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RESUMO 

 

A ferida cutânea quando infectada causa um atraso no processo cicatrização, tornando-se um 

problema de saúde pública. O mel de abelha sem ferrão (ASF) possui diversas finalidades 

terapêuticas curativas, principalmente como agente antimicrobiano e cicatrizante, assim como 

as nanopartículas de prata (AgNPs) têm sido empregadas. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar 

o processo de reparo tecidual de feridas cutâneas infectadas com Staphylococcus aureus em 

ensaio in vivo por meio da aplicação de AgNPs sintetizada a partir de méis de ASF. Foram 

utilizadas 35 amostras de méis de ASF provenientes de produtores rurais do estado do 

Amazonas. Essas amostras passaram por análises físico-químicas, bioquímicas e avaliação de 

atividade antibacteriana utilizando o ensaio de difusão em poços e Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) frente a cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e 

Escherichia coli. Das 35 amostras, foram selecionadas duas amostras denominadas JUP1 e 

JUP2 da espécie de abelha Melipona compressipes manaosensis que tiveram as melhores 

atividades antibacterianas para a realização de síntese de AgNPs. Essas AgNPs foram 

caracterizadas por meio de espalhamento de luz dinâmico (DLS), Potencial Zeta (PZ), 

espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletrônica 

de Transmissão (MET). Posteriormente, foi realizado o ensaio de toxicidade das AgNPs 

sintetizadas por meio do teste de toxicidade dérmica in vivo. Além disso, foi feito o teste de 

toxicidade de irritação ocular in vitro. Após a realização dos testes de biossegurança, foi dado 

início ao ensaio de cicatrização in vivo com 60 ratos da espécie Rattus novergicus albinus que 

tiveram feridas cutâneas infectadas com Staphylococcus aureus que foram avaliadas por 7 e 14 

dias e após isso foram feitas as análises macroscópicas e microscópicas das feridas de acordo 

com a data de eutanásia dos animais. Os resultados da análise físico-química e bioquímica dos 

méis apresentaram variações entre as amostras uma vez que a origem botânica, condições de 

armazenamento, localidade geográfica e outros, influenciam na qualidade dos méis. A síntese 

de AgNPs das amostras JUP1 e JUP2 foram constatadas por meio da mudança de coloração nas 

suspensões coloidais nas concentrações de 3 e 5 mM em 80 ºC e confirmada a partir das bandas 

de absorção nos espectros de UV/Vis que foram de 400 e 800 nm, além disso, foram observadas 

similaridades entre os diâmetros, cargas superficiais e formas geométricas das AgNPs. 

Enquanto no espectro de FTIR dos grupamentos químicos, sugere-se a presença de compostos 

fenólicos presentes nos méis e que foram capazes de reduzir e estabilizar os íons Ag+. O teste 

de toxicidade dérmica aguda não apresentou nenhum sinal de eritema/escaras ou de edema nos 

animais tratados com as AgNPs JUP1 e JUP2 durante os 14 dias de observação, assim como no 



 

 

teste de toxicidade ocular in vitro não foram constatados sinais de irritação. Na análise 

microbiológica in vivo houve uma variabilidade na contagem da S. aureus entre os grupos. As 

feridas tratadas com as AgNPs JUP1 e JUP2 não apresentaram evolução do perímetro quando 

comparadas com àquelas do grupo controle negativo (NaCl 0,9%) e do mel da amostra JUP1, 

entretanto tiveram as maiores contrações da ferida em relação ao grupo controle positivo 

(sulfato de neomicina) e o mel da amostra JUP2 no 3ª e 7º dia. Na análise de fibroblastos, 

densidade vascular e fibras colágenas, as amostras de AgNPs, em maioria, apresentaram 

resultados similares aos descritos para o grupo controle negativo, porém na visualização do 

alinhamento das fibras colágenas houve um maior paralelismo das fibras dos colágenos dos 

grupos tratados com soluções de AgNPs, com os méis e controle positivo. Desse modo, esse 

estudo colabora para a reparação tecidual de feridas infectadas com o uso terapêutico das 

AgNPs, apesar de a cicatrização ser um mecanismo complexo. 

 

Palavras-chaves: Síntese verde. Cicatrização de feridas. Atividade antimicrobiana. 

Toxicidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

When infected, skin wounds delay the healing process, becoming a public health problem. 

Stingless bee honey (SWB) has several therapeutic and curative purposes, mainly as an 

antimicrobial and healing agent, and silver nanoparticles (AgNPs) have been used. The 

objective of this research was to evaluate the tissue repair process of skin wounds infected with 

Staphylococcus aureus in an in vivo assay through the application of AgNPs synthesized from 

SWB honeys. Thirty-five samples of SWB honeys from rural producers in the state of 

Amazonas were used. These samples underwent physicochemical and biochemical analyses 

and evaluation of antibacterial activity using the well diffusion assay and Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) against strains of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and 

Escherichia coli. Of the 35 samples, two samples named JUP1 and JUP2 from the bee species 

Melipona compressipes manaosensis that had the best antibacterial activities were selected for 

the synthesis of AgNPs. These AgNPs were characterized by dynamic light scattering (DLS), 

Zeta Potential (ZP), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Transmission 

Electron Microscopy (TEM). Subsequently, the toxicity test of the synthesized AgNPs was 

performed by means of the in vivo dermal toxicity test. In addition, the in vitro ocular irritation 

toxicity test was performed. After performing the biosafety tests, the in vivo healing test was 

started with 60 rats of the species Rattus novergicus albinus that had skin wounds infected with 

Staphylococcus aureus that were evaluated for 7 and 14 days. After that, macroscopic and 

microscopic analyses of the wounds were performed according to the date of euthanasia of the 

animals. The results of the physicochemical and biochemical analysis of the honeys showed 

variations among the samples since the botanical origin, storage conditions, geographic location 

and others influence the quality of the honeys. The synthesis of AgNPs of the samples JUP1 

and JUP2 was verified by the color change in the colloidal suspensions at concentrations of 3 

and 5 mM at 80 ºC and confirmed from the absorption bands in the UV/Vis spectra that were 

400 and 800 nm. In addition, similarities were observed between the diameters, surface charges 

and geometric shapes of the AgNPs. While in the FTIR spectrum of the chemical groups, the 

presence of phenolic compounds present in the honeys and that were capable of reducing and 

stabilizing the Ag+ ions is suggested. The acute dermal toxicity test did not show any signs of 

erythema/scabs or edema in the animals treated with AgNPs JUP1 and JUP2 during the 14 days 

of observation, and no signs of irritation were observed in the in vitro ocular toxicity test. In the 

in vivo microbiological analysis, there was variability in the S. aureus count between the groups. 



 

 

The wounds treated with AgNPs JUP1 and JUP2 did not show any evolution in perimeter when 

compared to those of the negative control group (NaCl 0.9%) and honey from sample JUP1, 

however, they had the greatest wound contractions in relation to the positive control group 

(neomycin sulfate) and honey from sample JUP2 on the 3rd and 7th day. In the analysis of 

fibroblasts, vascular density and collagen fibers, the majority of AgNP samples presented 

results similar to those described for the negative control group, but when visualizing the 

alignment of collagen fibers, there was greater parallelism of the collagen fibers of the groups 

treated with AgNP solutions, honey and positive control. Thus, this study contributes to the 

tissue repair of infected wounds with the therapeutic use of AgNPs, although healing is a 

complex mechanism. 

 

Keywords: Green synthesis. Wound healing. Antimicrobial activity. Toxicity. 
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1  INTRODUÇÃO 

A pele é o maior órgão do corpo humano e possui diversas funções, atuando como 

barreira física e química contra a apropriação de microrganismos invasores e proporciona a 

prevenção da desidratação corporal, agressões de irritantes, além de atuar na termorregulação e 

imunovigilância e sensibilidade. No entanto, quando ocorrem lesões, cirurgias, queimaduras e 

doenças crônicas, há um dano na barreira fisiológica da pele, diminuindo sua função de proteção 

e, consequentemente, patógenos podem invadir facilmente e ocupar a área da ferida, podendo 

levar em um processo de infecção grave (BUDAI-SZŰCS et al., 2021; RUGGERI et al., 2022; 

WANG et al., 2019). 

Dessa forma, o processo de cicatrização de uma ferida cutânea pode ser prejudicado por 

fatores externos e internos, como necrose tecidual, contágio por microrganismos, 

aprisionamento de material estranho, além das comorbidades subjacentes do indivíduo. Todas 

essas condições podem prolongar cada fase do processo de cicatrização, como a inflamação, 

proliferação e remodelação, causando danos estruturais e funcionais no tecido (LIANG et al., 

2019; NEGUT et al., 2018). 

Segundo Bombin et al. (2020), existe um retardo de cicatrização por microrganismos, 

visto que as bactérias são os principais impedimentos do reparo tecidual, podendo levar a uma 

morbidade significativa ao indivíduo. Consequentemente, isso ocasiona um gasto elevado para 

tratar com antibióticos as feridas desencadeadas. Além disso, observa-se que, com a 

repercussão da elevação dos custos financeiros, há um maior tempo da internação hospitalar e 

a preferência no tratamento de feridas com materiais já consolidados no mercado. Dessa forma, 

o desenvolvimento de novas tecnologias destinadas a melhorar o processo da cicatrização é 

desafiador (FRYKBERG; BANKS, 2015). 

Segundo Negut et al. (2018) o problema mais frequentemente encontrado no 

fechamento de uma ferida é a colonização por um agente infeccioso. Os patógenos podem 

infectar a ferida, destes, o mais frequentemente detectado é a bactéria Staphylococcus aureus 

que adere na ferida e se multiplica, causando danos. Além disso, são detectados também 

microrganismos como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli em lesões teciduais 

(MIHAI et al., 2014; SHU et al., 2023). 

De acordo Yousuf et al. (2016) os indivíduos têm usado o mel como alimento e 

medicamento desde a antiguidade até os tempos atuais tendo em vista seus diversos benefícios 

para a saúde. A composição do mel é variável, isto é, diferentes fatores afetam diretamente sua 
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composição e qualidade, como a espécie de abelha, origem botânica, condições do ambiente, 

entre outros (VALLIANOU, 2014).  

O mel de abelha sem ferrão (ASF) promove diversos efeitos para a saúde, sendo usado 

em remédios tradicionais para tratar contusões, catarata, inflamações, infecções, varizes, 

doenças renais, cicatrização de feridas e outros (NOOR et al., 2014; VIT et al., 2015).  Segundo 

Nordin et al. (2018) o mel de ASF apresenta diferentes concentrações de açúcar, teor de 

umidade e acidez, entre outras propriedades físico-químicas. Além disso é abundante em 

flavonoides e compostos fenólicos, no qual promovem diversas finalidades biológicas e, 

principalmente atuam como antioxidantes naturais, com grande potencial para atividade 

antimicrobiana, anticancerígena, anti-inflamatória, cicatrizante, entre outras (SERAGLIO et 

al., 2019, WAHEED et al., 2019). 

Há pouco tempo a nanotecnologia surgiu como uma área de interesse para a ciência, 

com reconhecido valor e desenvolvimento dinâmico no mundo. As nanopartículas possuem 

dimensões em nanoescala com tamanho variando de 1 a 100 nm. Entre as nanopartículas 

metálicas, as nanopartículas de prata (AgNPs) têm recebido cada vez mais visibilidade por 

apresentarem propriedades físicas, químicas e biológicas excepcionais (HUSSAIN et al., 2021). 

Segundo Franci et al. (2015) as AgNPs são bem prestigiadas devido suas propriedades 

antimicrobianas, causadas por um pequeno tamanho e grande área de superfície. Além disso, 

as AgNPs também são amplamente utilizadas como anti-inflamatórias, antissépticas, 

anticancerígenas, cicatrizante e antivirais (GHAREEB et al., 2022; HE et al., 2018).  

Segundo Subramaniam et al. (2022) as aplicações de nanomateriais dependem dos seus 

métodos de síntese, sendo que as AgNPs são geralmente sintetizadas por abordagens físicas ou 

químicas. Porém, tais métodos envolvem a manutenção de altas temperaturas e pressões, com 

a utilização de reagentes potencialmente tóxicos e, consequentemente, promovem altos custos 

de execução. Sendo assim, a síntese verde é um foco atualmente das pesquisas, pois essa síntese 

de AgNPs é um procedimento simples, de etapa única, rápida, barata e ecológica (CHATTHA 

et al., 2022). 

De acordo com Bahari et al. (2022) já existem alguns estudos relatando a associação do 

mel de abelha com as AgNPs para fins curativos de feridas e a partir disso se faz necessário 

aprofundar os conhecimentos científicos pré-clínicos para usos futuros em ensaios clínicos. 

Nesse sentido, esse estudo teve como finalidade avaliar o efeito de AgNPs sintetizadas por meio 

do mel de abelha sem ferrão no reparo tecidual, in vivo, de feridas em ratos Wistar (Rattus 

novergicus albinus). 
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2  OBJETIVOS 

2.1  Geral 

• Avaliar o processo de reparo tecidual de feridas cutâneas infectadas com 

Staphylococcus aureus em ensaio in vivo em ratos Wistar (Rattus novergicus albinus) 

através da aplicação de nanopartículas de prata sintetizada a partir de méis de abelha 

sem ferrão. 

2.2  Específicos 

• Analisar as características físico-químicas e bioquímicas de amostras de méis de abelhas 

sem ferrão da região Amazônica; 

• Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos méis de abelha sem ferrão por meio de 

ensaios difusão em poços e de concentração inibitória mínima (CIM); 

• Sintetizar AgNPs por rota de síntese verde utilizando méis de abelha sem ferrão como 

agentes redutores e estabilizantes; 

• Caracterizar as AgNPs utilizando técnicas de espectroscopia no ultravioleta 

visível (UV/vis), espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

espalhamento de luz dinâmico (DLS), potencial Zeta de superfície e Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET); 

• Analisar a toxicidade das AgNPs por meio do teste toxicidade dérmica e ocular; 

• Avaliar a atividade antibacteriana das AgNPs em feridas infectadas com Staphylococcus 

aureus e comparar com os outros grupos da pesquisa;  

• Realizar análise morfométrica com relação ao perímetro e área da ferida dos grupos da 

pesquisa por fotogrametria;  

• Quantificar a densidade vascular cutânea e a contagem direta de fibroblastos no 

processo de reparo tecidual dos grupos da pesquisa; 

• Analisar o nível de alinhamento das fibras colágenas na reparação tecidual e quantificar, 

por área, as fibras de colágeno dos grupos da pesquisa. 
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3  REVISÃO DE LITERATURA 

3.1  O mel de abelha sem ferrão 

Segundo Biluca (2014) as abelhas nativas são conhecidas também como Abelhas Sem 

Ferrão (ASF), pertencem à família Apidae e possuem 3 tribos com hábitos completamente 

distintos: Meliponini, Trigonini e Lestrimelittini, no qual são representadas por vários gêneros 

e diversas espécies. As ASF possuem um ferrão naturalmente atrofiado, ou seja, são incapazes 

de ferroar e não exigem o uso de equipamentos especiais em seus manejos, dessa forma, são 

assim chamadas devido não possuir ferrão, diferentemente das abelhas Apis mellifera 

(BRAGHINI et al., 2021; VILLAS-BÔAS, 2018).   

De acordo com Pedro (2014), estima-se que no Brasil tenha cerca de 244 espécies de 

ASF. Sendo as espécies Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata, Melipona 

(Michmelia) paraenses, Melipona fasciculata, Melipona rufiventris e Scaptotrigona sp. as mais 

encontradas na meliponicultura (JAFFÉ et al., 2015). Segundo Villas-Bôas (2012) as ASF são 

encontradas em todas as regiões do Brasil, com maior ocorrência nas regiões norte e nordeste. 

Nestas regiões, predomina a criação de abelhas da tribo Meliponini por comunidades rurais e 

povos tradicionais.  

As abelhas estão entre os insetos atraídos pelas flores, geralmente por aromas 

agradáveis. Elas coletam o néctar floral por meio de enzimas de sua vesícula nectífera ou de 

excreções de insetos sugadores de plantas. Ao ser transportado para a colônia das abelhas, o 

néctar é depositado até um nível de desidratação que por mecanismos específicos, o mel é 

formado (PEREIRA, 2015). A composição do mel das ASF varia de acordo com a espécie de 

abelha que o produz, da fonte nutricional, fonte botânica (origem mono ou multifloral), das 

condições geográficas, condições ambientais, climáticas e das condições do manejo e 

armazenamento do mel (COSTA et al., 2018; KIVRAK et al., 2017). 

De acordo com Holanda et al. (2012), devido à grande variedade de flora e biomas do 

Brasil, além da grande variedade de espécies de ASF, o mel produzido por esse tipo de inseto 

possui um enorme potencial para produção e valorização. A produção do mel de ASF é 

basicamente regionalizada e sendo assim o volume disponível é menor e o seu valor no mercado 

é muitas vezes maior do que o mel produzido pelas abelhas Apis mellifera criadas pela maioria 

de apicultores brasileiros e presentes em todo o território nacional (CAMARGO et al., 2017). 

Segundo Nordin et al. (2018) as abelhas sem ferrão preferem clima quente e são mais 

dispostas ao sol do que às condições frias. As características distintivas da abelha sem ferrão 

para as Apis mellifera consiste na coleta do néctar de plantas baixas, voos de curta duração em 
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busca de alimento e desenvolvimento de colmeias na posição horizontal para armazenar néctar 

e pólen. Adicionalmente, Biffi (2021) ressalta que as ASF produzem um mel com 

características diferenciadas dos méis de abelhas Apis mellifera, de sabor suave, levemente 

ácido e teores de carboidratos. Dessa forma, o mel de ASF é uma fonte natural rica em 

compostos importante para a saúde humana, principalmente devido à presença de compostos 

fenólicos, flavonoides, ácidos orgânicos, aminoácidos e compostos derivados de carotenoides 

(SILVA et al., 2013; SUHAG, 2016). 

3.2  Análise físico-química e bioquímica do mel de abelha sem ferrão  

3.2.1  Legislação do mel de abelha sem ferrão nos estados do Amazonas e Pará 

Os parâmetros físico-químicos estabelecidos pelo Regulamento Técnico de Identidade 

e Qualidade - RTIQ estabelecido pela IN/MAPA Nº 11/2000 fazem referência apenas ao mel 

de abelhas africanizadas (Apis mellifera). No momento atual, existem algumas legislações 

estaduais para o mel de ASF, como por exemplo, o estado do Amazonas dispõe de RTIQ para 

o mel das espécies de abelhas sem ferrão estabelecido pela portaria da Agência de Defesa 

Agropecuária e Florestal do Estado do Amazonas (ADAF) N˚ 253/2016 publicada no Diário 

Oficial em 1º de novembro de 2016, demandando assim de mais regulamentações no que diz 

respeito à caracterização físico-química e à autenticidade do mel de ASF em todo o território 

nacional (FERNANDES et al., 2022). 

As atividades produtivas dos méis de ASF se consolidaram no estado do Amazonas 

devido ao esforço de instituições de ensino, pesquisa e extensão, além de organizações de 

meliponicultores na sistematização de informações técnicas sobre manejo e desenvolvimento 

de metodologias para a criação racional dessas abelhas, bem como também, nas ações para 

adequação da Meliponicultura na legislação ambiental (FERNANDES et al., 2022). Como 

produto natural amplamente utilizado para fins nutricionais e medicinais, assim como outros 

alimentos, o mel está sujeito a diversas contaminações e adulterações. Deste modo, o uso sem 

o devido conhecimento de sua origem, pode acarretar riscos significativos à saúde (AL-WAILI 

et al., 2012). 

O estado do Pará está localizado na região norte do Brasil, sendo uma das regiões mais 

promissoras para a produção de diferentes tipos de mel, incluindo o mel de ASF. Estas abelhas 

nativas estão fortemente adaptadas a esta região por causa dos diferentes solos, localização 

geográfica, boas condições climáticas e grande diversidade de plantas com predomínio de flores 

(SILVA et al., 2013). A Portaria N°7554/2021 da Agência de Defesa Agropecuária do Estado 
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do Pará (ADEPARÁ) publicada em 22 de novembro de 2021 atribuiu o regulamento técnico de 

identidade e qualidade do mel de ASF (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) no estado do Pará, 

sendo enfatizado que as ASF (Meliponini) e seus méis são elementos importantes e 

característicos da cultura paraense, sendo identificada uma diversidade de espécies de abelhas 

nativas no estado do Pará e a importância destas para o ecossistema e também para a economia 

local. É descrito nessa portaria o estabelecimento de requisitos para as características físico-

químicas do mel de ASF quanto à maturidade, pureza e deterioração, além disso, são citadas 

orientações quanto à higiene, rotulação e conservação dos méis para o consumo humano 

(PARÁ, 2021). 

A disponibilidade limitada do mel de ASF e seus altos preços propiciam diversas 

fraudes, favorecendo assim adulterações, como por exemplo, a substituição por um mel de 

baixo valor, adição de outros açúcares, aditivos químicos ou rotulagem errada de sua origem 

para obter um preço de venda mais alto (MOORE et al., 2012; PUSCAS et al., 2013). As 

propriedades físico-químicas do mel estão sendo cada vez mais estudadas em todo o mundo 

nos últimos anos visto que essas características são importantes no processo de certificação, 

pois a qualidade do mel é influenciada principalmente por suas origens geográficas, climáticas, 

florais, entomológicas, além do processamento e manipulação do mel de abelha sem ferrão 

(SCHIEVANO et al., 2012; SILVA et al., 2017; TORNUK et al., 2013). 

 O mel de ASF contém em sua composição uma solução concentrada de açúcares com 

maior predomínio de frutose e glicose. Além de conter outros componentes como hidratos de 

carbono, enzimas, aminoácidos, ácidos orgânicos, minerais, substâncias aromáticas, pigmentos, 

grãos de pólen e outros (AMAZONAS, 2016; PARÁ, 2021). As características físico-químicas 

do mel de ASF são referentes à maturidade (açúcares redutores, sacarose aparente e umidade), 

pureza (sólidos insolúveis em água, minerais ou cinzas e pólen) e deterioração (pH, acidez livre, 

atividade diastásica e hidroximetilfurfural) (AMAZONAS, 2016; PARÁ, 2021). 

As características físico-químicas do mel de ASF são referentes a maturidade (açucares 

redutores, sacarose aparente e umidade), pureza (sólidos insolúveis em água, minerais ou cinzas 

e pólen) e deterioração (pH, acidez livre, atividade diastásica e hidroximetilfurfural) (PARA, 

2021; AMAZONAS, 2016). 

3.2.2  Açucares redutores 

Os açúcares redutores são formados pelos monossacarídeos glicose e frutose que 

representam cerca de 75% dos açúcares encontrados no mel. Em sua composição existem ainda 

de 10 a 15% de dissacarídeos como sacarose, maltose, turanose, isomaltose, maltulose, trealose, 
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nigerose e kojibiose, além de pequenas porcentagens de outros açúcares como maltotriose e 

melezitose. Estes açúcares presentes no mel são responsáveis por propriedades como valor 

energético, viscosidade, higroscopicidade e granulação (DA SILVA et al., 2016; KAMAL e 

KLEIN, 2011). 

Escuredo et al. (2014) descrevem que a composição dos açúcares redutores é variável, 

dependendo de sua origem botânica e origem geográfica, além de proporcionar a glicose uma 

cristalização, isso porque frações maiores de glicose em relação à frutose podem representar 

uma cristalização mais rápida devido a menor solubilidade da glicose em água em relação à 

frutose, sendo que a frutose por ter alta higroscopicidade favorece a doçura do mel. Segundo 

Amazonas (2016) o limite mínimo permitido é de 50% para o mel de ASF. 

3.2.3  Sacarose aparente 

Em relação aos dissacarídeos encontrados no mel, a sacarose aparente sobressai, e 

quando verificada em altas concentrações, na maioria das vezes é indicativo de um mel “verde” 

ou adulterado por adição de açúcares derivados de cana-de-açúcar refinado de beterraba, além 

de colheita precoce do mel, com introdução desses açúcares, por exemplo (BARBOSA et al., 

2014; ESCUREDO et al., 2014; SILVANO et al., 2014; TORNUK et al., 2013).  

3.2.4  Umidade 

Segundo Escuredo et al., (2013) apresenta características como conservação cor, sabor, 

gravidade específica e solubilidade. O teor de umidade pode ser influenciado por características 

das origens botânicas e regiões geográficas onde é cultivado, como a alta umidade relativa e 

pode ter a interferência das estações do ano, sendo comum ocorrer o processo de fermentação 

em condições chuvosas. Além disso, pode ocorrer o aumento da porcentagem da umidade 

durante o manejo da colheita e armazenamento incorreto dos méis, visto que o mel é 

higroscópico, ou seja, com alta capacidade de absorver água (KARABAGIAS et al., 2014).   

De acordo com Amazonas (2016), os valores de umidade para os méis de ASF são de 

23% a 35%. Sendo que tais valores facilitam os processos microbiológicos como a fermentação 

indesejável dos açúcares pelas leveduras (KUROISHI et al., 2012). 

3.2.5  Cinzas 

Segundo Karabagias et al. (2014) o teor de cinzas expressa os resíduos de minerais 

presente nos méis, sendo influenciado pela cor e sabor, quanto mais minerais detectados nas 
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amostras, visível pela coloração escurecida e pelo sabor forte dos méis. De acordo com 

Amazonas (2016), o limite máximo permitido é de 0,6% para o mel de ASF em relação a sua 

análise físico-química. 

3.2.6  pH 

Segundo Ribeiro et al. (2014) o pH (potencial hidrogênio) com valores baixos promove 

o bloqueio do crescimento de microrganismos. Quando o pH encontrado com valores entre 7,2 

e 7,4, se observa um provável aumento de infestações bacterianas. A determinação do pH está 

relacionada com a forma de extração e armazenamento do mel, além disso, a adulteração é 

comum, por meio da adição de outras substâncias como por exemplo o xarope de milho que 

aumenta o pH do mel. De acordo com Pará (2021) o pH normal para méis de ASF é entre 2,9 e 

4,5. 

3.2.7  Acidez livre 

A acidez promove a estabilidade dos méis contra o desenvolvimento de 

microrganismos, além de identificar o processo fermentativo dos açúcares em ácidos orgânicos. 

Os resultados dessa análise sofrem a influência da origem geográfica e período de colheita que, 

consequentemente, pode alterar a acidez do mel (DA SILVA et al., 2016; TORNUK et al., 

2013).  

De acordo com Amazonas (2016) o limite máximo de acidez livre para o mel de ASF é 

de 80 mEq kg -1. A acidez livre elevada pode indicar a fermentação dos açúcares em ácidos 

orgânicos e, consequentemente, elevar o teor de acidez livre do mel (DA SILVA et al., 2016). 

 

3.3  Atividade antimicrobiana do mel  

De acordo com Meo et al. (2017), diversas pesquisas tem sido feitas sobre a atividade 

antimicrobiana do mel contra microrganismos patogênicos. A resistência de bactérias a 

antimicrobianos se tornou um problema de saúde pública global, ou seja, muitos fármacos 

deixaram de atuar satisfatoriamente contra infecções bacterianas devido a multirresistência de 

microrganismos, com isso tem sido utilizado doses mais concentradas de antibióticos 

(LOUREIRO et al., 2016). 

De acordo com Adadi e Obeng (2017) a atividade antimicrobiana do mel está 

relacionada à sua localização geográfica, condições climáticas e fonte alimentar das abelhas. 

Além disso, o processamento e armazenamento do mel podem interferir na atividade 
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antimicrobiana. Os méis de ASF, como por exemplo do gênero Melipona, possuem 

características físico-químicas e microbiológicas pouco conhecidas devido a sua ampla 

distribuição geográfica no território brasileiro. Dessa forma, isto torna-se o foco de diversas 

pesquisas sobre o comportamento dos microrganismos frente aos diferentes tipos de méis 

(BATISTON, 2017; CHUTTONG et al., 2016). 

Segundo Pires (2015) alguns microrganismos Gram-positivos como do gênero 

Staphylococcus, são conhecidos como uma das principais causas de infecções bacterianas 

devido colonizarem a pele e as membranas mucosas do hospedeiro. O mel é capaz de inibir o 

crescimento de várias bactérias, possivelmente devido as propriedades físico-químicas como a 

atuação de minerais, proteínas, vitaminas, ácidos orgânicos, fenólicos, flavonoides, enzimas e 

outros fitoquímicos (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010). Segundo Braghini (2016), as enzimas 

como a glicose-oxidase, catalase e peroxidase atuam reduzindo o oxigênio atmosférico em 

peróxido de hidrogênio, consequentemente funcionando como agente antimicrobiano. Segundo 

Kwakman e Zaat (2012) o mel tem atividade antimicrobiana in vitro contra os microrganismos 

mais comuns que infectam feridas, incluindo a S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. 

Para o teste de atividade antimicrobiana têm-se o método in vitro, sendo que a maioria 

das análises é geralmente feita a partir de dois métodos: o ensaio de difusão em ágar e outro 

processo por meio de diluição seriada em placas de microdiluição. Sendo que ambas as técnicas 

são utilizadas para a determinação antimicrobiana do mel (SZWEDA, 2017). 

A difusão em poço de ágar é baseada na medição do tamanho da zona de inibição de 

crescimento ao redor da amostra. Neste ensaio, a superfície da placa de ágar é inoculada 

espalhando por esfregaço o inóculo microbiano sobre toda a superfície do ágar, onde é feito um 

orifício circular (6–8 mm) e então é escolhida a concentração para ser aplicada ao poço. Em 

seguida, a placa de ágar é então incubada para permitir que o agente antibacteriano se difunda 

no meio de ágar e iniba o crescimento da cepa microbiana (KWAKMAN et al., 2010; 

HOSSAIN et al., 2022). 

O método de diluição em série para investigação do potencial antimicrobiano permite a 

determinação quantitativa da atividade bacteriostática. A atividade bacteriostática é 

caracterizada com CIM (Concentração Inibitória Mínima), pois determina a menor 

concentração do mel frente ao crescimento do microrganismo. As CIMs basicamente são 

determinadas em triplicata por ensaios de microdiluição em placas de 96 poços de acordo com 

os padrões do CLSI (CLSI, 2012; KUŚ et al., 2016; SZWEDA, 2017). 
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3.4  Atividade antioxidante do mel 

De acordo com Ribeiro et al. (2015) os méis possuem atividades antioxidantes e agem 

no controle dos efeitos danosos das reações oxidativas evitando ou minimizando a formação 

dos radicais livres. De acordo com Tuksitha et al. (2018) os méis de ASF possuem 

concentrações favoráveis de compostos fenólicos e flavonoides que são capazes de atuar como 

antioxidantes naturais e possuem atividade antimicrobiana. Segundo Escuredo et al. (2014), os 

compostos fenólicos dependem da origem botânica e geográfica das plantas onde as abelhas 

coletam o néctar. Além disso, a capacidade antioxidante de um mel pode ter a habilidade de 

minimizar reações de oxidação em alimentos e pode agir no sistema fisiológico dos seres 

humanos, contribuindo no tratamento e prevenção de doenças crônicas, por exemplo 

(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010). 

As propriedades antioxidantes do mel de ASF aumentaram o interesse por diversas 

pesquisas que notaram que o mel nativo tem potenciais contra radicais livres. A partir da 

medição de compostos fenólicos totais, flavonoides, atividade de eliminação de radicais de 1,1-

difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), poder antioxidante de redução férrica (FRAP), ácido 2,2-

azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico (ABTS), tais atividades contra os radicais promovem 

uma ampla variação de propriedades antioxidantes promovidas por méis de diferentes espécies 

de abelhas sem ferrão (BILUCA et al, 2016). Nesse sentido, Alvarez-Suarez et al. (2018) 

avaliaram o poder antioxidante do mel de Melipona beecheii e encontraram elevada capacidade 

antioxidante, com altos teores de compostos fenólicos, flavonoides, carotenóides, ácido 

ascórbico, aminoácidos livres e proteínas, em comparação ao mel de Apis mellifera. 

Diversas pesquisas evidenciam que o estresse oxidativo contribui para a ocorrência de 

determinadas doenças crônicas e degenerativas, como por exemplo a hipertensão, o câncer e o 

mal de Alzheimer. Dessa forma, uma alimentação com a presença significativa de compostos 

antioxidantes é muito importante para prevenir, retardar ou remover agravos oxidativos 

(EREJUWA et al., 2012). 

3.5  Nanopartícula de prata 

Segundo Bayda et al. (2019) as nanopartículas (NPs) são definidas como partículas ou 

aglomerados de partículas ultrafinas, com diâmetro entre 1 e 100 nm. Essas partículas agem de 

acordo com as características geométricas, área superficial, forma e composição química, sendo 

que as nanopartículas tendem a se comportar de formas diferentes (ECHEVERRY-CHICA, 

2020). No entanto, de acordo com Busquets e Mbundi (2017) nem toda estrutura com 

dimensões externas inferiores a 100 nm pode ser considerada nanomaterial, para isso, as 
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propriedades físico-químicas precisam ser distinguidas do mesmo material em escalas maiores. 

As nanopartículas se tornam interessantes devido às diversas propriedades físicas, tais como 

condutividade elétrica, reatividade, ponto de fusão, ópticas, morfologia, revestimento de 

superfície e outras (KHEZERLOU et al., 2018; RESCH e FARINA, 2015). 

Os nanomateriais promovem o interesse de várias áreas das ciências, entre eles as 

nanopartículas de prata (AgNPs) que se destacam pela alta estabilidade térmica, versatilidade, 

ação de longo prazo, durabilidade e principalmente pelo seu desempenho antimicrobiano 

(BRITO et al., 2021). Desde muito tempo atrás, como há 4000 a.C., era comum a utilização do 

metal de forma empírica para o armazenamento de água potável e em suturas para fechar 

feridas, mesmo que nessa época as pessoas não soubessem que os micróbios eram o foco das 

infeções (HICKS et al., 2015). 

As AgNPs apresentam propriedades físico-químicas com características interessantes e 

são otimizadas por ter boa atividade catalítica, propriedades óticas, térmicas e de alta 

condutividade elétrica, morfologia ajustável, fácil síntese, alta relação superfície/volume e 

sistema de entrega intracelular que podem ser manipuladas a favor dos seres humanos. Além 

disso, as AgNPs apresentam também diversas propriedades biológicas que as tornam ainda mais 

interessantes por apresentar propriedades antibacterianas, antifúngicas, antivirais e 

anticancerígenas, por exemplo (MATHUR et al., 2018; PATHAKOTI et al., 2017). 

De acordo com Dias et al. (2021), para a geração de novos produtos o uso da 

nanotecnologia se tornou essencial em diversos países. O mercado brasileiro detém de 

investimentos públicos e privados que permitem a criação de programas, redes cooperativas de 

pesquisa e laboratórios de apoio ao desenvolvimento de pesquisa em universidades, institutos 

de pesquisas e empresas. Dessa forma, as AgNPs estão presentes em diversas categorias de 

produtos, com sua utilização em áreas como saúde (curativos de feridas cutâneas, fármacos e 

cosméticos), além de fazer parte da composição de produtos na indústria de alimentos, têxtil, 

perfumaria, farmacêutica, agrícola, produtos de limpeza, eletroeletrônicos, entre outros 

(SILVA, 2020; SOUSA et al., 2022; ZHANG et al., 2016). 

É importante ressaltar a utilização de AgNPs na área da saúde, pois ela tem sido 

amplamente aplicada em revestimentos antibacterianos, que são utilizados em curativos de 

feridas, implantes cardiovasculares, cateteres, implantes ortopédicos e dentários. Além disso, 

as AgNPs são também capazes de detectar células cancerígenas (KOOHI et al., 2011; SOUSA 

et al., 2022; WEI et al., 2015) e mesmo com seus benefícios e ascendente interesse e aplicações, 

a exposição às AgNPs levanta questionamentos sobre suas implicações na saúde humana devido 

a toxicidade da prata (SOUSA et al., 2022; ZORRAQUÍN-PEÑA et al., 2020).  
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3.6  Síntese verde de nanopartícula de prata 

De acordo com Hosny et al. (2017) existem vários métodos para sintetizar e estabilizar 

AgNPs, entre os mais utilizados estão: redução química e técnicas eletroquímicas 

tradicionalmente empregadas. No entanto, esses mecanismos possuem custos altos, demanda 

de muita energia e usam, geralmente, reagentes tóxicos, que são danosos para os sistemas 

biológicos e para o meio ambiente (GONZÁLEZFÁ et al., 2017; JIANG et al., 2020). Outra 

maneira para sintetizar e estabilizar as AgNPs é por meio da síntese biológica desenvolvida 

atualmente devido a sua rapidez, praticidade, simplicidade e sustentabilidade. Ambos os 

modelos são baseados na redução de íons prata Ag+ a Ag0, formando as AgNPs (DURÁN et 

al., 2019). 

De acordo com Baker et al. (2013) na rota química de preparação de AgNPs os agentes 

redutores de Ag+ mais utilizados são o citrato de sódio e borohidreto de sódio. Além disso, 

Díaz-Cruz et al. (2016) relatam que são utilizados agentes estabilizantes como os polímeros 

biocompatíveis. Ottoni et al. (2018) citam que a síntese química é o método mais utilizado para 

sintetizar AgNPs, no qual consiste na redução química de sais na presença de um redutor 

adequado. Essa rota de síntese necessita de produtos que atuem como estabilizantes e redutores, 

sendo que em sua maioria acabam se tornando tóxicos e caros (XUE et al., 2016). 

Segundo Melo Jr. et al. (2012) é comum na síntese por rota química a formação de uma 

suspensão coloidal, no entanto, é necessário que ela seja estável. Porém, nessa síntese ocorre 

instabilidade constante já que essas partículas possuem uma alta energia superficial, 

favorecendo a formação de precipitado e, termodinamicamente, ocorre a agregação das 

nanoestruturas, impedindo que ocorra a formação de nanomateriais estáveis. Assim, a 

superfície da nanopartícula deve ser recoberta, isto é, estabilizada, a fim de se evitar a oxidação 

e aglomeração das AgNPs (DURÁN et al., 2019).  

O método de síntese tradicional é descrito pela abordagem “Bottom- up”, ou seja, de “de 

baixo para cima”, no qual as partículas são obtidas por meio de moléculas ou átomos, via 

métodos químicos, que interagem entre si, aglomerando-se de forma organizada, até formarem 

uma estrutura em nanoescala por meio da redução, radiação e métodos eletroquímicos. Nos 

métodos de síntese referidos como métodos “Top-down”, ou seja, "de cima para baixo", as 

partículas são sintetizadas a partir do fracionamento de estruturas maiores até atingir a condição 

de nanoescala, por meio de métodos físicos como ablação a lazer, decomposição termal, 

evaporação e condensação. Esses métodos físicos e químicos relatados para a síntese de AgNPs 

são potencialmente tóxicos e em sua maioria causam riscos para o ambiente e para os 
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organismos biológicos (PAREEK et al., 2017; RUDRAMURTHY et al., 2016; TREFRY, 

2011;). 

Segundo Das et al. (2019), para diminuir os riscos ambientais e aos seres vivos a síntese 

verde ou rota biogênica apresenta-se como alternativa economicamente e ecologicamente 

viável para a síntese de AgNPs. A síntese biogênica usa técnicas simples, de baixo custo, de 

alto rendimento, sustentável e pode ser realizada sob temperatura e pressão ambiental, além 

disso, não se utiliza agentes estabilizantes externos, pois os próprios constituintes biológicos 

fazem essa função (MAKAROV et al., 2014; ZHANG et al., 2016). O processo de síntese verde 

utiliza agentes redutores com baixa toxicidade, como por exemplo enzimas, proteínas, 

polissacarídeos, aminoácidos, flavonoides, alcaloides, polifenóis, terpenoides, compostos 

heterocíclicos e compostos hidrossolúveis. Esses compostos têm papéis significativos na 

redução de sais metálicos e, além disso, atuam como agentes de cobertura e estabilização das 

AgNPs sintetizadas, assim promovendo estabilidade e evitando sua aglomeração (PERALTA-

VIDEA et al., 2016; DURÁN et al., 2019). 

A síntese verde é realizada por extratos vegetais, fungos, bactérias, algas, leveduras e 

outros, sendo que a técnica de síntese com extratos de plantas ganhou, atualmente, uma maior 

importância e atenção, pois utiliza um método simples, eficiente, viável e de baixo custo 

(JAMKHANDE et al., 2019; SEABRA e DURAN, 2015; SINGH et al., 2018;).  As diferentes 

partes de uma mesma planta, como por exemplo as folhas, flores, caules, sementes, frutos, 

casca, poupa, raízes, látex e outros, inclusive a biomassa morta e seca da planta podem ser 

usadas de modo eficaz para sintetizar as AgNPs (LAKSHMANAN et al., 2018; RANI et al., 

2020; RATNER et al., 2012). 

De acordo com Zhang et al. (2016) os extratos de plantas atuam como agentes redutores 

de íons metálicos promovendo a redução e estabilização das AgNPs, desta forma, a síntese é 

influenciada pelo tempo da reação, temperatura de síntese, concentração do sal metálico e o pH 

do meio, no qual influenciam no tamanho e na forma das AgNPs sintetizadas. Além disso, o 

processo de coleta e o armazenamento do extrato influenciam na síntese de AgNPs (AKHTAR 

et al., 2013). Segundo Siddiqui et al. (2015) o uso de extratos de plantas para a síntese de AgNPs 

é o mais vantajoso em relação à síntese utilizando microrganismos pois os custos são altos com 

o isolamento de microrganismos e meios de cultura, além de ocorrer a exposição do pesquisador 

aos riscos biológicos. Dessa forma, a síntese de AgNPs por meio de extratos de plantas é um 

método rápido, atóxico, mais econômico e não demanda manutenção da cultura celular (DE 

MATTEIS et al., 2018). 
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3.7  Síntese de nanopartículas de prata através do mel de abelha 

O mel exibe em sua composição compostos que são capazes de reduzir e estabilizar a 

prata, pois o mel além de possuir ação antimicrobiana natural tem grande capacidade de ser 

empregado na síntese de AgNPs com benefícios à saúde humana, meio ambiente e para todo o 

ramo da nanobiotecnologia (DOURADO et al., 2020; OSKUEE et al., 2016). Este produto vem 

sendo utilizado para a síntese de AgNPs pois, a partir dos compostos fenólicos de diferentes 

origens florais e açúcares presentes em sua composição, são responsáveis por reduzir os íons 

metálicos Ag+, formando as AgNPs. Além disso, atuam como agentes estabilizantes para as 

AgNPs, evitando que elas se aglomerem (AL-BRAHIM; MOHAMMED, 2020; OSKUEE et 

al., 2016). O mel possui diversos componentes como frutose, glicose, vários ácidos, vitaminas 

e minerais que agem como agentes redutores e estabilizantes. Além disso, o mel também 

contém outros componentes, como sacarose e enzimas, que também podem reduzir os íons da 

prata (HAIZA et al., 2013). 

Segundo Ghramh et al. (2020) as AgNPs sintetizadas a partir do mel vem sendo 

estudadas por suas propriedades antimicrobianas. No estudo de Marsudi et al. (2021), as AgNPs 

foram sintetizadas com sucesso usando o método de síntese verde a partir do mel nativo da 

Indonésia como redutor da prata. O tamanho das partículas foi otimizado principalmente de 

acordo com a concentração de nitrato de prata e a concentração do mel. Dessa forma, o mel 

sintetizado por AgNPs pode fornecer uma síntese econômica na geração de agentes 

antibacterianos comerciais (MUTIA et al., 2022). 

 

3.8  Métodos de caracterização de nanopartículas de prata 

A caracterização de AgNPs permite a identificação de tamanho, forma e distribuição 

das partículas e são fundamentais para prever suas aplicações. Os dados obtidos permitem 

avaliar os mecanismos de formação das partículas, atividade de agentes redutores e 

estabilizantes e condições de preparo (SILVA, 2016).  

Segundo Jiang et al. (2020) as AgNPs possuem propriedades ópticas privilegiadas que 

as fazem interagir com específicos comprimentos de ondas de luz que possibilita acelerada 

velocidade na obtenção de dados e facilmente sua caracterização por meio de espectroscopia 

por ultravioleta visível (UV/Vis). A técnica de espectroscopia por UV-Vis apresenta diferentes 

bandas características nas absorções no espectro eletromagnético que se devem à Ressonância 

Plasmônica de Superfície (RPS) das AgNPs formadas em consequência das cores 

características observadas durante a síntese. Tais medidas espectrofotométricas de absorção são 

https://www.scientific.net/author-papers/haroon-haiza
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frequentemente visualizadas nas faixas de comprimentos de onda de 400 a 450 nm, o que 

confirma a síntese das AgNPs (PRABA et al., 2015). 

Enquanto a dispersão de luz dinâmica (DLS) é usada para medir o diâmetro de diferentes 

tipos de partículas dispersas em um meio líquido. O tamanho da partícula pode influenciar nas 

propriedades importantes do material, como reatividade, velocidade de dissolução e 

estabilidade da dispersão coloidal (RAMOS, 2017). Segundo Misono (2019) a técnica de DLS 

usa o princípio do movimento browniano, no qual as partículas dispersas em uma amostra estão 

constantemente se movendo. O movimento browniano depende da velocidade do tamanho da 

partícula. As medidas de tamanho de Diâmetro Hidrodinâmico (HD), Índice de 

Polidispersividade (PDI) e Potencial Zeta (PZ) das partículas são parâmetros indicativos de 

estabilidade das AgNPs em suspensão (MELO et al., 2010). 

O PDI mostra a distribuição do tamanho das AgNPs dentro de uma determinada 

amostra. Sendo que o resultado numérico de PDI varia de 0,0 (para uma amostra corretamente 

uniforme em relação ao tamanho da partícula) a 1,0 (para uma amostra que indica alta 

polidispersividade com variação de diversos tamanhos de partículas). Valores de 0,2 e abaixo 

são considerados aceitáveis na prática para materiais nanoparticulados, pois são considerados 

bons indicadores de estabilidade para as suspensões coloidais (CLARKE, 2013; DANAEI et 

al., 2018; MOHANRAJ et al., 2006). 

O PZ indica a estabilidade das AgNPs em suspensão, no qual pode ser avaliada medindo 

o potencial eletrostático próximo à superfície de uma nanopartícula, que é derivado da medida 

da velocidade das partículas que se movem um campo elétrico aplicado, sendo que maiores 

valores de PZ promovem maior repulsão e, consequentemente, causa um aumento da 

estabilidade das AgNPs, ou seja, ocorre menos aglomeração (BHATTACHARJEE, 2015; 

CHAKRABORTY; PANIGRAHI, 2020). Nas leituras de PZ, valores superiores a ±30 mV 

estão relacionados à alta estabilidade, enquanto resultados de AgNPs com valores com PZ 

menores que ±30 mV indicam condições instáveis, possibilitando a formação de agregação de 

partículas coloidais (CHAKRABORTY; PANIGRAHI, 2020; MISIRLI et al., 2022; SILVA, 

2017). 

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) mensura a 

intensidade do infravermelho em relação ao comprimento de onda da luz, o que resulta na 

determinação de grupos químicos. Além disso, a análise FTIR é feita para identificar as 

possíveis biomoléculas redutoras dos íons Ag+. Dado isso, o espectro fornece evidências 

suficientes para o envolvimento de fitoquímicos na estabilização das nanopartículas 

(BHATTACHARYYA et al., 2015). 
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A Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) caracteriza o quantitativo de medidas 

de tamanho, distribuição e morfologia das nanoestruturas. Essa técnica resulta em uma imagem 

bidimensional, sendo ampliada e focada para análise, logo, permitem a visualização de 

partículas individuais e promove uma melhor resolução espacial de amostras para análise (LIN 

et al., 2014). 

 

3.9  Atividade antimicrobiana de nanopartícula de prata 

Segundo Khezerlou et al. (2018) as AgNPs têm a capacidade de interagir com a 

membrana celular das bactérias, levando a inativação do processo de replicação do DNA e 

geração de espécies reativas de oxigênio, assim, ocasionando a inibição de funções enzimáticas 

do microrganismo. Dessa forma, a aquisição de resistência às AgNPs pelas bactérias acaba 

sendo muito difícil, pois as AgNPs apresentam um mecanismo especializado para adentrar e 

inibir os microrganismos (FERNANDO et al., 2018). 

O uso de antibióticos à base de AgNPs tem exibido um melhor efeito terapêutico do que 

os fármacos convencionais, pois possibilitam a entrega focalizada do fármaco nos vários sítios 

de infecção e promovem a abertura da membrana e, consequentemente, ocasionam a morte dos 

microrganismos. As AgNPs atravessam a parede celular e a membrana citoplasmática dos 

patógenos e assim conseguem prejudicar o processo de replicação do DNA (KHEZERLOU et 

al., 2018; OMOLO et al., 2017; PATRA et al., 2018; THOMAS et al., (2014).  

Apesar da capacidade antibacteriana das AgNPs diversas pesquisas têm sido realizadas 

para avaliar os possíveis efeitos adversos que podem ser ocasionados pela exposição às AgNPs 

em células dos seres vivos. Dessa forma, esse efeito celular está relacionado com o tamanho, 

revestimento e dosagem das AgNPs, que se refletem nos efeitos citotóxicos. Vale ressaltar que 

os efeitos citotóxicos são vistos em nanopartículas menores, pois é provável que elas penetrem 

e liberem maiores concentrações de íons de prata no meio intracelular, além disso, altas 

dosagens podem influenciar em efeitos toxicológicos (BRUNA et al., 2021). 

A atividade antimicrobiana das AgNPs depende do tipo de material empregado, 

revestimentos de superfícies, carga elétrica, tamanho e morfologia e outros. Sendo que o uso 

dessas composições possibilita ação contra diversas bactérias e para diferentes atividades 

terapêuticas (HOSEINZADEH et al., 2017; SRIDHARAN et al., 2013). As AgNPs possuem 

um tamanho diminuído e uma ampla área superficial em relação ao volume, o que possibilita 

uma maior atividade antimicrobiana quando comparada aos antibióticos convencionais, pois 
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combatem a resistência bacteriana de forma significativa (HOSEINZADEH et al, 2017; 

KHEZERLOU et al., 2018). 

As AgNPs em sua maioria são mais eficazes contra as bactérias Gram-negativas como 

P. aeruginosa e E. coli do que contra a S. aureus, por exemplo. Essa menor susceptibilidade é 

explicada devido que as paredes celulares das bactérias Gram-positivas serem mais espessas, 

devido ao peptidoglicano, o que dificulta a passagem de AgNPs para o interior da célula do 

microrganismo (RAI et al., 2012; GURUNATHAN et al., 2014). No entanto, Zhao et al. (2018) 

relatam que diversas pesquisas têm demonstrado a capacidade antimicrobiana das AgNPs tanto 

contra as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Como evidenciado no estudo de Aldayel 

et al. (2022), que citaram que a eficácia das AgNPs contra a bactéria E. coli, Streptococcus 

pyogenes, S. aureus e P. aeruginosa foram satisfatórias. Além disso, vários estudos 

comprovaram uma adequada atividade antimicrobiana das AgNPs por meio da síntese verde 

contra bactérias Gram-positivas, especialmente nas cepas de S. aureus e torna-se uma 

perspectiva de tratamento para infecções causadas por tais cepas resistentes (BRITO et al., 

2022; VIANA et al., 2021).  

Um estudo recente de Al-brahim; Mohammed (2020) com AgNPs sintetizadas 

utilizando méis mostrou a inibição no crescimento de bactérias resistentes à meticilina S.  

aureus além de E. coli e P. aeruginosa, sendo confirmada a degradação da parede celular 

microbiana. Dessa forma, as AgNPs apresentam atividade antimicrobiana e atuam na prevenção 

da formação de biofilmes bacterianos e promovem uma função essencial no reparo tecidual de 

feridas cutâneas (MATHUR et al., 2018). 

 

3.10  Processo de reparo tecidual 

Uma ferida ocorre devido à interrupção da continuação de um tecido corpóreo, podendo 

ser uma área pequena ou grande, ocasionada por algum tipo de trauma mecânico, físico, 

químico ou em consequência de um acometimento clínico, como complicações patológicas, 

sendo que as feridas podem se curar de primeira intenção ou segunda intenção, sendo que esta 

última envolve a cicatrização e contração de feridas maiores e pode levar até à ocorrências de 

fibrose do tecido, causando perda de tecido e danos funcionais dos mesmos (ARAÚJO et al., 

2015; KUMAR e FAUSTO, 2008). 

O reparo tecidual promove a restauração da integridade física interna e externa das 

estruturas do corpo e inclui complexas comunicações entre as células, sendo um método de 

cicatrização que envolve a matriz extracelular (MEC), as citocinas, as células sanguíneas e os 



38 

 

fatores de crescimento. A cicatrização de feridas cutâneas é um processo dinâmico essencial 

que compreende basicamente três eventos: inflamação, proliferação (granulação e contração) 

e remodelação tecidual (CHEN et al., 2019; OJEH et al., 2015; SENGUPTA et al., 2015).  

Segundo Oryan e Alemzadeh (2017) essas fases ocorrem em um momento específico, porém 

diversos fatores, como tipo de ferida, gravidade e tratamento da ferida podem afetar todas as 

fases da cicatrização, assim ocasionando o atraso na cicatrização. O desenvolvimento da 

cicatrização se inicia após a lesão, ocorrendo primeiramente o processo da hemostasia ou 

coagulação, sendo que nesse momento ocorre a agregação de plaquetas e vasoconstrição, ou 

seja, ocorre a cascata de coagulação por meio da construção de um tampão de fibrinas. Esse 

tampão serve como um apoio para a migração de células como os neutrófilos, monócitos e 

células endoteliais ingressarem na ferida (KORDESTANI, 2019; TEJIRAM et al., 2016). 

Segundo Ojeh et al. (2015) durante a fase inflamatória, que é caracterizada pela 

vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, ocorre a migração celular, onde as 

citocinas e os fatores de crescimento atuam como mediadores inflamatórios e desempenham 

um papel importante na proliferação vascular e na remodelação tecidual. Nessa fase, 

determinadas substâncias quimiotáticas e os microrganismos excitam a migração de neutrófilos 

para a ferida. Essas células são as primeiras a migrar e são responsáveis por promover a limpeza 

da ferida, por meio da fagocitose de patógenos e de restos teciduais por meio da produção de 

radicais livres como o óxido nítrico (NO) e enzimas proteolíticas que ajudam na destruição de 

microrganismos. Após isso ocorre a migração dos macrófagos que são ativados na fase de 

proliferação e que também tem a função de fagocitar bactérias e resquícios teciduais, além 

disso, liberam reguladores biológicos para promover o processo normal da cicatrização e essas 

células liberam fator de crescimento derivado de macrófagos (MDGF) para células endoteliais 

e fibroblastos (KIM et al., 2019; TSOURDI et al., 2013). 

Segundo Curtis et al. (2014) os mediadores químicos são conhecidos por estarem de 

forma ativa envolvidos na cicatrização de feridas em todos os três estágios. Entre essas 

substâncias mediadoras está o fator transformador de crescimento beta (TGF-β), que possui 

atividade quimiotática sobre os macrófagos, queratinócitos e fibroblastos (KHAN; 

MARSHALL, 2016). Durante a fase de proliferação ocorre o acionamento de fibroblastos, 

queratinócitos e células endoteliais que são ativados para fazer a síntese do novo tecido e 

promover o aumento da contração da ferida. No início, a MEC é sintetizada para proteger a 

barreira epidérmica. Os fibroblastos são as principais células abrangida com o tecido de 

granulação, que é abundante em colágeno III e que é gradativamente trocado pelo colágeno I 
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por ser mais resistente, percebido na fase de remodelação (KRISHNASWAMY et al., 2014; 

SU; RICHMOND, 2015). 

Ainda nessa fase proliferativa, forma-se um tecido conjuntivo pouco diferenciado e 

muito vascularizado chamado de “tecido de granulação” que é formado por componentes 

celulares e fibrilares conectados em uma matriz aparentemente sem forma definida. As células 

do tecido de granulação consistem em fibroblastos, responsáveis pelo processo de síntese do 

componente fibrilar, por miofibroblastos responsáveis pela ação da contração da ferida, além 

disso, é constituída por células endoteliais, encarregadas pelo método de neoangiogênese 

(ALHAJJ, 2020). Também ocorre de forma simultânea com o processo de proliferação o 

mecanismo de epitelização, com o deslocamento de células epiteliais para cobrir o tecido de 

granulação, criando uma barreira celular contra patógenos. A reepitelização é caracterizada pela 

proliferação e migração dos queratinócitos no sentido do núcleo da ferida, sendo preenchida 

por tecido de granulação entre área do fundo e as bordas da ferida, ou seja, os queratinócitos 

residentes nas bordas da lesão, migram e proliferam (KIM et al., 2019; TEJIRAM et al., 2016). 

Dado isso, a fase proliferativa promove a redução do dano tecidual por contração da ferida por 

miofibroblastos e atividade de fibroplasia. Nesta etapa, os mecanismos de angiogênese e 

reepitelização são bastante percebidos (GONZALEZ et al., 2016).  

A fase de remodelação é caracterizada como última etapa do processo de cicatrização e 

pode durar um tempo maior de semanas a até meses. Nessa etapa, acontece a maturação e 

rearranjo de forma organizada do colágeno e da MEC, onde o tecido cicatrizado fica mais 

rígido, ganhando até uma percentagem de 80% de resistência à tração da pele normal 

(KORDESTANI, 2019). Com o passar do tempo, os fios de colágeno tipo III são reabsorvidos 

e depois é produzido um colágeno tipo I com característica mais espessa, sendo organizado no 

transcorrer das linhas de tensão. Estas mudanças provocam na ferida uma força tênsil 

aumentada. Os fibroblastos e os leucócitos liberam colagenases que promovem a destruição da 

matriz antiga sendo que a cicatrização tem resultado satisfatório quando ocorre o 

balanceamento entre a síntese da nova matriz e a destruição da matriz velha (ROY et al., 2012). 

O processo de cicatrização do tecido pode ser danificado por diversos fatores como 

como a idade, o estado nutricional (carência de vitamina C), a ocorrência de doenças de pré-

existentes como anemia, hipotireoidismo, diabetes, anormalidades venosas, infecções e outros.  

Com isso torna-se necessário o uso de recursos alternativos que operem como apoio para 

auxiliar ou apressar o processo de cicatrização (EMING et al., 2014; KARIMI et al., 2017). De 

acordo com Hiro et al. (2012) a partir do grau de uma ferida, sendo aguda ou crônica, o cuidado 

é indispensável pois reduz a contaminação por meio de infecção bacteriana que pode causar 
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implicações para a saúde. Essas consequências podem ser locais ou podem ter influência de 

fatores sistêmicos que levam ao impacto local da cicatrização (GUO; DIPIETRO, 2010). 

3.10.1 Nanopartículas de prata na cicatrização de feridas 

Segundo Bruna et al. (2021) atualmente existem cosméticos ou medicamentos com 

AgNPs como principal componente visando melhorar a cicatrização de forma aprimorada em 

acelerar a regeneração de um ferimento cutâneo, principalmente infectado, devido suas 

propriedades antibacterianas. A rápida regeneração do tecido acontece por meio da atividade 

das AgNPs sobre as citocinas pró-inflamatórias, ou seja, diminuindo o período de inflamação 

e, consequentemente, acelerando a remodelação do tecido lesado (KALANTARI et al., 2020). 

Segundo Vijayakumar et al. (2019) as AgNPs no reparo tecidual promovem a 

diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos, assim possibilitando a migração e 

proliferação de queratinócitos e a contração da ferida de forma acelerada. Além disso, You et 

al. (2017) também descrevem que as AgNPs promoveram a migração de fibroblastos de forma 

rápida e ressaltam que as AgNPs com tamanho e concentração adequadas podem ativar 

macrófagos para modular a resposta inflamatória local. Vale ressaltar que as AgNPs possuem 

papel importante no controle microbiano, dessa forma, a resolução de uma ferida infectada é 

crucial para o sucesso do reparo da ferida, como por exemplo utilização de curativos contendo 

prata, acelerando o avanço da cicatrização da ferida (LIN et al., 2016). 

4  MATERIAL E MÉTODOS 

4.1  Local  

A pesquisa foi realizada no biotério da Universidade do Estado do Pará (UEPA) em 

Santarém – CAMPUS XII e também nos Laboratório de Estudos Bioquímicos e Químicos 

(LEBIQ) do Núcleo Tecnológico de Bioativos, Laboratório de Bacteriologia (LABAC), 

Laboratório de Fisiologia Vegetal e Crescimento de Plantas, Laboratório de Farmacologia, 

Laboratório Multiusuário de Análises Multifuncionais (LABAM) localizados na Universidade 

Federal do Oeste do Pará (UFOPA). Houve também parceria com o Laboratório de 

Nanobiotecnologia do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília (IB/UnB).  
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4.2  Procedimentos da pesquisa  

4.2.1  Obtenção dos méis de abelha sem ferrão 

Foram analisadas 35 amostras de méis de abelha sem ferrão oriundas de diferentes 

propriedades rurais do Estado do Amazonas (Figura 1), tais amostras foram conservadas em 

temperatura de ± 25ºC e protegidas da luz.  

Figura 1 - Amostras dos méis de abelha sem ferrão. 

Fonte: A autora (2024). 

 

O material foi coletado no período de estiagem e de chuvas no Estado do Amazonas, 

entre os meses de março a outubro dos anos de 2020 e 2021. As amostras foram fornecidas 

pelos produtores que retiraram diretamente das caixas e acondicionaram em frascos de vidro, 

sendo doados para os pesquisadores dessa pesquisa e enviados para análise logo após a coleta. 

Essas amostras foram analisadas no LEBIQ/UFOPA. Na Tabela 1 são descritas as amostras e 

suas respectivas espécies identificadas pelos doadores, além disso, tiveram quatro amostras que 

receberam codificações que remetem aos nomes dos seus respectivos produtores e duas 

amostras identificadas com referência ao nome popular dos méis. 

 
Tabela 1 - Tipos de mel, espécies local e período de coleta dos méis. 

Amostra Espécie Local da coleta dos méis Período da coleta 

JAN 1 Melipona subnitida Boa Vista dos Ramos - AM Setembro de 2020 

JAN 2 Melipona subnitida Boa Vista dos Ramos - AM Setembro de 2020 

JAN 3 Melipona subnitida Boa Vista dos Ramos - AM Setembro de 2020 

JAN 4 Melipona subnitida Boa Vista dos Ramos - AM Setembro de 2020 

JAN 5 Melipona subnitida Puraquequara- AM Setembro de 2020 

JAN 6 Melipona subnitida 
Instituto Federal do Amazonas 

(IFAM)- AM 
Setembro de 2020 
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JAN 7 Melipona subnitida Autazes-AM Outubro de 2020 

JAN 8 Melipona subnitida Iranduba- AM Outubro de 2020 

JUP 1 
Melipona compressipes 

manaosensis 
Boa Vista dos Ramos - AM Setembro de 2020 

JUP 2 
Melipona compressipes 

manaosensis 
Boa Vista dos Ramos - AM Setembro de 2020 

JUP 3 
Melipona compressipes 

manaosensis 
Boa Vista dos Ramos - AM Setembro de 2020 

JUP 4 
Melipona compressipes 

manaosensis 
Boa Vista dos Ramos - AM Setembro de 2020 

JUP 5 
Melipona compressipes 

manaosensis 
Puraquequara- AM Setembro de 2020 

JUP 6 
Melipona compressipes 

manaosensis 

Instituto Federal do Amazonas - 

AM 
Outubro de 2020 

JUP 7 
Melipona compressipes 

manaosensis 
Autazes- AM Outubro de 2020 

MFC 1 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Março a maio de 2021 

MFC 2 Melipona (Michmelia) paraensis Tefé- AM Março a maio de 2021 

MFC 3 Melipona (Michmelia) Tefé- AM Março a maio de 2021 

MFC 4 Melipona (Michmelia) paraensis Tefé- AM Março a maio de 2021 

MFC 5 Melipona (Michmelia) paraensis Tefé- AM Março a maio de 2021 

MFD 1 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril a maio de 2021 

MFD2 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril a maio de 2021 

MFD 3 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril a maio de 2021 

MFD 4 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril a maio de 2021 

MFD 5 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril a maio de 2021 

MJO 1 Cephalotrigona femorata Tefé- AM Abril de 2021 

MJO 2 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril de 2021 

MJO 3 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril de 2021 

MJO 4 Melipona (Michmelia) paraensis Tefé- AM Abril de 2021 

MJO 5 Melipona (Michmelia) Tefé- AM Abril de 2021 

MJE 1 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril de 2021 

MJE 2 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril de 2021 

MJE 3 Melipona (Michmelia) Tefé- AM Abril de 2021 

MJE 4 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril de 2021 

MJE 5 
Melipona (Michmelia) 

seminigra 
Tefé- AM Abril de 2021 

Legenda: JAN: Jandaíra, JUP: Jupará. 

Fonte: A autora (2024). 
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4.2.2  Análise físico-química e bioquímica dos méis de abelha sem ferrão 

As amostras dos méis de ASF foram sujeitas à análise de características físico-químicas 

e bioquímicas para avaliar se estavam dentro dos padrões de qualidade, isto é, de acordo com o 

regulamento técnico de identidade e qualidade do mel de abelhas (RTIQ) para os méis das 

espécies de ASF estabelecido pela portaria da Agência de Defesa Agropecuária e Florestal 

(ADAF) N˚ 253/2016 do Estado do Amazonas e também de acordo com o RTIQ da Portaria 

N°7554/2021, Agência de Defesa Agropecuária do Estado do Pará (ADEPARÁ), além de 

comparar com outros trabalhos publicados realizados com méis de abelha sem ferrão. 

As análises físico-químicas e bioquímicas realizados nos méis foram: pH, acidez livre 

(mEqkg-1), teor de açúcares redutores (%), umidade (%), teor de cinzas (%), teor de sólidos 

solúveis (°Brix), determinação da atividade antioxidante - ABTS (mmolTE 100mg-1), 

compostos fenólicos totais (mgGA100g-1), atividade antioxidante (% de Inibição DPPH) e 

poder antioxidante redutor de ferro - FRAP (μmolL -1 de Fe+2 em 10% de solução de mel). As 

amostras foram analisadas em triplicata em cada um dos procedimentos analíticos realizados. 

 

4.2.2.1  Análise de pH 

O pH das amostras foi calculado de acordo com o método eletrométrico da pesquisa do 

Instituto Adolfo Lutz (2005) com modificações. Foram diluídos 2 mL de mel em 18 mL de 

água deionizada. O pH foi mensurado com a utilização de um pHmetro (MS Tecnopon, modelo 

mPA 210, Piracicaba, Brasil), calibrado de acordo com fabricante. 

4.2.2.2  Teor de acidez livre 

A análise da acidez livre das amostras dos méis foi executada pelo método da 

potenciometria de acordo com Brasil (2014). Foi realizada a neutralização da solução ácida do 

mel (10,0 g de mel dissolvidos em 75 mL de água destilada) usando uma solução de hidróxido 

de sódio 0,1 mol L-1 e uma solução indicadora de fenolftaleína 1% até alcançar a cor rosa. O 

volume de hidróxido de sódio consumido na titulação foi registrado. O ajuste da solução de 

hidróxido de sódio (0,086 mol L-1) foi realizado com a titulação de solução de biftalato de 

potássio (C8H5HO4) (0,50 g diluídos em 75 mL de água deionizada), foi adicionada 2 gotas da 

solução etanólica de fenolftaleína 1% (m/v) e o fator de correção foi aferido pela fórmula: 

𝑓 =
𝑚

0,2042. 𝑉. 𝑁
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Sendo que as nomenclaturas significam: m: massa (g) de biftalato de potássio, V: volume 

(mL) da solução de hidróxido de sódio gasto na titulação, N: concentração (normalidade) da 

solução de hidróxido de sódio utilizada. 

O resultado foi descrito em mEq/Kg -1 por meio da expressão matemática: mEq/Kg -1 

=Vxfx10, no qual as terminologias significam: V: volume de solução titulante gasto na titulação 

(mL), f: fator de correção da solução titulante. 

 

4.2.2.3  Teor de cinzas 

Cerca de 2,0 g de mel foram mensurados em um recipiente tipo cadinho de porcelana e 

antecipadamente desidratado à 100 ºC no decorrer de 4 h em estufa (NOVA ÉTICA, 402-3D, 

Vargem Grande do Sul, Brasil). Após voltar a temperatura ambiente, a massa das amostras foi 

quantificada e depois conduzida para incineração à 600 ºC em fornalha tipo mufla (Jung, 

LF0612, Blumenau, Santa Catarina, Brasil) por 3 h. Depois de retornar à temperatura ambiente, 

realizou-se a mensuração da massa das cinzas em relação à massa úmida e massa seca dos méis 

analisados (AOAC, 2006). 

4.2.2.4  Teor de umidade  

O teor de umidade foi verificado com base no método escolhido pelo Instituto Adolfo 

Lutz (2005), sendo feitas algumas modificações nos procedimentos. Assim, 2,0 g de mel foram 

pesadas e passou por aquecimento em uma estufa (NOVA ÉTICA, 402-3D, Vargem Grande do 

Sul, Brasil), à 60 °C até alcançar uma massa que ficou constante. Sendo que o teor de umidade 

foi calculado conforme a fórmula:  

𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 = 100 − [( 
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) ∗ 100] 

4.2.2.5  Teor de sólidos solúveis (ºBRIX) 

 Os teores de sólidos solúveis (ºBrix) dos méis foram mensurados por meio de leituras 

em refratômetro manual modelo RHB-90ATC (Megabrix, São Paulo, Brasil) de acordo com 

Yamamoto et al. (2010). A determinação é realizada de forma indireta e estabelece o índice de 

refração com a porcentagem de umidade no intervalo de 13% a 25%. Essa análise é feita a partir 

da inserção de uma gota da amostra de mel no refratômetro com o auxílio de um bastão, seguido 

do ajuste do foco e conversão da leitura da refração de acordo com a tabela de Chataway. 
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4.2.2.6  Teor de açucares redutores 

O teor de açúcares redutores foi verificado por meio da utilização de 2 mL de solução 

de glicose liquiform (Labteste, Minas Gerais, Brasil) e 200 μL de solução aquosa de mel 

(1:2500 v/v). Depois de adicionado o mel, a mistura ficou em repouso por 30 min e em seguida 

a absorbância foi lida a 555 nm em espectrofotômetro UV/vis (Nova 3300, Piracicaba, São 

Paulo, Brasil). A mensuração foi feita usando uma curva de calibração externa com glicose 

(Synth, Rio de Janeiro, Brasil) nas concentrações: 0,0; 1,3; 2,5; 3,8 e 5,0 mg mL-1 (GOMES et 

al., 2017). 

4.2.2.7  Compostos fenólicos totais 

A quantidade de compostos fenólicos totais em solução aquosa de mel foi estabelecida 

por meio do método de Folin-Ciocalteu e os resultados foram demonstrados em miligramas de 

ácido gálico por kg de mel (mgGA.100g-1). Primeiramente foi feita uma solução aquosa de mel 

(1:10 m/v) e desta foi usada uma alíquota de 0,5 mL misturada com 0,3 mL do reagente Folin-

Ciocalteu (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 2 mL de solução a 15% de carbonato de sódio 

(Na2CO3) (m/v). Em seguida foi acrescentado água destilada até perfazer o volume final de 5 

mL. A mistura ficou em repouso em temperatura ambiente por 2 h e logo após a absorbância 

foi mensurada a 798 nm. Como referência foi montada uma curva de calibração usando o ácido 

gálico em quantidades entre 7,0 x 10-4 e 7,8 x 10-3 mg mL-1 (FERREIRA et al., 2009). 

4.2.2.8  Atividade antioxidante (DPPH) 

As amostras dos méis foram diluídas em água deionizada (1:5, v/v) e uma alíquota de 

0,4 mL da solução foi colocada junto com 1,6 mL de etanol e 0,2 mL de solução 1,2 mmol L-1 

de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). As misturas foram colocadas durante 30 min em 

temperatura ambiente. Após, a absorbância foi lida a 555 nm no espectrofotômetro UV/Vis 

(NOVA 3300, Piracicaba, São Paulo, Brasil), com as misturas de referência foram preparadas 

de forma parecida, trocando a solução de DPPH por etanol. Como padrão foi usada uma curva 

de calibração com α-Tocoferol (vitamina E) em solução etanólica de 0,2 mmol L-1, em 

concentrações que variaram entre 0 e 2,50 mg L-1 (ZHANG e HAMAUZU, 2004). 
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4.2.2.9  Poder antioxidante redutor de ferro (FRAP - Ferric Reducing Antioxidant 

Power) 

 A atividade antioxidante do mel foi determinada segundo metodologia adaptada de 

Rufino et al. (2006). Esse método se baseia na capacidade do mel de reduzir o Fe3+ na forma do 

complexo 2,4,6-tri (2-piridil) - 1,3,5-triazina (Fe3+-TPTZ) a Fe2+ (Fe2+-TPTZ) em pH ácido. 

Primeiramente, uma alíquota de 400 μL de uma solução de mel 0.02 g mL-1 foi adicionada a 

3,6 mL de uma solução recém montada de reagente FRAP (2,5 mL de solução 10 mmol L-1 de 

TPTZ, 2,5 mL de solução 20 mmol.L-1 de FeCl3 e 25 mL de 0,3 mol L-1 de tampão acetato, pH 

3.6) e posteriormente a solução foi colocada em repouso por 60 min em temperatura ambiente. 

Após 60 min, a absorbância foi lida a 593 nm no espectrofotômetro UV/Vis (KASVI K37VIS, 

Piracicaba, São Paulo, Brasil). Uma curva de calibração foi feita com soluções de FeSO4 (1 

mol.L-1, com acréscimos de 0,2 mmol.L-1. Os resultados foram demonstrados como μmol.L-1 

de Fe+2 em 10% de solução de mel (m/v). 

4.2.2.10  Determinação da atividade antioxidante (ABTS) 

O ensaio ABTS foi realizado pelo método descrito por Sant'ana et al. (2012), onde 5 

mL de solução estoque de ABTS (7 mmo L-1) foi misturada com 440 μL de solução de 

persulfato de potássio (K2S2O8) 140 mmo L-1. A reação foi reservada em espaço escuro por 16 

h e 2 mL desta solução foram então dissolvidos em etanol absoluto até atingir a absorbância de 

0,700 ± 0,005 a 734 nm.  Após, foram adicionados 50 μL da solução de mel (2 mg/mL-1) com 

5,0 mL do ABTS·+ de solução final. Depois de 6 min. em repouso, a absorbância da reação foi 

medida a 734 nm usando etanol absoluto como branco, com as leituras realizadas no escuro. 

Todas as reações foram feitas em triplicata. Os valores de absorbância obtidos foram plotados 

em uma curva Trolox (Sigma-Aldrich, Alemanha; 0 a 2,4 mmol/L; Y = –26,37778 X + 0,65164; 

R2 = - 0,9997) e os resultados foram expressos em μmol TE/100 g. 

4.2.3  Avaliação antimicrobiana dos méis de abelha sem ferrão in vitro  

4.2.3.1  Análise antimicrobiana em ensaio de difusão em poços 

O método de ensaio de difusão em poços foi realizado por meio do protocolo 

recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os inóculos 

utilizados foram cepas ATCC de bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25993) e Escherichia coli (ATCC 27853). Os inóculos foram 
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preparados por meio de suspensão direta do crescimento microbiano em Caldo Triptona Soja 

(TSB) com turvação equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1x108 UFC/mL) sendo ajustada 

entre 0,08–0,13 de densidade óptica (D.O) a 600 nm em espectrofotômetro.  

O ensaio de difusão em poços foi realizado com o auxílio de swab estéril, onde o inóculo 

microbiano foi semeado na superfície de uma placa de ágar Muller-Hinton, até alcançar um 

esfregaço uniforme. Após a secagem do inóculo, foram confeccionados poços com auxílio de 

molde com 6 mm de diâmetro que foram impregnados com 100 μL dos méis de ASF. Para fins 

de comparação e controle foram utilizados discos de antibióticos para cada cepa, que foram 

eritromicina (15 mg), cloranfenicol (30 mg), amoxicilina associado ao ácido clavulânico (30 

mg), sendo todos da empresa Laborclin®. Os testes foram realizados em duplicata e as leituras 

foram realizadas após 24 h de incubação a 37ºC, por meio da medição dos halos de inibição do 

crescimento em milímetros de diâmetro. 

Sobre a escolha dos discos de antibiótico, de acordo com Boelsterli e Kashimshetty 

(2010), a amoxicilina associado ao ácido clavulânico é um antibiótico de amplo espectro mais 

comumente prescrito em todo o mundo, sendo ainda bem tolerada mesmo podendo ter possíveis 

efeitos adversos como complicações hepáticas. Esse fármaco inibe uma variedade de bactérias 

Gram-positivas, com determinada cobertura Gram-negativa, atuando no tratamento de 

infecções do trato urinário, sistema respiratório inferior, infecções de ouvido, nariz, garganta e 

outros (AKHAVAN et al., 2023).  

De acordo com Matter (2015), o cloranfenicol é um antimicrobiano de amplo espectro, 

com alta lipossolubilidade, que gera rápida absorção em quase todos os tecidos, promove a 

inibição da síntese de proteínas e é amplamente empregado para o tratamento de infecções 

advindas de meningite bacteriana, sendo também utilizado para tratar abscessos cerebrais 

principalmente quando o paciente tem alergia grave à penicilina. Um de seus efeitos adversos 

grave é a anemia aplástica e danos na medula óssea (SANGA e KHAREL, 2022). 

A eritromicina é habitualmente usada para diversas infecções respiratórias e previne 

contra a conjuntivite neonatal. Além disso, esse antibiótico é usado para o tratamento de 

infecções gastrointestinais, febre reumática, além de pele, tecidos moles e outras infecções. 

Esse medicamento possui efeitos colaterais como náusea, vômito, diarreia e interações 

acentuadas, sendo necessário uma indicação do profissional de saúde sobre sua indicação. 

(FARZAM et al., 2023). 

A utilização desses antibióticos citados acima é usada na prática clínica e com isso todos 

os profissionais de saúde devem entender o mecanismo, padrões de resistência, reações 

adversas de medicamentos e gerenciá-los (SHENOY et al., 2019). 
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4.2.3.2  Avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Foi utilizado o método de microdiluição em caldo, seguindo as normas da M07-A9 do 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Em microplacas de 96 poços foram 

adicionados 100 µL de meio de cultura caldo Brain Heart Infusion (BHI), previamente 

inoculado com uma suspensão bacteriana em solução salina estéril, obedecendo a escala 0,5 de 

McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 UFC mL-1. O ajuste foi feito em espectrofotômetro 

(KASVI K37VIS, Piracicaba, São Paulo, Brasil), com o comprimento de onda a 600 nm e a 

leitura da absorbância entre 0,08 a 0,13. Cada poço da primeira linha foi preenchido com 150 

µL de inóculo bacteriano em BHI, e as demais linhas com 100 µL. Na primeira linha, foi 

colocado 50 µL dos méis na concentração de 1 g/mL, e depois a amostra foi diluída pipetando 

100 µL do primeiro poço para o segundo, do segundo para o terceiro, até o fim das linhas e teve 

um sobrenadante de 100 µL na ponteira que foi para o descarte, ficando dessa forma 100 µL de 

inóculo e de méis em cada placa (Figura 2). Para cada amostra dos méis foram feitos tratamentos 

em triplicata. A CIM foi determinada como a menor concentração do mel em mg/mL que inibiu 

o crescimento microbiano. 

Figura 2 - Placa de microdiluição contendo o inóculo e mel. 

Fonte: A autora (2024). 
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4.2.4  Síntese nanopartículas de prata através dos méis 

A síntese das AgNPs foi adaptada da metodologia empregada por Czernel et al. (2021). 

A partir das análises dos dados dos testes microbiológicos, foram selecionados os méis das 

amostras JUP1 (Melipona compressipes manaosensis) e JUP2 (Melipona compressipes 

manaosensis) para a síntese das nanoestruturas. Inicialmente, foram preparadas soluções 

aquosas de nitrato de prata (AgNO3) (Sigma-Aldrich, Brasil) nas concentrações de 1, 3 e 5 mM 

e, em seguida, 3 mL de cada foram misturados com 2 mL das amostras de mel JUP1 e JUP2. 

Os tubos contendo as misturas reacionais foram cobertos com papel alumínio para evitar a 

oxidação da prata e evaporação do líquido durante a reação que aconteceu a partir da incubação 

em banho-maria (Centauro®) sob diferentes temperaturas (50º, 60º, 70º e 80 ºC) a fim de avaliar 

o efeito dessa variável na mudança de coloração e provável formação das nanoestruturas ao 

longo de 60 min.   

4.2.5  Caracterização das nanopartículas de prata 

4.2.5.1 Espectroscopia de UV/Vis 

As curvas de absorção das AgNPs sintetizadas pelos méis JUP1 e JUP2 foram avaliadas 

em um espectrofotômetro (Spectrophotometer® modelo Nova 3300 UV) na faixa entre 380 e 

600 nm. Cada amostra foi diluída na proporção 1:10 (v/v) em água ultrapura e 2 mL foram 

colocados em uma cubeta de quartzo que em seguida foi inserida no equipamento e as análises 

aconteceram sob temperatura ambiente. A água destilada foi usada como branco. 

4.2.5.2 Propriedades coloidais (Espalhamento dinâmico de luz – DLS, potencial Zeta de 

superfície) e estabilidade das AgNPs ao longo do tempo 

As propriedades coloidais de AgNPs foi mensurada utilizando a metodologia 

empregada por Lima et al. (2021), com algumas adaptações. O equipamento Zetasizer Nano 

ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) foi usado para medir o tamanho (diâmetro 

hidrodinâmico), o índice de polidispersividade (PdI) e o potencial Zeta de superfície (carga 

elétrica) das AgNPs sintetizadas via méis, no Laboratório de Nanobiotecnologia do Instituto de 

Biologia da Universidade de Brasília (IB/UnB). As leituras foram realizadas após 30, 60, 90 e 

120 dias da síntese inicial das nanoestruturas e consistiram na diluição 1:10 (v/v) das AgNPs 

em água ultrapura. Em seguida, essa mistura foi depositada em cubetas específicas e inseridas 

no equipamento onde, após 120 s de estabilização, foram realizadas 10 execuções em triplicata 

https://sciprofiles.com/profile/498669
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com um ângulo de espalhamento de 173° e uma temperatura de 25 °C. Os resultados consistem 

no valor médio das três repetições ± desvio padrão da média e os dados foram processados pelo 

software Zetasizer (versão 7.13), desenvolvido pelo mesmo fabricante do equipamento. 

4.2.5.3 Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

Os perfis de ligações/interações químicas dos grupamentos funcionais presentes na 

superfície das AgNPs foram analisados com o auxílio de um Espectrofotômetro 

de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) (Shimadzu, IR Prestige), no modo de 

reflectância total atenuada (ATR), na Central Analítica II da Rede Intregada de 

Desenvolvimento Humano (RIDH) da UFOPA. Foram realizadas 45 varreduras no intervalo de 

4000 cm–1 a 600 cm–1. 

4.2.5.4 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

A caracterização morfológica das AgNPs foi realizada em microscópio eletrônico de 

transmissão (JEOL JEM-1011, Japão) no Laboratório de Microscopia e Microanálise (LMM) 

do Instituto de Biologia da Universidade de Brasília (IB/UnB), sendo seguida a metodologia 

padrão desse laboratório, com modificações, para alcançar a forma de diluição de cada uma das 

suspensões de AgNPs. Para as análises no MET, as amostras foram diluídas na proporção de 

1:100, 1:300 ou 1:400 (v/v) em água ultrapura a depender da amostra analisada e 5 µL de cada 

diluição foram pingados sobre uma telinha de cobre recoberta com filme de Formvar®. Após 

secagem por um período de 24 h sob temperatura ambiente as amostras foram observadas no 

microscópio e as imagens foram adquiridas de maneira aleatória. 

4.2.6 Ensaios de toxicidade   

Para o ensaio in vivo foi utilizado como modelo animal ratas adultas da espécie Rattus 

novergicus albinus da linhagem Wistar. Os ensaios toxicológicos foram realizados previamente 

ao ensaio de cicatrização para fins de segurança.  Foram utilizadas 9 ratas com idade entre 8 e 

12 semanas de vida com peso entre 160 e 250 g, provenientes do Biotério da UEPA, campus- 

Santarém. Tais ratas tiveram alojamento adequado, com temperatura ambiente da 

experimentação na faixa de 22 ±2 ºC, foram alimentadas com ração comercial Purina® e água 

ad libitum e foi respeitado o ciclo claro e escuro de 12 h de intercalação.  
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4.2.6.1 Toxicidade dérmica aguda 

O teste de toxidade dérmica foi adaptado de acordo com as normativas da OECD 402 

(2017) que disponibiliza o procedimento metodológico de toxicidade cutânea em uma dose 

única para um estudo pré-clínico.  

Foram utilizadas 9 ratas e feita a dosagem de 0,5 mL das AgNPs na concentração de 3 

mM por animal das amostras sintetizadas a partir do mel de Melipona compressipes 

manaosensis JUP1 e JUP2, com 3 ratas para cada grupo. Foi usado também um grupo controle 

com 3 ratas recebendo solução de cloreto de sódio (NaCl) 0,9% na dosagem de 0,5 mL.  

Foram utilizados animais com pele íntegra e saudável. As ratas foram eleitas de forma 

aleatória para a pesquisa e identificadas para a análise. Em seguida, os pêlos das ratas foram 

removidos utilizando tosquia em uma máquina de cortar cabelo (Mondial®) da área dorsal com 

no mínimo 10% da área total da superfície do dorso corporal (Figura 3) e após foram colocadas 

as soluções-testes de AgNPs.  

Figura 3 - Tosquia da área dorsal do animal 

 

Fonte: A autora (2024). 

O procedimento de exposição às AgNPs sintetizadas a partir do mel de Melipona 

compressipes manaosensis das amostras JUP1 e JUP2 e ao controle com NaCl 0,9% foi feito 

de forma uniforme na área tricotomizada (Figura 4).  
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Figura 4 - Colocação da AgNPs JUP1 na pele da área tricotomizada da região dorsal do animal. 

Fonte: A autora (2024). 

E após, as ratas foram colocadas em gaiolas individuais (Figura 5) até o término do 

experimento a fim de evitar a ingestão oral do produto e interferência de reações na pele por 

outros animais em gaiolas coletivas. 

Figura 5 - Acomodação das ratas em gaiolas individuais 

 

Fonte: A autora (2024). 

A substância foi mantida em contato com a pele com auxílio de uma gaze porosa e fita 

não irritativa (Figura 6) por um período de exposição de 24 horas, sendo que nos primeiros 30 
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min após a aplicação do produto houve uma atenção maior ao comportamento dos animais, 

sendo que essa vigilância se estendeu por 6 h depois da exposição às substâncias. Depois do 

período de 24 h, os resíduos dos produtos foram retirados com o uso de solução salina estéril 

(Figura 7) e as avaliações diárias da reação da pele foram feitas por 14 dias de forma individual 

e interpretadas de acordo com o sistema empregado pela Federal Hazardous Substances Act 

(FHSA) (2008) conforme a Tabela 2.  

Figura 6 - Substância em contato com a pele protegida com gases e fita não irritativa 

Fonte: A autora (2024). 

Figura 7 - Limpeza da pele do animal com solução salina com auxílio de gases esterilizadas 

Fonte: A autora (2024). 

 

Além disso, foram observadas possíveis manifestações clínicas diariamente e 

registradas as possíveis alterações de pelagem, sistema respiratório, circulatório, autônomo, 

nervoso central, atividade somatomotora, padrão de comportamento, sinais de convulsões, 

tremores, excesso de saliva, evacuações frequentes, estado de sonolência, letargia, coma e dor. 
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Foi realizada a pesagem dos animais antes do procedimento, no 7º e no 14° dia antes da 

eutanásia. 

Ao término dos 14 dias de observação, as ratas passaram por eutanásia de acordo com 

o Guia de eutanásia para animais de ensino e pesquisa da UNIFESP (FAVORETTO et al., 

2019), com uma superdose de injeção intraperitoneal, com aplicação de no mínimo 3 vezes a 

dose necessária dos anestésicos de Ketamina (90 mgkg-1) e Xilazina (10 mgkg-1). 

Posteriormente foi feita a necropsia macroscópica dos órgãos como a pele, coração, fígado, 

pulmão, rins, intestino delgado, intestino grosso, pâncreas e estômago, sendo que se fosse 

observada alguma anormalidade a avaliação histológica seria determinada. O parâmetro para 

analisar os órgãos na necropsia se embasou na comparação com os animais do grupo controle. 

 

Tabela 2 - Grau de reação da pele. 

FORMAÇÃO DE ERITEMA E ESCARAS Grau 

Sem eritema 0 

Eritema muito leve (pouco perceptível) 1 

Eritema bem definido 2 

Eritema moderado a severo 3 

Eritema grave severo a formação de escaras 4 

FORMAÇÃO DE EDEMA Grau 

Sem edema 0 

Edema muito leve (pouco perceptível) 1 

Edema leve (bordas bem definidas) 2 

Eritema moderado (aumento superior de aproximadamente 1mm) 3 

Eritema severo (aumento superior a 1mm e estendendo além da área de exposição) 4 

Fonte: Modelo adaptado de Federal Hazardous Substances Act the USA (2008). 

4.2.6.2 Ensaio de irritação/corrosão ocular aguda in vitro 

O teste da irritação ocular é primordial para produtos dermatológicos pois a substância 

produzida poderá alcançar acidentalmente os olhos do indivíduo. Já existem pesquisas que 

recomendam o emprego de métodos alternativos para determinar a irritabilidade dos olhos, 

como o teste de membrana cório-alantóide do ovo de galinha por meio do método de Hens Egg 

Test-Chorion Allantoic Membrane (HET-CAM). 

Para a avaliação do potencial de irritação/corrosão ocular foi selecionado o método in 

vitro do HET-CAM que possibilita o não uso de animais em experimentação e permite analisar 

na forma semiquantitativa a capacidade de irritação de produtos sobre a membrana cório-

alantóide de ovo embrionado de galinha no décimo dia de incubação. Além disso, é um método 

simples de ser realizado e de baixo custo (MEHLING et al., 2007).  
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Foram usados ovos embrionados de galinha (Gallus gallus domesticus) tirados no 

primeiro dia da fertilização que foram obtidos em uma granja situada no interior da cidade de 

Santarém-Pará. O peso médio dos ovos foi em torno de 40 – 60 gramas. O delineamento 

proposto foi de acordo com a ICCVAM (2010) e adaptações do estudo de Derouiche; 

Abddennour (2017).  

Foram utilizados 3 ovos para cada grupo (total de 15 ovos). Os ovos foram colocados 

em uma incubadora com temperatura controlada de 37 ± 0,5 oC, umidade relativa de 70% por 

9 dias e, no décimo dia de incubação, os ovos foram abertos. Foi inserido 0,3 mL de solução 

fisiológica (0,9%) na membrana interna para hidratação por 30 min. Passado esse tempo, foi 

retirado de forma cuidadosa o excesso de soro fisiológico e, depois, foi extraída a membrana 

externa e exposta a membrana cório-alantóide (CAM). Após isso foi misturada sobre a CAM 

300 µL da amostra testada em cada um dos ovos, de acordo com os grupos: NaCl 0,9% (controle 

negativo), hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 N (controle positivo). Os grupos experimentais com 

as AgNPs sintetizadas a partir do mel de Melipona compressipes manaosensis das amostras 

JUP1 e JUP 2 e grupo solução de nitrato de prata (AgNO3), para fins de comparação.  

As análises observacionais duraram 5 min e nesse período foram analisados o 

comportamento dos vasos sanguíneos, além do tempo de aparição de um dos três pontos finais 

como lise vascular, hemorragia e a coagulação. Com a meta de assegurar resultados 

reprodutíveis e confiáveis para a avaliação dos possíveis aparecimentos dos pontos finais foi 

usado uma câmera de um smartphone. A avaliação teve como base o aparecimento de cada um 

dos três pontos de extremidade do HET-CAM em espaços de tempo fixos de 30 s, 2 min e 5 

min (Derouiche; Abdennour, 2017). O tempo para analisar a lise, hemorragia e coagulação 

recebeu uma pontuação exata de acordo com o tempo em que cada episódio ocorreu, seguindo 

o esquema da Tabela 3. Posteriormente, as pontuações foram somadas para obter um valor 

numérico único por meio de uma escala que foi avaliada de 0 a 21, demonstrada na Tabela 4, 

onde foi verificada a capacidade de irritação das formulações testadas. Com os resultados 

obtidos, determinou-se uma média (entre 0 e 21), de acordo com a indicação de irritação (lise, 

hemorragia e coagulação) e não-irritante (Tabela 3). 

Tabela 3 - Esquema de pontuação para testes de irritação com o método de teste. 

Efeitos 

 
Pontuação 

 

0,5min (30s) 2min (120s) 5min (300s) 

Lise 5 3 1 

Hemorragia 7 5 3 

Coagulação 9 7 5 



56 

 

Fonte: ICCVAM (2010) e adaptado por Derouiche e Abddennour (2017). 

Tabela 4 - Categoria de irritação de acordo com a faixa de pontuação do HET-CAM. 

Fonte: ICCVAM (2010) e adaptado por Derouiche e Abddennour (2017). 

4.2.7 Ensaio de cicatrização 

O ensaio foi constituído por 60 ratos da espécie Rattus novergicus albinus da linhagem 

Wistar, machos, adultos, com idade superior a 90 dias e peso padrão entre 250 g e 300 g. Os 

ratos foram provenientes do Biotério da UEPA, Campus- Santarém.  

Os animais passaram por um período de observação e manejo até alcançarem a idade e 

peso ideal para o início de qualquer estudo científico e até o final do experimento foram 

mantidos com condições ambientais controladas: 12 h de ciclo claro-escuro, ambiente 

higienizado, temperatura de 22 ± 2 ºC, ventilação adequada, acesso livre para água ad libitum 

e ração comercial Purina®. Tais recomendações foram seguidas de acordo com as diretrizes do 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA, 2016). 

No decorrer do estudo os animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno com 

dimensão de 41cm x 34cm x 16cm, acolchoada com maravalha, abrigando cinco ratos em cada 

um destes espaço no ambiente de alojamento no período de manejo. Após o ato operatório, os 

animais foram mantidos em gaiolas individuais, pois em caso de cirurgia experimental o 

isolamento do animal é aconselhado (VAN LOO et al., 2007).  

4.2.7.1 Grupos de animais para o ensaio da cicatrização 

   Os animais foram alocados aleatoriamente em 6 grupos de 10 animais, sendo assim 

composto por: 

1. Grupo GMJUP1 (tratamento com o mel de abelha sem ferrão de Melipona compressipes 

manaosensis); 

2. Grupo GMJUP2 (tratamento com o mel de abelha sem ferrão de Melipona compressipes 

manaosensis); 

3. Grupo GNJUP1 (tratamento com AgNPs sintetizadas a partir do mel de abelha sem 

ferrão de Melipona compressipes manaosensis); 

Faixa de pontuação Categoria de irritação 

0 a 0,9 Não rotulado 

1 a 4,9 Ligeira irritação 

5 a 8,9 Irritação moderada 

9 a 21 Irritação grave 
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4. Grupo GNJUP2 (tratamento com AgNPs sintetizadas a partir do mel de abelha sem 

ferrão de Melipona compressipes manaosensis); 

5. Grupo GCS (tratamento com solução fisiológica de NaCl a 0,9%, caracterizado com o 

controle negativo; 

6. Grupo GCP (tratamento com pomada Sulfato de Neomicina 3,5 mg/g, caracterizado 

com o controle positivo).  

Cada grupo foi dividido em 2 subgrupos de 5 animais cada, nomeados de acordo 

com o período de acompanhamento, totalizando assim 12 subgrupos de cinco animais: 

sendo 8 subgrupos experimentais e 4 subgrupos controles, totalizando 60 ratos. Dessa 

forma, os animais foram acompanhados por diferentes períodos, de acordo com a data de 

eutanásia pré-estabelecida de cada subgrupo, em 7 e 14 dias após o início do tratamento, 

sendo esses os dias totais de aplicação dos tratamentos e acompanhamento da pesquisa, de 

acordo com o esquema da Tabela 5, a seguir:  

Tabela 5 - Detalhamento dos subgrupos de animais definidos. 

Número dos 

subgrupos 

Nomenclatura dos 

grupos 
Aplicações dos produtos 

Número de 

dias 

observações 

1 GMJUP1-7 Mel de Melipona compressipes manaosensis 7 dias 

2 GMJUP1-14 Mel de Melipona compressipes manaosensis 14 dias 

3 GMJUP2-7 Mel de Melipona compressipes manaosensis 7 dias 

4 GMJUP2-14 Mel de Melipona compressipes manaosensis 14 dias 

5 GNJUP1-7 
AgNPs de mel Melipona compressipes 

manaosensis 
7 dias 

6 GNJUP1-14 
AgNPs de mel Melipona compressipes 

manaosensis 
14 dias 

7 GNJUP2-7 
AgNPs de mel Melipona compressipes 

manaosensis 
7 dias 

8 GMJUP2-14 
AgNPs de mel Melipona compressipes 

manaosensis 
14 dias 

9 GCS-7 Solução fisiológica de NaCl 0,9% 7 dias 

10 GCS-14 Solução fisiológica de NaCl 0,9% 14 dias 

11 GCP-7 Sulfato de Neomicina 3,5 mg/g 7 dias 

12 GCP-14 Sulfato de Neomicina 3,5 mg/g 14 dias 

Legenda: GMJUP1: Grupo Mel Jupará amostra 1, GMJUP2: Grupo Mel Jupará amostra 2, GNJUP1: Grupo 

Nanopartícula com Jupará amostra 1, GNJUP2: Grupo Nanopartícula com Jupará amostra 2, GCS: Grupo 

Controle Soro fisiológico, GCP: Grupo Controle Positivo, NACl: cloreto de sódio, mg: Miligrama, g: grama, 

AgNPs: Nanopartícula de prata. 

Fonte: A autora (2024). 

 

https://www.drogaraia.com.br/sulfato-de-neomicina-bacitracina-medley-generico-15-g-pomada.html
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O número estipulado de animais de cada subgrupo seguiu as diretrizes da CONCEA 

(2016) pois um número reduzido de animais por alojamento deve ser condizente com a 

manutenção das condições sociais e ambientais da gaiola.  

Foi usado no ensaio in vivo como controle positivo o sulfato de neomicina pois segundo 

Nitanan et al. (2013) essa substância de uso tópico é um antibiótico aminoglicosídeo de amplo 

espectro que tem sido usado topicamente na pele, ajuda na cicatrização de feridas e pode ser 

usado em mucosas. Esse medicamento inibe o crescimento principalmente de uma variedade 

de bactérias Gram-negativas e algumas bactérias Gram-positivas, além de inibir patógenos 

fúngicos. Essa pomada é habitualmente usada topicamente em feridas cutâneas inibindo 

bactérias como P. aeroginosa, S. aureus, S. lugdunensis, S. schleiferi e 

outros Staphylococcus spp. (MEHAR et al., 2014). 

4.2.7.2 Anestesia e ato operatório dos animais 

Essa etapa consistiu na pesquisa experimental com os ratos para o tratamento das feridas 

infectadas. A anestesia e ato operatório foram feitos por profissionais treinados e capacitados 

para realizar os procedimentos de administração das substâncias e a indução das feridas 

(CONCEA, 2016).  

Os ratos foram submetidos à anestesia utilizando o método de injeção intraperitoneal de 

cloridrato de Ketamina 90 mgkg-1 e foi usado o relaxante muscular cloridrato de Xilazina 10 

mgkg-1 por via de injeção intraperitoneal. Após a anestesia, os animais foram posicionados em 

decúbito ventral por meio de uma prancha operatória, foi feita a depilação da região 

dorsocostais e depois os animais foram submetidos a lesões cutâneas de ato cirúrgico único, no 

qual estiveram sob efeito anestésico e foi utilizado um punch metálico de 8 mm² (Figura 8). 

Esse perfuro contém uma lâmina cortante nas suas bordas que faz a retirada da pele e exposição 

a fáscia da musculatura dorsal (GARROS et al., 2006). 

Figura 8 - Lesão cutânea realizada após anestesia no animal do grupo GNJUP2-14. 

 

Fonte: A autora (2024). 
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4.2.7.3 Pós-operatório 

Após a realização do ato cirúrgico os animais foram colocados em gaiolas individuais, 

além de serem colhidas de imediato, com swabs estéreis, amostras das feridas de todos os 

animais dos grupos da pesquisa. Logo em seguida, todos os ratos foram infectados com 0,5 mL 

da suspensão ajustada a 1,5 x 108 UFC/mL-1 de Staphylococcus aureus (Figura 9) por animal e 

após foram devolvidos para as gaiolas individuais com as devidas etiquetas de identificação dos 

subgrupos. O ato da infecção foi realizado com o uso do método de gotejamento sob a área 

lesada utilizando uma pipeta Pasteur descartável de 3 mL, assim como no trabalho de Silva 

(2004), que utilizou a mesma técnica de gotejamento nas feridas.   

Figura 9 - Infecção da ferida com S. aureus após ato operatório no animal do grupo GCP-7. 

 

Fonte: A autora (2024). 

 

A escolha para a infecção do ensaio in vivo foi da bactéria Gram-positiva S. aureus que 

integra a microbiota dos seres humanos e é encontrada principalmente na pele e nas fossas 

nasais. Ela pode entrar no tecido lesionado e causar danos locais e até mesmo complicações 

sistêmicas graves. A infecção por esse microrganismo é comum tanto em ambientes 

comunitários quanto hospitalares (AQUINO; DA SILVA, 2022; TAYLOR; UNAKAL, 2023). 

Após aproximadamente 36 h da indução da infecção foi realizada a coleta do swab 

estéril das feridas, em seguida foi realizado o tratamento de forma simultânea com a colocação 

de 200 μL (equivale a 4 gotas) das amostras de cada grupo da pesquisa, como visto na Figura 

10. Esse procedimento se repetiu diariamente durante 7 e 14 dias, conforme cada subgrupo de 

eutanásia estabelecida, de acordo com a Tabela 5.  

Figura 10 - Tratamento diário da ferida com o mel do GMJUP2. 
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Fonte: A autora (2024). 

4.2.7.4 Coleta dos swabs da ferida e avaliação microbiológica  

Para a análise microbiológica foram coletados swabs das feridas operatórias, isto é, após 

o ato cirúrgico e foram colhidos swabs após aproximadamente 36 h da indução da infecção e 

início ao tratamento, uma vez que esse é o período em que se espera ter um crescimento 

microbiano suficiente para desencadear uma infecção nos animais. Além disso, foram coletados 

novos swabs após 72 h do início do tratamento, no 7° e no 14° dia antes da eutanásia dos 

animais, de acordo com os grupos de acompanhamento (Figura 11). 

Figura 11 - Coleta de swab após o ato operatório e após foi armazenado em tubo de solução salina estéril. 

 

Fonte: A autora (2024). 

Os swabs estéreis foram colocados em tubos contendo solução salina estéril (NaCl a 

0,85%) e foram enviados no mesmo dia ao Laboratório de Bacteriologia (LABAC) onde 100 

µL foram semeados sobre a superfície das placas de Petri estéreis (90 x 15mm) contendo Ágar 

Baird Parker (BPA - Kasvi®️) utilizando-se o método Spread Plate. As placas foram incubadas 

e invertidas a uma temperatura de 37 ºC por 24 h e após esse período foi feita a observação para 
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Contagem Padrão de Placa (CPP). O método de análise foi qualitativo e foi observado o 

crescimento de S. aureus. 

4.2.7.5 Avaliação macroscópica 

Foi feita a avaliação morfométrica da área da ferida por meio de registros fotográficos, 

sendo que a medição das feridas foi realizada pelo aplicativo gratuito imitoMeasure®. Na 

intenção de ter um padrão das capturas das imagens fotográficas, o smartphone foi posicionado 

e mantido em um tripé com distância de 15 a 20 cm de altura de distância e paralelo à ferida. 

Próximo a lesão foi posicionado um marcador de calibração adesiva no intuito de calibrar a 

captura da imagem, na qual serviu como referência para a calibração das medidas das lesões, 

que foram obtidas pelo aplicativo de análise imitoMeasure® (Figura 12) que expressou a área 

da lesão em centímetros quadrados (YOUNIS et al., 2022).  

 

Figura 12 - Captura da área total da ferida de um animal do grupo GNJUP2-14 com auxílio do calibrador digital 

                                                 Fonte: A autora (2024). 

Com o uso do aplicativo imitoMeasure® e o adesivo de calibração, as bordas das feridas 

foram delineadas manualmente com o dedo indicador na tela do dispositivo, sendo que as 

medidas de comprimento, largura e área de superfície foram calculadas automaticamente (DO 

KHAC et al., 2021). As imagens foram capturadas de todos os grupos no primeiro dia após 

ferimento cirúrgico e após três, sete e no décimo quarto dia de tratamento de acordo com o 

subgrupo de eutanásia.  

O uso de aplicativos para a mensuração macroscópica de lesões, atualmente, é bastante 

empregado em pesquisas para a verificação morfométrica de feridas cutâneas, pois promove 

alta portabilidade e mobilidade. Adicionalmente, o imitoMeasure® e outros aplicativos 
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dedicados a smartphones surgiram para tornar a medição de feridas e documentação mais fácil, 

barata, útil e são notadamente atraentes para aplicações clínicas (BIAGIONI et al., 2021). 

4.2.7.6 Eutanásia dos animais 

O procedimento da eutanásia ocorreu no 7º e no 14º dia de acordo com os subgrupos de 

animais, seguindo as recomendações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA, 2016). A via de administração dos fármacos foi pelo método de injeção 

intraperitoneal, com aplicação de no mínimo 3 vezes a dose necessária dos anestésicos de 

Ketamina (90 mgkg-1) e Xilazina (10 mgkg-1), caracterizando uma superdose, de acordo com o 

Guia de eutanásia para animais de ensino e pesquisa da UNIFESP (FAVORETTO et al., 2019). 

A detecção da morte dos animais foi realizada por meio da avaliação cardiorrespiratória 

utilizando um estetoscópio para verificar ausência da respiração e dos batimentos cardíacos 

(CONCEA, 2016).  

              Depois da confirmação do óbito dos animais, estes foram colocados na mesa cirúrgica 

para retirada da amostra de pele que compreendeu uma área de 3 cm x 3 cm no local da lesão. 

Os fragmentos foram colocados em potes coletores universais cobertos por uma solução de 

formalina a 10% tamponada, sendo feito sua lavagem após 24 h com álcool 50% para retirar a 

formalina e armazenado em álcool 70° e enviados para o Laboratório Multiusuário de Análises 

Multifuncionais (LABAM), onde foram confeccionadas as lâminas com lamínulas de vidro 

para análise histológica.  

Ao término das coletas dos fragmentos cutâneos, ocorreu o descarte das carcaças dos 

animais, sendo respeitada a Política Nacional de Resíduos Sólidos da Lei nº 12.305/10 de 

02/08/2010. Além disso, seguiu-se as recomendações da normativa do CONCEA (2016), que 

orienta que os animais infectados por substâncias químicas tenham um destino adequado. 

4.2.7.7 Avaliação microscópica  

Para cada amostra dos tecidos foram realizados cortes que posteriormente foram corados 

em Hematoxilina-Eosina e Picrosirius Red®, desse modo, foram confeccionadas 120 lâminas e 

identificadas com lápis demográfico. 

A confecção das lâminas seguiu o manual de Técnica Histológica de Rotina e de 

Colorações do estudo de Santos et al. (2021). Primeiramente os tecidos passaram pela técnica 

histológica com a seguinte sequência: fixação dos tecidos, inclusão, microtomia e coloração 

das lâminas. Então, após a fixação do formol nos tecidos que durou 24 h, eles foram lavados 
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com álcool 50º e armazenados em álcool 70º.  A fase da inclusão ocorreu por meio da colocação 

de parafina líquida no exterior dos tecidos que foram colocados no molde de metal. Nessa fase 

o tecido foi deixado com a superfície de modo clivada para ser cortada em um molde para 

inclusão do fragmento e depois foi coberto com o cassete. Sendo que depois do resfriamento, o 

material incluído foi obtido por meio dos blocos de parafina. A etapa da microtomia promoveu 

cortes finos com espessura de 5 µm e foi feita por meio da utilização do equipamento micrótomo 

(Leipzig®). Para realizar a microtomia foi utilizado uma pinça para promover a distensão dos 

cortes em banho-maria à uma temperatura entre 40 a 50 ºC. Em seguida, os cortes foram 

pescados em lâminas estéreis, no qual foram identificadas e levadas à estufa com temperatura 

de 40º C por um período mínimo de 1 h (SANTOS et al., 2021). 

4.2.7.8 Análise por Hematoxilina e Eosina (HE) 

Na última etapa foi realizada a coloração das lâminas onde, após os cortes no 

micrótomo, as lâminas foram desparafinilizadas em xilol I e II (as lâminas ficaram 5 minutos 

em cada banho) e em banhos de álcool etílico de forma decrescente (álcool 100% I e II, 95%, 

90%, 70% e 50%) e água destilada, permanecendo em todos os banhos por 3 min. 

Posteriormente foram corados em hematoxilina por aproximadamente 30 s e, em seguida, as 

lâminas foram lavadas em água corrente e depois coradas com Eosina por um tempo 

aproximado de 2 min, depois novamente lavadas em água corrente. Em seguida, passaram por 

desidratação em álcool (70%, 90%, 95%, 100% I e II), foram clarificadas em xilol I e II por 5 

minutos e posteriormente as lâminas foram montadas e realizada sua análise em microscópio 

óptico (Zeiss®) em aumento de 400x com câmera acoplada e foi possível a verificação do núcleo 

na coloração azul-púrpura e do citoplasma da célula que tende a ser visualizado em tonalidades 

de vermelho (SANTOS et al., 2021). 

Por meio do corante Hematoxilina e Eosina, as lâminas foram avaliadas a partir da 

densidade vascular e da contagem direta de fibroblastos. Para a análise da densidade vascular, 

foram realizadas as fotomicrografias das lâminas em 10 campos utilizando como referência as 

margens direita e esquerda da ferida, com auxílio do microscópio óptico (Zeiss®) em aumento 

de 400x e com câmera acoplada. Após o registro das imagens, estas fotomicrografias foram 

sobrepostas em um gradeado contendo 100 pontos com distâncias equânimes entre os pontos, 

espalhados por toda a fotomicrografia e, a partir disso, os vasos que coincidiram com os pontos 

foram contados. Por sua vez, a contagem direta de fibroblastos foi avaliada por meio do 

software Image J®. Foi seguido a ordem de marcação manual celular individual com a ajuda do 

instrumento Multi-point de forma semiquantitativa. Os resultados foram demonstrados pela 
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média do número total de fibroblastos e apontados nos 10 campos de alta ampliação (400x). 

4.2.7.9 Análise por Picro-Sirius Red 

Para a coloração foi utilizado 0,5 g do Corante Direct Red 80® e 500 mL de solução de 

ácido pícrico, tais lâminas passaram pelo mesmo processo de desparafinilização de HE e depois 

foram coradas por 30 min por Picro-Sirius Red 0,1. Em seguida, foram desidratadas em banhos 

de álcool e clarificadas com Xilol I e II e por fim realizada a montagem das lâminas, assim 

como nos banhos de álcool de HE (SANTOS et al., 2021). Após a coloração das lâminas por 

Picro-Sirius Red, as análises foram realizadas em um microscópio de luz polarizada (Leica®) 

com câmera acoplada, em grande ampliação (200x), onde passaram por microfotografia em 10 

campos ao longo da área de lesão de cada lâmina, tendo a margens da lesão como limite. 

A análise de Picro-Sirius Red foi feita de forma quantitativa, em que a avaliação de 

imagens foi por meio da diferenciação da intensidade das cores. Para quantificar as fibras de 

colágeno tipo I e tipo III foi visualizada a coloração das fibras de colágeno tipo I, que 

apareceram com um padrão de birrefringência laranja-avermelhado e as fibras de colágeno do 

tipo III foram visualizadas em um padrão de birrefringência verde-amarelado (RITTIÉ, 2017). 

Essas imagens foram processadas pelo software Image J©, com o plug-in Threshold Colour, 

analisou-se a quantidade por área de colágeno. Para a análise do colágeno tipo I e tipo III foram 

seguidos os comandos: Image >Adjust > Color Threshold > parâmetros: colágeno do tipo 1: 

matriz: 0-40, Saturação: 0-255 e Brilho: 5-225 captando a intensidade do vermelho; para 

colágeno tipo 3: Matiz: 0-45-120, Saturação: 0-255 e Brilho: 5-225 assimilando a intensidade 

de colorações verdes. 

4.3 Análises de dados 

Para as análises físico-químicas e toxicidade dérmica dos méis utilizou-se teste de 

Tukey com médias e desvio padrão. Enquanto a análise antimicrobiana in vitro se deu em 

resultados de análise de médias. Já a análise microbiológica in vivo e a quantificação de 

fibroblastos foram feitas de forma semiquantitativas. Além disso, para os ensaios de toxicidade 

ocular e avaliação da estabilidade coloidal das AgNPs usou-se o teste de ANOVA one-way 

com os resultados apresentados com médias e desvio padrão. Os resultados da experimentação 

in vivo da cicatrização foram submetidos à análise de desdobramento de variância e, quando 

significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade 

utilizando o pacote estatístico SISVAR 5.6.  
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4.4 Princípios éticos da pesquisa 

O estudo seguiu aos princípios éticos de acordo com a Lei n. 11.794, de 8 de outubro de 

2008, sendo reforçado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal – 

CONCEA (2016), que ressalta que o biotério dispõe de infraestrutura e disponibilização de 

treinamento  de manejo com os animais antes de iniciar a pesquisa, sendo que os pesquisadores 

apresentaram o compromisso de promover o aperfeiçoamento dos recursos humanos com a 

produção, manutenção e uso ético e do bem-estar dos animais para fins de ensino e pesquisa 

para desenvolver com segurança as atividades experimentais. 

O presente projeto de pesquisa foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa com 

Animais da Universidade Federal do Oeste do Pará e aprovado com o seguinte protocolo Nº 

1220220235 (Anexo 1). A experimentação in vivo foi realizada depois da liberação dos animais 

pela equipe veterinária responsável pelo biotério para adaptação e manejo ao alojamento e foi 

aguardado que eles alcançassem a idade e o peso ideal para iniciar os testes. 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Análise físico-química e bioquímica dos méis 

Os resultados das análises físico-químicas de pH, acidez livre (mEq.Kg-1), cinzas (%), 

umidade (%), sólidos solúveis (°Brix) e açúcares redutores (%) dos méis estão representados 

na Tabela 6. Os resultados das análises bioquímicas da determinação da atividade antioxidante 

- ABTS (µmolTE 100mg-1), compostos fenólicos totais (mgGA.100g-1), atividade antioxidante 

(% de inibição DPPH) e FRAP (μmol.L-1 de Fe+2 em 10% de solução de mel), são representados 

na Tabela 7.  

Tabela 6 - Valores representados das 35 amostras das análises físico-químicas dos méis de abelha sem ferrão. 

Amostras pH Umidade (%) 
Açucares redutores 

(%) 

Sólidos Solúveis 

ºBrix 

Acidez livre 

(meqKg-1) 
Cinzas (%) 

MFC1 3,51±0,06 27 26,79±1,21 67 17,70±0,36 0,27±0,12 

MFC2 3,74±0,12 27 32,56±1,09 71 28,77±0,71 0,25±0,15 

MFC3 3,35±0,02 30 31,45±0,59 67.7 18,50±0,63 0,23±0,16 

MFC4 3,51±0,02 28 30,16±0,16 70 18,27±2,96 0,27±0,15 

MFC5 3,74±0,01 26.1 33,91±0,65 72 7,95±0,60 0,29±0,11 

MJE1 3,70±0,02 30 28,72±0,24 68.1 22,55±0,93 0,50±0,12 

MJE2 3,80±0,01 30 31,07±4,17 68.5 6,14±0,08 0,27±0,15 

MJE3 3,61±0,02 31 26,37±0,65 67 8,48±0,66 0,24±0,11 

MJE4 4,07±0,01 27 30,31±0,64 71 6,35±0,76 0,49±0,01 

MJE5 3,90±0,01 26,5 32,61±1,05 71 6,00±0,16 0,23±0,11 

MFD1 3,22±0,01 35 27,45±0,71 62 31,70±0,29 0,28±0,14 

MFD2 3,70±0,02 31 33,47±3,89 67 14,68±0,28 0,36±0,15 
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MFD3 3,61±0,01 30 29,49±1,10 67.5 16,71±2,19 0,44±0,02 

MFD4 3,76±0,01 29 32,25±0,16 68.5 29,01±0,71 0,40±0,13 

MFD5 3,90±0,01 29 34,29±1,15 69 5,90±0,25 0,41±0,04 

MJO1 2,97±0,01 32 1,25±0,61 66 74,39±1,94 0,41±0,13 

MJO2 3,57±0,04 29 19,80±0,90 68.5 30,15±1,09 0,31±0,14 

MJO3 3,78±0,01 28 14,70±0,69 69 36,33±0,83 0,46±0,15 

MJO4 3,54±0,01 32 22,65±0,52 66.5 31,83±2,45 0,32±0,16 

MJO5 3,21±0,01 30 24,14±4,30 63 90,60±7,85 0,33±0,16 

JAN1 3,79±0,14 25,52±0,03 31,72±0,52 72,60±0,05 62,50±3,86 0,35±0,04 

JAN2 3,45±0,03 33,93±0,06 42,55±2,52 66,13±0,03 119,26±0,81 0,35±0,01 

JAN3 3,59±0,02 29,23±0,06 35,35±6,61 69,11±0,04 140,41±2,93 0,44±0,05 

JAN4 4,26±0,02 29,60±0,10 84,13±5,80 69,10±0,04 144,54±7,25 0,55±0,11 

JAN5 6,03±0,03 27,47±0,12 72,49±7,99 70,52±0,02 130,53±2,61 0,59±0,06 

JAN6 4,42±0,05 26,55±0,05 41,47±5,02 71,52±0,03 97,52±3,22 0,72±0,06 

JAN7 4,65±0,03 25,80±0,05 40,82±1,95 72,19±0,04 107,32±1,28 0,76±0,03 

JAN8 4,74±0,01 27,23±0,06 48,88±0,92 71,03±0,03 108,51±2,12 0,82±0,05 

JUP1 3,27±0,03 31,33±0,15 21,00±1,54 67,81±0,03 144,92±2,39 0,38±0,17 

JUP2 3,70±0,02 26,75±0,05 57,66±7,55 71,49±0,05 72,53±1,89 0,35±0,03 

JUP3 4,16±0,04 26,13±0,06 54,30±8,66 72,52±0,06 150,61±0,43 0,36±0,06 

JUP4 4,03±0,02 26,02±0,08 33,61±3,34 72,03±0,05 71,04±0,74 0,36±0,04 

JUP5 5,52±0,28 25,23±0,06 42,87±4,64 72,88±0,03 49,77±1,38 0,61±0,05 

JUP6 4,39±0,02 24,97±0,15 34,75±1,58 73,13±0,03 69,83±3,41 0,61±0,04 

JUP7 5,63±0,08 25,85±0,05 25,33±2,53 72,50±0,04 99,15±4,18 0,77±0,09 

Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média de medidas em triplicata. Análise 

estatística: Teste de Tukey com o nível de significância de valor p ≤ 0,05. 

Fonte: A autora (2024). 

O baixo valor de pH do mel contribui fortemente para inibir a presença e o crescimento 

de microrganismos sendo utilizado como potencial agente na redução de algumas doenças 

infecciosas, como tosses e feridas (MEO et al., 2017). Percebe-se que apenas a amostra MJO1, 

com valor de pH de 2,97 (Tabela 6), apresentou essa característica próxima do mínimo de 2,9 

preconizado pelo RTIQ do Estado do Pará. O estudo de Wong et al. (2019) mostrou um 

resultado de pH de 2,01 em mel de abelha de Tetrigona binghami. Além disso, Lani et al. (2017) 

tiveram um resultado de pH de 2,40 em méis de ASF e, apesar de valores inferiores, ele foi 

adequado para inibir o crescimento de microrganismos, ressaltando que a maioria das bactérias 

e fungos crescem em torno de um pH neutro. 

A Tabela 6 mostra resultados de pH entre 2,97 (MJO1) a 4,42 (JAN6) e estes estiveram 

dentro da faixa considerada de pH dentro da normalidade para méis de ASF (PARÁ, 2021), o 

que corrobora com o estudo de Freitas et al. (2022) que obtiveram resultados de pH de méis de 

abelha do gênero Melipona variando entre 3,16 e 3,84. Biluca (2018) analisou 20 amostras de 

méis de ASF que também exibiram resultados de caráter ácido, típico do mel nativo, com 

valores de pH entre 3,33 e 4,24. Além disso, Gela et al. (2021) analisaram méis de Meliponula 

beccarii na região de Oromia, na Etiópia, com pH entre 3,2 e 3,8. Além disso, nesta pesquisa 
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observou-se que apenas cinco méis (JAN 5, JAN 7, JAN 8, JUP 5 e JUP 7) (Tabela 6) tiveram 

resultados de pH acima de 4,5 que é o valor de limite superior preconizado pelo RTIQ do Estado 

do Pará (PARÁ, 2021). 

Na literatura se observa alguns resultados de pH acima de 4,5 para méis de ASF, como 

constatado no estudo de Lima (2017) que obteve um valor máximo de pH de 6,01 do mel de 

Tiúba (Melipona compressipes fasciculada). Além disso, Bafo et al. (2019) tiveram resultados 

de pH de 4,46 a 5,42 em méis de ASF. Dessa forma, o pH do mel pode sofrer influência da 

região geográfica, solo e origem botânica que a partir de diferentes composições florísticas e 

dos locais onde as abelhas colhem o néctar promovem suas características próprias. Além disso, 

o processo de extração, armazenamento do mel e adulteração com utilização de substâncias 

impuras podem alterar a composição do pH (MOURA, 2010). 

Quanto à acidez livre, entre as amostras analisadas, o maior valor encontrado foi de 

150,61 mEqKg-1 para a amostra JUP3 e o menor valor obtido foi de 5,90 mEqKg-1 para a 

amostra MFD5 (Tabela 6). Valores evidenciados por Lira et al. (2014) de acidez para méis de 

abelha de Tetragonisca angustula estiveram entre 54,06 e 103,95 mEqkg-1, sendo que tais 

resultados foram guiados pela regulamentação da legislação para méis de abelha africanizada 

(Apis mellifera), onde o valor máximo é de 50 mEqkg-1. Lopes (2019) obteve resultados de 

acidez livre com o valor mínimo de 37,55 e máximo de 116,94 mEqkg-1 em suas amostras de 

méis de Tetragonisca angustula. Enquanto no estudo de Luz (2021) resultados de acidez livre 

de méis de Melipona subnitida variaram entre 17,74 e 76,42 mEqkg-1. 

Os maiores valores acidez livre foram encontrados nas amostras MJO5 (90,60), JAN2 

(119,26), JAN3 (140,41), JAN5 (130,53), JAN6 (97,52), JAN7 (107,32), JUP 1 (144,92), JUP3 

(150,61), JUP7 (99,15), JAN4 (144,54) e JAN8 (108,51) (Tabela 6). O máximo indicado pelo 

RTIQ de Amazonas (2016) e Pará (2021) para este parâmetro é de 80 mEqkg-1. Fiorotti (2021) 

obteve um valor máximo excedido de 175,42 mEqkg 1. No estudo de Gomes et al. (2022), os 

resultados de acidez livre de méis de Melipona chegaram até uma concentração de 328,56 

mEqkg-1. As variações nos resultados de acidez livre podem ser em decorrência da origem 

floral, localização e época da extração do mel, por exemplo (GEBEYEHU; JALATA, 2023). 

Além disso, Oliveira et al. (2017) citam que possivelmente, os resultados da acidez livre são 

influenciados principalmente por algum problema no armazenamento das amostras adquiridas. 

Dado isso, a acidez pode representar um dado fundamental na análise do estado de conservação 

de um produto natural (GOIS et al., 2013).  

Quanto aos teores de umidade, os valores obtidos variaram de 24,97% (JUP6) a 35% 

(MFD1) (Figura 6). Percebe-se que os resultados estão dentro da normalidade, de acordo com 
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o RTIQ do mel de ASF do Amazonas (2016) que determina que os parâmetros estejam entre 

23 e 35%. Gomes et al. (2022) tiveram resultados de umidade que variaram entre 18,01 a 

32,64%, enquanto Lira et al. (2014) apresentaram umidade que variaram de 23,4 a 29,4% em 

méis de ASF coletados parte em tempo seco e a outra parte em período chuvoso. 

A variação de umidade pode ser em decorrência da origem geográfica, que é 

influenciada pela floresta tropical e solo. O outro fator que pode aumentar a umidade é a estação 

chuvosa que pode ocasionar a fermentação em concentrações de umidade maior que 35% 

(SOHAIMY et al., 2015). Segundo Gela et al. (2021) as amostras de mel que estão dentro dos 

limites preconizados indicam adequada qualidade de armazenamento. Resultados superiores de 

umidade podem reduzir a qualidade do mel, por causa da contaminação por processamento e 

armazenamento incorreto, causando a proliferação por microrganismos (ESCUREDO et al., 

2013). 

Os valores de açúcares redutores variaram entre 1,25% (MJO1) e 84,13% (JAN4) 

(Tabela 6) sendo que a maioria esteve abaixo de 50%, o que é recomendado pela RTIQ do 

Estado do Amazonas (2016) e Pará (2021) para açúcares redutores. Freitas et al. (2022) usaram 

méis de abelhas ASF e tiveram uma variação de 47,75% a 72,13% de açúcares redutores. Lopes 

(2019) obteve valores de 53,91 a 83,67% dos méis de jataí (Tetragonisca angustula). Nega et 

al. (2020) alcançaram valores de açúcares redutores de méis que variaram entre 45,1 e 63,8%. 

Bastos (2020) teve uma variação de açúcares redutores entre 42,02 e 98,01%, observando 

valores acentuados acima do limite mínimo permitido que possivelmente foi devido à influência 

da flora local.  

Ressalta-se que apenas quatro amostras: JAN4 (84,13%), JAN5 (72,49%), JUP2 

(57,66%) e JUP3 (54,30%) (Tabela 6) tiveram valores superiores do parâmetro mínimo de 

açúcares redutores. De acordo com Escuredo et al. (2014) esses valores sofrem alterações 

devido a heterogeneidade da origem botânica, geográfica e do clima de onde o mel é extraído 

e, consequentemente, provoca alterações na composição do açúcar. Dado isso, os açúcares são 

formados principalmente por monossacarídeos redutores como a glicose e frutose que 

influenciam na viscosidade, cristalização, higroscopicidade e atividade antibacteriana dos méis 

(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013). 

Os valores de sólidos solúveis (ºBrix) encontrados nas amostras analisadas variaram de 

62 (MFD1) a 73,13 °Brix (JUP6) (Tabela 6). Isto corrobora com o estudo de Braghini (2016) 

que teve resultados de suas amostras de mel de ASF entre 67 e 75,50 °Brix. Além disso, 

Fernandes et al. (2022) tiveram valores de 66,6 a 81,7 de °Brix de méis de ASF comercializados 

em feiras e mercados populares da capital do Amazonas. Oliveira et al. (2013) ressalta que a 
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legislação nacional ou regulamentos estaduais não recomendam valores mínimos e/ou máximos 

para este parâmetro. Entretanto, a mensuração de sólidos solúveis (°Brix) do mel é um 

parâmetro importante para indicar possíveis adulterações, pois essa medida está diretamente 

relacionada com o conteúdo de açúcar (DE SOUSA et al., 2016).  

De acordo com os resultados obtidos para a análise do teor de cinzas, os valores variaram 

de 0,23 (MFC3 e MJE5) a 0,82% (JAN8), sendo que apenas 6 amostras JAN6, JAN7, JAN8, 

JUP5, JUP6 e JUP7 (Tabela 6) ficaram acima do limite máximo permitido de 0,6%, 

preconizado pelo RTIQ de méis de ASF do Estado do Amazonas e Pará (AMAZONAS, 2016; 

PARÁ 2021). Nega et al. (2020) tiveram valores que variaram entre 0,09 e 0,26% de cinzas em 

amostras investigadas. Lopes (2019) encontrou variação entre 0,04 e 0,54% nas análises de 

cinzas. Freitas (2022) teve resultados de 0,02 a 0,56% de teores de cinzas nos méis de ASF. 

Oliveira et al. (2019) adquiriram valores de cinzas que variaram de 0,04 a 4% para méis da ASF 

de Melipona scutellaris, sendo que os seus resultados adquiridos tiveram uma ampla variação.  

Isso possivelmente foi favorecido pela diferença de alimentação das abelhas a partir dos 

néctares, assim como diferenças de manejo e colheita do mel pelos meliponicultores (FINOLA 

et al., 2007). 

 Tesfaye et al. (2016) descrevem que apesar da presença de pequenas quantidades de 

minerais eles exercem um papel fundamental no valor nutricional e da coloração do mel. O teor 

de cinzas sofre variações de acordo com a origem botânica, ambiente e a localidade geográfica, 

ou seja, depende principalmente do solo e botânica, assim, tais fatores podem influenciar nos 

valores elevados de cinzas (KARABAGIAS et al., 2014). 

Os valores dos compostos fenólicos totais variaram entre 30,72 (JUP4) a 185,37 

mgAG.100g-1 (JAN6) das amostras (Tabela 7). No estudo de Gomes et al. (2022) os teores de 

compostos fenólicos totais variaram de 18,00 a 266,96 mgAG.100g-1 em méis de ASF. Além 

disso, Da Costa; Toro (2021) analisaram méis da região norte do Brasil e tiveram resultados 

que variaram entre 4,27 e 145,43 mgAG.100 g-1 com atividade antioxidante significativa. Lira 

et al. (2014) obtiveram resultados dos compostos fenólicos de méis meliponídeos entre 61,28 e 

105,59 mgAG.100 g-1, indicando ainda que a origem botânica pode interferir nos resultados dos 

teores fenólicos dos méis. 

Lopes (2019) verificou que o valor mínimo de compostos fenólicos foi de 23,05 

mgAGE.100g-1 e o valor máximo obtido foi de 79,35 mgAG.100g-1 em méis de AFS jataí 

(Tetragonisca angustula). Biluca (2018) obteve teores de fenólicos totais entre 10,39 e 45,56 

mgAG.100g-1. Dessa forma, a quantidade dos compostos fenólicos dos méis está intimamente 

relacionada com suas fontes florais e origem geográfica (CAN et al., 2015). 
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Tabela 7 - Valores obtidos das 35 amostras das análises bioquímicas dos méis de abelha sem ferrão. 

 
Compostos fenólicos 

totais 
Atividade Antioxidante FRAP ABST 

Amostras 

 
(mgAG.100g-1) % de Inibição de DPPH 

μmol.L-1 de Fe(II) em 

10% de solução de Mel 
(µmolTE 100mg-1) 

MFC1 132,60±0,59 58,70±13,05 475,51±24,83 7,22±0,37 

MFC2 140,49±0,45 52,82±9,98 425,67±10,95 7,37±0,16 

MFC3 135,79±0,83 56,82±1,82 402,64±55,68 8,33±0,44 

MFC4 132,46±1,35 44,74±7,78 373,98±244,56 7,96±0,48 

MFC5 138,86±1,27 51,62±5,75 233,18±41,61 8,13±0,35 

MFD1 124,71±0,17 40,98±7,54 683,33±145,56 6,85±1,37 

MFD2 128,34±1,02 23,61±9,03 555,63±54,96 5,19±0,55 

MFD3 131,57±0,33 48,54±9,24 310,65±25,60 8,18±0,18 

MFD4 134,08±0,52 42,90±15,77 467,45±8,55 7,31±0,09 

MFD5 134,74±0,62 32,85±0,60 510,53±3,29 7,16±0,37 

MJE1 130,99±1,40 39,26±9,38 807,23±318,56 6,27±0,80 

MJE2 136,07±1,02 41,87±6,29 668,19±155,28 7,54±0,65 

MJE3 134,95±2,37 53,38±10,50 578,99±105,30 7,44±0,24 

MJE4 137,33±1,17 25,81±9,69 659,26±229,89 5,52±0,10 

MJE5 137,50±0,90 50,74±4,42 630,82±90,67 7,17±0,56 

MJO1 129,17±0,08 32,66±2,73 582,10±206,87 6,67±0,23 

MJO2 135,08±2,01 38,86±0,70 644,31±12,04 6,33±0,17 

MJO3 133,38±3,55 30,65±4,47 440,44±201,36 5,83±0,45 

MJO4 136,38±1,95 12,80±0,85 518,67±168,04 2,36±0,20 

MJO5 126,60±4,46 26,77±2,83 656,44±122,68 4,88±0,17 

JAN1 39,38±1,02 34,64±0,75 807,05±87,83 38,20±4,16 

JAN2 99,32±4,68 25,63±3,62 533,21±114,72 30,91±5,06 

JAN3 72,46±11,25 20,45±4,74 725,26±60,70 17,05±2,47 

JAN4 99,16±8,94 31,61±5,97 230,90±18,55 53.21±4,96 

JAN5 143,74±4,09 28,15±5,61 901,41±61,28 66,51±2,54 

JAN6 185,37±25,01 46,43±1,38 170,64±31,68 109,84±3,31 

JAN7 60,49±4,00 44,91±2,69 490,90±124,94 113,63±0,41 

JAN8 178,32±10,02 52,92±4,71 1056,54±60,35 126,50±1,40 

JUP1 71,57±2,68 29,56±3,04 823,46±89,72 34,98±3,44 

JUP2 49,00±14,36 43,99±4,96 576,54±87,82 39,82±6,98 

JUP3 43,66±3,97 32,50±2,64 696,54±36,54 39,99±7,40 

JUP4 30,72±2,76 41,90±1,85 719,36±33,32 22,91±1,89 

JUP5 41,83±4,66 32,63±5,76 670,64±47,97 57,11±1,53 
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JUP6 163,32±5,71 38,26±5,62 957,31±49,88 92,69±1,84 

JUP7 150,80±4,35 49,12±5,07 1122,44±125,11 104,66±4,54 

Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média de medidas em triplicata. Análise estatística: 

Teste de Tukey com o nível de significância de valor p ≤ 0,05. 

Fonte: A autora (2024). 

 

Os resultados de DPPH variaram entre 12,80 (MJO4) a 58,70 (MFC1) das amostras 

descritas (Tabela 7). Essa variação foi também observada no estudo de Biluca (2018) que 

obteve valores entre 1,41 e 13,95% de inibição de DPPH, justificando que possivelmente as 

distintas espécies de ASF e a origem botânica causaram a variação dos seus resultados. Além 

disso, Silva (2021) obteve resultados de 15,99 a 69,32% de inibição do radical DPPH. Gomes 

et al. (2022) também analisaram a capacidade antioxidante de méis de ASF, pelo método de 

DPPH e encontraram valores de inibição entre 10,63 e 96,53%. Com isso, é possível indicar 

que o mel contém abundantes sequestradores de radicais livres que são capazes de reduzir a 

produção de radicais livres (KISHORE et al., 2011). 

Os valores de FRAP estiveram entre 170,64 (JAN6) a 1122,44 (JUP7) (Tabela 7). No 

estudo de Salgueiro et al. (2014) os valores de FRAP foram entre 23,88 a 116,47 μmol.Fe(II) 

100 g-1. Já Biluca (2014) encontrou valores de FRAP variarando entre - 64,00 a 666,66 µmol 

Fe (II) 100 g-1. Lavinas et al. (2023) apresentaram valores de FRAP variando de 79,53 a 215,07 

μmol Fe (II) 100 g-1. Enquanto Biluca (2020) obteve FRAP entre 67,5 a 734,5 μmol Fe (II) 100 

g-1. Tais valores são principalmente influenciados pela quantidade de açúcares redutores como 

glicose e frutose presente no mel, dessa forma, contribuem para uma maior atividade 

antioxidante (FERREIRA et al., 2009). 

Os resultados de ABTS variaram entre 2,36 (MJO4) a 126,50 µmol.TE 100 mg-1 (JAN8) 

das amostras (Tabela 7). Esses valores foram parecidos com o estudo de Salgueiro et al. (2014), 

que tiveram valores de ABTS entre 0,88 e 137,79 µmol.TE 100 g-1. Enquanto Lavinas et al. 

(2023) utilizando o ensaio ABTS obtiveram valores entre 37,84 e 54,95 µmol.TE 100 g-1 para 

os seus méis. 

5.2 Análise microbiológica os méis através dos halos de inibição e Concentração Inibitória 

Mínima 

Na Tabela 8 estão expostos os resultados obtidos da análise antibacteriana com os 35 

méis de ASF e 3 controles com antibióticos frente a três diferentes bactérias. Observa-se que o 

maior halo de inibição dos méis frente a Staphylococcus aureus foi causado pela amostra JUP2 

(24 mm), valor similar ao cloranfenicol (25 mm) e a eritromicina (30 mm) e inferior a 
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amoxicilina (40 mm). Para Pseudomonas aeruginosa, o maior valor de inibição também foi 

registrado para a amostra JUP2 (29,6 mm), sendo que esse resultado foi maior que o antibiótico 

cloranfenicol (23 mm) e eritromicina (28 mm) e menor à inibição causada pelo antibiótico 

amoxicilina (34 mm). Já para Escherichia coli teve o maior valor de inibição foi causado pelo 

mel JAN3 (19,6 mm) e, dos antibióticos testados, apenas o cloranfenicol (35 mm) promoveu 

inibição. 

Como observado na Tabela 8, os halos de inibição dos méis de ASF frente a E. coli 

variaram entre de 8 mm (MFD2) e no máximo de 19,6 mm (JAN3). No estudo Gonçalves et al. 

(2005) a atividade antibacteriana no mel de ASF Nannotrigona testaceicornis teve o maior 

valor na medida do halo de inibição com 19,0 mm frente a E. coli. Os halos de inibição das 

amostras dos méis de ASF frente a bactéria P. aeruginosa foram entre 5,6 mm (MFD1) e 29,6 

mm (JUP2) (Tabela 8). Hasali et al. (2018) usaram méis de ASF de Heterotrigona itama de 

vários locais da costa leste da Península da Malásia e tiveram inibição a P. aeruginosa entre 15 

mm e 25 mm, enquanto o controle com antibióticos variou entre 10 mm e 19,5 mm. Os halos 

de inibição das amostras dos méis de ASF frente a bactéria S. aureus variaram de 8 mm (MFD5) 

a 24 mm (JUP2).  Roós et al. (2018) tiveram resultados com méis de ASF com halos de inibição 

frente a S. aureus com valores entre 18 mm e 21 mm. Grzegozeski (2015) analisou os halos de 

inibição do mel de ASF Tetragonisca angustula frente a S. aureus e obteve valores entre 10,89 

mm e 11,08 mm, enquanto o controle com a amoxicilina teve inibição em 19,05 mm. 

As amostras MFC2, MFC4, MJE3, MJE5, MDF5 e MJO3 dos méis de ASF (Tabela 8) 

tiveram atividades inibitórias apenas para uma bactéria testada. Essa condição também foi 

descrita por Domingos (2019) que utilizou méis de ASF de M. ebúrnea, M. grandis, M. 

seminigra e M. flavolineata contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e obteve 

variadas susceptilidades dos microrganismos testados. Uma provável explicação para esses 

resultados seria a baixa quantidade de peróxido de hidrogênio presentes no mel, pois a 

quantidade de peróxido de hidrogênio é proporcional à sua atividade antibacteriana, além disso, 

a origem florística, geográfica, estação do ano e condições de armazenamento dos méis 

influenciam na sua composição e, consequentemente, na atividade antimicrobiana 

(BRUDZYNSKY, 2007; ESCUREDO et al., 2014). 

Dessa forma, nota-se que os méis das amostras JUP1 e JUP2 (Tabela 8), ambas da 

espécie de abelha Melipona compressipes manaosensis, apresentaram alguns dos melhores 

desempenhos contra as bactérias testadas, principalmente contra a P. aeruginosa e S. aureus. 

Vale ressaltar que essas duas amostras foram coletadas na estação seca e tiveram a mesma 

origem geográfica, sendo que também foram testadas outras duas amostras JUP3 e JUP4 com 
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a mesma localização geográfica, estação do ano e espécie de abelha, no entanto, com ação 

microbiológica menor. O estudo de Escuredo et al. (2014) justifica que a origem florística e as 

condições de armazenamento dos méis influenciam também na composição do mel e, 

consequentemente, na atividade antimicrobiana. Além disso, Manyi-Loh et al. (2010) 

justificam que a umidade adequada e o baixo valor de pH interferem na atividade de enzimas, 

como a glicose oxidase, gerando peróxido de hidrogênio, essencial para a atividade 

antimicrobiana dos méis. 

Tabela 8 – Diâmetros dos halos de inibição (mm) produzidos pelas 35 amostras testadas com méis de abelha sem 

ferrão e 3 antibióticos contra as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa no 

ensaio de difusão em ágar. 

Amostras Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa 

JUP 1   14,3   22,0   24,6 

JUP 2  18,3   24, 0   29,6 

JUP 3  17,6   17,6   14,6 

JUP 4  15,3   20,0   17,6 

JUP 5   13,3   12,3   14,6 

JUP 6   18,3   17,7   17,0 

JUP 7   10,0   16,3   12,3 

MFC 1   11,3   13,3   9,6 

MFC 2   16,3   NTI NTI 

MFC 3   12,0   10,0   8,6 

MFC 4   13,6   NTI NTI 

MFC 5   10,6   NTI   10,3 

MJE 1   15,0   15,6  19,6 

MJE 2   13,0   NTI   17,3 

MJE 3   NTI   15,0   NTI 

MJE 4   11,3   15,6   16,6 

MJE 5   NTI   NTI   15,0 

MFD 1   NTI   12,6   5,6 

MFD 2   8,0   NTI   10,0 

MFD 3   15,3   16,3   8,0 

MFD 4   10,3   13,6   15,3 

MFD 5   NTI   8,0   NTI 

MJO 1   17,6   21,3   22,0 

MJO 2   17,6   11,0   NTI 

MJO 3   NTI   11,3   NTI 

MJO 4   NTI   10,0   10,6 

MJO 5   9,6   12,0   NTI 

JAN 1   11,6   21,3   22,3 

JAN 2   14,6   9,6   12,0 

JAN 3   19,6   13,5   14,6 

JAN 4   17,0   11,0   12,3 

JAN 5   19,3   13,5   14,6 

JAN 6   13,3   NTI   10,6 

JAN7   12,0   9,0   11,0 

JAN 8   13,3   13,1   13,0 

AMC 30   NTI   40   34,0 
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ERI 15   NTI   30   28,0 

CLO 30   35   25   23,0 

Os valores estão representados como média da duplicata. 

Legenda: AMC: Amoxicilina, ERI: Eritromicina, CLO: cloranfenicol, NTI: Não teve inibição 

Fonte: A autora (2024). 

 

Na Tabela 9, a concentração inibitória mínima obtida para todas as amostras dos méis 

variaram entre as concentrações de 1000, 500 e 250 mgmL-1. No geral, as amostras dos méis 

JUP1 e JUP2 apresentaram as melhores atividades antibacterianas na análise de CIM, 

principalmente nas concentrações de 25% (250 mgmL-1). Tais resultados corroboram com o 

estudo de Pimentel (2010) que utilizou méis de abelha da espécie de Melipona compressipes 

manaosensis e mostrou uma adequada atividade frente a cepas Gram-positivas e cepas Gram-

negativas. Além disso, Batiston (2017) mostrou, pelos dados da CIM, a inibição do crescimento 

de bactérias como a E. coli e S. aureus na diluição de 25% (250 mgmL-1) utilizando méis de 

ASF. 

Algumas amostras de méis de ASF da Tabela 9 não apresentaram atividade inibitória 

contra uma ou duas cepas testadas e, curiosamente, apenas duas amostras MJE3 e MFD5 não 

apresentaram inibição contra nenhuma das bactérias testadas. Isso foi observado no estudo de 

Jesus et al. (2020) que utilizaram méis de abelha de Melipona scutellaris e Tetragonisca 

angustula e tiveram amostras que não apresentaram atividade antibacteriana contra E. coli e P. 

aeruginosa. Dessa forma, a quantidade e distribuição de compostos fenólicos podem justificar 

essas diferenças inibitórias dos méis contra os microrganismos (BANDEIRA et al., 2018).  

Tabela 9 - Concentração inibitória mínima (CIM) das 35 amostras de méis de abelha sem ferrão contra o 

crescimento de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. 

Amostras Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa 

JUP 1 250  mg mL-1 250  mg mL-1 250  mg mL-1 

JUP 2 250  mg mL-1 500  mg mL-1 250  mg mL-1 

JUP 3 500  mg mL-1 1000  mg mL-1 500  mg mL-1 

JUP 4 250  mg mL-1 500  mg mL-1 250  mg mL-1 

JUP 5 500  mg mL-1 1000  mg mL-1 500  mg mL-1 

JUP 6 500  mg mL-1 500  mg mL-1 500  mg mL-1 

JUP 7 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MFC 1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MFC 2 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MFC 3 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MFC 4 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MFC 5 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MJE 1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 



75 

 

MJE 2 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

MJE 3 NTI NTI NTI 

MJE 4 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MJE 5 1000  mg mL-1 500 mg/mL 1000  mg mL-1 

MFD 1 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

MFD 2 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

MFD 3 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

MFD 4 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

MFD 5 NTI NTI NTI 

MJO 1 1000  mg mL-1 500 mg/mL 1000  mg mL-1 

MJO 2 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

MJO 3 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MJO 4 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

MJO 5 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

JAN 1 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

JAN 2 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

JAN 3 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

JAN 4 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

JAN 5 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

JAN 6 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

JAN7 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 1000  mg mL-1 

JAN 8 NTI 1000  mg mL-1 NTI 

Legenda: NTI - Não teve inibição; CIM - Concentração inibitória mínima. 

Fonte: A autora (2024). 

 

Dessa forma, os méis meliponídeos apresentam diferentes graus de atividade 

antibacteriana e isso pode ser justificado por várias fatores, como por exemplo, à composição 

química do mel e, principalmente, a flora visitada pelas abelhas (SOUZA et al., 2021). Yaacob 

et al. (2017) mencionam que a atividade antibacteriana do mel depende da localização 

geográfica, colheita, clima, manuseios e situações de armazenamento, bem como presença de 

compostos fenólicos, acidez e maior pressão osmótica. Segundo Kwakman e Zaat (2012) a alta 

concentração de açúcares em sinergia com baixas concentrações de umidade provoca o estresse 

osmótico da célula, o que impede a deterioração do mel por bactérias e, consequentemente, 

favorecem as atividades antimicrobianas.  

5.3 Síntese de nanopartículas de prata 

As amostras JUP1 e JUP2, ambas da espécie de abelha de Melipona compressipes 

manaosensis, apresentaram alguns dos melhores resultados antibacterianos e com isso foram 
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testadas como agentes redutores e estabilizantes de íons prata (Ag+) com o intuito de sintetizar 

AgNPs biogênicas. De acordo com os resultados advindos da inspeção visual, somente as 

suspensões incubadas a 80 ºC nas concentrações de 3 mM e 5 mM apresentaram mudanças 

consideráveis na coloração, sendo este um dos principais indícios da formação de AgNPs 

estáveis podendo variar devido fatores como o tamanho, forma e temperatura utilizada durante 

a reação (BEHRAVAN et al., 2019; VANLALVENI et al., 2018). Observou-se a mudança de 

coloração das duas amostras incubadas na temperatura de 80º C, partindo de transparente para 

cor amarelo ou âmbar, como visualizado na Figura 13. Essa coloração é característica nas 

suspensões de AgNPs e tem relação com o fenômeno de ressonância plasmônica de superfície 

(RPS), que é entendido como a oscilação aleatória dos elétrons livres que estão ao redor da 

superfície das AgNPs, gerado pela interação com a luz incidente (DADA et al., 2019). 

Niraimathi et al. (2013) citaram que as mudanças de cor das soluções são devidas às 

biomoléculas como alcaloides, compostos fenólicos, flavonoides, açúcares, saponinas, 

esteroides e corantes presentes nos extratos naturais que reduzem os íons de prata (Ag+) a um 

átomo de prata (Ag0). Dessa forma, o mel apresenta em sua composição compostos capazes de 

reduzir e estabilizar a prata (VENU et al., 2011). A síntese de AgNPs irá depender da natureza 

dos materiais como a concentração do sal metálico e dos extratos naturais, além do tempo e 

temperatura de síntese, entre outros. Essas condições influenciam no rendimento das 

nanopartículas durante a síntese, bem como o seu tamanho, estrutura e forma (BORIOLLO et 

al., 2020; HUSSAIN et al., 2016). 

Dias et al. (2021) relataram que a síntese de AgNPs a partir de extratos de Podocarpus 

lambertii foi bem otimizada na temperatura de 90º C, similarmente à temperatura ideal 

encontrada no presente estudo. Czernel et al. (2021) promoveram a síntese de AgNPs a partir 

de mel que foi confirmada pela mudança visível na cor da mistura de síntese em amarelo âmbar 

na temperatura de 70 °C em banho maria na concentração de 1 mM de AgNO3, sendo observado 

que a temperatura acelera significativamente a reação de redução do íon Ag+. Em contrapartida, 

El-Desouky e Ammar (2016) observaram que a coloração da solução se tornou marrom-

amarelada em 72 h, após incubação em temperatura de 30ºC, indicando a formação de AgNPs 

a partir de méis com diferentes concentrações de AgNO3 em meio aquoso. Oskuee et al. (2016) 

testaram diferentes concentrações de AgNO3, com diferentes temperaturas e com distintas 

concentrações de méis, obtendo amostras com colorações de amarelo a marrom escuro. 
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Figura 13 - Aspecto visual da síntese de AgNPs utilizando os méis JU1 e JUP2 nas concentrações de 3 mM. 

Fonte: A autora (2024). 

 

5.4 Caracterização de nanopartículas de prata 

A caracterização das AgNPs das amostras JUP1 e JUP2 nas concentrações de 3 mM e 

5 mM descreve resultados relacionados às suas absorbâncias por meio da técnica de 

espectroscopia de UV/vis, propriedades coloidais e estabilidade por DLS, análise por FTIR e 

observação morfológica por MET. 

5.4.1 Avaliação por UV/VIS 

Os espectros observados para as AgNPs apresentaram absorbâncias máximas na faixa 

entre 400 e 480 nm (Figura 14), o que corrobora com Alharbi et al. (2022) que descrevem o 

comprimento de onda com variação de 400 a 800 nm são rotineiramente usados para indicar a 

presença de AgNPs sintetizadas. 

A banda de maior absorção das AgNPs JUP1 na concentração de 3 mM foi em 476 nm 

e 468 nm na concentração de 5 mM. Por sua vez, as AgNPs sintetizadas pelo mel JUP2 tiveram 

máxima absorção em 466 nm e 457 nm nas concentrações de 3 e 5 mM, respectivamente (Figura 

14), corroborando com a mudança de coloração observada nas soluções coloidais após a 

formação das nanoestruturas que, no geral, mudou de incolor para amarelo âmbar (Figura 13). 

Essas bandas de maior absorção foram semelhantes aos observados estudo de Ghramh et al. 

(2023) que sintetizaram AgNPs a partir de diferentes porcentagens (20, 40 e 80%) de um mel 
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florestal obtido na cidade de Abha, na Arábia Saudita e observaram bandas em 472 nm, 468 nm 

e 464 nm, respectivamente.  

As AgNPs JUP2 na concentração de 5 mM tiveram a maior intensidade de absorção em 

comparação às demais (Figura 14) e esse valor é similar a diversos estudo envolvendo AgNPs 

sintetizadas utilizando de mel, como por exemplo no estudo de Matar et al. (2023) que tiveram 

AgNPs de mel natural que foram coletadas em diferentes regiões da Turquia, o mel Sidr foi 

obtido na região do Mediterrâneo, enquanto o mel de rododendro foi obtido na região do Mar 

Negro, na Turquia que, no geral, tiveram bandas em torno de 443 nm e 456 nm,. No estudo de 

Al-Brahim e Mohammed (2020), AgNPs do mel de abelha das flores de Ziziphus spina-christi 

e Acacia gerrardii apresentaram bandas de absorção máximas nos comprimentos de onda de 

441 nm e 446 nm, respectivamente. 

A intensidade de absorção das AgNPs depende fortemente do tamanho, forma e 

funcionalização no ambiente químico e meio dielétrico (CAVASSIN et al., 2015). De acordo 

com Bélteky et al. (2021) e Prathna et al. (2011), o comprimento de onda máximo está 

intimamente ligado ao tamanho médio das AgNPs, isto é, as partículas maiores apresentam um 

comprimento de onda de absorbância maior, enquanto partículas menores apresentam 

comprimento de onda menor em solução. 

 

Figura 14 - Espectros de absorção de UV-Vis das AgNPs em diferentes concentrações. 

Fonte: A autora (2024). 
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5.4.2 Avaliação da estabilidade coloidal das AgNPs por DLS e potencial Zeta de Superfície 

Os resultados de DLS e potencial Zeta de superfície mostram as características coloidais 

das AgNPs sintetizadas a partir dos méis das amostras JUP1 e JUP2 após 30, 60, 90 e 120 dias 

da síntese inicial, como pode ser observado na Tabela 10. As características coloidais em 

relação ao diâmetro hidrodinâmico das amostras JUP1 nas concentrações de 3 mM e 5 mM no 

decorrer do tempo revelaram diferenças significativas (p<0,05) em relação às medidas de 60 a 

120 dias quando comparadas à medida do dia 30 (Tabela 10). Observa-se ainda que os valores 

de diâmetro hidrodinâmico diminuíram de forma tempo-dependente e sendo menores nas 

medidas de 120 dias, independente da concentração de AgNPs utilizada.  

Por sua vez, as características coloidais do diâmetro hidrodinâmico das amostras JUP2 

nas concentrações de 3 mM e 5 mM (Tabela 10) foram semelhantes principalmente nas análises 

de 30 a 60 dias e não apresentaram diferenças significativas (p<0,05). Outro aspecto a ser 

considerado é que o tamanho médio das AgNPs-JUP2 no dia 120 das concentrações de 3 a 5 

mM aumentaram cerca de 49 nm e 39 nm, respectivamente em relação à medida do dia 90. Liao 

e Li (2019) citam que quanto menor o tamanho da partícula, maior a área de superfície em 

relação ao volume e maior será a sua atividade antimicrobiana, por exemplo. 

Oskuee et al. (2016) sintetizaram AgNPs por meio da síntese verde utilizando mel 

contendo diferentes concentrações de AgNO3 (0,05, 0,1, 0,2, 0,3 e 0,4 mM) e tiveram tamanho 

hidrodinâmico variando entre 50 e 250 nm. Hosny et al. (2017) sintetizaram AgNPs de mel na 

concentração de AgNO3 de 1 mM de um mercado comercial egípcio e obtiveram diâmetro 

hidrodinâmico em 11,7 nm. Enquanto Dourado et al. (2020) alcançaram diâmetro 

hidrodinâmico médio de 600 nm para AgNPs de méis de abelha Apis mellifera nas 

concentrações de 0,1 molL-1. El-Desouky e Ammar (2016) mostraram a distribuição de 

tamanho médio de 9,99 nm de AgNPs em solução coloidal utilizando mel egípcio nas 

concentrações de AgNO3 em 1, 10, 20, 30, 40 e 50 mM.  

 Os valores de diâmetro hidrodinâmico descritos acima envolvendo AgNPs sintetizadas 

por méis são em sua maioria diversificados quando comparados com os resultados da presente 

pesquisa. De acordo com Umoren et al. (2014) essa variação de resultados ocorre devido ao 

processo de síntese de AgNPs com a influência da quantidade de AgNO3, concentração do 

agente redutor, tempo de síntese, entre outros. Dado isso, o pequeno tamanho AgNPs 

possibilitam diversas aplicações biológicas com propriedades antibacterianas, antifúngicas, 

antivirais, bem como citotoxicidade e outras (PRYSHCHEPA et al., 2020).   
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Os resultados de PdI das amostras JUP1 em 3 mM e 5 mM no decorrer do tempo (Tabela 

10) estiveram em sua maioria homogêneas, sem alterações significativas (p<0,05). Vale 

ressaltar que dentre as amostras de JUP1, alguns dos resultados de PdI foram os mais elevados 

em relação às amostras de JUP2 e por mais que esses valores sejam considerados menos 

uniformes, Mankodi et al. (2017) revelaram em seu estudo utilizando mel nas concentrações de 

AgNO3 de 0,1, 0,5, 0,7 g que o PdI acima de 0,5 indica AgNPs com boa uniformidade. Além 

disso, os dados de PdI das amostras JUP2 em 3 mM e 5 mM também indicaram resultados 

satisfatórios e, no geral, mais próximos a 0, caracterizando uma boa uniformidade das AgNPs 

(Tabela 10). Czernel et al. (2021) estudaram AgNPs de mel da região montanhosa do sul da 

Polônia e obtiveram resultados de PdI variando de 0,36 a 0,96, confirmando a presença de 

partículas aglomeradas e homogêneas. Enquanto Dourado et al. (2020) alcançaram valores 

médios de PdI entre 0,36 e 0,28 com características de AgNPs sem aglomeração. 

Os resultados de potencial Zeta das amostras JUP1 e JUP2 nas concentrações de 3 mM 

e 5 mM no decorrer do tempo (Tabela 10) mostram carga positiva de todas para as partículas 

em todas as leituras e com resultados significativamente diferentes (p<0,05) em relação as 

leituras do dia 30. Gengan et al. (2013) citam que um potencial Zeta superior a +30 mV ou a -

30 mV indica estabilidade coloidal. Czernel et al. (2021) encontraram potencial Zeta de -23 

mV a -43 mV de AgNPs de mel, enquanto Al-Brahim e Mohammed (2020) apresentaram 

AgNPs sintetizadas de mel de abelha com -0,4 mV de potencial Zeta.  

As amostras JUP2 nas concentrações de 3 mM e 5 mM mostram menores valores em 

módulo de PZ, indicando provável tendência a cargas neutras principalmente nas medidas de 

30 dias de ambas as amostras de AgNPs sintetizadas com o mel JUP2 (Tabela 10). Dourado et 

al. (2020) obtiveram em seu estudo um valor de potencial Zeta de -0,39 mV com AgNPs de 

méis de Apis Mellifera. De acordo com Padilha (2014) quando um resultado de potencial Zeta 

é mais próximo de 0 mV, maiores são os indícios de agregados.  

 No presente estudo somente cargas positivas do potencial Zeta foram encontradas para 

as AgNPs sintetizadas utilizando méis de abelha de jupará (Melipona compressipes 

manaosensis) (Tabela 10) e esse resultado pode ser justificado pelo pH das amostras dos méis 

JUP1 e JUP2 que foram ácidos, conforme a Tabela 6. Isso corrobora com o estudo de Gontijo 

et al. (2020) que sintetizaram AgNPs que exibiram uma mudança de carga de superfície de 

potencial Zeta para positivo em pH baixo e estiveram estáveis em pH 2,63 até 3,6 em seu estudo. 

Clébis et al. (2022) sintetizaram AgNPs por meio de méis de abelha Scaptotrigona bipunctata 

e obtiveram potencial Zeta com cargas positivas para praticamente todas as amostras em 

comparação aos méis de abelhas Apis mellifera.  
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Dependendo do método de síntese, as AgNPs podem exibir diferentes cargas 

superficiais. Dessa forma, os agentes redutores e estabilizadores alteram as cargas de superfícies 

das nanopartículas e, por fim, podem influenciar em suas atividades biológicas (ZHOU et al., 

2012). Radovic-Moreno et al. (2012) explicam que as paredes da maioria das bactérias são 

carregadas negativamente, assim, as nanopartículas carregadas positivamente possuem maior 

atração eletrostática para se ligar ao microrganismo. Abbaszadegan et al. (2015) ressaltam que 

as AgNPs com cargas positivas possuem melhores atividades antibacterianas contra os 

microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. 

Tabela 10 - Características coloidais das AgNPs sintetizadas a partir dos méis das amostras JUP1 e JUP2.  

Amostra Tempo (dias) DH (nm) PdI Potencial Zeta (mV) 

JUP1- 3 mM 30 248,9 ± 7,8 ˟ 0,504 ± 0,106 ˟ 17,9 ± 0,3 ˟ 

JUP1- 3 mM 60 229,1 ± 7,9 ˟ 0,449 ± 0,005 19 ± 0,1 ˟ 

JUP1- 3 mM 90 211,7 ± 2,9 ˟ 0,454 ± 0,001 19,1 ± 0,4 ˟ 

JUP1- 3 mM 120 201,5 ± 2,1 ˟ 0,439 ± 0,048 19,9 ± 0,2 ˟ 

JUP1- 5 mM 30 229,4 ± 6,1 * 0,520 ± 0,074 * 17,9 ± 0,1 * 

JUP1- 5 mM 60 210,5 ± 2,6 * 0,447 ± 0,030 18,9 ± 0,4 

JUP1- 5 mM 90 195,2 ± 5,1 * 0,491 ± 0,039 19 ± 0,2 * 

JUP1- 5 mM 120 180,8 ± 7,9 * 0,557 ± 0,103 19,2 ± 0,7 * 

JUP2- 3 mM 30 257,5 ± 19,0 ° 0,377 ± 0,020 ° 8,92 ± 1,2 ° 

JUP2- 3 mM 60 257,3 ± 17,8 0,295 ± 0,019 ° 10,1 ± 0,2 

JUP2- 3 mM 90 147,9 ± 2,6 ° 0,422 ± 0,012 12,1 ± 0,1 ° 

JUP2- 3 mM 120 197 ± 5,2 ° 0,295 ± 0,024 ° 11,3 ± 0,1 ° 

JUP2- 5 mM 30 226,1 ± 5,8 ᵞ 0,420 ± 0,029 ᵞ 8,53 ± 0,5 ᵞ 

JUP2- 5 mM 60 243,2 ± 20,1 0,273 ± 0,028 ᵞ 9,99 ± 0,2 ᵞ 

JUP2- 5 mM 90 135,1 ± 6,7 ᵞ 0,512 ± 0,050 11,7 ± 0,1 ᵞ 

JUP2- 5 mM 120 174,5 ± 8,7 ᵞ 0,328 ± 0,049 11,5 ± 1,04 ᵞ 

* Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média de medidas em triplicata. Análise 

estatística: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Dunnet. Os símbolos (˟, *, °, ᵞ) representam 

valores estatisticamente diferentes em relação às medidas do dia 30 (primeira medida) para as amostras dentro 

de cada parâmetro para cada grupo de AgNPs. 

Legenda: JUP1 e JUP2 (AgNPs sintetizadas a partir de jupará (Melipona compressipes manaosensis). DH: 

Diâmetro hidrodinâmico, PZ: Potencial Zeta, PdI: Índice de polidispersividade. 

Fonte: A autora (2024). 

5.4.3 Avaliação das nanopartículas de prata através de Infravermelho por Transformada de 

Fourier (FTIR) 

As avaliações por FTIR foram realizadas para identificar os grupamentos químicos 

possivelmente relacionados às biomoléculas que estão presentes no mel e que podem promover 
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a redução e estabilização os íons Ag+
. A Figura 15 mostra os espectros de FTIR das AgNPs 

JUP1 e JUP2 nas concentrações de 3 mM e 5 mM.  

Tendo em vista que todas as suspensões coloidais foram preparadas a partir da mesma 

fonte biológica, alterando somente a concentração do sal metálico de prata, apenas sutis desvios 

foram observados em relação ao comprimento de onda (eixo x). A forte banda em torno de 

3200-3400 cm-1 corresponde à ligação de grupos hidroxilas (O-H) de compostos fenólicos e 

flavonoides, que comumente são relacionados à formação de AgNPs biogênicas. Hosny et al. 

(2017) sintetizaram AgNPs a partir de méis egípcios na concentração de AgNO3 de 1 mM e 

identificaram a presença de uma banda em 3444 cm−1 correspondente ao alongamento O–H de 

álcoois e fenóis. Além disso, Al-brahim e Mohammed (2020) observaram picos em torno de 

3266 cm−1 e 3300 cm−1 ao analisar AgNPs sintetizadas usando méis de Z. spina-christi e A. 

gerrardii adquiridas na região de Riyadh, Arábia Saudita, na concentração de AgNO3 1 mM e 

ressaltaram que esses picos podem estar relacionados à presença de carboidratos.  

A banda em torno de 1650 cm-1 indica interação de grupos carbonila (C=O) de anéis 

aromáticos, mas também podem corresponder às aminas aromáticas (N-H) e às ligações 

carbono-carbono (C=C). Matar et al. (2023) tiveram resultados de AgNPs de méis de diferentes 

regiões da Turquia nas concentrações de soluções de AgNO3 (1, 3 e 5 mM) com FTIR 

possuindo uma banda em 1643,95 cm−1, correspondente ao estiramento C=O. Al-Zaban et al. 

(2021) relataram a presença de um pico em torno de 1634,25 cm-1 ao analisarem o espectro de 

FTIR de AgNPs a 1 mM sintetizadas a partir de mel comercial. Recentemente, Ercan (2023) 

sintetizaram de AgNPs da planta Nasturtium officinal com concentração de AgNO3 1 mM e que 

tiveram FITR com banda em 1622 cm-1 a presença de uma ligação C=C. Enquanto Adil et al. 

(2019) detectaram picos entre 1626 cm-1 a 1637 cm-1, que correspondem às vibrações de 

estiramento N-H da amida I das proteínas presentes em AgNPs do extrato de Fagonia indica 

em concentrações de 4 mM de AgNO3. 

Alguns picos entre 1000 cm-1 e 1250 cm-1 foram observados em todos os espectros das 

AgNPs. Como o mel é um alimento rico em diversas macromoléculas, como glicose, vitaminas, 

gorduras, entre outras, a presença desses picos pode indicar a ocorrência de ligações C-O e C-

O-C de álcoois primários e de distintos compostos fenólicos que dão ao mel o seu teor 

antioxidante extensivamente conhecido, além de já terem sido relatadas em outros estudos de 

AgNPs biogênicas utilizando o mel como agente redutor (AL-ZABAN et al., 2021). Matar et 

al. (2023), tiveram resultados de AgNPs de méis com bandas no FTIR entre 1028 cm−1 e 255,99 

cm−1, correspondentes ao estiramento C-O. Assim como, Stojkovska et al. (2019) tiveram 
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resultados de AgNPs de méis da Sérvia nas concentrações de AgNO3 de 3,9 mM e banda na 

região em torno de 1200 cm-1 originadas das vibrações de flexão C–O.  

O pico próximo de 650 cm-1 indica vibrações de alongamento referentes à ligação N-O 

que é característica do sal metálico, corroborando com o estudo de Ghramh et al. (2020) onde 

o espectro de FTIR de AgNPs de méis de Apis mellifera ligustica apresentaram bandas de 600 

cm−1 com intensidade baixa. Alguns estudos descrevem que a ocorrência de bandas abaixo de 

1000 cm-1 é oriunda da ligação Ag-O-H, onde o oxigênio e hidrogênio pertencem às 

biomoléculas adsorvidas na superfície das AgNPs (DUA et al., 2023; PRABULA et al., 2022). 

 

Figura 15 - Espectros de FTIR de AgNPs sintetizadas a partir dos méis de abelha sem ferrão JUP1 e JUP2 nas 

concentrações de 3 mM e 5 mM. 

Fonte: A autora (2024). 

5.4.4 Análise morfológica das AgNPs  

A análise morfológica das AgNPs obtida pelo MET demonstra formas 

predominantemente esferoidais nas amostras JUP1 e JUP2 nas concentrações de 3 mM e 5 mM 

(Figuras 16, 17, 18 e 19), o que corrobora com o estudo Oskuee et al. (2016) que ao sintetizar 

AgNPs a partir de méis naturais observaram formatos esféricos, com tamanho médio de 11,8 ± 

4,90 nm. Al-Zaban et al. (2021) também sintetizaram AgNPs esféricas e com tamanho médio 
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entre 5 a 25 nm.  Hosny et al. (2017) visualizaram a mesma forma esférica para AgNPs de méis 

do mercado egípcio. Do mesmo modo, El-Desouky e Ammar (2016) mostraram os mesmos 

contornos em MET com tamanhos que variaram entre 9 e 22 nm para AgNPs utilizando mel 

egípcio. Enquanto Al-brahim e Mohammed (2020) relataram diâmetros médios de 200 nm para 

AgNPs sintetizadas com méis de abelha derivados de duas fontes florais diferentes, com forma 

de esfera, bordas lisas e bem distribuídas. 

Foram também visualizadas outras morfologias nas imagens de MET das AgNPs JUP1 

e JUP2, como por exemplo formato de bastões e triangulares nas Figuras 16, 17, 18 e 19, 

corroborando com o estudo de Youssef et al. (2019) que ao analisar a micrografias por TEM 

revelou que as AgNPs de méis naturais de um mercado egípcio estavam bem dispersas e 

predominantemente com forma esférica, enquanto alguns tinham formato irregulares. Além 

disso, Singh et al. (2018) analisaram por MET AgNPs sintetizados por extrato da folha de 

Symphytum officinale e visualizaram formato irregular. 

Essa variedade de formas das AgNPs depende de vários fatores, como esclarece Zheng 

et al. (2015) que descreveram que as AgNPs sintetizadas por rotas de síntese verde possuem 

diversas morfologias e tamanhos. Alayande et al. (2021) esclarecem que a concentração de um 

agente redutor e a temperatura da reação favorecem diferentes morfologias. Além disso, a forma 

e o diâmetro de AgNPs observadas por MET também são influenciadas pelas concentrações do 

precursor como o AgNO3, tipo do extrato natural e o tempo de reação (BHAUMIK et al., 2015). 

Dessa forma, Pryshchepa et al. (2020) concluíram que as morfologias das AgNPs influenciam 

nas suas propriedades, pois levam à mudanças na relação superfície-volume. 

Figura 16- Eletromicrografias das AgNPs-JUP1 na concentração de 3 mM.  

Fonte: A autora (2024). 
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Figura 17- Eletromicrografias das AgNPs-JUP1 na concentração de 5 mM. 

Fonte: A autora (2024). 

Figura 18- Eletromicrografias das AgNPs-JUP2 na concentração de 3 mM. 

Fonte: A autora (2024). 

Figura 19- Eletromicrografias das AgNPs-JUP2 na concentração de 5 mM. 

Fonte: A autora (2024). 

A partir da análise dos resultados das caracterizações físico-químicas e morfológicas 

das AgNPs nas concentrações de 3 mM e 5 mM pôde-se observar similaridades entre os 

diâmetros, cargas superficiais e formas. Assim, para os ensaios de toxicidade e de cicatrização 

in vivo no presente estudo, optou-se por utilizar as AgNPs-JUP1 e AgNPs-JUP2 na 

concentração de 3 mM. De acordo com Htwe et al. (2019) as AgNPs com uma menor 

concentração de AgNO3 podem ter menor tamanho e maior área de superfície. Além disso, 
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escolher a menor concentração do sal metálico é também muito mais econômico e pode evitar 

efeitos biológicos causados pela liberação de cátions Ag+ livres em suspensão (BASOGLU e 

AKAR et al., 2022). 

5.5 Ensaios de Toxicidade 

5.5.1 Toxicidade ocular aguda 

Não foi visualizado nenhum sinal de lise, hemorragia e coagulação nos grupos testes de 

AgNO3, AgNPs de JUP1, AgNPs de JUP2 na concentração de 3 mM e o grupo contendo 

somente NaCl (0,9%), classificando-os como “não rotulado” ou como “substâncias não 

irritantes”. Já o grupo controle positivo apresentou uma pontuação de 17,60 ± 0,75 que confirma 

a atividade tóxica do NaOH 0,1N e o classifica como produto indutor de “Irritação grave”, 

conforme Tabela 11 e Figura 20. 

No estudo de Reire et al. (2015), a citotoxicidade das AgNPs foi avaliada com base em 

sinais de alteração vascular na membrana corioalantóica utilizando o teste do ovo de galinha 

(HET-CAM) e as nanoestruturas provaram não ser irritantes pois não foram capazes de 

promover vasoconstrição, hemorragia ou coagulação. De acordo com Hadrup et al. (2018), 

diversos estudos sobre os efeitos das AgNPs não mostram grande irritação nos olhos. 

Apesar dos grupos com AgNO3 e AgNPs não apresentarem toxicidade ocular, esse teste 

é essencial pois, segundo Araújo et al. (2012) e Zhu et al. (2019), a toxicidade das AgNPs 

possui influência das suas propriedades físico-químicas como o tamanho, a forma, a carga 

superficial, a dose e o revestimento. Vale ressaltar que os componentes químicos, como metais 

pesados ou outros tipos de elementos tóxicos, podem causar diferentes níveis de toxicidade 

ocular e ainda invadir facilmente a barreira protetora ocular (BAHADAR et al., 2016). 

Figura 20 - Sequência de fotografias ilustrando o efeito da administração de 300μL de NaOH 0,1N (controle 

positivo), NaCl a 0,9% (controle negativo), AgNO3, AgNPs JUP1 e AgNPs JUP2 ao longo de um período de 5 

min, sobre a CAM. 

 Tempo Zero Tempo 30s Tempo 120s Tempo 300s 

 

    NaCl 0,9% 

 

    

 

 

   NaOH 0,1N 

 

    

https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Zhu/Shuang
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  AgNPs JUP1 

 

    

 

 

  AgNPs JUP2 

 

    

Fonte: A autora (2024). 

 

Tabela 11- Pontuação de irritação e classificação do produto conforme ao índice de irritação no teste de membrana 

cório-alantóide do ovo de galinha.  

** Diferença estatística apresentada quando comparada com o grupo controle soro fisiológico (p ≤ 0,0001; n=3). 

Os resultados foram expressos em Média (± E.P.M.). ANOVA One-way, Teste de Múltipla Comparação de Tukey. 

Substância Indice de Irritação (Score) Classificação 

NaCl 0,9% 0,0 (± 0,0) Não rotulado 

NaOH 0,1 N 17,60 (± 0,75) ** Irritação grave 

AgNO3 0,0 (± 0,0) Não rotulado 

AgNPs JUP1 0,0 (± 0,0) Não rotulado 

AgNPs JUP2 0,0 (± 0,0) Não rotulado 

Fonte: A autora (2024). 

5.5.2 Toxicidade dérmica aguda 

Ao se observar a pele, após o período de 24 h da tricotomia realizada no dorso dos 

animais, não foi visualizado nenhum sinal de toxicidade, como exemplificado na Figura 21. 

Além disso, no decorrer dos 14 dias de observação, notou-se que a pele dos animais dos grupos 

experimentais se manteve íntegra, sendo detalhado na tabela 12 que o grau de reação que cada 

tratamento exerceu nos animais foi 0 já que não foi observada a formação de eritema/escaras 

ou de edema causados pelo AgNO3 e pelas AgNPs de JUP1 e AgNPs de JUP2 na concentração 

de 3 mM. 

Figura 21 - Pele íntegra do animal do grupo AgNPJUP1 após 24 h de observação 
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Fonte: A autora (2024). 

Tabela 12 - Resultado da toxicidade dérmica com teste de uma única aplicação com observação diária por 14 

dias (n=3). 

Animal 

GNJUP1 GNJUP2 NaCl 0,9% 

Eritema/Escaras  Edema Eritema/Escaras  Edema Eritema/Escaras  Edema 

1 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 

2 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 

3 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 0 

Fonte: A autora (2024). 

No decorrer dos dias de experimento não foram visualizados sinais clínicos adversos 

nos animais, isto é, não houve alterações dos comportamentos das ratas, além de não terem sido 

observados sinais de aparecimento de toxicidade e não houve mortalidade dos animais até o 

14° dia de observação. Além disso, também não houve mudanças no consumo de alimentos ou 

água durante o período de exposição e não teve alterações significativas no peso corporal das 

ratas nos grupos testes AgNPs de JUP1 e AgNPs de JUP2 em comparação ao grupo controle 

(Tabela 13). 

Nossos resultados corroboram com o estudo de Padilla-Camberos et al. (2022) que 

testou a toxicidade dérmica aguda de AgNPs de sintetizadas com extrato de casca de Stenocereus 

queretaroensis nas concentrações de 2 mM em ratas fêmeas, conforme as recomendações das 

diretrizes 402 da OCDE de 2017 e observaram que não houve alterações na pele, pelagem, olhos, 

mucosas, padrões de comportamento ou nos sistemas respiratório e circulatório. Além disso, 

todos os animais se mantiveram vivos até o 14º dia de observação e também não houve 

diferença significativa no peso corporal das ratas. Em um estudo recente, Andleeb et al. (2023) 

sintetizaram AgNPs utilizando extrato de Trillium govanianum e os resultados in vivo dos testes 

de toxicidade dérmica aguda revelaram que nenhuma anormalidade na camada epidérmica e 

dérmica foi observada. 

Além disso, Andleeb et al. (2022) avaliou a toxicidade dérmica causada por AgNPs 

sintetizadas por raízes e partes aéreas de Ajuga bracteosa na concentração de 1 mM em ensaio 
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in vivo com camundongos albinos suíços. Após a observação dos animais por 14 dias, os autores 

constataram que no decorrer de 24 h o sítio dérmico não apresentava nenhum sinal de 

inflamação ou irritação e nenhum sinal de toxicidade foi observado quando os animais foram 

acompanhados por 14 dias, bem como não houve mortalidade detectada durante todos os dias 

de observação. Em outro estudo também não foram observados sinais de toxicidade dérmica 

aguda de AgNPs sintetizadas por meio de síntese verde de extratos aquosos de folhas de 

Elaeis guineesis (FOKOU et al., 2023). 

Tabela 13 - Peso (g) dos animais expostos dermicamente às AgNPs em comparação ao grupo controle NaCl 

0,9%. 

Grupo Dia 0 Dia 07 Dia 14 

GNJUP1 213,33±14,05 223,00±9,85 232,33± 12,86 

GNJUP2 201,67±14,84 209,33±11,37 215,33±14,43 

NaCl 0,9% 175,00± 14,11 182,33±10,69 196,00±19,97 

Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média de medidas em triplicata. 

Análise estatística: Teste de Tukey com o nível de significância de valor p ≤ 0,05. 

Fonte: A autora (2024). 

Ao final do 14° dia foi feita a necropsia macroscópica após a eutanásia dos animais e 

foi observado que não houve alterações patológicas relevantes nos grupos experimentais 

AgNPJUP1 e AgNPJUP2 em comparação ao grupo controle. No estudo de Padilla-Camberos 

et al. (2022) também não foram visualizadas alterações macroscopicamente relevantes nos 

órgãos internos quando comparados ao grupo controle. 

5.6 Avaliação microbiológica in vivo 

Na Tabela 14 são observadas as contagens da S. aureus apenas nos tempos de 0h, 36h, 

72h e 7 dias uma vez que no 14º dia as feridas já se encontraram fechadas. Na análise 

antibacteriana in vivo das feridas antes da indução da infecção no tempo de 0h foi observado 

que as amostras já apresentavam um mínimo crescimento de S. aureus mesmo após o cuidado 

com a assepsia no momento da coleta. Apesar dessa contaminação inicial, Angel et al. (2011) 

e Bowler (2003) relatam que a interação entre o hospedeiro e as bactérias determinarão a 

influência na cicatrização de feridas e não apenas a presença do microrganismo, porém certas 

combinações de bactérias podem atenuar ou exacerbar os efeitos locais no ferimento devido a 

produção de toxinas, a formação de biofilme e a competição entre espécies.  

Observa-se na análise qualitativa, demonstrada na Tabela 14, um crescimento variável 

da contagem da S. aureus entre os grupos da pesquisa e dentro de uma mesma categoria, sendo 

notado o aumento, inibição e crescimento incontável da bactéria. De acordo com Serena et al. 
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(2021), apesar da imprecisão da análise semiquantitativa usando swabs, ela é amplamente 

utilizada e é relativamente barata em comparação ao método de cultura quantitativa de biópsias 

(padrão ouro) e técnicas moleculares que são mais precisos para a prática clínica na detecção 

exata da bactéria e principalmente para verificar a carga bacteriana, controlando o uso indevido 

de antimicrobianos no tratamento de feridas.  

Apesar da variabilidade no crescimento da S. aureus, a análise qualitativa da Tabela 14, 

mostrou uma contagem menor do crescimento bacteriano no sétimo dia dos grupos das AgNPs 

sintetizadas utilizando o mel JUP1 em comparação ao grupo de AgNPs de JUP2 que tiveram 

em pelo menos dois animais a contagem incalculável da bactéria. Além disso, foi observada 

maior redução na contagem bacteriana no grupo controle positivo (pomada de sulfato de 

neomicina) que teve apenas um indivíduo com contagem incalculável. No entanto, a contagem 

de S. aureus no grupo de controle negativo (NaCl a 0,9%) foi significativamente superior a dos 

outros grupos e definido como incontável o número de colônias da bactéria na maioria dos 

animais. O número incontável de S. aureus visto nos grupos de AgNPs sintetizadas utilizando 

os méis corrobora com o estudo de Meikle et al. (2020) que explica que a espessa parede celular 

das bactérias Gram-positivas pode reduzir a penetração de AgNPs nas suas células. 

De acordo com Mcloone et al. (2020), a aplicação tópica do mel é recomendada para o 

manejo clínico de infecções de feridas e, apesar da utilidade do mel na cicatrização de feridas, 

as infecções crônicas continuam a ser um problema global que requerem protocolos de 

tratamento que otimizem as interações sinérgicas ou aditivas por meio do mel. Adibhesami et 

al. (2017) avaliaram o feito de AgNPs (20 nm de diâmetro) em feridas cutâneas induzidas 

cirurgicamente e inoculadas com S. aureus e os grupos de AgNPs (0,04 mg kg -1 e 0,02 mg kg -

1) tiveram uma leve e significativa redução na contagem bacteriana em comparação ao grupo 

controle negativo (solução salina). Já os grupos de AgNPs de 0,08 mg kg -1 e gentamicina 

(grupo controle positivo) tiveram menor número de colônias do microrganismo em comparação 

aos outros grupos e foi visualizado também que alguns animais tiveram incontáveis números 

de colônias de bactérias em todos os grupos. 

Na busca na literatura há poucos estudos relatando atividade antimicrobiana em ensaios 

in vivo envolvendo méis e AgNPs sintetizadas a partir de méis de abelha. Hillebrand et al. 

(2021) relatam a importância da análise in vivo e os efeitos realistas do uso do produto, diluição 

e a capacidade do tecido responder às perturbações. Além disso, Malone et al. (2023) reforçam 

que é aconselhável desenvolver estudos que imitem de perto as condições clínicas.  

Tabela 14 - Contagem por unidade de S. aureus das feridas dos animais tratados com AgNPs de JUP 1, AgNPs 

de JUP 2, mel de JUP 1, mel de JUP 2, Soro fisiológico 0,9% e pomada sulfato de neomicina. 
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 GRUPO AgNPs de JUP 1 

 7 DIAS   14 DIAS 

An. 0h 36h 72h 7 DIAS An.  0h 36h 72h 14 DIAS 

1 6 38 6 0 1 22 136 71 FF 

2 23 18 INC INC 2 3 INC 94 FF 

3 32 INC 7 2 3 2 INC INC FF 

4 17 94 48 16 4 2 130 72 FF 

5 0 151 87 65 5 10 INC INC FF 

          

 GRUPO MEL JUP 1 

   An. 7 DIAS   14 DIAS 

 0h 36h 72h 7 DIAS An.  0h 36h 72h 14 DIAS 

1 7 15 4 22 1 14 INC INC FF 

2 12 21 INC 169 2 24 INC INC FF 

3 5 28 179 152 3 85 119 52 FF 

4 3 4 5 2 4 52 INC INC FF 

5 5 98 INC 163 5 15 19 152 FF 

          

 GRUPO CONTROLE SORO FISIOLÓGICO 0,9% 

An. 7 DIAS   14 DIAS 

 0h 36h 72h 7 DIAS An.  0h 36h 72h 14 DIAS 

1 32 INC INC 42 1 2 INC INC FF 

2 0 INC INC INC 2 0 INC 89 FF 

3 24 INC INC INC 3 3 INC INC FF 

4 27 INC INC INC 4 0 INC INC FF 

5 23 INC INC INC 5 2 INC INC FF 

          

 GRUPO AgNPs de JUP 2 

An. 7 DIAS   14 DIAS 

 0h 36h 72h 7 DIAS  An. 0h 36h 72h 14 DIAS 

1               0 3 23 45 1 4 19 INC FF 

2 0 1 81 INC 2 0 2 INC FF 

3 2 3 INC INC 3 0 2 81 FF 

4 1 3 INC 4 4 1 2 INC FF 

5 4 7 INC 27 5 0 0 231 FF 

          

 GRUPO MEL JUP 2 

An. 7 DIAS   14 DIAS 

 0h 36h 72h 7 DIAS An.  0h 36h 72h 14 DIAS 

1 4 1 5 12 1 4 18 24 FF 

2 8 1 INC INC 2 1 2 4 FF 

3 2 8 12 28 3 37 9 54 FF 

4 2 18 15 3 4 1 2 4 FF 

5 1 12 34 47 5 8 122 198 FF 

          

 GRUPO CONTROLE POMADA 

 7 DIAS   14 DIAS 

An. 0h 36h 72h 7 DIAS  An. 0h 36h 72h 14 DIAS 
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1 2 10 35 0 1 5 0 3 FF 

2 0 26 43 0 2 0 1 3 FF 

3 2 4 15 0 3 0 15 10 FF 

4 3 47 23 6 4 2 0 4 FF 

5 0 12 INC 7 5 2 5 4 FF 

Legenda: An: Animal, INC: Incontável Número de Colônias, FF: Ferida fechada.  

Fonte: A autora (2024). 

5.7 Avaliação macroscópica da cicatrização 

Macroscopicamente, na avaliação morfométrica da área inicial da ferida após o 

procedimento cirúrgico no TEMPO 0h (Tabela 15, Figura 22), as feridas não diferiram 

estatisticamente entre os grupos GMJUP1, GNJUP1, GNJUP2, GCS e GCP, exceto no grupo 

GMJUP2 que foi estatisticamente diferente (p<0,05). Em relação ao dia 3 e 7 houve diferença 

estatística (p<0,05) na contração das feridas entre os grupos testados. A partir do dia 14 de pós-

operatório as feridas de todos os animais apresentaram completa cicatrização e não houve 

diferença significativa (p<0,05). 

Comparando os resultados em relação à contração das feridas nos grupos no dia 3 

(Tabela 15, Figura 22), os animais dos grupos GNJUP1, GNJUP2 e GMJUP1 apresentaram 

feridas menores e não diferiram do grupo GCS, porém a área de cicatrização foi estatisticamente 

diferente (p<0,05) daquelas dos grupos GMJUP2 e GCP, que apresentaram as maiores lesões. 

Apesar do grupo GMJUP2 ter tido uma das menores contrações da ferida no dia 3 e ter 

apresentado uma ferida maior no tempo 0h, ele não diferiu do grupo GCS no dia 3 (Tabela 15, 

Figura 22). Yilmaz e Aygin (2020) justificam que o mel dificulta a infestação bacteriana, reduz 

o pH, aumenta a atividade antioxidante, aumenta a geração de peróxido e libera citocinas pró-

inflamatórias durante a fase inflamatória. 

De acordo com Scherrer et al. (2023), pode ocorrer a sensibilização da pele à neomicina 

e devido a isso são necessárias prescrições criteriosas, apesar desse fármaco ser amplamente 

disponibilizado em formulações farmacêuticas. Além disso, Yan et al. (2018) descrevem que o 

processo de cicatrização de feridas pode ser influenciado por fatores de crescimento e citocinas, 

podendo levar ao aumento da morbidade e mortalidade, desconforto e resultados 

farmacológicos ruins. Apesar das citocinas ativarem substâncias necessárias para a resposta 

inflamatória e a produção de colágeno, também podem contribuir para a cicatrização 

inadequada. 

No dia 7 não houve diferença significativa entre os grupos GCS, GMJUP1, GNJUP1 e 

GNJUP2 e verificou-se que tais grupos tiveram os menores tamanhos das feridas, diferindo em 
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relação ao GCP e GMJUP2, que entre si não apresentaram diferença significativa (p<0,05) no 

dia 7 (Tabela 15, Figura 22). De acordo com Bahari et al. (2022), apesar da eficiência do mel 

contra microrganismos em curativos de feridas el, mais estudos são necessários para confirmar 

seu comportamento em um ambiente in vivo. De acordo com Yupanqui Mieles et al. (2022) 

o mel possui variedade de sua qualidade e depende fortemente da origem botânica e geográfica, 

das espécies de abelhas e dos métodos de produção. Esta variedade leva a diferentes níveis e 

consistência de eficácia antimicrobiana.  

Em relação a evolução da ferida de acordo com os períodos de avaliação, notou-se que 

todos os grupos apresentaram redução entre 3, 7 e 14 dias (feridas fechadas) (Figura 22), o 

grupo GNJUP1 apresentou maior redução da área da ferida no dia 3, apesar de não se diferir 

estatisticamente (p<0,05) dos grupos GCS, GMJUP1, GNJUP2. Já no dia 7, o grupo GNJUP1 

permaneceu com um dos menores tamanhos de feridas mesmo que não tenha diferido 

estatisticamente dos grupos GCS, GMJUP1 e GNJUP2 (Tabela 15, Figura 22). De acordo com 

Bahari et al. (2022), reforça a necessidade crítica de compreender a seleção apropriada do mel 

para a síntese de nanomateriais, bem como identificar as proteínas do mel mais prevalentes, 

responsáveis pela estabilização de íons metálicos na formação de nanopartículas. 

O estudo de Rani et al. (2018) avaliou o efeito combinado de AgNPs sintetizadas por 

mel multifloral que foram aplicadas topicamente em feridas infectadas com P. aeruginosa e 

tiveram os melhores percentuais de fechamento das lesões no dia 1, 5, 10 e 15 em comparação 

ao grupo do mel aplicado isoladamente, apesar de que as feridas em todos os grupos 

experimentais eram quase iguais no início. No estudo de Guruvu et al. (2022), que sintetizou 

AgNPs utilizando mel, foi demonstrando um melhor percentual de fechamento das feridas 

infectadas com S. aureus em relação ao mel sozinho e ao controle. Além disso, Osman et al. 

(2022) sintetizaram AgNPs utilizando de extrato aquoso de caules de Tinospora crispa e em 

ensaios in vivo verificaram a aceleração da cicatrização de feridas em ratos. 

De acordo com Jaldin-Crespo et al. (2022) os nanomateriais podem ser usados 

sinergicamente e aprimorados com o mel devido a presença de compostos fenólicos, polifenóis, 

enzimas e outros. A consolidação do uso terapêutico de bionanomateriais a partir do mel ainda 

é limitada devido à complexidade do processo de cicatrização de lesões teciduais, barreiras no 

modelo de estudo, especialmente modelo de feridas crônicas e o impacto desse tratamento no 

aumento da resistência aos microrganismos. No entanto, Bahari et al. (2022) citam que apesar 

dessas limitações, são debatidos avanços recentes em nanopartículas sintetizadas utilizando o 

mel para cicatrização de feridas. 
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Tabela 15 - Área de cicatrização das feridas nos dias que foram realizadas as medições. 

Tratamento 
Tempo (dia) 

0 3 7 14 

GCP 0,75± 0,10 B 0,64± 0,11 A 0,14± 0,05 AB 0,0  

GCS 0,78± 0,13 B 0,56±0,10 ABC 0,11± 0,03 B 0,0±0,0  

GMJUP1 0,77± 0,13 B 0,50± 0,12 BC 0,11± 0,02 B 0,0 ±0,0 

GMJUP2 0,9± 0,09 A 0,58± 0,15 AB 0,24± 0,08 A 0,0 ±0,0 

GNJUP1 0,77± 0,11 B 0,47± 0,07 C 0,11± 0,02 B 0,0 ±0,0 

GNJUP2 0,70± 0,08 B 0,51± 0,06 BC 0,10± 0,00 B 0,0 ±0,0 

Legenda: Médias seguidas pela letra maiúscula crescente na linha com desdobramento realizado pelo teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

Fonte: A autora (2024). 

 
Figura 22 - Evolução da contração da ferida nos dias: 0, 3, 7 e 14 dias. 

 0ºh 3º dia 7º dia 14º dia 
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GNJUP1 
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Legenda: GCS = Grupo Controle Soro fisiológico; GCP= Grupo Controle Positivo; GMJUP1: Grupo Mel Jupará 

amostra 1, GMJUP2: Grupo Mel Jupará amostra 2, GNJUP1: Grupo Nanopartícula com Jupará amostra 1, 

GNJUP2: Grupo Nanopartícula com Jupará amostra 2. 

Fonte: A autora (2024). 

5.8 Avaliação microscópica da cicatrização 

5.8.1 Avaliação de fibroblastos e densidade vascular 

No dia 7, a média dos fibroblastos nos animais do grupo GMJUP2 (119,95) foi 

significativamente maior (p<0,05) do que a média dos outros grupos. Por sua vez, os grupos 
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GCP (80,66), GNJUP2 (78,66) e GMJUP1 (66,26) não tiveram diferenças significativas entre 

si (p<0,05). No entanto, os grupos GNJUP2 e GMJUP1 não diferiram estatisticamente do grupo 

GCS (62,98) (p<0,05). Por fim, o grupo GNJUP1 (59,54) teve a menor contagem de 

fibroblastos no dia 7, porém não se diferenciou significativamente (p<0,05) dos grupos 

GMJUP1 e GCS (Tabela 16).  

O número de fibroblastos foi maior no grupo GMJUP2 no sétimo dia (Tabela 16), apesar 

de ter tido uma área de lesão maior no tempo 0h e dia 7, conforme a Tabela 15. De acordo com 

Wang; Li (2011) e Tan et al. (2012), o mel possui flavonoides, compostos fenólicos e enzimas, 

além de grandes quantidades de aminoácidos que podem promover a deposição de fibroblastos. 

Isso corrobora com o estudo de Medeiros et al. (2016) que tratou feridas infectadas por S. 

aureus utilizando o mel de Melipona scutellaris e observaram maior deposição de fibroblastos 

e colágeno em relação ao grupo controle. 

No décimo quarto dia, a média dos fibroblastos do grupo GCS (105,48) foi 

significativamente maior (p<0,05) do que a média dos outros grupos. Além disso, a contagem 

de fibroblastos nos grupos GMJUP2 (50,80) e GCP (35,44) não apresentou diferenças 

significativas entre si (p<0,05). Da mesma forma, o grupo GNJUP1 (28,87), GMJUP1 (28,04) 

e GNJUP2 (27,40) não tiveram diferenças entre as médias do grupo GCP (p<0,05) (Tabela 16). 

Em comparação a evolução do número de fibroblastos em relação ao 7º e 14º dia, o grupo GCS 

teve um crescimento na contagem dessa célula no dia 14 em comparação ao dia 7, enquanto os 

demais grupos tiveram uma queda na proliferação de fibroblastos. De acordo com da Paixão et 

al. (2014), é de se esperar que os fibroblastos diminuam com o tempo visto que essas células 

podem sintetizar precocemente o colágeno tipo III e consequentemente depositar o colágeno 

tipo I, melhorando o reparo tecidual. 

Apesar do grupo GNJUP2 não diferir do grupo GCS na contagem de fibroblastos no 

sétimo dia, ele teve a maior contagem de vasos sanguíneos em comparação a todos os outros 

grupos, sendo diferente estatisticamente (p<0,05) (Tabela 17). No estudo de Rani et al. (2018), 

que utilizou AgNPs sintetizadas por méis multiflorais, houve diminuição da inflamação, edema 

e ativação da angiogênese na fase inicial da cicatrização após tratamento com as nanoestruturas. 

Essa maior ativação de neovascularização no grupo GNPUP2 pode ser explicada pelas 

propriedades dos agentes redutores presentes no mel JUP2, como explicou Hajialyani et al. 

(2018) em relação às características antioxidantes e liberação de fatores de crescimento 

endotelial vascular na ferida por meio das AgNPs que interferem na formação de novos vasos.  

A contagem da densidade vascular no dia 14 não apresentou diferenças estatísticas entre 

os grupos (p<0,05), porém ocorreu uma diminuiu em relação ao sétimo dia (p<0,05). De acordo 



96 

 

com Asai et al. (2018), nessa fase ocorre mais fortemente a deposição de colágeno e a deposição 

da matriz extracelular. Dessa forma, ocorre a diminuição de fibroblastos e da 

neovascularização. 

Apesar dos grupos GNJUP1 e GNJUP2 e GMJUP1 não diferirem do grupo controle 

negativo no sétimo dia em relação à contagem dos fibroblastos, na visualização das imagens 

histológicas houve maior alinhamento e paralelismo das fibras colágenas dos grupos dos méis, 

AgNPs sintetizadas através dos méis e grupo controle positivo (Figura 23). 

 

Tabela 16 - Contagem de fibroblastos no 7º e 14º dia de experimento em lesões cutâneas infectadas. 

 Tempo (dia) 

Tratamento Fibroblastos 

7 14 

GMJUP1 66,26±12,55 BCD 28,04± C 

GMJUP2 119,95±8,00 A 50,80± B 

GNJUP1 59,54±3,89 D 28,87± C 

GNJUP2 78,66±15,56 BC 27,40± C 

GCP 80,66±9,93 B 35,44± BC 

GCS 62,98±8,55 CD 105,48± A 

Legenda: Médias e desvio padrão, seguidas pela letra maiúscula crescente em relação ao dia na linha com 

desdobramento realizado pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

Fonte: A autora (2024). 

Tabela17 - Contagem da densidade vascular no 7º e 14º dia de experimento em lesões cutâneas infectadas. 

 Tempo (dia) 

Tratamento Densidade vascular 

7 14 

GMJUP1 1,84±0,59 B  0,74±0,56 A 

GMJUP2 2,28±0,50 B 0,66±0,19 A 

GNJUP1 1,98±0,54 B 0,52±0,10 A 

GNJUP2 3,28±0,72 A 0,65±0,16 A 

GCP 2,38±0,35 B 0,64±0,27 A 

GCS 2,10±0,56 B 0,70±0,35 A 

Legenda: Médias e desvio padrão, seguidas pela letra maiúscula crescente em relação ao dia na linha com 

desdobramento realizado pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

Fonte: A autora (2024). 

 

Figura 23 - Microfotografias representativas do 7º e 14º dias das feridas infectadas (400x). Coloração com 

hematoxilina e eosina.  

Tratamento 7º dia 14º dia 
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Legenda: Aspectos histológicos quanto a presença de fibroblastos e vasos sanguíneos nas lâminas no 7º e 14º dia, 

nos grupos tratados com a amostra de GNJUP1, GNJUP2, GMJUP1 e GMJUP2, GCP e GCS. 

Fonte: A autora (2024). 

5.8.2 Avaliação das fibras de colágeno tipo I e tipo III 

Em relação a deposição das fibras colágenas tipo III no 7º e 14º dia, não houve diferença 

estatística (p<0,05) entre a área de colágeno entre os grupos de tratamento (Tabela 18). De 

acordo com Ribeiro et al. (2015), as fibras de colágeno tipo III são as primeiras a serem 

formadas durante o processo cicatricial, sendo posteriormente substituídas por fibras de 

colágeno I. 

Quanto ao colágeno tipo I, não houve diferenças significativas no 7º dia entre os grupos 

(p<0,05) (Tabela 18), porém visualmente por meio da análise histológicas, tiveram fibras finas 

e organizadas em paralelismo quando comparado ao grupo controle negativo (fibras colágenas 

mal organizadas) (Figura 24). Em relação ao colágeno tipo I no 14º dia, os grupos GMJUP1 e 

GCP foram significativamente iguais (p<0,05), apresentando as maiores áreas colágenas, 

diferindo significativamente somente do grupo GNJUP2. Na Figura 24, após 14 dias, são 

mostradas fibras mais dispostas em paralelismo nos grupos GMJUP1, GCP, GNJUP1 e 

GNJUP2, quando comparado ao GCS (Figura 24). 

No estudo de Rani et al. (2018), AgNPs sintetizadas utilizando mel foram 

potencialmente úteis como curativo de feridas. Por sua vez, Guruvu et al. (2022) demonstraram 

que AgNPs sintetizadas por méis e tiveram com maior deposição de colágeno, quando 

comparado ao controle. De acordo com Chinnasamy et al. (2021), a eficácia das AgNPs por 

síntese verde na cicatrização de feridas depende dos parâmetros de sua preparação como pH, 

temperatura, concentração de extrato, concentração de nitrato de prata, forma, estrutura e 

distribuição de tamanho. 

De acordo com Medeiros e Dantas-Filho (2016), o colágeno desempenha um papel 

essencial ao promover resistência e coesão aos tecidos, além disso, quando ocorrem lesões, sua 

deposição é importante para corrigir imperfeições, restaurar a integridade estrutural e apoiá-las.  

No estudo de Iftikhar et al. (2010), o mel aumentou a taxa de cicatrização com o aumento da 
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formação de colágeno em comparação ao grupo placebo. Assim como estudo de Alves et al. 

(2018) que trataram feridas infectadas com mel de Melipona subnitida e resultou em reação 

cicatricial com densidade de colágeno, leucócitos e fibroblastos significativamente maior do 

que nos demais grupos (p<0,05).  

Considerando que a interpretação dos resultados depende da magnitude das variáveis, 

no presente trabalho, apesar de terem sido observadas correlações fortes, moderadas e fracas 

entre as técnicas avaliadas, quando comparados os resultados intragrupos verificou-se uma 

pequena variação do desvio padrão em relação a contagem do colágeno (Tabela 18), apesar da 

padronização das configurações dos softwares utilizados e a qualidade das fotomicrografias. 

De acordo com Guyton e Hall (2011), lesões infectadas podem influenciar nas diferenças do 

desvio padrão e na quantidade de fibras colágenas tipo I e III em decorrência do processo 

inflamatório persistente. 

Tabela 18 - Contagem da área de colágeno tipo I e tipo III no 7º e 14º dia de experimento nas lesões cutâneas 

infectadas.  

 Tempo (dia) 

Tratamento Colágeno I Colágeno III 

7 14 7 14 

GMJUP1 17,68±4,49 A 21,86±3,94 A 1,58±1,51 A 0,94±0,26 A 

GMJUP2 21,78±4,03 A 20,13±2,00 AB 1,28±1,20 A 1,61±1,01 A 

GNJUP1 20,69±1,94 A 20,60±3,76 AB 3,77±2,22 A 0,17± 0,20 A 

GNJUP2 21,66±2,54 A 12,27±6,29 B 3,26±2,21 A 3,01±1,52 A 

GCP 20,41±2,35 A 21,40±7,11 A 3,33±2,46 A 0,86±0,30 A 

GCS 17,27± 5,33 A 19,02±4,01 AB 0,95± 0,84 A 1,88±2,70 A 

Legenda: Médias e desvio padrão, seguidas pela letra maiúscula crescente em relação ao dia na linha com 

desdobramento realizado pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

Fonte: A autora (2024). 

Figura 24 - Microfotografias representativas das fibras de colágeno das feridas infectadas do 7º e 14º dia (200x).  

Coloração Picro-Sirius Red sob luz polarizada. Fibras esverdeadas (colágeno tipo III) e fibras amarelo 

avermelhadas (colágeno tipo I).  

Tratamento 7º dia 14º dia 
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Legenda: Fibras esverdeadas (colágeno tipo III) e fibras amarelo avermelhadas (colágeno tipo I), microfotografias 

das feridas infectadas do 7º e 14º dia, nos grupos tratados com a amostra de GNJUP1, GNJUP2, GMJUP1 e 

GMJUP2, GCP e GCS. 

Fonte: A autora (2024). 

 

 

7 CONCLUSÃO 

A análise físico-química e bioquímica das 35 amostras de méis de ASF tiveram 

variações em seus resultados, reforçando o entendimento de que os méis apresentam 

características únicas.  Quanto a análise antimicrobiana in vitro evidenciou que a maioria dos 

méis de ASF são capazes de inibir os microrganismos e que as condições de armazenamento, 

espécies das abelhas e outros interferem nas suas inibições de microrganismos. 

A síntese de AgNPs utilizando os méis JUP 1 e JUP 2 foi confirmada por meio da 

mudança de coloração das suspensões coloidais para amarelo âmbar. Quanto a caracterização 

das AgNPs dos méis JUP 1 e JUP2, tiveram suspensões com com bandas de absorção máxima 

em torno de 400-480 nm. Vale ressaltar que as nanoestruturas apresentaram poucas variações 

nas características coloidais quanto ao diâmetro hidrodinâmico, PdI e potencial Zeta após 120 

dias de análise, confirmando sua estabilidade. Por sua vez, a análise estrutural por FTIR 

demonstrou similaridade nos grupamentos funcionais presentes na superfície das AgNPs e que 

podem estar envolvidos na sua redução/estabilização. Além disso, a morfologia das AgNPs 

mostrou formatos predominantemente esféricos, mas também outras formas como bastões e 

triangulares foram visualizadas. Dessa forma, ficou evidenciado o uso de méis de ASF da 

Amazônia junto à nanobiotecnologia agregam valores a esse produto natural que é muitas vezes 

subexplorado. 

O teste de toxicidade ocular in vitro das AgNPs JUP1 e JUP2 não apresentou qualquer 

sinal/sintoma de irritação. Quanto as observações da toxicidade dérmica evidenciar a ausência 
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de sinais de toxicidade nos animais em um curto período de 14 dias após exposição às AgNPs 

na concentração de 3 mM, são necessários mais estudos para avaliar as interações entre AgNPs 

biogênicas, sintetizadas com a utilização do mel de ASF como agente redutor e, 

consequentemente, suas repercussões nos sistemas fisiológicos de maneira dependente do 

tempo de exposição a longo prazo e da dose. 

Apesar da variabilidade da contagem de S. aureus entre os grupos experimentais, houve 

uma menor contagem do microrganismo qualitativamente no grupo controle positivo e nas 

AgNPs JUP1 e no mel de JUP 1 e JUP2 no sétimo dia em comparação aos outros grupos. Apesar 

disso, essa pesquisa reforça a necessidade de novos estudos que envolvem a avaliação in vivo 

da atividade antimicrobiana de méis de abelha sem ferrão e de AgNPs sintetizadas por méis.  

O efeito na contração de feridas causado pelas AgNPs JUP1 e JUP2 foi similar ao do 

grupo controle negativo (soro fisiológico) e do mel da amostra JUP1 no 3ª e 7º dia. No entanto, 

em relação aos efeitos no fechamento da ferida, os grupos contendo as AgNPs foram melhores 

em relação ao grupo controle positivo (sulfato de neomicina) e mel da amostra JUP2.  

Quanto a análise de fibroblastos, densidade vascular e colágeno não se diferirem 

estatisticamente do grupo controle negativo, o estudo teve ferida infectadas, consequentemente, 

pode interferir na deposição de fibroblastos, novos vasos e colágeno. Dado isso, essa pesquisa 

pode analisar que as AgNPs sintetizadas por méis agregam ao conhecimento científico junto a 

nanobiotecnologia e suas repercussões na cicatrização de uma ferida infectada, apesar de ser 

um mecanismo complexo.  
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