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Mel Centauri

Centauri Cave Nymph Honey - mel de gruta

extraido a 2500 metros de altitude acima do nivel do mar RN s Centaur

Proadma

CUSTOMUMADE

numa gruta profunda obtida por espeledlogos profissionais e/ Prosima B0e

' Bollied at2

localizado nas montanhas do Caucaso da Turquia




Centauri Honey

Tipo de abelha: Apis mellifera Caucasica (abelha caucasiana resistente ao frio e alta altitude)
coldnia de abelhas - localizada a 50 Km das residencias humanas mais proximas

longe de outras coldnias de abelhas e garantir que a coldonia de abelhas permaneca livre de acaros varroa




Centauri Honey

A coldnia de abelhas tem acesso a plantas endémicas na entrada da gruta um ano antes
favos de mel sdo carregados nas profundezas das grutas de -20 a -50 metros

método de envelhecimento: periodo de 3 a 12 meses



Mel Centauri

Flora: taxonomia pertencentes a certas regides fitogeograficas sao as seguintes:

50,27% Euro-Siberiana
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32 spp. endémicos (8,3%) e 9 raros (2,3%)

classificadas de acordo com as

categorias de ameaca da IUCN - International Union for Conservation of Nature



Mel Centauri

Table 1. Results of Centauri honey analysis

Centauri Honey analysis Results

Total phenol 77.65 mg gallic acid equivalent/100g
Total flavonoids 18.53 mg quercetin equivalent/100g
Total antioxidant 74.75 mg trolox equivalent/100g
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Mel Centauri

Qualidade e parametros fisico-quimicos do mel

- Garantia de qualidade do mel

- Instituicdes internacionais:
- Comissao Internacional do Mel (IHC)
- Codex Alimentarius
- Comissao Europeia

- Sugerem niveis de parametros e metodologias de analises para garantir a autenticidade do mel

- Alguns parametros neste trabalho:



Mel Centauri: amostras em estudo

Parametros fisico-quimicos:
cor, humidade e condutividade

Cor: incolor a castanho escuro (Codex, 2001)

Sabor
(cores claras - sabor suave,
mel escuro - sabor mais pronunciado)

Color, Moisture and Conductivity tests:

Samples  Color (mm Pfund) Moisture content Conductivity Humidade - condicdes climaticas, colheita
(%) 1 . - .
(mS.cm ) afeta os parametros fisico-quimicos

150 £ 0.00 < e ,
A w 14x1 (viscosidade e cristalizacdo e logo qualidade):

63+ 1.5 Geralmente: < 20%
B (Light amber) 18,1+1 0.44 +0.02
57+£25 . .
C (Light Amber) 16+1 0.31+0.00 Condutividade
31+1 relacionada: minerais, proteinas e ac. organicos
D White) 15+1 0.22 +0.00 _ . e
( (logo diretamente ligada as cinzas)
85+1.7 . . .
E (Light Amber) 16,6 + 1 0.72+0.01 caracteristica - avaliacao nutricional
parametro util: diferenciacao de diferentes origens botanicas
Table 1. Physicochemical parameters: color, humidity, and conductivity include: (mean +/- SD). padrdes internacionais:

recomendam max 0,8 mS/cm (mel de nectar)



Mel Centauri: amostras em estudo

Acidity test:
pH Free for pH=7 FreE for Lactonic Total
Samples initial (megKg™) pH=8.3 (meqgKg™) (megKg™)
(megKg™)
A 4.348 9.6+0.6 13.7+0.5 41+1.2 13.7
B 3.049 6.4+0.1 88+0.1 4.8+0.2 11.2
C 3.100 46+0.0 6.8+0.2 35+£01 8.1
D 3.200 41+0.2 6.5+05 35+£0.2 7.6
E 3.600 7.2+0.0 9.9+0.2 4.4+£0.2 11.6

Table 2. pH and acidity of the honey samples include: (mean +/- SD).

Acidez do mel - acidos organicos
(principalmente ac. gluconico) e
avaliacao ac. livres presentes e
a acidez lactdnica - acidez quando o mel é alcalinizado

Mel com baixo pH:

inibe a existéncia e desenvolvimento de
microorganismos:

- importante durante o armazenamento e
extracdo do mel e relacionado com estabilidade,
textura e vida de prateleira

Relatdrios publicados: pH entre 3,2 e 4,5 (usado para
distinguir entre néctar e mel de melada)

Limites de acidez livre sao especificados nas
legislagOes europeias: inferiores a 50 meq/kg
(representando a inexisténcia de fermentacao

indesejada) 9



Mel Centauri

Ash, Protein, Energy and Carbohydrates:

Samples Ash (g/100q) Prot((a;?lcc:)cc))g;ente Energy (Kcal) Ca(rr?qc;rllly(()jorg;es
A 0.87 £0.12 0.6 +£0.0 340.5+0.5 84.6+0.1
B 0.17 £0.01 0.6+£0.0 326.9+0.1 81.2+0.0
C 0.10 + 0.00 0.6 +0.0 335.6 £ 0.0 83.3+0.0
D 0.04 £ 0.00 0.6+£0.0 339.8+0.0 84.4+£0.0
E 0.33+£0.01 0.6+£0.0 332.3x0.0 825+0.0

Table 4. Nutritional parameters: ashes, proteins, energy, and carbohydrates include: (mean +/- SD)

Teor de cinzas
critério de qualidade para
a origem botanica e geografica do mel

Composi¢ao nutricional

Teor de proteinas - marcadores de autenticidade
e tentativas de adulteracao
e indicador de qualidade (enzimas, introduzidas pelas
abelhas, derivadas do néctar ou influenciadas pelo tempo de
armazenamento)

valor energético e o teor de carbo-hidratos ndao tém
regulamentacao dos limites, mas sao parametros
importantes para a avaliagcao nutricional e frequentemente
obrigatdrios na rotulagem

O mel incorpora acgucares simples ou monossacarideos:

frutose e glucose - maioritarios
10



Mel Centauri: actividades antioxidante e antimicrobiana

A > 10 mg/mL todas as amostras

TBARS nao apresentaram inibi¢cao relevante
Samples  ECso + SDV Samples Aspergillus Aspergillus contra todas as estirpes em estudo
brasiliensis fumigatus
A 20+0.1 MIC MFC MIC MFC
A >10 >10 10 >10 (Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC
B >166.7 B >10 >10 10 >10 25923, S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis ATCC 12228,
C >10 >10 10 >10 Mycobacterium smegmatis ATCC 607), Gram-negative
C >166.7 . . )
D 10 10 10 10 bacteria (ESCheI’ICh-IC? coli ATCC 25922) e Ie.vedura.s
D 51667 e 210 210 10 210 (Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601 e Candida albicans
ATCC 10231)
E 48402 Ketocgnazol 0.06 0.125 0.5 1
Positive
control  0.0058 + 0.0006 — - _
(Trolex) A B C D E Ampicillin Imipenem Vancomycin

(20mg/mL) (Img/mL) (Img/mL)
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Gram-negative bacteria

Escherichia coli 25 >10 25 >10 25 >10 25 >10 25 >10 <0.15 <0.15 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.
Klebsiella pneumoniae >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 10 >10 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.
Morganella morganii 5 >0 5 >10 5 >0 5 >10 5 >10 >10 >10 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.

Proteus mirabilis 10 >10 10 =>10 10 >10 10 =>10 10 >10 <0.15 <0.15 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.

Pseudomonas aeruginosa >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 =>10 >10 >10 >10 >10 0.5 1 n.t. n.t.
Gram-positive bacteria
Enterococcus faecalis 25 >10 25 >10 25 >10 25 >10 25 >10 <0.15 <0.15 n.t. n.t.  <0.0078 <0.0078
Listeria monocytogenes 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 <0.15 <0.15 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.
MRSA 10 >10 10 >10 10 >10 10 =>10 10 >10 <0.15 <0.15 n.t. n.t. 0.25 0.5

Propionibacterium acnes  >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 0.07 0.07 n.t. n.t. n.t. n.t.




Mel Centauri: citotoxicidade

Cytotoxic activity
(IC50 pg/mL)

Samples  AGS  CaCo-2  MCF-7  NCI-H460  PLP2 Samples  HaCaT HFF-1
A >400 >400 >400 >400 >400 A >400 >400
B >400 >400 >400 >400 >400 B >400 >400

C >400 >400 >400 >400 >400
C >400 >400

D >400 >400 >400 >400 >400
D >400 >400

E >400 >400 >400 >400 >400
Ellipticine 1.23:0.03 1.21#0.02 1.02#0.02 1.01:+0.01 1.4%0.1 E >400 >400

Viability of HaCaT (Human keratinocytes) and HFF-1 (Fibroblasts) cells.
Samples tested between 400 — 50 ug/mL. ICso = SEM.

IC50 em mg/mL

Extratos MCF-7 (breast) SW837 (colorectal) A375 (MELANOMAI) {FF-1 (FIBROBLASTOS normal n=4

Média SEM Média SEM Média SEM Média SEM
A 29.00 1.50 7.35 0.55 5.67 0.15 9.25 0.15
B 39.85 1.15 6.90 1.20 10.43 0.89 48.10 0.90
C 3.00 0.70 8.45 0.05 6.29 0.67 16.55 1.55
D 37.70 2.20 17.55 2.45 22.89 1.05 7.65 1.25
E 43.00 2.00 8.50 0.20 6.61 0.60 6.25 0.85

DOXO 0.097 +/- 0.01 pg/mL 0.054 +/- 0.01 pg/mL 0.017 +/- 0.005 pg/mL 0.053 +/- 0.02 ug/mL

Doxorubicin (DOXO) was used as positive control

Células de adenocarcinoma colorretal humano SW837, adenocarcinoma de mama MCF-7, melanoma A375 e linhagens
celulares de fibroblastos de prepucio nao tumorigénicos HFF-1

Sulforhodamine B (SRB) assay



Mel Centauri

Outros ensaios em estudo:

Composicao em Acucares
Composi¢cao em compostos fendlicos
Actividade antioxidante entre outros ensaios

Samples RAW 264.7
A 62.75 + 6.03
i
C 32.74 +2.34
D 63.76 + 3.30
E >400
Dexametasone 6.3+0.4

13



Mel Centauri

Viabilidade celular

Efeito citotoxico na linha celular de cancro de pulmao
Calu-3 apds o tratamento com meéis A-E (de maneira
dependente do tempo 24,48 e 72 h):

Nenhum efeito citotoxico na linha celular FHC (colon
normal linha celular) normal (apds 24 h apds a
exposicao) mas os mel B e C foram os menos ativos em
todos os tempos

Essa percentagem aumentou ao longo do tempo,
sendo 0s mais sensiveis aos efeitos das células apds o
tratamento do mel apds 72 h

O efeito citotdxico foi avaliado para os méis testados A,B,C,D e E
diferentes intervalos de concentracgdo (0,5 -10%)
apos 24, 48 e 72 horas
nas linha celular de cancro de pulmao (Calu-3) e colon normal linha celular (FHC)

Amostra A

Amostra B

Amostra C

Amostra D

Amostra E
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Mel Centauri

Efeito anti-inflamatdrio de méis induzidos por LPS em modelo in vitro:
linha celular de cancro de pulmao- Calu-3

Aumento de citoquinas ao nivel de genes e proteinas (IL-6 e IL-1B) em células Calu-3
induzidas por LPS apds 24 horas: efeito forte A, D and E
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Mel Centauri

Efeito anti-inflamatdrio de méis induzidos por LPS em modelo in vitro

na linha celular FHC (colon normal linha celular) normal

Diminui¢cao no nivel das citoquinas induzidas por LPS nas células
O melhor efeito foi observado para os méis A, D e E
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Mel Centauri

Alteracdoes morfologicas apds tratamento com mel em
células Calu-3 (linha celular de cancro de pulmao)

e
FHC (colon normal linha celular)

Observacdes microscopicas mostraram

alteracoes

morfolégicas nas células Calu-3 dependendo da

concentracdao de méis A e E (Figura A e B)

Alteracdes nao foram observadas para as células FHC

normais na concentracao de 1 e 5% (Figura C)

Morfologia das células antes e depois da estimulacao com méis: Ampliacao x40

Controle das células Calu-3 e FHC
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Mel Centauri: Conclusoes

* Parametros fisico-quimicos e de Qualidade foram avaliados:

» Testes de cor, humidade e condutividade (B-E), pH, acidez ﬁ;nnfzz?;
* Bioactividade:
* Antioxidante (A e E), antimicrobiana, citotoxicidade, anti-inflamatdria g’
* Actividade anti-inflamatéria: =
* Nenhum efeito citotéxico na linha celular FHC (colon normal linha celular) - —F
{

 Efeito anti-inflamatorio de méis induzidos por LPS (modelo in vitro na linha celular FHC)
e Diminuicao no nivel das citoquinas induzidas por LPS

» efeito mais efectivo foi observado para os méis A,D e E
* mel Centauri: potencial agente para melhorar uma resposta imune

 Amostra comercial E: a mais bioactiva e com parametros fisico-quimicos mais relevantes

 Amostra E e outros derivados: estudo do consumo de mel Centauri (protecao contra cancro de pulmao e
prostata) e previstos estudos futuros in vivo para encontrar mais beneficios para a saude
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