata com a utilizacdo de seis métodos de conservagao
diferente para as amostras inibiram o crescimento dos microrganismos S. aureus, C.
albicans, Salmonella typhimurium e E. coli. E no estudo foi possivel verificar que
diferentes tratamentos em comparacdo ao mel fresco, possuem um menor efeito
inibitério, sendo necessario aumento de duas a quatro concentragcdes de mel para
total inibicdo das cepas bacterianas, assim as amostras frescas apresentam atividade
microbiolégicas mais altas, dessa forma a inibicdo pode indicar atividade antagbnica
das espécies microbianas no mel em vez da atividade antimicrobiana.

Nishio et al. (2016) verificaram que o mel das espécies sem ferrdo
Scaptotrigona bipunctata e S. postica apresentaram atividade antimicrobiana contra
diferentes microrganismos Gram positivos e Gram negativos, incluindo duas cepas de
Staphylococcus aureus resistentes ao antibiético meticilina e também o S. mutans.
Todos os microrganismos foram inibidos na presencga dos dois méis, sendo que de
forma isolada os microrganismos mostraram-se mais sensiveis ao mel de
Scaptotrigona bipunctata.

Chan-Rodriguez et al. (2012) ao comparar a atividade antimicrobiana do mel
de Melipona beechei com o mel de Apis mellifera contra bactérias Gram positivas
(Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e uma Gram negativa (Escherichia

coli) verificaram que o mel de M. beecheii apresentou maior eficacia na inibicao de
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todos os microrganismos testados, principalmente contra as cepas clinicamente
isoladas. Segundo Temaru et al. (2007), as bactérias Gram positivas sdo mais
sensiveis a agentes antimicrobianos do que as Gram negativas. Isso ocorre por nao
apresentarem uma camada composta de lipopolissacarideos, presente nas Gram

negativas, o que as tornam mais susceptiveis a agado dos compostos bioativos.

2.1.3 Atividade Prebiotica

A microbiota intestinal desempenha papel extremamente importante na saude,
auxiliando no processo de digestao, sintetizando vitaminas e estimulando o sistema
imunoloégico. A funcédo da microbiota esta diretamente relacionada com a dieta, uma
vez que, interrupgdes nas relagdes simbioticas na microbiota, conhecidas como
disbiose, podem resultar no desenvolvimento e progressido de diversas doencgas
(BARBOSA et al., 2010; ILSI, 2014).

O consumo de mel tem sido relacionado com a saude intestinal e a promocéao
de uma microbiota saudavel. De acordo com um estudo publicado no Journal of
Agricultural and Food Chemistry, o mel possui compostos prebidticos, como os
oligossacarideos, que estimulam o crescimento de bactérias benéficas no intestino
humano (MOLAN, 2011).

Outra pesquisa realizada na Universidade de Tecnologia de Wroclaw, na
Poldnia, encontrou uma relacao positiva entre o consumo de mel e a diversidade da
microbiota intestinal em humanos. O estudo mostrou que o mel pode contribuir para a
melhoria da saude gastrointestinal, além de apresentar propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias (KASPROWICZ et al., 2020).

Além disso, um estudo em animais publicado na revista cientifica BMC
Complementary and Alternative Medicine verificou que o consumo de mel pode
melhorar a composigdo da microbiota intestinal e reduzir a inflamagado em ratos
diabéticos. Esses estudos sugerem que o consumo regular de mel pode ser benéfico
para a saude intestinal e contribuir para a manutencdo de uma microbiota saudavel, o
que pode ter implicagbes positivas para a saude geral do organismo (Erejuwa et al.,
2017).

Os prebidticos sdo estudados por diferentes técnicas com base em trés

principais aspectos: digestao, fermentacao e o tipo de analise. Para que um prebidtico
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seja apropriado, € necessario que a nao digestibilidade seja testada. Deve ser
resistente a acidez gastrica, hidrolise por enzimas e absorgao gastrointestinal, além
de observar a estimulacdo de bactérias benéficas (BAJURY et al., 2017).

A primeira etapa consiste em simular o processo de digestdo dos prebibticos
por metodologias in vivo e in vitro, e o principal objetivo é imitar o trato digestivo
humano em diferentes estagios da digestao (GARCIA-MAZCORRO et al. 2017).

A segunda etapa, consiste em fermentacdo dos compostos prebidticos pela
microbiota intestinal, e ela pode ser testada no sistema in vivo e in vitro. Os processos
in vitro sao utilizados o sistema de lote de metodologia € utilizado um sistema continuo
baseados em pH, onde o pH do fermentador é mantido de acordo com o nivel
apropriado, aplicando a técnica de producéo de gas nessas fermentacdes (VALDES-
VARELA et al. 2017).

A etapa final € uma analise de acidos graxos de cadeia curta (SCFs), que sao
produzidos a partir da fermentacao de carboidratos pela microbiota intestinal e um
aumento nos microrganismos intestinais, que pode ser feito por varias estratégias
(ARYANTINI et al. 2017).

Leite et al (2000), avaliaram quatorze méis de abelha de Apis Melifera do Brasil
e quantificaram diferentes carboidratos, entre eles os dissacarideos e trissacarideos
(turanose, nigerose, melibiose, sacarose e isomaltose) e quatro trissacarideos
(maltotriose, panose, melezitose e rafinose). O potencial prebidtico em mel de melada
de Apis meliferafoi avaliado por Sanz et al (2005), em duas regides da Espanha
através de um sistema de fermentacao in vitro, demonstrou um aumento na populagao
de bifidobacterias e lactobacilos apds os ensaios. Macedo et al (2008), avaliaram o
potencial prebidtico do mel de abelha Apis mellifera sobre crescimento e a viabilidade
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp em bebida lactea fermentada durante um
periodo de estocagem de 46 dias e verificaram que houve resultado significativo para
o0 aumento das bactérias do género Bifidobacterium spp.

Ja Melo et al. (2020) em seu estudo, avaliaram o potencial prebiético em quatro
espécies de méis de abelha-sem-ferrao (Juazeiro, Jurema branca, Jandaira e Urugu)
do semi-arido nordestino brasileiro com cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium. E
verificaram que juazeiro e jandaira apresentaram maiores potenciais prebioticos.

Um estudo realizado em 2017 avaliou a atividade prebidtica dos méis de jatai
e urucu em culturas de bactérias intestinais. Os resultados mostraram que ambos os

meéis apresentaram efeito prebidtico, estimulando o crescimento de bactérias
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benéficas como Bifidobacterium e Lactobacillus. Os pesquisadores concluiram que os
méis de abelha-sem-ferrdo podem ser considerados fontes alternativas de prebidticos
naturais (TAKAKURA et al., 2017).
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FUNCIONALIDADES EM MEIS DE ABELHA-SEM-FERRAO DE REGIOES DO
PARANA, FRENTE A SUA COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA,
ANTIOXIDANTE E POTENCIAL PREBIOTICO
FUNCTIONALITIES IN STINGLESS BEE HONEY FROM REGIONS OF PARANA,
REGARDING ITS CHEMICAL COMPOSITION, ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT
ACTIVITIES, AND PREBIOTIC POTENTIAL.
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Highlights

e (epas probidticas de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium exibiram crescimento
distinto; suplementacdo com méis TB. S e BR. S resultou em resultados semelhantes os grupos
controles, frutooligossacarideo e glicose: 7,57 € 7,55 log UFC mL™".

e FT-MIR revelou multiplas bandas indicativas de componentes no mel; deconvolugao espectral
identificou agucares especificos (glicose, frutose, sacarose) pela regido 1104-950 cm™.

e Os méis inibiram o cepas de E.coli, Salmonella, Staphylococcus aureus Menor efeito inibitorio
foi a amostra TB. S que apresentou cerca de 6,25% de inibicdo em cepas de E.coli, Salmonella,
Staphylococcus aureus.

Resumo

O objetivo deste estudo consistiu em investigar a atividade antioxidante, a atividade antimicrobiana e o
potencial efeito prebiodtico, além de realizar a caracteriza¢do fisico-quimica e analise dos grupos
funcionais por meio da espectroscopia FT-MIR em seis variedades de mel provenientes de diversas
regides do Estado do Parana. Essas variedades incluiram Tetragona clavipes, Tetragonisca angustula,
Scaptotrigona bipunctata e Melipona quadrifasciata, todas coletadas no ano de 2021. Analises fisico-
quimicas foram conduzidas para avaliar parametros como agtcar redutor, sélidos soluveis (°BRIX),
cinzas, acidez livre, pH, Hidroximetilfurfural (HMF), atividade de agua (Aw) e cor, repetidas trés vezes.
Os dados foram submetidos & analise de variancia. A analise de componentes principais (PCA) foi

empregada para reduzir a dimensionalidade dos dados obtidos durante a caracterizagdo dos agucares por
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FT-MIR. Para avaliar os potenciais efeitos prebioticos dos méis, foram utilizadas cepas probioticas de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium, cultivadas em meios de cultura De Man, Rogosa and
Sharpe (MRS) e (MRS +Cisteina), contendo diferentes fontes de mel. Glicose e frutooligossacarideo
(FOS) como controle positivo. Os resultados revelaram que os méis de abelhas-sem-ferrao apresentaram
variagdes nos teores de agucar redutor, com valores variando de 59,26% a 72,76%, ¢ 26,27 a 69,03
°Brix. As amostras também exibiram variagdes nos teores de cinzas, acidez livre, pH, HMF e atividade
de 4gua, com valores entre 0 ¢ 0,2 g por 100 g, 69,39 a 205,4 mEq kg !, 3,48 a 4,70, 7,45 a 23,42 mg
Kg !, e0,72 a 0,88, respectivamente. As amostras também apresentaram uma variedade de tonalidades,
indo de ambar a &mbar escuro. As analises demonstraram que os caldos suplementados com os méis das
variedades Tubuna da regido de Sdo José dos Pinhais (TB.S) e Bora da mesma regido (BR.S)
apresentaram resultados semelhantes em comparagdo com glicose ¢ FOS, com valores de 7,57 ¢ 7,55
log UFC mL'. A capacidade antioxidante in vitro, apresentaram valores de percentual de inibigao
(RAS) pelo método ABTSe+ variando de 54,28% a 82,29% e valores FRAP na faixa de 2669 a 3992
umol Fe?*/g de mel. O teor de compostos fendlicos totais variou entre 481 a 1089 mg por 100 g! de
mel. A analise de agucares por espectroscopia FT-MIR indicou a presenca de glicose, sacarose e frutose
nas amostras, com caracteristicas espectrais identificadas nas faixas de nimeros de onda entre 1104 ¢
950 cm '. A analise antimicrobiana evidenciou sensibilidade das cepas patogénicas testadas, com
valores de Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) variando de 6,25% a 70% da concentra¢dao dos méis.
Em conclusao, este estudo destacou que os méis de abelhas-sem-ferrdo exibiram efeitos estimulantes no
crescimento das cepas probioticas avaliadas, com resultados favordveis comparaveis as fontes
tradicionais de prebioticos, como FOS e glicose.

Palavras-chave: abelhas-sem-ferrao, atividade antioxidante, efeito prebidtico, analise de agtcares,
espectroscopia FT-MIR, atividade antimicrobiana.

Abstract

O objective of this study was to investigate the antioxidant activity, antimicrobial activity, and potential
prebiotic effects, as well as to perform the physicochemical characterization and functional group
analysis using FT-MIR spectroscopy on six varieties of honey from different regions in the State of
Parana. These varieties included Tetragona clavipes, Tetragonisca angustula, Scaptotrigona
bipunctata, and Melipona quadrifasciata, all collected in the year 2021. Physicochemical analyses were
conducted to assess parameters such as reducing sugar, soluble solids (°BRIX), ash content, free acidity,
pH, Hydroxymethylfurfural (HMF), water activity (Aw), and color, with each analysis repeated three
times. The data were subjected to analysis of variance, and potential correlations between the
physicochemical parameters and antioxidant properties were investigated using Pearson's correlation
coefficient (r), with a significance level of (p < 0.05). Principal Component Analysis (PCA) was
employed to reduce the dimensionality of the data collected during the characterization of sugars by FT-

MIR. To evaluate the potential prebiotic effects of the honeys, probiotic strains of Lactobacillus
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acidophilus and Bifidobacterium were used, cultured in De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) and De
Man, Rogosa and Sharpe (MRS + Cysteine) media containing different sources of honey. Glucose and
fructooligosaccharide (FOS) were used as positive controls.The results revealed that stingless bee
honeys exhibited variations in reducing sugar content, with values ranging from 59.26% to 72.76%, and
soluble solids within the range of 26.27 to 69.03 °Brix. The samples also displayed variations in ash
content, free acidity, pH, HMF, and water activity, with values between 0 and 0.2 g per 100 g, 69.39 to
205.4 mEq kg !, 3.48 to 4.70, 7.45 to 23.42 mg per Kg !, and 0.72 to 0.88, respectively. The samples
also exhibited a range of colors, from amber to dark amber.The analyses demonstrated that broths
supplemented with honey from the Tubuna variety in the Sao José dos Pinhais region (TB.S) and Bora
in the same region (BR.S) showed similar results compared to glucose and FOS, with values of 7.57 and
7.55 log CFU mL"!. Regarding in vitro antioxidant activity, the results showed inhibition percentages
(RAS) using the ABTS++ method ranging from 54.28% to 82.29%, and FRAP values in the range of
2669 to 3992 umol Fe2+/g of honey. The total phenolic compound content ranged from 481 to 1089 mg
per 100 g of honey. Analysis of sugars using FT-MIR spectroscopy indicated the presence of glucose,
sucrose, and fructose in the samples, with spectral features identified in the wavenumber range of 1104
to 950 cm . Antimicrobial analysis revealed sensitivity of the tested pathogenic strains, with Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) values ranging from 6.25% to 70% of honey concentration. In
conclusion, this study highlighted that stingless bee honeys exhibited stimulatory effects on the growth
of evaluated probiotic strains, with favorable results comparable to traditional sources of prebiotics such
as FOS and glucose. Positive and negative correlations were observed between certain physicochemical
parameters, such as reducing sugar and color, moisture and water activity, acidity and reducing sugar,
and pH and °BRIX. However, no significant correlations were found between physicochemical
parameters and antioxidant activity in the samples, nor between total phenolic content and antioxidant
activity.

Keywords: Stingless bees, antioxidant activity, prebiotic effect, sugar analysis, FT-MIR spectroscopy,

antimicrobial activity.

Introducio

Estima-se que cerca de 75% da produgdo mundial de alimentos depende da polinizagio realizada
por abelhas e outros insetos polinizadores (IPBES, 2016). Sendo que a presenca desde durante o
processo de plantio consegue impactar positivamente na qualidade dos frutos e sementes produzidas
(GARIBALDI et al., 2013).

As abelhas, assim como outros polinizadores sdo fundamentais para a manutengdo da

biodiversidade e da satide dos ecossistemas, promovendo servicos que beneficiam a fauna e a flora
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terrestre (IPBES, 2016).

A Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO) enfatiza a
importancia da polinizagdo para a seguranca alimentar global e para a conservac¢do da biodiversidade
também destaca que a polinizagdo ¢ um servico ecossist€émico ameacgado por fatores como a destruigao
do habitat natural, o uso de agrotdxicos e o impacto das mudangas climaticas. Assim, a organizagdo
recomenda a adogdo de praticas agricolas sustentaveis que promovam a diversidade vegetal e a
preservagao dos polinizadores, destacando a necessidade da conscientizagdo publica sobre a importancia
da polinizagdo para a seguranca alimentar ¢ a conservagao da biodiversidade (FAO, 2014). O Brasil se
destaca na produgdo de abelhas-sem-ferrao devido a grande variedade de espécies encontradas em quase
todas as regides do pais, como Melipona subnitida Duke, Melipona scutellaris Latrelle, Melipona
bicolor, Melipona quadrifasciata Lep, M. marginate, Melipona mondury, Melipona rufiventris, M.
asilvai, Melipona quadrifasciata anthidioides e Melipona compressipes. Algumas espécies de Trigone,
como Scaptotrigona bibpunctata, Tetragonisca angustula e Tetragona clavipes (Biluca et al., 2018;
Oliveira et al., 2017; Avila et al., 2018; Bezerra et al., 2018; Avila et al., 2019; De Melo et al., 2020).

O mel das abelhas nativas sem ferrdo ¢ um produto de valor nutricional e funcional unico, com
caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microbiologicas diferentes do mel de abelha Apis melifera
(Sousa, Souza, et al., 2016). Estudos t€ém demonstrado que os méis de abelha-sem-ferrao possuem
compostos bioativos como flavonoides, compostos fenolicos, enzimas e outras substancias que
conferem atividades biologicas capazes de promover a saide humana (Sousa, Souza, et al., 2016; Biluca
et al., 2017; Oliveira et al., 2017; Avila et al., 2018). Além disso, os méis de abelha-sem-ferrdo
apresentam atividades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatdrias e cicatrizantes (Avila et al.,
2019) Essas propriedades estdo relacionadas com a composicdo quimica do mel, que pode variar
dependendo da espécie de abelha, da floracao das plantas e do ambiente em que sdo produzidos (Biluca
et al., 2017). Ainda, outros estudos demonstraram os efeitos prebioticos in vitro de méis produzidos por
Apis mellifera de flores de trevo nos EUA (Ustunol et al., 2001) bem como em méis monoflorais
produzido por abelhas-sem-ferrdo no semiarido do Nordeste brasileiro (Melo et al., 2020). Os méis de
abelha-sem-ferrdo também apresentam potencial prebidtico, promovendo o crescimento de bactérias
benéficas no intestino, como Lactobacillus ¢ Bifidobacterium. Isso se deve a presenca de
oligossacarideos, que sdo carboidratos nao digeriveis que servem de alimento para as bactérias
probidticas (Avila et al., 2019; Silva et al., 2020).

Quanto ao potencial antioxidante, os méis de abelha-sem-ferrdo possuem alta atividade
antioxidante, devido a presenga de compostos fenolicos como acido cafeico, acido ferulico, acido galico,
quercetina, rutina e naringenina. Esses compostos tém a capacidade de neutralizar os radicais livres,
protegendo as células contra o estresse oxidativo (Oliveira et al., 2017; Biluca et al., 2017).

No que diz respeito a atividade antimicrobiana, os méis de abelha-sem-ferrdo também
apresentam a capacidade de inibir o crescimento de diversas bactérias patogénicas, incluindo

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella. Essa atividade antimicrobiana ¢ atribuida a
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presenca de compostos como o acido fendlico, perdxido de hidrogénio e glicose oxidase (Sousa, Souza,
et al., 2016; Oliveira et al., 2017).

Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi determinar as caracteristicas fisico-quimicas de méis
produzidos por Tetragonisca angustula (Jatai), Tetragona clavipes (Bord), Scaptotrigona bipunctata
(Tubuna), Melipona quadrifasciata (Mandagaia) do Estado do Parand, Brasil, bem como avaliar o
potencial prebiotico, atividades antioxidantes, antimicrobianas e identificagao de agtcares por FT-MIR,

com o objetivo de verificar a presen¢a de grupamentos funcionais presentes nesses méis.

Materiais e métodos

Amostras de mel de abelha-sem-ferrao

O total de seis amostras de mel de abelha-sem-ferrdo avaliadas neste estudo foram coletadas no
ano de 2021 em diferentes regioes no Estado do Parana. A Tabela 1 apresenta locais de coleta, espécie,
denominagdo popular e o codigo adotado no trabalho. Este trabalho faz parte das atividades
desenvolvidas pelo grupo de pesquisa financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), denominado Fermentados, da Universidade Estadual de Londrina. As
amostras foram mantidas a temperatura de -18° C desde a coleta até a execugdo das analises.

Analises dos parametros fisico-quimicos

Devido ao fato de ndo existir ainda uma legislagdo para méis produzidos por meliponineos, as
analises fisico-quimicas foram realizadas com base no que é preconizado para méis de abelha Apis
mellifera (BRASIL, 2000). Estas foram realizadas em triplicata, no Laboratdrio de Analise de Alimentos
e no Laboratério de Microbiologia da Universidade Estatual de Londrina.

Para a determinagdo de acticar redutor, a metodologia adotada foi a partir de Lane-Eyon, com a
utilizacdo do reagente de Fehling (Ial, 2008) e os valores de agucar redutor foram expressos em glicidios
redutores em glicose (%). Para determinar os solidos soluveis, foi utilizado o método 932.12 da
Association of Official Agricultural Chemists (2012), e os valores foram expresos em °Brix. Para
determinagdo do teor de minerais totais, 0 método gravimétrico foi desenvolvido de acordo com os
pardmetros dessa instituicdo e o teor de cinzas foi medido de acordo com a técnica proposta por lal,
(2008). Os resultados foram expressos em g 100g™!. Para determinar o pH e acidez total das amostras,
utilizou-se a metodologia preconizada na AOAC (2012). A acidez do mel foi determinada pela soma da
acidez livre com a acidez lactonica, e os valores foram expressos em mEq kg de mel. O teor de
hidroximetilfurfural (HMF), de acordo com o método proposto no Harmonised Methods of the

International Honey Commission (2002) tiveram os resultados expressos em mg kg! de mel. A cor teve
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os valores expressos em absorbancia e a denominagao pela escala Pfund (AOAC 2012).

Compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante

Compostos fenolicos totais

A metodologia descrita foi aplicada por Singleton para o conteudo de compostos fenolicos totais
(Rossi, 1965). Aliquotas de 100uL. de uma solugdo aquosa de mel 0,2 g mL foram homogeneizadas com
2 mL de agua deionizada e 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu foi transferida para baldo volumétrico
de 10 mL. Posteriormente, foram adicionados 1,5 mL de solugdo de carbonato de sodio 20% (m/v),
mantidas por 2 horas em abrigo da luz e lidas em absorbancia a 764 nm. O contetido de compostos
fenolicos totais foi calculado como equivalente de acido galico por compara¢do com curva padrdo

construida usando acido galico. O resultado foi expresso em mg 100 g!' de mel.

FRAP - capacidade de reducéo férrica

O procedimento usado foi descrito por Benzie e Strain (1996). O reagente de FRAP foi
preparado no momento da analise e consistiu em uma mistura de uma parte de 2,4,6-Tris (2-piridil) -s-
triazin (TPTZ) 10 mmol L' em HCI 40 mmol L, uma parte de FeCl; 20 mmol L' e dez partes de
tampao acetato de sodio 0,3 mmol L', pH 3,6. Aliquotas de 200 uL da solu¢do de mel foram misturadas
com 1,8 mL do reagente de FRAP e deixadas por 10 minutos em banho-maria a 37° C. Em seguida, a
absorbancia foi medida a 593 nm. Uma solugdo aquosa de FeSO. -7 H,O (100 — 1000 pmol L) foi

usada na preparag@o de uma curva padrdo, e os resultados expressos em pmol Fe2+/g de mel.

Sequestro do radical ABTSe+

A capacidade antioxidante frente ao radical Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico (ABTS), foi medido de acordo com Re et., al (1999) com modificagdes. O radical catiénico
ABTS" foi sintetizado pela reagdo de uma solu¢do de ABTS 7 mM com uma solugdo de persulfato de
potassio 2,45 mM. A mistura foi mantida no escuro por 16 horas em temperatura ambiente. A solugdo
de ABTS" foi entdo diluida com agua destilada até atingir a absorbancia de 0,7 a 734 nm. Aliquotas de
2,0 mL da solugdo ABTS" foram aplicadas as solugdes amostrais diluidas em metanol apds o preparo
para atingir concentragdes finais entre 0 ¢ 100 mg mL™'. Apos 10 min, o percentual de inibi¢do foi
calculado para cada concentragdo a 734 nm ¢ o ABTS" potencial de eliminagdo de radicais (RAS) foi

determinado usando a seguinte equacao:
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Equagao 1- Eliminagao de radicais ABTS

Atividade de eliminacio de radicais ABTS (%)

absorbancia controle — absorbancia amostra
= — .100 (1)
absorbancia controle

Caracterizaciio de acucares dos méis por FT-MIR

A caracterizagdo quimica dos méis FT-MIR foi determinada partindo de adaptagdes dos
métodos propostos por Mascareli et al., (2022). Foi utilizado o espectrdmetro FT-IR Shimadzu
IRPrestige-21, equipado com um moédulo IRIS de refletincia total atenuada (ATR) com uma placa de
cristal de diamante (PIKE Technologies). Para determinar os espectros e as amostras, ndo precisaram de
tratamento prévio. As medi¢des foram realizadas em triplicata, utilizando 10 pL de cada amostra,
colocados em contato direto com a area do acessorio ATR. Os parametros de aquisi¢ao de espectros
variaram de 4000 a 500 cm™!, com 64 varreduras e uma resolugdo de 8 cm™'. Antes de cada nova amostra,
os cristais foram limpos com agua ultrapura. Os espectros foram previamente processados no software
IRsolutions (versdo 1.04), com a supressdao da banda do sinal analitico de CO,. Em seguida, os dados

foram exportados para formato ASCII, e as médias das triplicatas foram obtidas.

Avaliacio da atividade antimicrobiana

A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) das amostras de mel foi determinada de acordo com
os métodos Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), seguindo as orientacdes A07-A10 (Helyar
et al., 2010). As cepas utilizadas para avaliacdo do efeito inibitorio foram Salmonella ATCC 13076, E.
colli ATCC 25922 e Stafilococus aureus ATCC 25023.

O teste de CMI foi realizado em placas de 96 pocos de poliestireno, com concentragdes que
variaram de 70 a 6,12% de concentragdo de mel. As cepas bacterianas foram cultivadas a 37°C por 18
horas em caldo de soja triptona. Em seguida, foi feita uma escala de McFarland 0,5 de cada
microrganismo, e 10 pL de cada dilui¢do bacteriana foi adicionado a 100 pL de cada concentragdo de
mel. As placas foram incubadas a 37° C por 24 horas, onde foi verificado se havia turvacao das amostras
contendo os microrganismos patégenos. A CMI foi considerada a menor diluigdo de mel em que o
crescimento microbiano foi completamente inibido, e os resultados foram expressos como porcentagem

da concentragdo de mel que inibiu o crescimento total das bactérias.

Avaliacao do potencial efeito prebiotico do mel
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Cepas bacterianas e preparo do inéculo

Para preparo da cultura dos microrganismos, utilizou-se a metodologia aplicada por Melo et. al
(2019) com modificagdes. Foram utilizadas as cepas liofilizadas de Lactobacillus acidophilus LA-05 e
Bifidobacterium BB-12. Essas cepas foram cultivadas de acordo com as condigdes dos microrganismos
LA-05, em caldo de Man Rogosa e Sharpe (MRS) a 37° C por 24 horas, e para a cultura de BB-12, caldo
MRSC suplementando com cisteina (0,1%) a 37° C por 48 h sob anaerobiose.

Para preparo do inoculo, as células foram colhidas por centrifugacdo (4500 x g, 15 min, 4°C),
lavadas duas vezes com solugdo salina estéril (NaCl 0,85 g 100mL"), ressuspensas no mesmo diluente
e homogeneizadas por 30 s usando um vortice, em seguida foram lidas em densidade optica (OD) a 660

nm.

Crescimento bacteriano nas amostras de méis

A taxa de crescimento dos prebioticos LA-5 ¢ BB-12 nas amostras de mel foi medida
espectrofotometricamente a 660 nm em intervalo de 12 h, usando caldo MRS suplementando com FOS
e glicose como controle. Para o método de contagem em placas, as culturas experimentais e de controle
foram diluidas em &gua destilada 0,1% e plaqueadas em meio de d4gar MRS. O efeito dos méis em LA—
05 ¢ BB-12 foi determinado comparando o nimero de log UFC mL™"' a presenga do mel com aqueles

obtidos nos controles.

Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os dados foram expressos com os valores das
médias + desvio padrdo. As diferengas estatisticas dos méis foram analisadas por ANOVA pelo software
STATISTICA®, seguidos do teste de Tukey com nivel de significancia de p < 0,05. Ademais, possiveis
correlagdes entre os parametros fisico-quimicos e propriedades antioxidantes foram investigadas por
meio do coeficiente de correlagdo de Pearson (7), com nivel de significancia de p < 0,05. Dessa forma,
foi utilizado a analise de componentes principais (PCA) para reduzir a dimensionalidade dos dados

coletados durante as analises de agucares por FT-MIR.

Resultados e discussoes

Analise dos parametros fisico-quimicos

Os resultados obtidos para a caracterizagdo das amostras de méis de abelhas-sem-ferrdo estdo

detalhadamente apresentados na Tabela 2. Observou-se uma diferenca significativa (p < 0,05) entre as



47

médias dos parametros analisados. O teor de agucar redutor exerce um papel crucial na avaliagdo da
qualidade do mel, uma vez que pode ser alvo de adulteracdes através da adi¢do de agticar comercial.
Nas amostras analisadas, a média do teor de aguicar redutor variou de 59,26 a 72,76 %. Cabe destacar
que a quantidade de actcares redutores no mel proveniente de Apis mellifera deve exceder o patamar
minimo de 65% (BRASIL, 2000). Nossos resultados revelam que apenas as amostras TB. S e MC. P
apresentaram valores inferiores a essa norma e esses resultados denota que os méis foram coletados
antes do processo de maturagdo. Em investigacdo conduzida por Nascimento et al. (2015) na cidade de
Guaraquecaba, Parand, os teores de agucar redutor foram entre 66,32% e 75,21%. Similarmente,
Oliveira et al. (2015) constataram, em amostras de mel de abelhas-sem-ferrdo de Paranavai, teores de
agucar redutor variando entre 50% e 60%. No que se refere aos solidos soluveis, os valores identificados
nas amostras variaram entre 26,27 ¢ 69,03 °Bx. O teor de Brix ¢ indicativo de dogura do mel, pode variar
dependendo da floragdo e das condigdes climatica, Em geral, o mel tende a ter um teor de Brix na faixa
de 70 a 80 °Bx, o que indica um alto teor de agucares. Verificou-se que todas as amostras exibiram
diferencas significativas (p < 0,05) entre si. Biluca et al. (2016) encontraram valores distintos em sua
analise de trinta e duas amostras de méis de meliponineos de Florianopolis, Santa Catarina, no periodo
de 2013 a 2015, identificando um valor de 55,2 °Bx para a espécie Scaptotrigona bipunctata. Os so6lidos
soluveis, ao serem considerados, oferecem insights sobre os niveis de acucares, acidos organicos e
minerais. Em méis produzidos por Apis mellifera, os valores de °Bx sao tendencialmente mais elevados
(Meireles e Cangado, 2013).

No que se refere ao teor de cinzas, as amostras exibiram valores que variaram entre 0,00 g 100g”
"de mel JT.S € 0,02 g 100g" de mel BR.S. Esses resultados se assemelham aos resultados obtidos por
Souza et al. (2009) que, ao investigar trinta e trés méis de abelhas-sem-ferrdao no Nordeste brasileiro,
encontrou valores de cinzas entre 0,01g a 0,33g 100g™" de mel, especificamente para a espécie Melipona
quadrifasciata. Nascimento et al. (2015) e Avila et al. (2016) apresentaram valores com teores de
minerais variando entre 0,16g a 0,48g 100g™" de mel, respectivamente, para o mel da espécie Melipona
quadrifasciata. De acordo com a legislacdo brasileira, os méis de Apis mellifera podem conter entre 0,1g
100g™" e 100g de minerais. O teor de cinzas no mel pode sofrer influéncia da origem floral, das condi¢des
ambientais ¢ da higiene durante o processamento (Brasil, 2000). No que concerne ao pH ¢ a acidez,
todas as amostras examinadas exibiram caracteristicas tipicas dos méis de abelhas-sem-ferrdo, com
carater acido e valores de pH variando de 3,48 a 4,70. Valores semelhantes foram registrados em méis
de abelhas-sem-ferrdo da regido de Curitiba, Parand, ¢ da cidade de Guaraquegaba, onde os valores de
pH oscilaram entre 3,50 ¢ 4,08.

Nesse viés, Pires et al. (2020), ao avaliar treze espécies de méis de abelhas-sem-ferrdo da
AmazOnia, constataram variagdes significativas nos valores de pH, variando entre 3,59 e 6,68,
provavelmente decorrentes da influéncia da origem floral dos méis. Nesse contexto, Biluca et al. (2016)
discorrem sobre como a origem floral impacta nos parametros fisico-quimicos dos méis de abelhas-sem-

ferrdo, destacando também a influéncia do néctar, das variagdes na composi¢do do solo, do tipo de
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vegetacdo e da espécie. Quanto a acidez total, as amostras analisadas exibiram valores entre 69,39 mEq
kg! JT. S € 205,49 mEq kg MC. P. A acidez total apresentou ampla variagdo em todas as amostras,
mesmo quando comparadas dentro de uma mesma espécie. Costa dos Santos et al. (2022), ao investigar
os méis produzidos por quatro espécies de abelhas-sem-ferrdo em Santa Catarina, identificaram
resultados similares, com acidez total superando 100 mEq kg™'. Segundo o autor, esse teor elevado de
acidez ¢ influenciado pela presenca de 4cidos orgénicos alifaticos nos méis, sendo que as amostras da
espécie Scaptotrigona bipunctata apresentaram acidez mais acentuada, devido a presenca de acido
acético e acido gluconico. Em trabalhos anteriores, verificaram-se diferentes valores para a acidez total,
como os 34,33 mEq kg! para méis da espécie Cephalotrigona capitata em Guaraquegaba, Parana (Souza
et al., 2009). Os teores de HMF nas amostras analisadas estiveram em conformidade com as diretrizes
estabelecidas (BRASIL, 2000). O teor de HMF nas amostras variaram de 7,45 mg kg a 23,42 mg kg™!.
Em pesquisas conduzidas por Santos et al. (2019) e Lima et al. (2020), amostras de méis de abelhas-
sem-ferrdo coletadas em diferentes regides do Brasil foram avaliadas em relagdo aos niveis de
Hidroximetilfurfural (HMF). Esses estudos revelaram variagdes nos niveis de HMF entre as espécies de
abelhas-sem-ferrdo e as regides de coleta. Santos et al. (2019) constataram niveis de HMF entre 0,08 ¢
14,81 mg kg'!, com niveis mais elevados observados durante a estagdo chuvosa, sugerindo a influéncia
de fatores sazonais e geograficos. Em relagdo a atividade de agua (Aw), as amostras analisadas exibiram
diferencgas significativas entre JT. S e BR. S, variando de 0,727 a 0,888. Avila et al. (2018), ao investigar
sete amostras de méis de Scaptotrigona bipunctata em Mandirituba, Parand, obtiveram resultados
distintos, com valores de Aw variando de 0,77 a 0,87. Ademais, valores similares foram relatados por
Santos et al. (2022), que analisaram doze amostras de méis de abelhas-sem-ferrdo em Santa Catarina,
apresentando valores de Aw entre 0,75 e 0,84. A coloracdo das amostras dos méis variou de 0,410 a
1,110 nm, representando uma tonalidade de dmbar extra claro a ambar claro. Freitas et al. (2022)
obtiveram resultados diferentes, identificando em quinze amostras de mel de abelhas-sem-ferrao do Para

uma variagdo de colora¢do de ambar a &mbar escuro.Das et al., 2015).

Compostos Fenolicos Totais e capacidade antioxidante

Os valores encontrados para o conteudo de compostos fendlicos totais e para a capacidade
antioxidante das amostras de méis podem ser observados na Tabela 2. A capacidade redutora de Folin-
Ciacalteau dos méis de abelha-sem-ferrdo variou de 481 e 1089 mg 100 g sendo que foi observada
diferenca significativa entre as amostras JT.C; JT. Se TB. S, 732, 887 ¢ 481 mg 100 g'!, respectivamente.

Os compostos fenolicos sdo derivados das plantas, € por isso o contetido fendlico presente no
mel ¢ afetado pela fonte do néctar escolhido pelas abelhas e pelas espécies. Valores semelhantes ao
nosso estudo foram encontrados por Biluca et al., (2020) em oito amostras de mel de abelha-sem-ferrao
no Estado de Santa Catarina. Os teores de fenolico variaram entre 10,4 € 57,4 mg 100 g™'. Silva et al

(2016) encontrou valores semelhantes ao estudo e, dessa maneira, o teor dos compostos fenolicos totais



49

variaram de 103 a 980 mg 100 g™ (Biluca et al., 2016). Lopes, Dias € Moreira (2019), determinaram
atividade antioxidante em oito amostras no Estado do Parand ¢ o estudo apontou que o teor dos
compostos fendlicos foi diferente ao encontrado em nosso estudo, em que os valores variaram entre
23,05 € 79,35 mg 100 g para mel da espécie de Jatai (Tetragonisca angustula). Essa variagdo pode
estar relacionada com o periodo de coleta de mel e a fonte floral (NASCIMENTO et al, 2015).

O ensaio de poténcia Antioxidante Redutora Férrica (FRAP) mede a capacidade de converter o
fon férrico em ferroso e as amostras apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre si, variando
entre 2669 ¢ 3992 pmol Fe2+/g de mel. Valores diferentes foram encontrados por Biluca et al., (2016),
em que os valores de FRAP variaram de 61,1 a 624 umol Fe2+/g de mel. Shamsudin et al., (2019),
avaliaram a origem botanica e a espécie da abelha dos méis produzidos por abelha na Malasia e
verificaram que as propriedades antioxidantes desses méis sdo influenciadas por esses parametros.

Os resultados para a analise de antioxidante por ABTS ** apresentaram diferenca estatistica (p
< 0,05), os valores do potencial de redugdo (RAS) variaram de 54,28 a 82,29 % JT.S e BR.S,
respectivamente. Os resultados foram semelhantes ao relatados por Lavinas et al., (2023), no qual a
capacidade de inibi¢do em méis de abelha-sem-ferrdo de diferentes regides do cerrado e mata atlantica
variaram de 37,84% a 54,95%. Majid et al., (2020), ao estudar os méis de abelha-sem-ferrdo na Malasia
exibiram valores de elimina¢do de ABTS™ variando entre 18,77% e 65,02%. Esses valores sio
semelhantes aos obtidos no presente estudo. Poucos estudos demonstraram a capacidade de eliminagdo

de radicais usando ABTS"".

Caracterizacio dos acticares dos méis por FT-MIR

A andlise da composi¢do quimica do mel por meio do espectro FT-MIR ¢ uma ferramenta
altamente eficaz. Diversas bandas sdo identificadas no espectro, cada uma delas associada a diferentes
grupos funcionais e componentes presentes no mel na Tabela 3 e na Figura 1 que apresentam as
principais bandas no espectro das amostras de mel. A absor¢do em 3275 cm™! no espectro infravermelho
do mel esta ligada as vibragoes das ligagoes de hidrogénio em grupos -OH (hidroxilas) e N-H (aminas),
comuns em compostos contendo alcoois e aminas. No mel, essa banda indica a presenga de hidroxilas
em agucares como glicose e frutose, bem como na 4gua. A banda em torno de 2889 cm! est4 associada
as vibragdes de grupos C-H em ligagdes alquil, como as ligagdes CH2 (metileno). Essas vibragdes sdo
caracteristicas de grupos alifaticos presentes principalmente em acidos organicos. Outro pico
significativo aparece em 1524 ¢cm!, correspondente a vibragdo de estiramento da ligagio C-C no anel
furanose dos carboidratos presentes no mel. Esses carboidratos consistem em monossacarideos, como
glicose e frutose, bem como outros aguicares, como sacarose € maltose. Em 1416 cm™' e 1354 cm™,
encontramos bandas relacionadas a vibragao de estiramento C-H em grupos CH3 e CH2 de agucares
presentes em diferentes carboidratos no mel, incluindo glicose e frutose. Esses picos indicam a

quantidade desses aglicares presentes no mel.
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O sinal em 1250 cm™ pode estar relacionado a varias vibragdes de estiramento da ligagdo N-H
em compostos que contém o grupo amida III em aminoacidos. O sinal em 1146 cm™! estd associado ao
estiramento C-O-C em anéis de acticares como a frutose.

A frequéncia em 1022 cm™ apresenta um pico associado ao estiramento C-O em grupos
alcoodlicos (OH) presentes nos agucares do mel. As bandas em frequéncias menores, como 910, 864 ¢
817 cm™! estdo relacionadas a vibragdo de flexdo C-H em grupos CH3 e CH2 presentes nos carboidratos
do mel (Anjos et al., 2015; Gok et al., 2015; Kasprzyk et al., (2018). Com o objetivo de determinar as
caracteristicas especificas presentes nos méis, foi utilizado o método de deconvolugao espectral (figura
2), que tem como objetivo separar as contribui¢des individuais de diferentes componentes do espectro
complexo. A deconvolugdo permitiu discernir os picos caracteristicos associados aos acgucares
especificos. A regido de 1104 a 950 cm! ¢ particularmente interessante para a analise dos aglicares, uma
vez que nesse intervalo podem ser encontradas informagdes sobre as vibragoes moleculares das ligagdes
C-O e C-C em grupos funcionais presentes nos carboidratos. Isso permitiu identificar com maior
precisdo a presenga e proporgdo de aglicares como glicose, frutose e sacarose, fornecendo percepgdes
valiosas sobre a composi¢do quimica do mel (Siddiqui, 1970, Anjos et al., 2015, Kamal, Klein, 2011).

Além disso, a figura 3 apresenta o grafico de Scores da PCA realizado nas amostras, visto que
a andlise de PCA ¢ uma técnica estatistica que visa reduzir a dimensionalidade dos dados, buscando
extrair as principais informagdes a partir das varidveis originais (Andrade et al., 2022). Nesse contexto,
o primeiro componente principal (PC1) foi responséavel por capturar 50,74% da variag@o total dos dados,
enquanto o segundo componente principal (PC2) contribuiu com 27,27% dessa variabilidade. Essas
porcentagens refletem a capacidade dos dois componentes representar o comportamento das amostras.
Ao observar as posigdes relativas das amostras no grafico de dispersdao, podemos identificar grupos
distintos. As amostras JT.C, TB.S ¢ MC.P mostraram similaridades marcantes, com um peso
significativo na direcdo da PCl1. Isso sugere que essas amostras compartilham caracteristicas espectrais
semelhantes, resultando em agrupamento nesse espaco multidimensional. Por outro lado, a amostra
BR.C se destacou por sua posi¢ao diferenciada no grafico, indicando diferengas significativas em
relacdo as outras amostras. A contribui¢do negativa da amostra BR.C na PC2 ¢é notavel, sugerindo que
essa amostra possui caracteristicas espectrais distintas em comparagdo com o grupo formado por JT.C,
TB.S e MC.P. Vale destacar ainda que a amostra JT.C apresentou uma correlagdo inversa com o primeiro
grupo de amostras (JT.C, TB.S ¢ MC.P), manifestando-se por meio de um peso negativo na PC1. Isso
evidencia que a amostra JT.C se relaciona negativamente ao primeiro grupo.

Uma relagdo importante pode ser estabelecida entre o grafico dos Scores de PCA e os Loadings,
na figura 4, que mostram quais regides espectrais influenciaram as amostras de mel a exibirem o
comportamento natural observado. A analise dos Loadings nos fornece uma explicagdo detalhada sobre
quais componentes espectrais estdo associadas ao comportamento observado. No grafico de loadings da
PCA, observamos que na PCI a regido espectral mais proeminente foi em torno de 1022 cm™'. Isso

significa que essa regido, relacionada a presenca de agucares, exerceu uma influéncia significativa sobre
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as diferengas observadas entre as amostras. Essa descoberta ¢ consistente com o comportamento das
amostras no grafico de scores da PCA, em que o primeiro grupo (JT.C, TB.S e MC.P) se agrupou de
forma coesa e apresentou peso positivo na PCl. Isso significa que essas amostras possuem
concentracdes maiores desses acucares. Na PC2, a regido espectral que mais se destacou foi na faixa de
2500 a 3500cm™’. Essa observagdo se alinha com o comportamento das amostras com maior peso na
PC2 no grafico de scores. O mel da espécie BR.C se afastaram do primeiro grupo ao longo da dire¢ao
da PC2, indicando caracteristicas espectrais distintas nessa regido. A influéncia da regido de 2500 a 3500
cm’! relacionada principalmente com a presenga de dgua e acidos organicos € consistente com esse
afastamento observado no grafico de scores, evidenciando que essa faixa espectral tem um papel crucial

na diferenciacdo dessas amostras.

Atividade Antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana dos méis estio descritos na Tabela 4. E possivel
observar que os trés microrganismos avaliados foram sensiveis as seis amostras estudadas, o mel da
espécie de S. bipunctata (TB.S) inibiu o crescimento das cepas em menor concentragdo 6,25%

A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que a agdo antimicrobiana ndo decorre somente
da espécie de abelha sem ferrdo produtora do mel, uma vez que diferentes amostras elaboradas pelo
mesmo meliponineo demonstraram comportamento diferenciado em relagdo ao efeito analisado. Nesse
sentido, a composi¢do quimica particular de cada amostra, bem como os diferentes aspectos que a
influenciam, podem ter desempenhado papel decisivo na atividade bioldgica. Conforme a literatura
(WESTON, 2000), a variacao na agdo antimicrobiana se deve a muitos fatores que afetam a composi¢ao
quimica dos méis, incluindo diferengas no solo e nas condigdes atmosféricas, além das diversas espécies
vegetais que contribuem para a formagao desses produtos.

Nesse viés, Mercés et al., (2013), avaliou a atividade antimicrobiana de diferentes méis de
abelha-sem-ferrdo Melipona asilvai, Melipona quadrifasciata anthidioides, Friseomelita doederleinei,
Tetragonisca angustula e plebeia e verificou que houve inibi¢ao nos patdgenos para S. aureus ¢ E. coli.

Resultados similares foram observados por Batiston et al., (2020), em que méis da espécie T.
Clavipes, M. quadrifasciata apresentaram a mesma porcentagem de inibigdo, cerca de 25%, para os méis
estudados. Ja para os méis de S. bipunctata, os nossos resultados diferem, pois aconteceu a menor
inibi¢do em uma concentragdo de 6,25%. Resultados controversos foram apresentados por Borsato et
al., (2013) em que os méis da espécie S. bipunctata apresentou inibigdo de 3,12%.

Avila et, al (2019) avaliaram atividade antimicrobiana em trinta e duas amostras de mel do
Estado do Parana de quatro espécies de abelhas nativas sem ferrdo, contra seis espécies de bacterianas
diferentes trés Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium),
trés Gram-positivos (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus) e um fungo

(Candida albicans). Diante disso, foi verificado que os méis inibiram todos os microrganismos, sendo
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mais eficaz com as bactérias Gram-negativas em comparacao com as Gram-positivas. Ainda, os autores
relatam que as propriedades antimicrobianas estdo correlacionadas com o teor de polifendis e o baixo

pH.

Efeito do mel de abelha no crescimento de probiodtico

Neste estudo, realizou-se uma comparacao dos efeitos do (FOS), glicose e seis amostras de mel

de abelha-sem-ferrdo para avaliar o potencial probidtico das cepas Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium . Os resultados das alteragdes nas populagdes bacterianas das cepas estdo nas Tabelas
S5ebé.
A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para a cepa de Bifidobacterium durante o tratamento e
verificou-se variagdes significativas no total de bactérias nos caldos adicionados de mel. No tempo
inicial, os caldos suplementados com os diferentes méis BR.S, JT.C, TB.S, MC.P, FOS e glicose ndo
apresentaram diferenca estatistica. O que sugere uma padronizagdo na adi¢ao do indculo para um melhor
resultado apés a fermentagdo.

Durante o periodo de incubagdo de 12 h, observaram-se diferencas estatisticas entre os grupos.
Destacou-se o caldo suplementado com mel de JT.S, que apresentou diferenca significativa (p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle de glicose. No entanto, durante o cultivo de 24 horas, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. No tempo 36 h, o caldo suplementado com mel de TB.S apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle FOS e obteve 7,55 log UFC mL™, elevado em relagdo aos
demais grupos. No periodo final do tratamento, foi observado que os grupos TB.S e BR.S apresentaram
diferenga estatistica (p < 0,05) 7,57 e 7,55 log UFC mL"' respectivamente se comparados aos grupos
suplementados com mel de JT.C, BR.C, MC.P, JT.S, FOS ¢ glicose.

A tabela 6 apresenta os valores de log UFC mL™! obtidos durante o tratamento para a cepa de
Lactobacillus acidophilus. Os grupos ndo apresentaram diferengas significativas nos tempos de
tratamento 0 e 12 h. Durante o tempo de 24 h, foi observado que os meios suplementados com o mel de
JT.C, MC.P e glicose ndo apresentaram diferencga significativa em relagao aos demais grupos. Durante
o tratamento de 36 h, o caldo suplementado de glicose apresentou maior log 7,75. No final das analises,
foi observada diferenga estatistica entre o caldo suplementado com mel de TB.S, Log 7,62, na cepa de
Lactobacillus acidophilus embora ndo tenha atingido os niveis observados para FOS e glicose, que
foram log UFC mL™! .

Os resultados mostraram que tanto Lactobacillus acidophilus quanto Bifidobacterium
apresentaram comportamento de crescimento diferentes em caldos com diversas fontes de carbono
testadas (glicose, FOS, BR. S, BR.C, JT. S, JT.C, TB. S, MC.P). Mas o caldo suplementado com os
méis de TB.S e BR.S, obtiveram maiores valores de log UFC mL"' para a cepa de Bifidobacterium no
final de 48 h de tratamento.

Os oligossacarideos trealose, cellobiose, laminaribiose, maltose, turanose presentes em méis de
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Apis mellifera apresentam potencial atividade prebidtica para cepas de Bifidobacterium e Lactobacillus,
com aproximadamente 8,56 e¢ 8,43 log UFC mL’, respectivamente. O aumento de cepas de
Lactobacillus acidophilus (MTCC 447) e Bifidobacterium (ATCC 700541) foi avaliado em sete méis
de gergelim e verificaram que os caldos que continham o mel como unica fonte de carbono aumentaram
significativamente (p < 0,05) a populacgao bacteriana (Das et al., 2015, Sanz et al., 2005).

O potencial prebiodtico de quatro méis monoflorais de abelha-sem-ferrdo do semidrido brasileiro
frente as Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium apresentaram aproximadamente 8,75 log UFC
mL! e durante o tratamento de 48 horas foi observado diminui¢do do pH durante o tempo de cultivo,
bem como o aumento de acidos organicos, como acido latico e acido acético, considerados principais
produtos metabdlicos finais da fermentacdo de carboidratos (Melo et al., 2020).

Ha evidéncias do potencial prebiotico do mel adicionado em produtos alimenticios, como leite
e iogurte. A viabilidade do mel de Apis mellifera, assa-peixe em cepas de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium e verificaram que as contagens viaveis do leite suplementado com mel, obtive valores
significativos para as cepas analisadas. Caldeira et al., (2018) avaliou a viabilidade de cepas de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium, na producdo de iogurte suplementados com mel de jatai
(Tetragonisca angustula) e mel de Apis mellifera. E determinaram que a adigdo dos méis (10%) obteve
melhores resultados se comparados ao grupo de controle (sem adi¢do de mel) e apresentaram cerca de
log UFC mL"! para os iogurtes suplementados com mel de jatai e 7,84 log UFC mL"' o iogurte

suplementado com mel de Apis mellifera, permanecendo viaveis ap6s 35 dias de armazenamento.

Conclusao

Este estudo abrangeu a caracterizagdo de seis amostras de mel de abelha-sem-ferrdo. E os
resultados mostraram que os méis demonstraram a capacidade de promover o crescimento das cepas
probidticas Bifidobacterium e Lactobacillus acidophilus , em que os méis das espécies de Tetragona
clavipes e Tetragonisca angustula exibiram resultados semelhantes quando comparados a glicose € ao
(FOS) para a cepa probidtica de Bifidobacterium, sugerindo potencial como fontes de prebioticos. A
atividade antimicrobiana também foi constatada, com os méis exibindo propriedades inibitorias contra
cepas de Salmonella, E. coli e Staphylococcus aureus, evidenciando as propriedades antimicrobianas
dos méis de abelhas-sem-ferrao.

Em suma, os resultados obtidos respaldam a consideragdo dos méis de abelhas-sem-ferrdo como
fontes de propriedades antioxidantes, prebidticas e antimicrobianas. Além disso, a analise dos agucares
por espectroscopia FT-MIR ofereceu achados sobre a composi¢ao dos méis, caracterizando a presenga
de glicose, sacarose ¢ frutose, contribuindo para uma compreensdo mais completa de sua composigdo
quimica.

Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo fortalecem a compreensdo de que os méis de

abelha-sem-ferrdo possuem propriedades funcionais. No entanto, para melhor compreender os
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mecanismos subjacentes a essas funcionalidades, sdo necesséarios estudos sobre agdo dos agentes

prebidticos e como eles podem contribuir para beneficios a saude.
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Tabela 1- Identificagdo das amostras dos méis de abelha-sem-ferrao.

Local de coleta Espécie Nomenclatura Codigo das amostras
popular
Séao José Dos Pinhais Tetragona clavipes Bora BR. S
Curiava Tetragona clavipes Bora BR.C
Sao José dos Pinhais Tetragonisca angustula Jatai JT.S
Curiava Tetragonisca angustula Jatai JT.C
Sao José dos Pinhais  Scaptotrigona bipunctata Tubuna TB. S
Prudentopolis Melipona quadrifasciata Mandacaia MC.P
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Tabela 2 - Valores dos parametros Fisico-Quimicos, Atividade Antioxidante e Fenolicos Totais dos méis.

60

Valores Amostras
de
referéncia®
BR.S BR.C JT.S JT.C TB.S MC.P
AR (%) > 65,0 69,31+ 0,24¢ 71,81+0,00° 72,76 £0,14° 71,07 +0,11° 59,26+0,28¢ 62,69+0,00¢
°Brix (%) - 38,73 +1,06¢ 47,13+1,62° 39,36+0,17° 69,03 £0,86° 26,27+0,79¢ 27,02+0,75¢
Cinzas <0,6 0,02+ 0,03° 0,01+0,01%° 0,02+0,02° 0,00+0,022 0,01+0,26*° 0,01+0,17>°
g.100g
Acidez <50,0 123,98+1,41¢ 134,28+0,48° 78,98+1,84°¢ 69,39+2,14" 194,1+2,11° 205,444,322
(mEq/Kg)
pH 3,75+0,01° 3,80+ 0,02° 3,89+0,04° 4,70£0,59? 3,48+ 0,03 3,60+ 0,08°
HMF < 60,0 10,09+ 0,61° 20,67 £0,28 22,59+0,35¢ 22,59+0,59¢ 23,42+1,29¢ 7,45+ 0,01¢
(mg/Kg)
AW - 0,88+ 0,01° 0,78 £0,01° 0,79+0,00¢ 0,72+0,00? 0,84 +0,02° 0,76+0,01¢
Cor P-fund - 0,969 + 0,00° 1,110+0,01? 0,890 + 0,00° 0,858 +0,00¢ 0,410+ 0,01° 0,651 £ 0,00°
635 OD R X X i X X A
Cor Ambar extra- Ambar-escuro Ambar-escuro Ambar Ambar Ambar- claro Ambar
claro a ambar
extra-escuro
Antioxidante e Compostos Fenolicos
Fenolicos 1038+0,04* 1066+0,012 732+0,0¢ 887+ 0,0° 481+ 0,0° 1089+0,012
Totais -
FRAP 2669 +£0,07° 3175+0,012 3208+0,122 3692+0,08* 3992+0,07* 3547+ 0,07°
ABTS 82,29+0,04° 80,16+0,07° 59,43+0,07¢ 54,28+0,04" 69,30+0,14¢ 68,06£0,07°
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* Brasil (2000).

**Valores apresentados por média + desvio padrao. Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). (BR. S) Bora de Sao José dos Pinhais-
PR; (BR.C) Bora de Curiva-PR; (JT.C) Jatai de Curiva- PR; (JT. S) Jatai de Sdo José dos Pinhais- PR; (TB. S) Tubuna de S2o José dos Pinhais- PR; Mandagaia de
Prudentopdlis- PR.

ABTS 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico); FRAP Ferric Reducing Ability Power.

Valores expressos em: FRAP (umols Fe (I)g); Fendlicos totais (mg ! g); ABTS (%).
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Tabela 3 — Atribui¢do das principais bandas no espectro de FT-MIR para as amostras de mel.

Numero de Onda

(em-1) Vibracoes Compostos Referéncias
3275 estiramento O-H e N-H Aguae V1brqqoes fla.s ligagdes de
hidrogénio
2043 estiramento C-H grupos CH3 e CH% p'resentes em  (Cardenas-Escudero et
acidos organicos al., 2023)
2693 estiramento C-H ligacdes alquil nas ligagdes CH3
1524 estiramento C-C furanose (Kasprzyk et al., 2018)
1416 estiramento C-H grupos CH3 de frutose
i to da licacs (Anjos et al., 2015)
1354 e 1ramenc(3Ha 184640 grupos CH2 de carboidratos.
1250 estlramer;tl(zéia ligagao Amida III de aminoacidos (Kasprzyk et al., 2018)
1146 estiramento C-O-C anéis de agucares, como a frutose.
1022 vibragdo de estiramento grupos OH presentes nos (Anjos et al., 2015)
C-0 agucares. (Anjos et al., 2015)
910 flexdo C-H grupos CH3- presentes em
carboidratos.
864 vibragdo de flexdo C-H grupos CH2.p resentes em
carboidratos.
817 flexdo C-H grupos CH3 e CH2 presentes em
carboidratos.
(Gok et al., 2015)
763 flexao fora do plano grupos CH2 presentes em
(rocking) C-H carboidratos.
686 flex@o fora do plano grupos CH3 presentes em

(rocking) C-H

carboidratos.
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Tabela 4 - Concentragdo Minima Inibitdoria (CMI %) de méis de diferentes regides do Estado do Parana

contra bactérias patogénicas.

Amostras

BR.S BR.C JT.C JT.S TB.S MC.P
Cepas CMI (%) CMI (%) CMI (%) CMI (%) CMI (%) CMI (%)
Bacterianas
Salmonella 25 12,5 12,5 50 6,25 25
E.coli 25 25 50 50 6,25 25
Staphylococ 6,25 25 50 50 6,25 12,5
cus aureus

(BR. S) Bora de Sao José dos Pinhais-PR; (BR.C) Bora de Curiva-PR; (JT.C) Jatai de Curiva- PR; (JT. S) Jatai
de Sao José dos Pinhais- PR; (TB. S) Tubuna de Sao José dos Pinhais- PR; Mandagaia- Prudentopdlis- PR.
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Figura 1 — Espectros FT-MIR para as amostras de mel.

1500

1000

500



0.14 T T T T
—— Glicose
——— C-C de sacarose
—— C-C de frutose
. = C-0 de frutose
0.12 + % ——C-Ode sacarose ]
D PR o) Regiao de agucares
©
G 0.10
[ =
«Q
Ko]
=
3 0.08
Ko
(1]
0.06 -
0.04 -

T T
1120 1100 1080 1060 1040 1020 1000 980 960

nimero de onda (cm™)
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Figura 3 — Grafico de scores da PCA para as amostras de mel.
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Tabela 5- Valores médios de contagem da cepa Bifidobacterium .

AMOSTRAS
TEMPO(H) BR.S BR.C JT.C JT.S TB.S MC.P FOS GLICOSE
0 5,46+0,022>A 5,36+0,03*# 5,39+0,01%4 5,49+0,01 <A 5,4440,01%4 5,41+0,01 A 5,43+0,012A 5,4340,0320A
12 5,51+0,04 24 5,38+£0,04 °A  5,41+0,02%°4 5,50+0,01 <A 5,47+0,01%4 5,41+0,00 4 5,41£0,01 A 5,44+0,02 >4
24 6,54+0,04 *B 6,43+0,01*€ 6,39+ 0,00 *B 5,49+0,02 B¢ 6,56+0,02 * B¢ 6,46+0,02 B¢ 6,460 *BC 6,49+0,027 B¢
36 7,57+0,04 2 E 7,43+£0,01°PE  7,3940,00%P 5,55+0,02°4 PE 7,55+0,02 ©PE 7,49+0,02° PE 7,49+0 b DE 7,44+0,02¢PF
48 7,55£0,01*PF  7,4340,01°PF  7,46+0,02°PF 7,54+0,02°¢ PE 7,57£0,01 *F 7,50+£0,02°PF 7,49+0,01°¢ PE 7,47+0,01°PF

*Valores apresentados por média + e desvio padrio expressos em log UFC mL™! letras mintsculas sobrescritas diferentes na mesma linha para diferentes amostras
testadas denotam diferencas (p < 0,05), com base no teste de Tukey; Letras maitisculas sobrescritas diferentes na mesma coluna para os diferentes tempos de cultivo
denotam diferenca (p < 0,05).



Tabela 6 - Valores médios de contagem da cepa Lactobacillus acidophilus.
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AMOSTRAS
TEMPO(H) BR.S BR.C JT.C JT.S TB.S MC.P FOS GLICOSE
0 5,39+0,01b B¢ 5,3240,00°*A8  5,55+0,00°B  5,43+0,00°°ABC  513+0,0124 5,43+0,012° 48 53740,01°°ABC  5.45+0,00% ABCP
12 5,49+0,06* BP 5.49+0,11°P  5,67+0,082 5P 5,52+0,07°BC  5,41+0,06°BP  5,51+0,012BP  5,43+02BCD 5,48+0,032BCP
24 6,58+0,01°F 6,56 £0,01°F  6,69+0,00°F 6,63+0,02°E 6,56+0,01°F 6,63+0,02°F 6,56+0,01°F 6,69+0,01%E
36 7,66+0,01*F 7,670,012 F 6,69+0,01°F 7,650,012 F 7,62+0,02¢F 7,63£0,02¢F 7,64+0,02°F 7,75+0,02°F
48 7,68+0,01°F 7,6840,01°F 7,74+0,01°F 7,68+0,01°F 7,62+0,02¢F 7,75+0,01°F 7,7240,03%°F 7,72+0,03*F

Valores apresentados por média + e desvio padrio expressos em log UFC mL: letras mintisculas sobrescritas diferentes na mesma linha para diferentes amostras
testadas denotam diferencas (p < 0,05), com base no teste de Tukey; Letras maitisculas sobrescritas diferentes na mesma coluna para os diferentes tempos de cultivo

denotam diferencga (p < 0,05).
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