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Resumo

Bazoni, M. O. 2012. Atividade antimicrobiana dos meis produzidos por Apis
mellifera e abelhas sem ferréo nativas do Brasil. 116 f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2012.

Nos avaliamos a atividade antimicrobiana do mel coletado de ninhos de 12
espécies de abelhas nativas sem ferrdo comumente encontrados no Brasil e 25 amostras
de mel de Apis mellifera ndo pasteurizados que foram identificadas como sendo
unifloral e uma amostra de mel multifloral. A atividade antimicrobiana de cada amostra
de mel foi testada contra cinco espécies de bactérias patogénicas, uma espécie de fungo
patogénico e uma espécie de levedura patogénica, comparando esta atividade com o mel
terapéutico de manuka produzido por abelhas Apis mellifera na Nova Zelandia a partir
do néctar de Leptospermum scoparium (Myrtaceae). Cinco das treze amostras de mel
das abelhas sem ferrdo foram bactericidas e oito foram fungicidas contra o fungo
patogénico Trichophyton rubrum. Somente a levedura Candida albicans foi resistente a
todas as amostras de mel. As amostras de mel de Apis mellifera que apresentaram
atividade bactericida foram caju, roma e cana, nenhuma das amostras de mel de A.
mellifera afetou o fungo T. rubrum. Os meis de Nannotrigona testaceicornis, Plebeia
remota, Tetragona clavipes e Scaptotrigona depilis todos com alto nivel de atividade
antimicrobiana, foram significativamente mais eficiente em termos de atividade
antimicrobiana que o mel de manuka, especialmente contra Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e T. rubrum. O mel artificial feito com os principais agucares encontrados
no mel e com teor de 4gua semelhante, ndo teve atividade antimicrobiana em nossas
analises. NOs também fizemos analises de espectrometria de massas das amostras de
mel e encontramos alguns "fingerprint" caracteristicos que foram associadas com a

atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: 1. mel. 2. atividade antimicrobiana. 3. apiterapia.



Abstract

Bazoni, M. O. 2012. Antimicrobial activity of honey produced by Apis mellifera and
native Brazilian stingless bees. 116 p. PhD — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

We evaluated the antimicrobial activity of honey collected from nests of 12
species of native stingless bees commonly found in Brazil and 25 unpasteurized honey
samples of Apis mellifera that were identified as being unifloral and one multifloral
honey sample. The antimicrobial activity of each honey sample was tested against five
species of pathogenic bacteria, a pathogenic fungal species and a pathogenic yeast
species, comparing this activity with therapeutic manuka honey produced by Apis
mellifera bees in New Zealand from the nectar of Leptospermum scoparium
(Myrtaceae). Five of thirteen samples of honey from the stingless bees were bactericidal
and eight were fungicidal against the pathogenic fungus Trichophyton rubrum. Only the
yeast Candida albicans was resistant to all honey samples. The Apis mellifera honey
samples that showed bactericidal activity were caju, romd e cana, none of the A.
mellifera honey samples affected the fungus T. rubrum. The honeys from Nannotrigona
testaceicornis, Plebeia remote, Tetragona clavipes and Scaptotrigona depilis all had a
high degree of antimicrobial activity, they were significantly more efficient in terms of
antimicrobial activity than manuka honey, especially against Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae and T. rubrum. Artificial honey, made with the main sugars
found in honey and with similar water content, had no antimicrobial activity in our
analyses. We also made mass spectrometry analyses of the honey samples and found

some “fingerprint” characteristics that were associated with antimicrobial activity.

Keywords: 1. honey. 2. antimicrobial activity. 3. apitherapy.
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1 Introducéo

1.1 Mel

O mel se apresenta, em condi¢Ges normais, como uma solucdo liquida com baixo
teor de agua e alta concentracio de matéria seca (COUTO & COUTO, 2006). E
reconhecido, desde os primdrdios da civilizagdo, pelas suas propriedades medicinais,
sendo um produto natural elaborado pelas abelhas sociais. As abelhas pertencem a
classe Insecta e ordem Hymenoptera. Taxonomicamente estdo reunidas na superfamilia
Apoidea (CULLINEY, 1983), que se divide em oito familias, com mais de 20.000
espécies diferentes, cerca de 3.000 no Brasil. As abelhas mais conhecidas vivem em
sociedade e pertencem a familia Apidae. Dentro desta familia estdo as abelhas indigenas
sem ferrdo ou Meliponineos encontradas em nosso pais como: Melipona quadrifasciata,
Tetragonisca angustula, Frieseomelitta varia, entre outras, e as abelhas da espécie Apis
mellifera, que se destacam por serem exploradas para obtencdo especialmente do mel

estocado em suas colméias e da polinizagéo.

1.2 Processo de formacgao do mel

As abelhas obtém a maior parte da energia de que precisam a partir de
carboidratos na forma de acucares produzidos pelas plantas, provenientes do néctar
encontrado nas flores e também ocasionalmente, em nectarios extraflorais ou secrecdes
de insetos que se alimentam em plantas (COUTO & COUTO, 2006). O néctar floral,
produzido pelas plantas para atrair polinizadores, é uma secrecdo aquosa da planta que
contém de 5 a 75% de acUcar, sendo 0s principais: sacarose, glicose, frutose e, pequenas
quantidades de compostos nitrogenados, minerais, &cidos organicos, vitaminas, lipideos,
pigmentos e substancias aromaticas (WHITE, 1975). Apds ser coletado pelas operarias

forrageadoras € levado até o ninho dentro da vesicula melifera. Na colméia, essas
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abelhas regurgitam o néctar transferindo-o para as operérias da casa para ser
processado, passando, entdo, por dois processos para se transformar em mel, um
processo fisico que é a desidratacdo do néctar e outro quimico que é a transformacao
dos agucares presentes (COUTO & COUTO, 2006).

Enzimas das glandulas hipofaringeas, especialmente diastase, glicose oxidase e
invertase sdo adicionadas ao néctar durante a coleta. Essas enzimas sdo responsaveis
pela quebra dos amidos, formagdo do perdxido de hidrogénio e quebra dos aglcares em
formas invertidas simples de glicose e frutose (STANDIFER, 1967), que s&o mais
facilmente digeridas pelas abelhas, protegendo também o mel armazenado de ataques
bacterianos. O néctar é evaporado sobre a lingua da operaria e colocado em alvéolos
para evaporacao adicional atraves da ventilagdo, sendo o teor de dgua reduzido ate 18%
aproximadamente a fim de proteger a solugcdo da acdo das leveduras e promover assim o
armazenamento de um alimento altamente energético em um espago minimo. Quando a
atividade enzimatica e a evaporacdo da agua estdo completas, considera-se que o néctar

esta “maduro” e pode, entdo, ser chamado de mel (SEELEY, 1985).

1.3 Principais substancias encontradas no mel

O mel é um alimento altamente nutritivo, devido a concentracdo de agUcares,
vitaminas e sais minerais. Possui grandes quantidades de acUcares simples (média de
32% de glicose e 38% de frutose), além de possuir pequenas quantidades de outros
acucares (sacarose, maltose, outros dissacarideos e acgUcares superiores), sais minerais
(potassio, sddio, cloro, enxofre, célcio, fosforo, silicio, ferro e magnésio), aminoacidos e
enzimas (invertase, amilase, diastase, inulase, glicose oxidase, catalase e fosfatase),
(WHITE, 1967). Outras enzimas, como a alfa-glicosidase, peroxidase e lipase, tambem
ja foram detectadas no mel por diferentes autores (SCHEPARTZ & SUBERS, 1966;

WHITE & KUSHINIR, 1967; HUIDOBRO et al, 1995). Podendo ocorrer também
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tracos de vitaminas (tiamina, riboflavina, &cido nicotinico, vitamina K, &cido folico,
biotina, piridoxina), possivelmente provenientes do poélen. Além disso, o mel contém
alguns pigmentos e substancias aromaticas, (COUTO & COUTO, 2006).

A filtracdo do mel para fim comercial pode reduzir o contetdo de vitaminas,
exceto para a vitamina K (HAYDAK et al, 1943). Segundo Kitzes et al, (1943), tal

filtracdo retira o pdlen do mel que é o responsavel pela presenca de vitaminas no mel.

1.3.1 Proteinas

Em concentragdes bem menores, comparado com as outras substancias descritas
anteriormente, encontram-se as proteinas a qual tem duas origens, vegetal e animal. A
origem vegetal advem do néctar e do polen; ja a origem animal € proveniente da propria
abelha (WHITE & RUDYJ, 1978). No segundo caso, trata-se de constituintes das
secrecdes das glandulas salivares das abelhas (CAMPOS, 1987). Wootton et al, (1976),
constataram em seis amostras de mel australianas os seguintes aminoacidos livres:
leucina, isoleucina, histidina, metionina, alanina, fenilalanina, glicina, acido aspartico,
treonina, serina, acido glutdmico, prolina, valina, cisteina, tirosina, lisina e arginina.
Dentre esses aminoacidos, a prolina, proveniente das secrecfes salivares das abelhas
apresenta os maiores valores, variando entre 0,2% a 2,8%. Juntamente com o contetdo
de agua, sua concentracdo pode ser usada como um parametro de identificacdo da
"maturidade™ do mel (COSTA et al, 1999). Segundo Von Der Ohe, Dustmann & Von
Der Ohe (1991), sdo necessarios pelo menos 200 mg de prolina/kg de mel para se

considerar um mel “maduro”.

1.3.2 Acidos

Os &cidos organicos do mel representam menos que 0,5% dos solidos, tendo um

pronunciado efeito no flavor, podendo ser responsaveis em parte pela excelente
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estabilidade do mel frente a microorganismos. Cerca de dezoito acidos orgéanicos ja
foram encontrados no mel. Sabe-se que o acido glucénico esta presente em maior
quantidade, cuja presenca relaciona-se com as rea¢es enzimaticas que ocorrem durante
0 processo de amadurecimento. JA& em menor quantidade, podem-se encontrar outros
acidos como: acético, butirico, latico, oxalico, férmico, malico, succinico, piravico,
glicélico, citrico, butiricolatico, tartarico, maléico, piroglutamico, alfa-cetoglutarico,
alfa ou beta-glicerofosfato e vinico (STINSON et al, 1960; WHITE, 1975; MENDES &
COELHO, 1983).

Os méis de manuka e de viperina (Echium vulgare), apresentam alta atividade
antimicrobiana, podendo essa atividade estar relacionada com a presenca de alguns tipos
de acido (WILKINS et al, 1983). Tan et al, (1988), constataram alguns &cidos
aromaticos no mel monofloral de manuka (Leptopermum scoparium) que ndo estavam

presentes no néctar de suas flores.

1.3.3 Flavonoides

Os componentes menores do mel, como os materiais "flavorizantes” (aldeidos e
alcoois), pigmentos, acidos e minerais, influenciam consideravelmente nas diferencas
entre tipos de mel. Sabatier et al, (1992) detectaram alguns flavonoides presentes no
mel de girassol. Em maiores concentragbes, foram encontrados 0s seguintes
flavondides: pinocembrina (5,7-dihidroxiflavona), pinobanksina (3,5,7-
trihidroxiflavanona), crisina (5,7-dihidroxiflavona), galangina (3,5,7-trihidroxiflavona)
e quercetina. Em menores concentragfes foram encontrados tectocrisina, quenferol
(3,5,7,4-tetrahidroxiflavona). Bogdanov, (1989) usando HPLC constatou a presenca de
pinocembrina em quatro amostras de mel (duas de origem floral e duas de origem néo-

floral, o chamado pseudomel), (WHITE, 1967).
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1.4 Umidade no mel

O conteddo de &gua no mel é uma das caracteristicas mais importantes,
influenciando diretamente na sua viscosidade, peso especifico, maturidade,
cristalizacdo, sabor, conservacio e palatabilidade (VERISSIMO, 1987). Segundo
(MENDES & COELHO, 1983), o contetdo de 4gua no mel pode variar de 15% a 21%,
sendo normalmente encontrados niveis em torno de 17%.

A Legislacdo Brasileira de Produtos Apicolas permite um valor maximo para o
contetdo de agua no mel de 20%. Valores acima de 18% podem comprometer sua
qualidade final. Entretanto, niveis bem acima desses valores ja foram encontrados por
diversos pesquisadores em diferentes tipos de mel (CORTOPASSI-LAURINO &
GELLI, 1991; COSTA et al, 1989; AZEREDO & AZEREDO 1999; SODRE, 2000;
MARCHINI, 2001). O mel com teor de agua acima de 19%, entrando em contato com
esporos ou formas vegetativas de leveduras, ira fermentar, perdendo muito de seu valor
comercial. Por isso, mel nesta concentracdo precisa ser pasteurizado com
aproximadamente 62°C por 30 minutos (WHITE, 1967; SENAI 1999).

Segundo Crane (1987), a maior possibilidade de fermentacdo do mel esta ligada
ao maior teor de umidade e leveduras osmofilicas (adaptadas a altas concentracdes de
acucar) presentes também em sua composicdo. O processo de fermentacdo pode ocorrer
mais facilmente naqueles méis chamados "verdes"”, ou seja, méis que sdo colhidos de
favos que ainda ndo tiveram seus alvéolos devidamente operculados (fechados por uma
pelicula de cera denominada opérculo) pelas abelhas, nessa situacdo, o mel apresenta
teor elevado de &gua. Entretanto, mesmo o mel operculado pode ter niveis acima de
18% de &gua, caso o apiario esteja localizado em regido com umidade relativa do ar

superior a 60%.
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Outros fatores associados ao processo de fermentacdo est&o relacionados com a
ma assepsia durante a extragdo, manipulacéo, envase e acondicionamento em local ndo

apropriado (FARIA, 1993).

1.5 Tipos de mel

As abelhas podem na auséncia ou escassez de flores atrativas, coletar solugdes
acucaradas em frutos, xaropes, sucos, refrigerantes e soqueiras de cana de aglcar. Em
algumas regides, as abelhas coletam secre¢fes adocicadas produzidas por hemipteros,
incluindo afideos e cochonilhas. O mel produzido a partir dessa solucdo é denominado
pseudomel, melato ou “honeydew” (WHITE, 1967).

Os méis também podem ser classificados como mel monofloral, quando o mel é
produzido predominantemente a partir do néctar de uma Unica espécie floral, por
exemplo, o mel de angico, de laranjeiras, de eucaliptos, entre outros e, mel multifloral,
quando o mel é produzido de néctar coletado de diversas origens florais.

Para que o nome da planta apicola possa ser citado no rotulo é necessario que
tenha no minimo 80% de dominancia e seja colhido igualmente de uma regido com

predominancia floral na area de visitacao das abelhas do apiario (WIESE, 1985).

1.6 Propriedades do mel restringem o crescimento microbiano

As propriedades antibacterianas do mel foram reconhecidas in vivo por
Aristoteles (350 A.C.) e posteriormente in vitro por Sackett (1919). Trabalhos tém sido
direcionados para identificar os constituintes responsaveis por essas propriedades. A
atividade antimicrobiana do mel foi originalmente observada como sendo devido aos
fatores fisicos, como a acidez (pH 3,5) e alta osmolaridade. Dold et al, (1937) observou
que esta atividade permanecia mesmo depois do mel ser diluido. Outros pesquisadores

(WHITE, SUBERS & SHEPARTZ, 1962; WHITE & SUBERS, 1963) concluiram que
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esta atividade do mel diluido, era devido a presenca de perdxido de hidrogénio, gerado
pela agdo da enzima glicose-oxidase no mel. Segundo White, Subers & Shepartz (1963),
a enzima glicose-oxidase, adicionada ao mel pelas abelhas através das glandulas
hipofaringeas, reage com a &gua e glicose formando &cido glucénico (principal
composto acido do mel) e per6xido de hidrogénio, popularmente conhecido como agua
oxigenada, cuja quantidade presente no mel é dependente tanto dos niveis de glicose-
oxidase, quanto de catalase, uma vez que a catalase, que se origina do pdlen da flor,
destrdi o perdxido de hidrogénio (WESTON et al, 2000). O per6xido é um anti-séptico
esporicida que esteriliza o mel selado nos alvéolos, capaz também de protegé-lo contra a
decomposicao bacteriana até que seu contetdo de agucares esteja alto o suficiente para
fazé-lo (SCHEPARTZ et al, 1966; MENDES & COELHO, 1983).

Segundo White & Subers (1963), algumas amostras de mel tem alta atividade
antibacteriana, a qual pode ser somente por acdo do perdxido. Adcock (1962) descobriu
em testes antibacterianos que esta atividade persiste depois da remogéo do perdxido pela
adicdo de catalase. Este resultado suporta a hipdtese de que outros fatores de origem
herbal, como (néctar, propolis, polen e substancias volateis, como os flavonoides e
acidos fenolicos) (ADCOCK, 1962; MOLAN, 1992; WAHDAN, 1998) sdo

responsaveis pela atividade antibacteriana “nao-per6xido” de alguns méis.

1.7 Principais atividades bioldgicas atribuidas ao mel

O mel apresenta diferentes propriedades terapéuticas, dentre elas a habilidade de
estimular a cura de feridas e inibir o crescimento de micro-organismos (COOPER,
1999). Os registros que mencionam a utilizacdo deste produto como produto medicinal
refere a sua utilizacdo para o tratamento de diversas doencas, como Uulceras de
estdmago, feridas, queimaduras, entre outras (EFEM, UDOH & IWARA, 1992). Dentre

as inimeras propriedades medicinais atribuidas ao mel pela medicina popular e que vém
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sendo comprovada por inimeros trabalhos cientificos, a atividade antimicrobiana parece
ser seu efeito medicinal mais conhecido (SATO et al, 2000), sendo que ndo apenas um
fator, mas sim os varios fatores e suas interagdes, sdo responsaveis por tal atividade.

As mesmas propriedades desenvolvidas pelas abelhas sociais para preservacao
do mel contra micro-organismos funcionam na aplicagdo medicinal. De maneira geral,
destinam-se ao mel inumeros efeitos beneficos em vérias condi¢fes patoldgicas.
Propriedades antissépticas também séo atribuidas ao mel, fazendo com que ele seja
utilizado como coadjuvante na area terapéutica em diversos tratamentos profilaticos
(STONOGA & FREITAS, 1991). A propriedade antibacteriana do mel foi confirmada
em diversos trabalhos (WHITE, SUBERS & SCHEPARTZ, 1963; DUSTMANN, 1979;
MOLAN et al, 1992; ALLEN, MOLAN & REID, 1991; CORTOPASSI-LAURINO &
GELLI, 1991) demonstrando um amplo espectro de acdo capaz de inibir bactérias Gram
positivas e negativas. Sendo comprovada também, a acao fungicida (EFEM et al, 1992),
cicatrizante (BERGMAN et al, 1983 e EFEM, 1988; GREEN, 1988 e GUPTA et al,
1993) e promotora da epitelizacdo das extremidades de feridas (EFEM, 1988).
Popularmente ao mel ainda se atribuem outras propriedades como antianémica,

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

1.7.1 Atividade higroscopica

O mel é higroscopico, reduzindo a umidade de ambientes onde é aplicado,
desidratando as bactérias. Desta forma age diferentemente dos antibidticos, o qual ataca
a parede da célula ou inibi as vias metabdlicas intracelulares. A agua presente no mel
apresenta forte interacdo com as moléculas dos acuUcares, deixando poucas moléculas de
4gua disponiveis para os micro-organismos (VERISSIMO, 1987). A disponibilidade de
agua livre é expressa como atividade de agua (A,); sendo a agua pura (A;) 1.00 e 0

sangue (A,) 0.99. O mel possui (Az) 0.6 e muitas espécies de microrganismos requerem
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(A;) entre 0.94 e 0.99 para se desenvolver (MOLAN, 1992). As bactérias
osmotolerantes, capazes de sobreviver em altas concentracdes de aglcar, como por
exemplo, as bactérias do género Staphylococcus requerem (A,) 0,86 para se
desenvolverem (CHIRIFE et al, 1982).

O conteudo de acucar do mel é alto o suficiente para impedir o crescimento
microbiano, mas s6 o conteldo de aglcar ndo é a Unica razdo para as propriedades
antibacteriana do mel (MOLAN & BETTS, 2004). Cem substéncias sdo candidatas para
justificar as propriedades antibacterianas desses méis, mas o ingrediente chave ainda

ndo foi identificado (SIMON et al, 2007).

1.7.2 Atividade anti-inflamatoria

Muitas observagdes clinicas tém sido relatadas na reducdo dos sintomas
inflamatdrios quando o mel € aplicado em feridas ou queimaduras (BURLANDO, 1978;
DUMRONGLERT, 1983; EFEM, 1993; HEJANE et al, 1996). O mel limpa as feridas
pela diminuicdo da secrecdo resultante do processo infeccioso, elimina o tecido morto,
mata as bactérias, suprimi diretamente a inflamac&o e estimula o crescimento de varios
tipos de células envolvidas na producdo de novos tecidos de reparo das feridas
(MOLAN et al, 2005).

Componentes responsaveis pela atividade anti-inflamatéria do mel tém sido
identificados, podendo esta atividade ser devido a presenca de antioxidantes. Segundo
(FRANKEL et al, 1998; GHELDOF & ENGESETH, 2002; GHELDOF, WANG &
ENGESETH 2002; GHELDOF, WANG & ENGESETH, 2003 e SCHRAMM et al,
2003), e mel possui significante atividade antioxidantes. A acdo anti-inflamatoria tem
sido extensiva e clinicamente observada (MOLAN, 2002; TONKS et al, 2007; TONKS
et al, 2003) em animais modelo (MOLAN, 2006). Os animais sdo incapazes de terem

atitudes que influenciam os processos curativos, o que pode demonstrar que os produtos
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naturais sejam efetivos no tratamento de feridas (SHMUELI & SHUVAL, 2007).
Assim, esta observacdo e estudos histoldégicos podem ser citados como convincente

evidéncia para a eficiéncia do mel no controle de infecges.

1.7.3 Atividade desodorizante

A répida acdo desodorizante do mel sobre as feridas (24 h) é provavelmente
devido a outros fatores além da acdo antibacteriana. As substancias malcheirosas que as
bactérias produzem nas feridas, tais como, amdnia, aminas e componente sulfur, séo
formadas pelo metabolismo de aminoéacidos derivados da decomposicdo das proteinas
do tecido e linfa. A bactéria metaboliza glicose em preferéncia aos aminoacidos, assim
na presenca do mel (composicdo de 30%-40% de glicose), 0s componentes
malcheirosos ndo sdo formados (NYCHAS et al, 1988; MCINERNEY, 1990;

SUBRAHMANYAM, 1991; STEWART, 2002; AHMED et al, 2003).

1.7.4 Estimulacéo da cura de feridas

O mel também é habil para iniciar processos de cura que possam estar dormentes
na ferida, promovendo a formacdo de granulacbes no tecido e estimulando o
crescimento do epitélio. Observagdes clinicas dos efeitos estimulantes do mel no
crescimento dos tecidos tém sido confirmadas pelas medidas e observacgdes histoldgicas
feitas com feridas de animais em estudos experimentais (BURLANDO, 1978;
BERGMAN et al, 1983; GUPTA et al, 1992; KUMAR et al, 1993), onde o tratamento
com mel mostrou melhorias estatisticamente significativas. Estes experimentos tambem

demonstraram que o mel estimula a sintese de colageno (SUGUNA et al, 1992).
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1.7.5 Funcéo de barreira fisica

A alta viscosidade do mel fornece uma barreira fisica para a infeccdo da ferida
desde a contaminagdo externa, eficiéncia a qual € aumentada pela atividade
antimicrobiana. Esta caracteristica é particularmente til, pois o mel impede a alta
exsudacao de feridas, como as causadas por queimaduras, inibindo assim o crescimento
de bactérias em particular, Pseudomonas spp, que crescem em ambientes Umidos
(ROBSON, 2000). O uso profilatico do mel como curativo tem sido baseado na solugédo
de problemas com enxertos de pele frequentemente infectados com Pseudomonas spp

(NATARAJAN et al, 2001).

1.8 Mel de manuka

Durante as ultimas décadas, o aumento da utilizacdo de antibidticos e suas
aplicacdes indiscriminadas e incorretas, vém favorecendo a emergéncia de linhagens de
micro-organismos patogénicos resistentes aos mais variados antibioticos. Por este
motivo, a comunidade médica e cientifica tem iniciado uma busca por potenciais
alternativos aos antibioticos. Nos ultimos 20 anos, houve um aumento dos grupos de
investigacdo que se dedicam a pesquisa da atividade antibacteriana do mel, o que por
sua vez, tem resultado em um aumento do nimero de artigos publicados sobre esta
atividade e o inicio do uso deste produto de maneira mais sistematica, (DUNFORD et
al, 2000). O aumento da curiosidade nesta area, também levou a criacdo de empresas
como a Medihoney (Australia) que se dedicam exclusivamente a comercializacdo de
mel com alta atividade antibacteriana. Atualmente alguns paises, como a Franca e a
Itlia vém objetivando a producdo de mel com propostas terapéuticas especificas nos
tratamentos de Ulceras e problemas respiratorios (YANIV & RUDICH, 1996). Existem
méis no mercado mundial que tem propriedades medicinais excepcionais e grande valor

de mercado como manuka (ALLEN, MOLAN & REID, 1991).
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O mel de manuka é produzido pela abelha Apis mellifera a partir do néctar
coletado de Leptospermum scoparium (Myrtaceae) nativa da Nova Zelandia. Quando a
atividade antibacteriana de alguns tipos de méis foi testada por Allen, Molan & Reid
(1991), através da adicdo de catalase para remover o peroxido de hidrogénio, a maioria
dos méis ndo mostraram atividade antibacteriana significativa. A elevada atividade
antibacteriana de manuka foi, em muitos casos, devida exclusivamente a este
componente ndo-peréxido chamado de fator Unico manuka (UMF). Este UMF é muito
importante, especialmente para o tratamento de feridas infectadas, uma vez que as
feridas exsudam plasma que pode conter catalase, entre outras enzimas, que podem
destruir a atividade do peréxido no mel. Esta descoberta veio abrir muitas portas para a
utilizacdo do mel na medicina (COOPER, 2002; MOLAN, 2006).

Embora crengas folcloricas tenham sido vinculadas com o suposto efeito
medicinal do mel (RANSOME, 1986; CRANE, 1990), estudos tém sido conduzidos
para verificar estes efeitos do mel produzido por Apis mellifera (MOLAN, 1997;
BOGDANOV, 1997). Entretanto, poucos pesquisadores tém investigado os meis das
abelhas sem ferrdo (VIT et al, 1994, 1998a; BRUIIN & SOMMEIER, 1995;

SOMMEIJER et al, 1995).

1.9 Klebsiella pneumoniae

E uma espécie de bactéria Gram-negativa, encapsulada, anaerébia facultativa em
forma de bastonete (Figura 1), encontrada na flora normal da boca, da pele e intestinos
(RYAN & RAY, 2004). E clinicamente o mais importante membro do género
Klebsiella, Familia das Enterobactérias. Pode causar pneumonia embora seja mais
comum a sua implicacdo em infeccGes hospitalares, em particular em pacientes

imunologicamente deprimidos. K. pneumoniae também podem causar uma gama de
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doengas clinicas, incluindo tromboflebite, infeccdo do trato urindrio, colecistite,
diarréia, infeccdo do trato respiratério, infeccdo de ferida cirdrgicas, osteomielite,
meningite, bacteremia e septicemia. Nos U(ltimos anos, tornou-se um patégeno

importante em infecgdes nosocomiais (RASHID & EBRINGER, 2006).

Figura 1: Aspecto da coldnia de Klebsiella pneumoniae cultivada no meio Miiller Hinton agar (A);

Fotomicrografia eletrénica mostrando sua forma de bastonete (B); Infeccdo na pele humana,

Tromboflebite superficial (C). http://www.picsearch.com/pictures/Science.

1.10 Pseudomonas aeruginosa

Também conhecida como Pseudomonas pyocyanea é uma bactéria gram-
negativa, aerébia, baciliforme muito versatil (Figura 2). E um patégeno oportunista, ou
seja, que raramente causa doencas em um sistema imunoldgico saudavel, mas explora
eventuais fraquezas do organismo para estabelecer um quadro de infeccdo. Essa
caracteristica associada a sua resisténcia natural a um grande nimero de antibidticos e
antisépticos a torna uma importante causa de infec¢des hospitalares (FINE et al, 1996).
Por causa da alta resisténcia a antibioticos e do grande arsenal de fatores de viruléncia
desta bactéria, as infeccdes causadas por ela sdo de dificil controle. Se a infeccédo

ocorrer em areas vitais ela pode ser fatal (APIDIANAKIS et al, 2005).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Thrombophlebitis&usg=ALkJrhh9nAc3KXuTnNhAEIijoSYG7310Rw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cholecystitis&usg=ALkJrhgWjV40TVuRfjoaVCfbvJT_ozpS3Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Osteomyelitis&usg=ALkJrhjY_Mof973e8D34v_QKrG4Y6T4Xhw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Nosocomial&usg=ALkJrhjJU9P4C1bgvxP1bl2S7AfYgJh-7Q
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunol%C3%B3gico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3ticos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antis%C3%A9ptico
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1.10.1 Mecanismos de resisténcia da Pseudomonas aeruginosa

O principal problema na infeccdo por Pseudomonas aeruginosa € que este
micro-organismo apresenta resisténcia natural e adquirida a diversos antibidticos. A
resisténcia intrinseca de bactérias Gram-negativas tem sido frequentemente atribuida a
presenca de uma membrana externa, no entanto, essa barreira ndo pode ser a Unica
responsavel pelo perfil de resisténcia dessas bactérias. Estudos recentes mostraram a
existéncia de uma bomba de efluxo que desempenha o principal papel na resisténcia das

bactérias Gram-negativas (LOMOVSKAYA et al, 2001).

Figura 2: Aspecto da colénia de Pseudomonas aeruginosa cultivada no meio Miller Hinton agar
(A); Fotomicrografia eletronica mostrando sua forma baciliforme (B); Infeccdo na pele humana (C)

http://www.picsearch.com/pictures/Science.

1.11 Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo bactérias anaerdbias facultativas, Gram-positivas esféricas
que ocorrem em aglomerados microscopicos que se assemelham a uvas (Figura 3)
(ROSENBACH, 1884). O S. aureus ¢ um agente patogénico de sucesso, importante
devido a sua viruléncia, resisténcia aos antibidticos e associacdo a varias doencas,
incluindo enfermidades sistémicas potencialmente fatais, infecgdes cutaneas, infeccdes
oportunistas e intoxicacdo alimentar (LOWY, 1998). E ainda uma das cinco causas mais
comum de infec¢des nosocomiais e, frequentemente a causa de infeccBes em feridas

pos-cirargicas (BOWERSOX, 1999). S. aureus resistente a meticilina (MRSA) € uma
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linhagem temida, usualmente encontrada em hospitais, entretanto estéo se tornando cada
vez mais prevalentes na comunidade.

S. aureus é espécie catalase-positivo, ou seja, pode produzir a enzima catalase,
sendo capaz de converter o peréxido de hidrogénio (H,0O,) em &gua e oxigénio (RYAN
& RAY, 2004). Desta forma, podem causar uma série de doencas e infecces de pele
como (impetigo, furanculos, celulite, foliculite, carblnculos, sindrome da pele
escaldada e abscesso) como também doencas potencialmente fatais como pneumonia,

meningite, osteomielite, endocardite, bacteremia e sepse (BOWERSOX, 1999).

Figura 3: Aspecto da colbnia de Staphylococcus aureus cultivada no meio Muller Hinton agar

(A); Fotomicrografia eletrénica mostrando sua forma esférica (B); Infec¢cdo na pele humana (C).

http://www.picsearch.com/pictures/Science.

1.12 Candida albicans

Candida albicans ¢ uma levedura comensal nas superficies das mucosas, na
maioria dos individuos saudaveis, mas torna-se um patégeno oportunista em condicoes
que lhe permitam aderir e colonizar tecidos epiteliais, causando risco de vida e
infeccdes disseminadas (Figura 4) (PFALLER & DIEKEMA, 2007). Estas infeccdes
fungicas estdo se tornando mais prevalentes em todo o mundo porgue o tamanho da
populacdo de pacientes imunocomprometidos é crescente e, apesar das terapias
antifangicas apropriadas, a mortalidade por candidemia é superior a 30% (MORGAN et

al, 2005).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Catalase&usg=ALkJrhgrJ8pI5d6skkHKXjmrWuCALJyZew
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Abscess&usg=ALkJrhhG-3m_V_7ILqFfEB5z4l9PHKwxJg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Osteomyelitis&usg=ALkJrhjY_Mof973e8D34v_QKrG4Y6T4Xhw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Bacteremia&usg=ALkJrhh5f0bqDSktMhzDO_K1ZGl98qz-uw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Sepsis&usg=ALkJrhhZZEPyeFwx3NLxvmL2pWz4OW8HHA
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A patogenicidade da Candida albicans ndo pode ser atribuida a apenas um fator
isolado, mas da producdo concomitante dos diversos fatores que este organismo se
transforma numa célula adaptada a invasdo dos tecidos de um hospedeiro
imunodeprimido (LO et al, 1997). Como forma de resisténcia, tem capacidade de se
multiplicar unicelularmente por gemulacdo. Na presenca de compostos que induzem a
sua patogenicidade, a Candida albicans expressa os seus fatores de viruléncia, tal como
a formacdo de hifas, estas capacitam a célula para exercer forca mecéanica, ajudando na
sua penetracdo nas superficies epiteliais, e uma vez na corrente sanguinea, tém uma
acdo danosa sobre o endotélio, o que permite que a Candida albicans invada os tecidos
profundos do organismo. Devido a estes fatores, a Candida albicans tem despertado
grande interesse das pesquisas na area de saude e da medicina. (KUMAMOTO et al,

2005).

Figura 4: Aspecto da col6nia de Candida albicans cultivada no meio Miller Hinton agar (A);
Fotomicrografia eletrénica mostrando sua forma baciliforme (B); Infecgdo na pele humana (C).

http://www.picsearch.com/pictures/Science.

1.13 Trichophyton rubrum

O fungo T. rubrum é um dermatéfito de espécie antropofilica, cosmopolita e
responsavel por cerca de 70% das dermatofitoses em humanos (LENG et al, 2008),
sendo que infecgdes em animais tém sido raramente descritas (WHITE et al, 2008). T

rubrum cresce lentamente sendo que suas coldnias tém uma pigmentacdo avermelhada,
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0 que d& origem ao nome da espécie (rubrum). Entretanto, variedades sem pigmentacéao
também podem ocorrer. Os macroconidios, quando presentes, apresentam clavas
alongadas, quase com um aspecto cilindrico, enquanto que 0s microconidios sdo mais
abundantes, pequenos em forma de péra (Figura 5) (LARONE, 1996).

Os dermatéfitos, em vida parasitaria, tém a capacidade de invadir tecidos
queratinizados, ocasionando infec¢cbes denominadas dermatofitoses. Essas infeccOes

envolvem as camadas superficiais da pele, cabelo e unhas (ELLIS et al, 2000).

Figura 5: Caracteristica da colonia de Trichophyton rubrum cultivada em meio Sabouraud agar
(A); e seus macroconidios e microconidios (B); Infeccdo do tipo tinea unguium (C).
http://www.mycology.adelaide.edu.au.

Embora as dermatofitoses profundas sejam incomuns, algumas espécies de
fungos vém ocasionando infec¢es em regibes ndo usuais do corpo, agindo de modo
invasivo em pacientes submetidos a transplantes de 6rgéos, tratamento quimioterapico
Ou pacientes com

sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (NIR-PAZ et al, 2003; SMITH
et al, 2001; GROSSMAN et al, 1995).

A elevada incidéncia de infeccBes por dermat6fitos € um relevante problema de
salde publica, o qual acarreta um impacto econdmico no sistema de salde de varios
paises (WHITE et al, 2008). As onicomicoses (infec¢des na unha) sdo provavelmente as

infeccOes mais refratérias ao tratamento (EVANS, 1998), devido a resisténcia fungica
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(ROBERTS & EVANS, 1998) e presenca de esporos dormentes (artroconidios)

(HASHIMOTO & BLUMENTHAL, 1978).
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2. Objetivos

v Avaliar a presenca e a variacéo da atividade antimicrobiana in vitro de diferentes tipos
de meis do Brasil, tanto de abelhas africanizadas, (Apis mellifera) quanto de
Meliponineos, contra a patogenicidade das bactérias Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiela pneumoniae e dos fungos
Trichophyton rubrum e Candida albicans.

\ Comparar os niveis de atividade com o mel de manuka (UMF 18+), reconhecido
mundialmente como altamente medicinal, com o intuito de se descobrir um mel que
apresente altos niveis de a¢do antimicrobiana.

\ Testar a resisténcia das linhagens bacterianas frente aos antibidticos comerciais,
frequentemente utilizados, e comparar 0s niveis de resisténcia apresentados com a
eficiéncia das amostras de mel.

 Determinar as concentrages inibitorias minimas (CIM), concentracdes bactericidas
minimas (CBM) e as concentracfes fungicidas minimas (CFM), usando critérios de
acordo com o Comité Nacional de Laboratorio Clinico Padrdo (CLSI), a partir do
método de microdiluicdes.

\ Detectar e determinar a constituicdo quimica das amostras de mel através da anélise
por espectrometria de massas Fingerprint ESI(-)-EM, na tentativa de identificar os
elementos associados com a atividade antimicrobiana do mel.

v Determinar a acidez das amostras de mel através da analise do pH e a origem boténica
dos méis das abelhas sem ferrdo, através da analise polinica das amostras a partir do
método de acetdlise, uma vez que a acidez e a origem floral estdo diretamente ligadas ao

nivel de atividade antimicrobiana dos meis.
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3. Material e Métodos

3.1 Mel de Apis mellifera

Foram avaliadas 25 amostras de mel n&o pasteurizadas de Apis mellifera, com o
intuito de observar a presenca e a varia¢ao da atividade antimicrobiana.

As amostras foram obtidas de apicultores comerciais de duas regides distintas do
Brasil, sendo de localidades pertencentes ao estado de Sao Paulo (SP) e, cidades do
estado do Rio Grande do Norte (RN) (Tabela 1). Os meis foram identificados como
sendo monoflorais, com predominéncia de pélen de assa-peixe, cipd-uva, angico, roma,
eucalipto, algaroba, laranjeira, cana-de-aglcar e caju, exceto o mel silvestre,
considerado como sendo multifloral. O mel de manuka (UMF 18+) Comvita®, Nova
Zelandia, conhecido comercialmente como mel terapéutico com alta atividade
antimicrobiana, foi utilizado para comparar a taxa de atividade antimicrobiana.

Tabela 1: Identificacdo floral e origem das mostras de mel produzidas por Apis
mellifera.

Apis mellifera Quantidade Origem das amostras
(Flor predominate) de amostra
Angico 1 Mossoro (RN)
Cana-de-acgucar 1 Caxingui (SP)
Caju 1 Caxingui (SP)
Algaroba 1 Mossoro (RN)
Eucalipto 1 Caxingui (SP)
Laranjeira 5 Caxingui, Bebedouro, Candido Rodrigues
(SP)
Cip6-uva 3 Altinopolis, Sdo Carlos, Caxingui (SP)
Assa-peixe 3 Altinépolis, Sdo Carlos, Sdo Siméo (SP)

Roma 1 Mossoro (RN)
Caxingui, Sdo Simao, Candido Rodrigues
Silvestre 8 (SP), Mossoro e Vale do Mel (RN)
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3.2 Mel das abelhas sem ferrao

As amostras dos méis das abelhas sem ferrdo (Tabela 2) foram obtidas entre
setembro e outubro de 2010, a partir de colmeias ndo alimentadas artificialmente, mantidas
no meliponario do Departamento de Ecologia da FFCLRP/USP, campus de Ribeirdo Preto,
SP, além das amostras obtidas em Mossor6 e Sao José de Mipibd, municipios do estado do
RN e, Uberlandia, MG. Essas amostras de cerca de 40 mL, foram coletadas diretamente de
potes fechados e conservados dentro das colmeias com o auxilio de pipetadores estéreis

(Figura 6). Todas as amostras foram armazenadas em tubos tipo falcon envolto em papel

aluminio e mantidos no escuro para a protecdo dos compostos sensiveis a luz.

Tabela 2: Relacdo das espécies de abelhas sem ferréo e origem das amostras de mel

coletas.
Amostras Espécies NuUmero de Origem das amostras
colmeias
Ms Melipona subnitida 2 Mossoro (RN)
Mq Melipona quadrifasciata 2 Meliponario FFCLRP/USP
Mb Melipona bicolor 2 Meliponario FFCLRP/USP
Mr Melipona rufiventris 2 Meliponario FFCLRP/USP
Msc Melipona scutellaris 3 S&o José de Mipibl (RN)
Sd Scaptotrigona depilis 2 Meliponario FFCLRP/USP
Nt Nannotrigona testaceicornis 3 Meliponario FFCLRP/USP
Fv Frieseomellita varia 3 Meliponario FFCLRP/USP
Tc Tetragona clavipes 2 Meliponario FFCLRP/USP
Tal Tetragonisca angustula (SP) 4 Meliponario FFCLRP/USP
Ta2 Tetragonisca angustula (MG) 4 Uberlandia (MG)
Pd Plebeia droryana 4 Meliponario FFCLRP/USP
Pr Plebeia remota 5 Meliponario FFCLRP/USP
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Figura 6: Coleta de mel dos potes conservados dentro dos ninhos de abelhas sem ferré&o.

3.3 Mel artificial

O mel artificial com [80% (m/v) de acUcar], o qual serviu como controle, foi
preparado dissolvendo 40 g de frutose, 30 g de glucose, 8 g de maltose e 2 g de sucrose

em 100 mL de agua (KHOSRAVI et al, 2008).

3.4 Micro-organismos utilizados

3.4.1 Linhagens Fungicas

As linhagens flangicas utilizadas neste trabalho foram o fungo filamentoso
Trichophyton ~ rubrum  CBS118892, doado pelo Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS - Holanda), ao Laboratorio de Biologia Molecular de Fungos
do departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto FMRP-USP,
cultivada a 30°C por 15 dias, em meio agar extrato de malte (MEA), e a levedura
Candida albicans ATCC 64548 sendo esta, uma linhagem padréo obtida de isolados
clinicos e sdo mantidas no laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Analises

Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatologicas da FCFRP-USP.
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3.4.2 Linhagens bacterianas

As bactérias utilizadas neste trabalho foram as Gram-negativas Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, e Gram-positivas Staphylococcus aureus MRSA ATCC 25923, Staphylococcus
aureus coagulase negativo ATCC 43300. Estas linhagens foram obtidas de isolados
clinicos e sdo mantidas no laboratério de Bacteriologia do Departamento de Analises

Clinicas, Toxicol6gicas e Bromatoldgicas da FCFRP-USP.

3.5 Meios de cultura

3.5.1 Meio Sabouraud (Atlas, 1993)

Glicose 209
Peptona 109
Agua destilada (g.s.p.) 1000 mL

O pH foi ajustado para 5,7 com NaOH e 0 meio autoclavado a 1 atm de presséo

e 120°C por 20 minutos. Para meio solido, adicionou-se 1,5% (m/v) de agar.

3.5.2 Meio Malt Extract Agar (MEA)

Glicose 20¢g
Extrato de malte 20 g
Peptona 19

Agua destilada (g.s.p.) 1000 mL

O pH foi ajustado para 5,7 com NaOH e o0 meio autoclavado a 1 atm de pressédo

e 120°C por 20 minutos. Para meio sélido, adicionou-se 2% (m/v) de agar.

3.5.3 Meio RPMI

Foram dissolvidos 10,4 g do meio RPMI 1640 (Gibco, USA) (Tabela 3) em 900
mL de agua destilada. Em seguida, adicionou-se MOPS (3-N-morpholino
propanesulphonic acid) a uma concentracdo de 0,165 M. O pH da solu¢édo foi ajustado

para 7,0 e o volume final completado para 1000 mL com agua destilada. O meio foi
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esterilizado através de um sistema de filtracdo Millipore (MA, USA) com membrana de

nailon de 22 um e estocado a -20°C.

Tabela 3: Constituintes do meio RPMI-1640.

Constituinte g/L de agua Constituinte g/L de agua
L- arginina 0,200 Biotina 0,0002
L-asparagina (anidro) 0,050 D-pantoténico 0,00025
Acido L-aspartico 0,020 Cloreto de colina 0,003
L-cisteina. 2HCL 0,0652 Acido fdlico 0,001
Acido L-glutamico 0,020 Mio-inositol 0,035
L-glutamina 0,300 Niacinamida 0,001
Glicina 0,010 PABA 0,001
L-histidina 0,015 Piridoxina HCL 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HCL 0,001
L-leucina 0,050 Vitamina B 0,000005
L-lisina HCL 0,040 Nitrato de célcio. H,O 0,100
L-metionina 0,015 Cloreto de potassio 0,400
L-fenilalanina 0,015 Sulfato de magnésio (anidro) 0,04884
L-prolina 0,020 Cloreto de sodio 6,000
L-serina 0,030 Fosfato de sodio, dibasico (anidro) 0,800
L-treonina 0,020 D-glicose 2,000
L-tripitofano 0,005 Glutationa reduzida 0,001
L-tirosina.2Na 0,02883 Vermelho de fenol, Na 0,0053
L-valina 0,020

3.6 Reagentes

Os solventes utilizados para o preparo das solucdes, fases moveis e procedimentos

de extracdo foram: metanol (MeOH) de grau HPLC (JT Backer Reagent Chemicals, NJ,

USA), agua ultrapura purificada em sistema Milli-Q, Millipore® (MA, USA), e 4cido

formico (Sigma Aldrich, Inc, USA).
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3.7 Preparo da suspenséo de conidios

3.7.1 Linhagem de Trichophyton rubrum

A linhagem de Trichophyton rubrum foi cultivada por 10 a 15 dias em placas de
petri contendo meio MEA sélido pH 5,7 a 28°C. Apds este periodo, a massa micelial foi
coletada com o auxilio de uma espatula estéril e colocada em 15 mL de solucéo salina
0,9% (m/v) contendo 0,01% Tween 80 (v/v). Em seguida, a mistura foi agitada
vigorosamente no vortex para desagregar os conidios, filtrada em 1& de vidro para
remover as hifas e centrifugada a 4000 x g por 10 minutos. O precipitado foi
ressuspendido em solucdo salina (0,9%) esterilizada. A concentracdo de 2 x 10°

conidios/mL da solucéo foi ajustada utilizando-se uma camera de Neubauer.

3.7.2 Teste de inibicdo pelo método de difusdo em agar

O meétodo de difusdo em agar (SOMMEIJER et al,1995) foi empregado para
verificar a presenca e a variacao da atividade antimicrobiana dos méis de Apis mellifera
e meliponineos. Para isso, 100 L da solugédo de conidios foram semeados sobre o agar
em placas de petri 20 x 150 mm contendo cerca de 40 mL do meio de cultura
Sabouraud, com uma espessura de aproximadamente 4 mm (SHADOMY & SPNEL-
INGROF, 1980). Apds a semeadura e secagem do inoculo, foram confeccionados 10
pocos pela remocgdo do &gar, com canudos plasticos com cerca de 4 mm de diametro
equidistantes entre si, cada um recebendo 0,05 mL de cada amostra de mel ndo diluido.
Os testes foram feitos em triplicatas e as placas foram incubadas a 28°C por 5 dias.

A quantificacdo da atividade antimicrobiana foi determinada pela medida do
diametro em milimetros dos halos de inibicdo formados ao redor do pocgo, incluindo o
poco. As medidas foram comparadas com as obtidas com mel de manuka

(Leptospermum scoparium) e com o mel artificial (xarope), sendo este utilizado como



Material e Métodos 46

controle negativo. Os dados foram analisados pela analise de variancia de um Unico
fator ANOVA e posteriormente pelo teste T utilizando o programa PRISMA (verséo
4.0) para comparagdes multiplas entre as médias, sendo o valor de p < 0.05 considerado

estatisticamente significativo.

3.7.3 Determinacdes da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao
Fungicida Minima (CFM)

A susceptibilidade in vitro da linhagem de Trichophyton rubrum frente as
amostras de méis testadas também foi determinada pela técnica de microdiluicdo
descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) previamente
denominado National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).
Aliquotas de 10 pL de uma suspensdo de 3 x 10* conidios/mL correspondente a uma
transmitancia de 70-75% a 530 nm, foram inoculadas em placas de “ELISA” de 96
pocos contendo RPMI 1640. O teste foi feito usando um poco de controle do
crescimento contento somente 0 meio RPMI 1640 e um segundo pogo controle com
RPMI 1640 e in6culo. Foram adicionados nos demais poc¢os 100 pL da solucédo de mel
preparada com &gua ultrapura purificada em sistema Milli-Q, Millipore® (MA, USA),
nas respectivas concentracfes: 975, 910, 845, 780, 715, 650, 585, 520, 455, 390, 325,
260, 195, 130, 65 mg/mL e o ensaio foi realizado em triplicata. Apos a incubacdo a
28°C por 5 dias, o crescimento do fungo foi avaliado pelo grau de turvacdo do meio de
cultivo comparando com o poco controle e a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
definida como a menor concentracao de mel com a qual ndo foi visivel o crescimento do
fungo. A concentracdo fungicida minima (CFM) foi determinada em triplicada pela
subcultura de uma aliquota de 100 pL de todos os pocos onde ndo foi visivel o
crescimento, em placas de petri contendo o meio de cultura Sabouraud incubadas a

28°C por 5 dias. A concentragdo minima fungicida foi definida como a menor
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concentragdo onde ndo houve o crescimento de nenhuma colbnia por pogo, significando
100% de morte.

Como controle do indculo, a suspensdo de 3 x 10* conidios/mL foi diluida
serialmente por trés vezes. Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo de conidios foram
inoculadas em meio MEA s6lido e incubadas a 28°C por 5 dias. O nimero de coldnias
obtidas foi calculado e a concentracdo de conidios na suspensdo original foi estimada,
multiplicando-se o valor da contagem de cada placa pela diluicdo para confirmacdo da

concentracdo de conidios usada na determinacéo da CIM.

3.8 Preparacao do inoculo bacteriano

As linhagens bacterianas descritas no item 2.2 foram crescidas em meio Brain
Heart Infusion Broth (BHI) (Himedia, USA) a 25°C por 24 horas. Apds foram semeadas
em tubos com &gar Mueller-Hinton (Himedia, USA) e incubadas a 25°C por 24 horas,
posteriormente foi feita uma suspensao das linhagens em solucgéo salina 0,9% até que
atingissem a escala 0,5 de McFarland (1 x 10® UFC/mL) a qual foi medida em
espectrofotdbmetro com uma densidade dptica (D.O.) de 540 nm e absorbancia de 0,05

(SNOW & MANLEY-HARRIS, 2004).

3.8.1 Teste de susceptibilidade pelo método de difusdo em agar

Com um swab, a suspensao das linhagens bacterianas foi semeada em placas de
petri de 25 x 150 mm contendo cerca de 40 mL do meio agar Mueller-Hinton, incubadas
a 25°C por 24 horas. O teste de susceptibilidade das linhagens bacterianas frente as
amostras de mel seguiu a mesma metodologia descrita no item 5.2 seguindo o método

(SOMMEIJER et al,1995).
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3.8.2 Teste de sensibilidade

Para determinar a resisténcia das linhagens bacterianas frente aos antibidticos
mais frequentemente usados, foram utilizados discos de papel com 6 mm de diametro
(Cefar, SP, Brasil) impregnados com o0s seguintes antibiticos, nas respectivas
concentracdes: ampicilina 10 mcg (AMP), cefalotina 30 mcg (CFL), ciprofloxacina 5
mcg (CIP), eritromicina 15 mcg (ERI), penicilina 10 mcg (PEN), gentamicina 10 mcg
(GEN), cefepime 30 mcg (CPM), ceftriaxona 30 mcg (CRO), amicacina 30 mcg (AMI),
aztreonam 30 mcg (ATM), ceftazidima 30 mcg (CAZ), oxacilina 10 mcg (OXA),
clindamicina 2 mcg (CLI), tobramicina 10 mcg (TOB), doxiciclina 30 mcg (DOX),
piperacilina + tazobactam 110 mcg (PPT), cefazolina 30 mcg (CFZ), claritromicina 15
mcg (CLA), sulbactam + ampicilina 10 mcg (SBA), azitromicina 15 mcg (AZI), acido
clavulanico + amoxicilina 30 mcg (AMC). Os discos contendo os antibioticos foram
distribuidos e levemente pressionados sobre o agar, as placas foram incubadas a 25°C
por 24 horas seguindo-se a leitura dos halos de inibi¢do, que se procedeu seguindo as

normas de procedimento do (CLSI).

3.8.3 Determinacdes da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao

Bactericida Minima (CBM)

A susceptibilidade in vitro das linhagens bacterianas frente as amostras de mel
foi também determinada pela técnica de microdiluicdo descrita por (CLSI). Para isso,
ap6s o preparo do indculo descrito no item 6, a suspensdo de 1 x 10® UFC/mL foi
diluida até obter-se uma solucdo de aproximadamente 5 x 10° UFC/mL (ou 5 x 10*
UFC/poco). Aliquotas de 10 pL desta suspensdo foram colocadas em placas de 96
pocos contendo meio Mueller-Hinton Broth (Difco) pH 7.3. O teste foi feito usando um

poco de controle do crescimento contendo somente o meio Mueller-Hinton e um
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segundo pocgo controle com Mueller-Hinton e in6culo. Foram adicionados nos demais
pocos 100 pL da solugdo de mel preparada com agua ultrapura purificada em sistema
Milli-Q, Millipore® (MA, USA), nas respectivas concentracdes: 975, 910, 845, 780,
715, 650, 585, 520, 455, 390, 325, 260, 195, 130, 65 mg/mL e o ensaio foi realizado em
triplicata. Ap6s a incubacdo a 37°C por 24 horas, o crescimento das linhagens
bacterianas foi avaliado pelo grau de turvagdo do meio de cultivo comparando com o
poco controle, e a concentracao inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo de mel a qual ndo foi visivel o crescimento. A concentragdo bactericida
minima (CBM) foi determinada em triplicada pela subcultura de uma aliquota de 100
ML de todos os pogos onde néo foi visivel o crescimento, em placas de petri contendo o
meio de cultura Mueller-Hinton agar, incubadas a 37°C por 24 horas. A concentragdo
bactericida minima foi definida como a menor concentragdo onde ndo houve o
crescimento de nenhuma col6nia por poco, significando 100% de morte.

Como controle do in6culo foi retirado uma aliquota de 10 puL do pogo de
controle de crescimento imediatamente ap0s inoculagdo, foi feita uma diluicdo na
proporcao de (1:1000). Posteriormente uma aliquota de 100 pL foi espalhada sobre o
meio agar Modeller-Hinton e incubada a 37°C por 24 horas. A presenca de
aproximadamente 50 colénias indicou uma densidade de indculo de 5 x 10° UFC/mL

(CLSI).

3.9 Extracdo em fase solida

A extracdo em fase sélida foi realizada empregando cartuchos de 1cc/30 mg da
Oasis® HLB Waters (Massachussetts, USA) com fase estacionaria. O procedimento
adotado para a extracdo dos méis no cartucho de 1cc/30 mg é detalhado a seguir: 0s
cartuchos de extracdo foram previamente lavados com 1 mL de MeOH e condicionados

com 1 mL de H,O. Posteriormente, procedeu-se a adi¢cdo da amostra de interesse (500
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mg Mel diluida em 2 mL H-O destilada). Finalmente, os cartuchos foram lavados com 5
mL de H,O e foi realizada a extragdo de compostos apolares com 1 mL de MeOH
(Figura 7), resultando em uma concentragdo teorica de 50 mg/mL, a qual foi diluida e

submetida as analises por espectrometria de massas.
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Figura 7: Esquema ilustrativo do procedimento de extracdo em fase solida.

3.9.1 Analise de Fingerprinting por espectrometria de massas

Analise por espectrometria de massas (EM) que consiste na geracdo de ions com
base em compostos organicos, foram realizadas no sistema Acquity™ UPLC acoplado
ao espectrometro de massas Xevo TQ-S com fonte de ionizagédo electrospray lonization
(ESI) (Waters Corp., Milford, MA, USA) empregada em anéalise de misturas complexas
devido a capacidade de ionizacdo de ampla faixa de compostos polares soliveis em
agua e termicamente instaveis. Os ions sdo separados por meio de sua relacdo massa-
carga (m/z) em um analisador de massas e detectados qualitativamente e
quantitativamente por meio de um detector de ions (GROSS, 2004).

Para a aquisicdo e processamento dos dados foi utilizado o software Masslynx
4.1 (Micromass, Manchester, UK). A fonte de ionizacdo foi operada em modo negativo

e 0s parametros empregados nas analises foram tempo de scan de 0,5 s; gas de
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dessolvatacdo N, a 300 °C; gés de colisdo Argdnio 3,9 x 10 mbar. A temperatura da
fonte de ionizacéo utilizada foi 120° C, voltagem do capilar 3,2 kV e voltagem do cone
60 V.

Os espectros de full scan foram obtidos por insercdo direta das amostras de méis
extraidas com MeOH em cartuchos de extracdo em fase solida SPE (Solid Phase
Extraction) na concentragdo final de 10 pg/mL. Como fase movel foi empregada H,0O
(Fase Movel A) e MeOH (Fase Movel B) no modo isocratico: H,O/MeOH (2:8) + 0,1%
acido férmico em ambas as fases méveis e fluxo de 0,150 mL/minuto. Para as analises
foram injetados um volume de 5 pLL de amostra. O diagnostico de ions nas diferentes
amostras de mel foram identificados por comparacdo dos seus padrbes em modo
negativo de ionizagdo ESI(-)-EM, caracterizado por ions desprotonados [simbolizados
(M — H)7, adquiridos em uma faixa de m/z 200 — 1300. Os ions abaixo de 200 ou

superior a 1300 ndo foram incluidos na analise.

3.9.2 Analise quimiométrica dos dados

Para avaliagdo quimiométrica foi empregado o método de Analise do
Componente Principal, Principal component analysis (PCA), realizada utilizando a
versdo 2.6 Pirouette software da Infometrix, Woodinville, WA, USA, que tem por
finalidade a reducdo de dados a partir de combinac@es lineares das variaveis originais,
determinado as diferencas na quantidade de cada constituinte presente nas amostras. O

espectro das massas foi expresso com intensidades individuais para ions [(M — H)].

3.10 Analise de pH

Para as analises de pH foi utilizado um pHmetro de bancada Phtek PHS-3B
(Curitiba, PR, Brasil) diluindo-se 10 g de cada amostra de mel em 75 ml de &gua livre

de CO..



Material e Métodos 52

3.11 Analise polinica pelo método de acetdlise

Para analise polinica 5 mL de cada amostra dos méis das abelhas sem ferrdo
foram colocados em tubos tipo Falcon (Corning, NY, USA) e adicionado 10 mL de
agua destilada, agitados vigorosamente e centrifugados por 10 minutos a 2000 x g. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 4 mL de acido acético
em cada amostra, os tubos foram fechados, agitados manualmente e deixados em
repouso por 24 horas. Apos esse tempo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 2000 x g e o sobrenadante descartado conforme normas do Laborat6rio de Residuos

Quimicos (LRQ) do campus da USP de Ribeirdo Preto, SP.

3.11.1 Preparacéao da mistura de acetolise

Foram adicionados 5 mL em cada amostra de uma mistura de anidrido acético e
acido sulfurico na proporcao de (9:1). Para preparar a acetolise, o anidrido acético foi
colocado na proveta, e em seguida passado para um baldo de vidro mantido em gelo. O
acido sulfurico foi pipetado vagarosamente e adicionado juntamente ao anidrido acetico,

homogeneizado com bastéo de vidro.

3.11.2 Aplicacdo da mistura de acetdlise no material polinico

Foram aplicados 4 mL da solucdo de acetdlise em cada amostra e misturados
com um bastéo de vidro. Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho-maria
por cerca de 4 minutos a 100°C, os tubos foram fechados, agitados manualmente e
centrifugados por 3 minutos a 3000 x g. O sobrenadante foi descartado e 10 mL de agua
destilada foram adicionados as amostras.

As espumas formadas em algumas amostras foram retiradas com aplicacdo de
gotas de alcool absoluto usando um pipetador, seguindo-se nova centrifugacdo a 3000 x

g por 3 minutos. A agua foi descartada e foi adicionado 2 ml de glicerina 50% ao
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precipitado. As amostras com glicerina foram centrifugadas por 3 minutos a 3000 x g, a
glicerina foi descartada e os tubos foram virados com a boca sobre papel absorvente

para que o excesso de glicerina pudesse escorrer.

3.11.3 Preparacao das laminas

Para o preparo das laminas, pedagos pequenos de gelatina glicerinada com cerca
de aproximadamente 4 mm cortados com auxilio de uma espatula, foram utilizados para
coletar o material depositado no fundo dos tubos que continham as amostras. Em
seguida, o material foi colocado no centro da lamina e a laminula por cima, com
parafina em volta, para vedagdo do material. As laminas foram aquecidas rapidamente,
sem deixar a gelatina ferver. Entdo, a gelatina e a parafina derretem, de modo que a
lamina fica pronta e vedada de uma vez. O excesso de parafina foi retirado com gilete, a
lamina limpa, etiquetada e pronta para analise. A anélise e identificacdo procedeu-se em
microscopio optico, Zeiss (Carl Zeiss, Inc, Deutschland) utilizando o programa

Axiocam HR Rev 3 (Carl Zeiss, Inc, Deutschland) para a obtencdo de fotografias.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Atividade antimicrobiana a partir da analise do método de difusdo em agar

Os resultados obtidos pelo método de difusdo em agar indicam uma nitida
atividade antimicrobiana e uma diferenca significativa na susceptibilidade dos micro-
organismos frente ao mel das abelhas sem ferrdo e Apis mellifera testados (Figura 8),
mostrando que a maioria das amostras (93%) tiveram efeito inibitério sobre Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus MRSA,
Staphylococcus aureus coagulase negativo. Dentre as treze amostras de mel de abelhas
sem ferrdo, oito inibiram o crescimento do fungo Trichophyton rubrum (Figura 14),
entretanto, os meis de Apis mellifera ndo tiveram efeito inibitorio sobre o mesmo
(Figura 20). A levedura Candida albicans ndo foi inibida por nenhum dos meis testados.
A solucdo concentrada de agucar contendo os acgucares similares encontrados no mel
ndo inibiu nenhum dos microrganismos, igualmente aos meis de Melipona rufiventris,
Melipona subnitida e o mel de Laranjeira (Apis. mellifera). Algumas amostras
produziram halos de inibicdo maiores quando comparados com o mel terapéutico de
manuka (Leptospermum scoparium) UMF 18+, podendo esta diferenca entre o diametro
dos halos formados ser atribuida a maior atividade antimicrobiana destas amostras

frente aos micro-organismos (Figura 8).
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K. pneumoniae P. aeruginosa S. aureus 25923
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Figura 8: Halos de inibicdo formados pelo método de difusdo em &gar, demonstrando os
diferentes niveis de atividade antimicrobiana dos meis.
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Contra E. coli o efeito inibitdrio do mel de N. testaceicornis e de P. remota foi
significantemente superior ao mel de manuka, com uma Diferenca Média (DM) de 5,0 —
P < 0,001 e 29 — P < 0,01, respectivamente. Os meis de M. scutellaris e M.
quadrifasciata tiveram menor efeito inibitério com uma DM de 2,8 € 2,9 - P < 0,01,
respectivamente quando comparados com o mel de manuka (Figura 9).

Contra K. pneumoniae os meis de N. testaceicornis e T. clavipes foram
significativamente mais eficientes que o mel de manuka, com uma Diferenca Média de
3,7 - P < 0,001, entretanto o efeito inibitorio produzido pelos meis de T. angustula 2 e
P. remota ndo se diferenciaram significativamente dos efeitos produzidos pelos meis de

N. testaceicornis e T. clavipes (P < 0,05) (Figura 10).
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Escherichia coli
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Figura 9: Diferentes niveis de inibi¢do do crescimento da bactéria E. coli causados pelos meis
das abelhas sem ferrdo, comparado com atividade do mel de manuka da Nova Zelandia e com
xarope.

“*” = meis que foram mais eficientes que manuka; Mka = manuka; Cn = Controle
negativo - xarope com 80% acucar.
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Figura 10: Diferentes niveis de inibi¢do do crescimento da bactéria K. pneumoniae causados pelos
meis das abelhas sem ferrdo, comparado com atividade do mel de manuka da Nova Zelandia e com
Xarope.
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Contra S. aureus ATCC 25923, os meis de P. remota, N. testaceicornis e T. clavipes
apresentaram maior atividade antibacteriana, entretanto néo se diferenciaram significativamente
do mel de manuka (P > 0,05) (Figura 11). Os mesmos resultados foram obtidos contra S.
aureus ATCC 43300 e P. aeruginosa, onde 0s meis de T. angustula 2, P. remota, P.
droryana e N. testaceicornis, tiveram atividade antibacteriana equivalente ao mel de manuka,
ndo se diferenciando significativamente da atividade deste mel (P > 0,05) (Figura 12 e 13).

Os meis de T. clavipes e S. depilis tiveram uma atividade antiflngica frente T.
rubrum significativamente superior ao mel de manuka, com uma DM de 13,5e 10,2 - P
< 0,001), respectivamente (Figura 14). As amostras de mel de T. angustula 1 (SP) e T.
angustula 2 (MG) se diferiram entre si quanto a atividade antimicrobiana, quando
testadas contra K. pneumoniae (DM 4,7 - P < 0,001) (Figura 10) e T. rubrum (DM 8,9 -

P < 0,001) (Figura 14).
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Figura 11: Diferentes niveis de inibi¢do do crescimento da bactéria S. aureus 25923 causados
pelos meis das abelhas sem ferrdo, comparado com atividade do mel de manuka da Nova
Zelandia e com xarope.
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Staphylococcus aureus 43300
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Figura 12: Diferentes niveis de inibicdo do crescimento da bactéria S. aureus 43300 causados
pelos meis das abelhas sem ferrdo, comparado com atividade do mel de manuka da Nova
Zelandia e com xarope.
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Figura 13: Diferentes niveis de inibicdo do crescimento da bactéria P. aeruginosa causados
pelos meis das abelhas sem ferrdo, comparado com atividade do mel de manuka da Nova
Zelandia e com xarope.



Resultados e Discussdo 60

Trichophyton rubrum
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Figura 14: Diferentes niveis de inibicdo de crescimento do fungo patogénico T. rubrum
causados pelos meis das abelhas sem ferrdo, comparado com atividade do mel de manuka da
Nova Zelandia e com xarope.

Como isso constatamos uma alta atividade antimicrobiana do mel obtido de
abelhas sem ferrdo contra o fungo (T. rubrum) e contra bactérias Gram-negativas (E.
coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa), as quais nos testes de antibiose com antibioticos
comerciais mostraram-se resistentes, respectivamente a (AMC, CFZ, CFL); (COM,
CRO, ATM, CAZ) e (AMP). Também constatamos a sensibilidade dos Gram-positivos
S. aureus MRSA e S. aureus coagulase-negativo que se mostraram resistentes
respectivamente a (ATM, CAZ) e (ERI, PPT, TOB, AMP, CLI, CIP, AZI, CRO, AMC,
ATM, CLA, CAZ). Os resultados de sensibilidade e resisténcia das linhagens

bacterianas estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Teste de sensibilidade das linhagens bacterianas frente aos antibiéticos comerciais
frequentemente utilizados.

Micro-organismos Resistente Sensivel
Escherichia coli AMC, CFZ, CFL PPT, TOB, AMP, CPM, GEN, CIP,
CRO, ATM, CAZ, DOX
Pseudomonas CPM, CRO, ATM, PPT, TOB, GEN, CIP
aeruginosa CAZ
Klebsiella pneumoniae  AMP DOX, PPT, TOB, CPM, CRO, AMC,
ATM, CFZ, CFL, CAZ
Staphylococcus aureus ATM, CAZ ERI, DOX, PPT, OXA, TOB, PEN,
25923 AMP, CLI, CPM, GEN, CIP, AZI,

CRO, AMC, CFZ, CLA
Staphylococcus aureus ERI, PPT, TOB, AMP, DOX, OXA, CPM, CFZ

43300 CLI, CIP, AZI, CRO,
AMC, ATM, CLA,
CAZ

ampicilina (AMP), cefalotina (CFL), profloxacina (CIP), eritromicina (ERI), penicilina (PEN),
gentamicina (GEN), cefepime (CPM), ceftriaxona (CRO), amicacina (AMI), aztreonam (ATM),
ceftazidima (CAZ), oxacilina (OXA), clindamicina (CLI), tobramicina (TOB), doxiciclina
(DOX), piperacilina + tazobactam (PPT), cefazolina (CFZ), claritromicina (CLA), sulbactam +
ampicilina (SBA), azitromicina (AZl), acido clavulanico + amoxicilina (AMC). Resistente =
ndo houve desenvolvimento do halo de inibi¢do; Sensivel = medida do halo de inibicdo em mm,
incluindo o proprio disco. *Medidas padroes em mm dos halos de inibicdo de antibidticos
comerciais (CLSI, 2010), para E. coli e K. pneumoniae: AMP (17), TOB (15), CPM (18), CAZ,
PPT, ATM e CIP (21), GEN (15), CRO (23), DOX (14); P. aeruginosa: PPT (18), TOB e GEN
(15), CIP (21); S. aureus: AMP e PEN (29), OXA (13), PPT, CPM, AZI, CLA e CFZ (18),
DOX (16), ERI (23), TOB e GEN (15), CLI, CIP e CRO (21), AMC (20).

Estes resultados nos permitem concluir ainda que os meis de N. testaceicornis e
T. clavipes tiveram efeito inibitorio similar a 10 mcg de ampicilina e superior a 10 mcg
de tobramicina, gentamicina e 30 mcg de doxiciclina para E. coli e K. pneumoniae,
respectivamente. Para S. aureus, o mel de N. testaceicornis teve efeito inibitdrio
superior a 10 mcg de tobramicina, gentamicina e oxacilina e, 30 mcg de doxiciclina,
formando halos de inibicdo maiores quando comparados com 0s mesmos (Tabela 4).

Em P. aeruginosa, pode-se observar que os meis de N. testceicornis e P.
droryana (Figura 13) apresentaram halos de inibicdo superiores a 10 mcg de
tobramicina e gentamicina, demonstrando uma maior eficiéncia no controle de P.

aeruginosa (Tabela 4).
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Em relacdo ao mel das abelhas A. mellifera, ndo foi observado diferenga na
atividade antimicrobiana entre os meis obtidos das diferentes regides do Brasil.
Entretanto, houve uma diferenca significativa (P < 0,05) entre as diferentes fontes
florais, como pode ser observado nas figuras abaixo. Allen, Molan & Reid (1991)
também encontraram diferencas na atividade antimicrobiana entre meis de diferentes
origens florais.

Contra E. coli, os meis de A. mellifera que demonstraram maior atividade
antimicrobiana foram roma e caju, entretanto tiveram atividade equivalente ao mel de
manuka, ndo se diferenciando significativamente da atividade deste mel (P > 0,05)

(Figura 15).
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Figura 15: Inibi¢do do crescimento da bactéria E. coli causada pelos meis de diferentes floradas
produzidas pelas abelhas Apis mellifera no Brasil, comparando a atividade das amostras com a
atividade do mel de manuka da Nova Zelandia e com xarope 80% de acucar.

Os meis com maior atividade antimicrobiana frente a K. pneumoniae foram roma, caju,
eucalipto e assa-peixe, entretanto ndo se diferenciaram significativamente quando comparados
com o mel de manuka (P > 0,05) (Figura 16).

Contra S. aureus 25923 os meis de romd, cana, eucalipto, algaroba e assa-peixe tiveram

uma taxa de inibigdo inferior ao mel de manuka, somente o mel de caju teve atividade
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equivalente ao mel de manuka, ndo se diferenciando significativamente da atividade deste mel
(P > 0,05) (Figura 17). Frente a linhagem de S. aureus 43300 os meis de A. mellifera com maior
atividade antimicrobiana tiveram taxa de inibicdo inferior ao mel de manuka, com valores que
variaram de 5,4 para o mel de roma a 7,3 para 0 mel de caju P < 0,001 (Figura 18).

Para P. aeruginosa os meis de A. Mellifera que apresentaram maior atividade
antimicrobiana tiveram a taxa de inibicdo inferior ao mel de manuka, com valores que variaram

de 7,4 P < 0,01 para o mel de caju a 13,0 P < 0,001 para o mel de cipé-uva (Figura 19).
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Figura 16: Inibicdo do crescimento da bactéria K. pneumoniae causada pelos meis de diferentes
floradas produzidas pelas abelhas Apis mellifera no Brasil, comparando a atividade das amostras
com a atividade do mel de manuka e com xarope.
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Staphylococcus aureus 25923
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Figura 17: Inibicdo de crescimento da bactéria S. aureus 25923 causada pelos meis de
diferentes floradas produzidas pelas abelhas Apis mellifera no Brasil, comparando a atividade
das amostras com a atividade do mel de manuka e com xarope.
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Figura 18: Inibicdo do crescimento da bactéria S. aureus 43300 causada pelos meis de
diferentes floradas produzidas pelas abelhas Apis mellifera no Brasil, comparando a atividade
das amostras com a atividade do mel de manuka e com xarope.
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Pseudomonas aeruginosa
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Figura 19: Inibicdo do crescimento da bactéria P. aeruginosa causada pelos meis de diferentes
floradas produzidas pelas abelhas Apis mellifera no Brasil, comparando a atividade das amostras
com a atividade do mel de manuka e com xarope.

Trichophyton rubrum

= N N w w
4] o (¢, o (]

=
o

Diametro do halo (mm)

ol

o

I
Qpé\‘b . Q’S\’b C;b\é

Figura 20: Auséncia da atividade antifngica apresentada pelos meis das diferentes floradas
produzidas pelas abelhas Apis mellifera no Brasil.
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Em relacdo ao fungo T. rubrum podemos observar que nenhuma das amostras de A.
mellifera testadas teve efeito inibitério frente a0 mesmo, somente o mel de manuka apresentou
atividade antifngica.

Os meis que tiveram maior efeito foram: caju, roma e cana. Porém, os halos de
inibicdo formados foram menores que os halos formados pelo mel das abelhas sem
ferrdo. A partir dos resultados obtidos, observamos que o mel das abelhas sem ferrdo
obteve maior espectro de inibicdo frente ao fungo T. rubrum. As medidas dos diametros
dos halos formados variaram de 10.9+0.8 a 31.6£2.2 mm, diferentemente dos meis de
A. mellifera onde ndo foi observada a formacao dos halos de inibicdo frente a0 mesmo
micro-organismo, com excec¢do do mel de manuka (Figura 20). Assim, constatamos que
0 mel elaborado pelas abelhas: T. clavipes, N. testaceicornis, P. droryana, P. remota, S.
depilis, T. angustula, M. bicolor, apresentam um grande potencial antifingico, em
particular o mel das abelhas T. clavipes e S. depilis, as quais apresentaram 0s maiores
didmetros entre os halos.

O estudo também demonstrou que ambos os meis de abelhas sem ferrdo "in
natura” e de A. mellifera tem atividade antimicrobiana contra 0s micro-organismos
testados. Somente a levedura C. albicans apresentou resisténcia aos meis. Este resultado
também foi observado nos estudos de Lusby et al, 2005 nos quais nenhuma das seis
amostras de meis testadas, incluindo manuka e Medihoney® inibiram C. albicans. Os
meis das abelhas sem ferrdo foram significativamente mais eficientes na inibicdo das
bactérias, em comparacdo com o mel das abelhas A. mellifera, mostrando que o mel dos
Meliponineos é muito mais efetivo no combate aos micro-organismos patogénicos.

Em contraste com o presente estudo, Nzeako & Hamdi (2000) constataram que
as seis amostras de mel utilizadas em seus estudos inibiram C. albicans, embora com
uma zona de inibicdo menor quando comparado com a inibicdo dos outros micro-

organismos. Ainda que estes dados sejam geralmente compativeis com outros relatos
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mostrando que o mel de manuka tem boa atividade antibacteriana (ALLEN, MOLAN &
REID, 1991;. WESTON, MITCHELL e ALLEN, 1999; MOLAN, 1999; SHONA,
2006), nés também demonstramos que o mel de abelha sem ferrdo tem atividade
equivalente para alguns micro-organismos e superior ao mel de manuka para outros.

Os diferentes niveis de inibicdo demonstrados em nosso estudo e 0s
demonstrados por outros pesquisadores (WILKINSON & CAVANAGH, 2005;
MERCAN et al, 2007) sdo provavelmente devido aos fatores presentes nas diferentes
espécies de plantas nas quais o néctar é coletado (DU TOIT et al, 1995). Em adicdo, a
diferenca na atividade antimicrobiana entre os meis de diferentes flores pode ser, em
parte, devido a quantidade dos componentes catalase e peroxido de hidrogénio, e ainda
devido a presenga dos fatores ndo-peroxidos como a lisozima, acidos fenolicos e
flavonoides (SNOWDON & CLIVER, 1996; WESTON et al, 2000). Allen, Molan &
Reid (1991) em seu estudo, testaram a atividade antibacteriana de 26 amostras de mel
de diferentes fontes florais contra S. aureus, observando que a diferenca na atividade
antimicrobiana dependendo das fontes florais é altamente significante. Segundo Shona
(2006), um fator envolvido na atividade antimicrobiana do mel é a alta concentragédo de
acucar presente. O uso de solucdes concentradas de agucar em feridas também produz
um ambiente adverso para 0s micro-organismos patogénicos (SHONA, 2006).
Entretanto, em nosso estudo a solucdo concentrada de acucares (frutose, glucose,
maltose e sucrose), utilizada nos testes, ndo teve efeito inibitério contra nenhum dos
micro-organismos testados, portanto o resultado observado ndo foi atribuido ao efeito
osmético, uma vez que o mel produzido pelas espécies de abelhas sem ferrdo apresenta
diferencas em alguns parametros fisico-quimicos quando comparados ao mel produzido
por A. mellifera, principalmente com relacdo a sua umidade, que é bastante elevada,

tornando-o menos denso (BEZERRA & SOUZA, 2002). Hiromi & Kazuhiro (2008)
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testaram a atividade antimicrobiana do mel de 18 espécies de abelha sem ferrdo contra
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus e Staphylococcus. Os resultados mostraram
que atividade parece ser linhagem-especifica e ndo espécie-especifica. Neste estudo foi
observado que as duas linhagens de S. aureus exibiram diferentes niveis de
sensibilidade frente as amostras de meis, estes resultados corroboram os resultados
mostrados por Hiromi & Kazuhiro (2008).

O método de difusdo em agar (SOMMEIJER et al,1995) tem sido considerado
de baixa sensibilidade (JAMES et al, 1972), pois a substancia testada se difunde no agar
sofrendo diluicdo. No entanto, é considerado como o método mais apropriado para
testar agentes antibioticos topicos, pois avalia a difusibilidade (ALLEN, MOLAN &
REID, 1991), caracteristica importante para a avaliagdo do mel, uma vez que este é
utilizado como agente topico no tratamento de infecgdes cirdrgicas, queimaduras e

feridas infecciosas (EFEM et al, 1992).

4.2 Teste de Microdiluicdo para determinacéo da CIM, CBM e CFM

Os resultados do teste de microdiluicio para determinacdo da Concentragédo
Inibitéria Minima, Concentracdo Bactericida e Fungicida Minimas para o mel das
abelhas sem ferrdo, apresentados nas tabelas 5 e 6, permitem confirmar e concluir que a
maioria das amostras de mel testadas, com excecdo dos meis de M. rufiventris e M.
subnitida, apresentou atividade bactericida e fungicida e ndo somente atividade
inibitéria como demonstradas pelo método de difusdo em agar (Figura 8).

A Concentracdo Bactericida Minima e Concentragdo Inibitéria Minima variaram
de 975 a 520 e 975 a 455 mg/mL, respectivamente (Tabela 5). Os menores valores das
Concentrac@es Inibitdrias Minimas determinadas para E. coli foram de 715 mg/mL para
o mel de N. testaceicornis a qual promoveu 99,1% de morte e 845 mg/mL para o mel de

T. angustula 2, promovendo 91,4% de morte (Tabela 5). Os meis de P. remota e T.
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angustula 1 produziram maior porcentagem de morte quando comparados ao mel de T.
angustula 2, entretanto apresentaram-se mais concentrados (Tabela 5).

Com relacdo a K. pneumoniae, o mel de N. testaceicornis apresentou melhor
atividade, promovendo 98,3% de morte a uma concentracdo de 455 mg/mL, seguido do
mel de T. clavipes, T. angustula 2 e P. remota, 0s quais apresentaram bastante eficiéncia
no controle de K. pneumoniae, porém em concentragdes maiores (Tabela 5). Podemos
concluir ainda que os meis de M. scuttelaris, M. quadrifasciata e S. depilis néo
apresentaram atividade bactericida contra K. pneumoniae (Tabela 5), demonstrando
baixa atividade antibacteriana para este micro-organismo.

Com relacdo a S. aureus 25923 pode-se afirmar que o mel de N. testaceicornis
apresentou melhor atividade antibacteriana comparado com as demais amostras (Tabela
5). O mel de T. angustula 1, M. scuttelaris, M. quadrifasciata, F. varia, M. bicolor e S.
depilis ndo apresentaram atividade bactericida contra esta espéecie (Tabela 5). Portanto,
a eficécia ocorreu na seguinte ordem: N. testaceicornis > P. remota > T. clavipes > P.
droryana > T. angustula 2 > T. angustula 1 > F. varia > M. bicolor > S. depilis > M.
quadrifasciata (Tabela 5).

Em S. aureus 43300, a eficacia bactericida ocorreu na seguinte ordem: N.
testaceicornis > T. angustula 2 > P. remota > T. angustula 1 > P. droryana > T.
clavipes > F. varia > S. depilis > M. bicolor (Tabela 6). Os meis de M. scuttelaris, M.
quadrifasciata, M. rufiventris e M. subnitida ndo apresentaram atividade antibacteriana
contra este micro-organismo (Tabela 6). Os menores valores das ConcentracGes
Inibitérias Minimas foram de 715 mg/mL para o mel de N. testaceicornis e 845 para o

mel de T. angustula 2 (Tabela 6).
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Tabela 5: Determinacéo das concentracbes CBM e CIM dos meis das abelhas sem ferr&o.

Amostras

Tal
Ta2
Pr
Pd
Nt
Tc
Msc
Mq
Fv
Mb
Mr
Ms

Sd

Escherichia Klebsiella Staphylococcus
coli pneumoniae aureus 25923

CBM CIM % de CBM CIM % de CBM CIM % de

mg/mL mg/mL  morte | mg/mL mg/mL  morte | mg/mL mg/mL  morte
975 910 94,6 975 910 90,9 - 975 99,5
910 845 98,3 845 780 98 975 910 76
845 780 91,3 910 845 99,6 715 650 92,9
975 910 94,5 975 910 86,7 975 910 81
715 650 99.6 520 455 98,3 585 520 99,5
910 845 93,7 650 585 99,2 715 650 92
975 910 89,5 - 975 77,4 - 975 77
975 910 85,2 - 975 82 - 975 57
975 910 89,8 - - - - 975 97,7
975 910 92 975 910 89,8 - 975 96
975 910 96 - 975 99,2 - 975 90

”—>" Significa que o mel ndo apresentou atividade antimicrobiana e houve o crescimento do micro-
organismo. CBM = Concentracdo Bactericida Minima; CIM Concentracgdo Inibitoria Minima.

Contra P. aeruginosa, ambos os meis de N. testaceicornis e T. angustula 2

obtiveram a menor concentracdo inibitéria minima de 715 mg/mL, promovendo 99,7 %

e 97,9 % de morte, respectivamente (Tabela 6). Algumas amostras também produziram

porcentagens altas de morte, porem em solu¢cdes mais concentradas de mel quando

comparadas com N. testaceicornis e T. angustula 2. A eficacia se deu na seguinte

ordem: N. testaceicornis > T. angustula 2 > P. droryana > T. clavipes > P. remota > M.

bicolor > T. angustula 1 > M. quadrifasciata > S. depilis > M. scuttelaris (Tabela 6).
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Tabela 6: Determinacéo das concentracées CIM, CBM e CFM dos meis das abelhas sem ferréo.

Staphylococcus Pseudomonas Trichophyton
Amostras aureus 43300 aeruginosa rubrum
CBM CIM %de | CBM  CIM %de | CFM CIM % de
mg/mL  mg/mL  morte | mg/mL  mg/mL  morte | mg/mL mg/mL  morte
Tal 975 910 92,5 - 975 89 650 585 81,5
Ta2 910 845 91,4 780 715 97,9 520 455 97,8
Pr 975 910 97,5 975 910 99,7 650 585 99,7
Pd 975 910 85 845 780 96,4 585 520 99,8
Nt 780 715 99,1 780 715 99,7 585 520 98,5
T 975 910 78 845 780 95,8 325 260 99,8
Msc - - - - 975 48 - - -
Mg - - - - 975 82,8 - - -
Fv 975 910 62,3 - - - - - -
Mb - 975 72,5 - 975 97 715 650 94,7
Mr - - - - - - - - -
Ms B B - h h B B B B
sd - 975 79,5 - 975 79,5 455 390 97,7

”— Significa que o mel ndo apresentou atividade antimicrobiana e houve o crescimento do micro-
organismo. CBM = Concentracdo Bactericida Minima; CIM Concentracdo Inibitéria Minima e
CFM = Concentracdo Fungicida Minima.

Nem todas as amostras foram eficazes contra o fungo T. rubrum, entretanto as
concentracdes inibitorias foram as mais baixas obtidas entre os micro-organismos, o
fungo T. rubrum parece ser uma espécie bastante susceptivel ao mel de algumas
espécies de abelhas sem ferrdo, como pode ser observado na figura 21. A partir destes
resultados podemos afirmar que a eficacia ocorreu na seguinte ordem: T. clavipes > S.
depilis > T. angustula 2 > P. droryana > N. testaceicornis > P. remota > T. angustula 1
> M. bicolor (Tabela 6). Podemos concluir ainda que o mel de M. scuttelaris, M.
quadrifasciata, F. varia, M. rufiventris e M. subnitida, ndo apresentaram atividade

antifangica (Tabela 6).
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Figura 21: Atividade fungicida do mel de T. clavipes na concentracdo de 325 mg/mL
promovendo 100% de morte e atividade inibitéria na concentracdo de 260 mg/mL
promovendo 99,8% de morte (A); atividade fungicida do mel de S. depilis na concentragéo de
455 mg/mL promovendo 100% de morte e atividade inibit6ria na concentragdo de 390 mg/mL
promovendo 97,7% de morte (B).

Em relacdo ao mel das abelhas A. mellifera, os resultados do teste de
microdiluicdo nos permite confirmar os resultados obtidos pelo método de difusdo em
agar onde foi possivel observar que o mel produzido pela abelha A. mellifera no Brasil
tem menor eficiéncia de controle frente aos micro-organismos testados comparado ao
mel das abelhas sem ferréo.

Os resultados do teste para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima,
Concentracdo Bactericida e Fungicida Minimas para o mel das abelhas A. mellifera,
apresentados nas tabelas 7 e 8 permitem confirmar que a maioria das amostras de mel
testadas, com excecdo do mel de laranjeira, apresentou alguma atividade bacteriostatica
e, somente 0s meis de romd, cana-de-agucar, caju e eucalipto apresentaram atividade
bactericida. Estes resultados permitem ainda concluir que nenhuma amostra apresentou
atividade frente ao fungo T. rubrum (Tabela 8). Sendo assim, podemos observar nas
tabelas 7 e 8 que a Concentracdo Bactericida Minima e Concentracao Inibitéria Minima
variou de 975 a 780 mg/mL e 975 a 715 mg/mL, respectivamente.

Contra E. coli somente o mel de caju teve atividade bactericida a uma

concentracdo de 975 mg/mL. Os meis de cana, laranjeira, angico, cipé-uva e assa-peixe
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ndo apresentaram atividade antibacteriana (Tabela 7). As Concentragdes Inibitdrias
Minimas foram de 910 mg/mL para o mel de caju e de 975 mg/mL para 0s meis de
romd, eucalipto, algaroba e silvestre. Entretanto, houve uma diferenga na porcentagem
de morte de bactérias entre estas amostras, ficando a eficacia na seguinte ordem: caju >
roma > eucalipto > silvestre > algaroba (Tabela 7).

Somente 0s meis de roma, cana, caju e eucalipto, apresentaram atividade
bactericida contra K. pneumoniae mostrando-se mais eficazes quando comparados com
as demais amostras (Tabela 7). O mel de laranjeira e silvestre ndo apresentaram
atividade antimicrobiana contra este micro-organismo. Portanto, a eficacia se deu na
ordem a seguir: roméd > caju > cana > eucalipto > algaroba > cipd-uva > angico > assa-
peixe (Tabela 7).

Para a linhagem de S. aureus 25923, somente 0s meis de caju, roma e cana
apresentaram atividade bactericida (Tabela 7). A menor Concentracdo Inibitoria Minima
foi 780 mg/mL para o mel de caju a qual provocou 83% de morte. Os meis de cana,
eucalipto e algaroba provocaram porcentagens altas de morte, porém encontram-se mais
concentrados comparados ao mel de caju (Tabela 7).

A linhagem de S. aureus 43300, a qual mostrou resisténcia a 12 dos 21
antibioticos avaliados no teste de sensibilidade (Tabela 4), apresentou susceptibilidade
somente para o mel de cana, caju, e roma. Sendo a Concentracdo Inibitorio Minima de
715 mg/mL para o mel de cana e caju e 780 mg/mL para o mel de romd, promovendo
99; 98,5 e 97,5% de morte, respectivamente (Tabela 8). Segundo Lowbury (1974), S.
aureus é um bactéria excepcionalmente osmotolerante, para a inibicdo completa de seu
crescimento a atividade de adgua (A,) deve ser reduzida abaixo de 0,86, 0 que seria um

mel tipico diluido aproximadamente 29% (v/v). Os resultados obtidos nos permitem
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concluir que a concentracdo de 715 mg/mL, correspondente a aproximadamente 55%
(v/v) comeca a diminuir sua eficicia de controle perdendo muito do seu efeito osmotico.

Contra P. aeruginosa, nenhuma amostra de mel apresentou atividade
bactericida. Entretanto, a maioria das amostras teve atividade bacteriostatica a 975
mg/mL, podendo-se observar uma variagdo na porcentagem de morte entre as amostras
(Tabela 8). Portanto, a eficacia ocorreu na seguinte ordem: caju > angico > roma >
eucalipto > cana > assa-peixe > cip6-uva (Tabela 8). Os meis de algaroba, silvestre e
laranjeira ndo apresentaram nenhum tipo de atividade.

Tabela 7: Determinacédo das concentracGes CIM, CBM dos meis de Apis mellifera.

Escherichia Klebsiella Staphylococcus
Amostras coli pneumoniae aureus 25923

CBM CIM % de CBM CIM % de CBM CIM % de
mg/mL  mg/mL  morte | mg/mL mg/mL morte | mg/mL mg/mL  morte

Roma 975 91,4 910 845 91,8 910 845 71,5

Cana - - 975 910 85 975 910 95,3

Caju 975 910 93 910 845 82,3 845 780 83

Laranja - - - - - - - - -
Eucalipto _ 975 69 975 910 84,3 _ 975 90,5
Angico - - - _ 975 81,6 - - -
algaroba _ 975 61,6 B 975 87,4 _ 975 86

Cipo-uva - - - _ 975 82,7 - - -
Assa-
) - - - 975 77,89 975 79,2
peixe - -
Silvestre

975 647 | - - - - - -

”—” Significa que o mel ndo apresentou atividade antimicrobiana e houve 0 crescimento do
micro-organismo. CBM = Concentragdo Bactericida Minima; CIM Concentracdo Inibitoria
Minima.
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Contra o fungo T. rubrum, nenhuma das amostras dos meis de A. mellifera

apresentaram atividade antifingica (Tabela 8). Estes resultados confirmam os resultados

obtidos pelo método de difusdo em agar (Figura 20).

Tabela 8: Determinacéo das concentracfes CIM, CBM e CFM dos meis de Apis mellifera.

Staphylococcus Pseudomonas Trichophyton
Amostras aureus 43300 aeruginosa rubrum
CBM CIM % de CBM CIM % de CBM CIM % de
mg/mL  mg/mL  morte | mg/mL mg/mL morte | mg/mL mg/mL  morte
Roma 845 780 97,5 - 975 83,5 - - -
Cana 780 715 99 - 975 73,7 - - -
Caju 780 715 98,5 - 975 99,4 - - -
Laranja - - - - - - - - -
Eucalipto - - - - 975 82 - - —
Angico - - - - 975 92,1 - - -
algaroba - - - - — - - - _
Cipé-uva - - - - 975 37 - - -
Assa-
] - - - - 975 43,5 - - -
peixe
Silvestre - - - — - - - - -

”— Significa que o mel ndo apresentou atividade antimicrobiana e houve o crescimento do
micro-organismo. CBM = Concentracdo Bactericida Minima; CIM Concentracdo Inibitoria
Minima e CFM = Concentracdo Fungicida Minima.

Nem todas as amostras de mel mostraram-se eficazes contra 0S micro-
organismos testados, resultado que também foi observado por Mullai & Menon (2005);

Mercan et al, (2007) e Wilkinson & Cavanagh (2005). Outros pesquisadores tambem

constataram diferencas na susceptibilidade dos micro-organismos frente a atividade
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antimicrobiana do mel (NZEAKO & HAMDI 2000; CEYHAN & UGAR, 2001;
TAORMINA et al, 2001).

As abelhas sem ferrdo armazenam seu mel em potes de cerimen, construidos a
partir de uma mistura de cera secretada das glandulas abdominais das operarias e
prépolis, derivado da resina das plantas coletada pelas abelhas. O mel produzido pelas
abelhas sem ferrdo pode assim ser influenciado pela infiltracdo de substancias da
prépolis. Segundo Bankova et al, (2000), a prépolis tem mostrado possuir propriedades
antimicrobianas. Em contraste, o mel de A. mellifera é estocado em células hexagonais
construidas com cera pura, com isso ha uma auséncia total de prépolis, embora em
favos velhos, um pouco de propolis pode ser incorporado na cera. Esta diferenca pode
explicar o motivo pelo qual o mel das abelhas sem ferrdo tem uma atividade
antimicrobiana diferenciada quando comparado ao mel de A. mellifera e pode explicar a
variacdo regional das propriedades antimicrobiana do mel (HIROMI & KAZUHIRO,

2008).

4.3 Andlise do nivel de atividade antimicrobiana do mel a partir das variacGes de
pH

Os valores de pH obtidos variaram de 3,05 a 4,10 (3,4 £ 0,3) para 0s meis das
abelhas sem ferrdo e de 3,49 a 4,16 (3,79 + 0,2) para os meis de A. mellifera (Tabela 9).
Em geral todos os meis apresentam pH baixo, sendo influenciados por acidos organicos,
alguns volateis e outros inorganicos (SIMAL & HUIDOBRO, 1984). Os valores de pH
para o mel das abelhas sem ferrdo ndo foram estabelecidos pela legislacdo nacional ou
internacional, mas para os meis de A. mellifera o pH foi estipulado em uma faixa de 3,2
a 4,6 (CORTOPASSI-LAURINO & GELLI, 1991). Esta caracteristica acida do mel
pode ser influenciada pela sua origem floral. Souza (2003), estudando diferentes meis e

origens, encontrou para o pH do mel de algaroba o valor de 5,26 e para 0 mel de flores



Resultados e Discussao 77

silvestres o valor de 3,65. Neste estudo, o valor de pH encontrado para o mel de
algaroba foi de 3,83 e de flores silvestre 3,82 (Tabela 9). Marchini et al, (1998)
obtiveram valor médio de pH de 3,15 para meis de M. scutellaris. Em contra partida,
Silva et al, (2002) obtiveram o valor médio de 4,66 para a mesma. Segundo Crane
(1983) o valor do pH esta diretamente relacionado com a composicdo floristica dos
locais de coleta, uma vez que o pH do mel pode ser influenciado pelo pH do néctar.

Os meis das abelhas sem ferrdo: N. testaceicornis, T. clavipes, T. angustula 1, S.
depilis e F. varia, os quais apresentaram atividade antimicrobiana nos testes de difusdo
em 4gar e microdiluicdo, tiveram valores de pH acima de 3,21, valor este apresentado
pelo de mel de M. subnitida (Tabela 9) que ndo teve nenhuma atividade antimicrobiana.

O mel de roma e angico produzidos pela abelha A. mellifera tinham os mesmos
valores de pH 3,49 (Tabela 9). Entretanto, tiveram uma diferenca significativa em
relacdo a atividade antimicrobiana. O mel de cana foi eficaz no controle dos micro-
organismos pelo teste de difusdo em agar e microdiluicao, apresentando um valor de pH
alto, 4,11 comparado com as demais amostras, com excec¢do do mel de laranjeira que
apresentou um valor de pH 4,16 (Tabela 9).

Os resultados obtidos nos permitem concluir que houve uma diferenca entre os
valores de pH apresentados pelos meis das diferentes espécies de abelhas (A. mellifera e
abelhas sem ferréo), entretanto esta diferenca ndo demonstrou uma relacao direta quanto
ao nivel de atividade antimicrobiana apresentada por algumas amostras. Este resultado
leva-nos a concluir que outros fatores estdo envolvidos na atividade antimicrobiana
desses meis.

Os valores de pH das amostras sdo suficientemente baixos para inibir a maioria
dos agentes patogénicos, pois 0 pH necessario para 0 crescimento desses micro-

organismos, normalmente se da entre 7,2 e 7,4. Entretanto, algumas espécies de
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bactérias encontradas em feridas infectadas como: Escherichia coli, Salmonella sp,
Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus pyogenes podem crescer em valores minimos
de pH que podem variar de 4,0 a 4,5 (MOLAN, 1992). A acidez do mel pode ser um
fator antibacteriano significante, porém, se o mel é diluido, especialmente por fluidos
corporais que sdo bem tamponados, o pH pode ndo ser baixo o suficiente e a acidez do

mel pode ndo ser um inibidor eficaz para muitas espécies de bactérias.

Tabela 9: Valores de pH encontrado nas amostras de mel

Espécies (abelhas sem ferrdo) pH
Tetragonisca angustula (SP) 3.72
Tetragonisca angustula (MG) 3.20
Plebeia remota 3.07
Plebeia droryana 3.05
Nannotrigona testaceicornis 3.62
Tetragona clavipes 3.24
Melipona scutellaris 3.13
Melipona quadrifasciata 3.09
Frieseomellita varia 4.09
Melipona bicolor 3.09
Melipona rufiventris 4.10
Melipona subnitida 3,21
Scaptotrigona depilis 3.65

Apis mellifera pH
Roma 3.49
Cana-de-acgucar 411
Caju 3.60
Laranjeira 4.16
Eucalipto 3.83
Angico 3,49
Algaroba 3.83
Cipo-uva 3.79
Assa-peixe 3.81

Silvestre 3.82
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4.4 Analise por espectrometria de massas e anélise quimiométrica do mel das

abelhas sem ferrao

O perfil quimico de cada uma das amostras de mel gerados pela anélise de
espectrometria de massas fingerprint ESI(-)-EM foram coletados e os dados submetidos
a analise quimiométrica pelo método de PCA. A figura 22 mostra a analise de PCA
através dos dados obtidos pelo fingerprint ESI(-)-EM de todas as amostras de mel de
abelhas sem ferrdo nativas do Brasil coletadas. Devido ao conjunto de caracteristicas
polares e a alta sensibilidade desta técnica analitica, as amostras foram divididas em trés
grupos principais (Figura 22). As analises de fingerprint ESI(-)-ME (Figura 23)
mostram o perfil quimico tipico das amostras dentro de cada grupo e as principais
diferencas encontradas entre 0s grupos.

O grupo 1 é composto pelas amostras de mel de F. varia, N. testaceicornis e T.
angustula (MG). As amostras de mel de T. angustula (MG) (Figura 23 A) e N.
testaceicornis (Figura 23 B), representam as caracteristicas de fingerprint do grupo 1,
onde pode ser observada a presenca de ions de m/z 225, 301, 387, 455, 549.

Sawaya et al, (2006), em estudos com amostras de propolis de T. angustula
obtidas de regides distintas do Brasil encontraram ions de m/z 453, 455 e 471 que foram
diagnosticados como sendo ions derivados da resina de Schinus terebenthifolius -
Familia Ancardiaceae, conhecida no Brasil como “aroeira vermelha”. Os ions de m/z
455 e 471 também foram observados nas amostras de mel de T. angustula (MG) e N.
testaceicornis (Figura 23 A e 23 B), respectivamente, e o ion de m/z 453 foi observado
nas amostras de mel de T. clavipes (Figura 23 C), M. bicolor (Figura 23 D), T.
angustula (SP) (Figura 23 E) e S. depilis (Figura 23 F). Fato que pode ser explicado

devido a presenca de polens de S. terebenthifolius encontrado nas amostras de mel.
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Segundo Ramalho et al, (1990) algumas espécies de abelhas nativas costumam visitar
esta espécie de planta no estado Séo Paulo.

O grupo 2 é composto pelas amostras de mel de M. bicolor e T. angustula (SP).
As figuras 23 D e E, representam as caracteristicas de fingerprint do grupo 2, onde pode
ser observada a presenca de ions de m/z 249, 339, 385, 453 e diferenca entre a
intensidade de sinais dos ions de m/z 385 e 453. A amostra de mel T. clavipes ficou
localizada pela analise de PCA entre os grupos 1 e 2 (Figura 23 C) por apresentar ions
de m/z 301 e 387 caracteristicos do grupo 1 e os ions de m/z 249, 453 caracteristicos do
grupo 2.

O grupo 3 é composto pelas amostras de mel de P. remota, M. scuttelaris e M.
subnitida. As figuras 23 G e H representam as caracteristicas de fingerprint do grupo 3,
onde pode ser observada a presenca de ions de m/z 341, 431, 477, 683 e a nitida
diferenca na intensidade de sinais dos ions de m/z 431 e 477, sugerindo estes ions estar
relacionados com a maior atividade antimicrobiana do mel de P. remota em relagdo ao
mel de M. subnitida e M. scuttelaris. A amostra de mel de S. depilis ficou localizada
pela analise de PCA mais proxima ao grupo 2 (Figura 23 F) por apresentar os ions de
m/z 249 e 543, entretanto o ion de m/z 249 se apresentou com menor intensidade
comparado com as demais amostras deste grupo.

A amostra do mel de P.droryana se distanciou dos trés grupos formados pela
andlise de PCA (Figura 22), apresentado um perfil quimico bastante distinto em relacdo
ao perfil das demais amostras (Figura 23 1).

A diferenca na composicdo quimica das amostras de mel das abelhas sem ferrdo
e diferenca na intensidade dos sinais de alguns ions demonstradas através dos resultados

da anélise de espectrometria de massas fingerprint ESI(-)-EM podem estar relacionados
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com os diferentes niveis de atividade antimicrobiana apresentados pelas amostras frente

aos micro-organismos testados.

ESI(-)-EM do mel das abelhas sem ferréo nativas do Brasil
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Figura 22. PCA da analise dos dados de fingerprints ESI(-)-EM para as amostras dos meis
de abelhas sem ferrdo nativas do Brasil, (para abreviacdo das espécies, consultar Tabela 2).
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Figura 23. Analise por espectrometria de massa fingerprints ESI(-)-EM dos meis de abelhas
sem ferrdo nativas do Brasil. (A) T. angustula de Minas Gerais — Grupo 1; (B) F. varia —
Grupo 1; (C) T. clavipes — intermediaria Grupos 1 e 2; (D) M. bicolor — Grupo 2; (E) T.
angustula de Sdo Paulo — Grupo 2; (F) S. depilis — intermediaria Grupos 2 e 3; (G) P. remota —
Grupo; (H) M. subnitida — Grupo 3; (I) P. droryana — ndo se assemelhou a nenhum das

amostras.

O ion de m/z 301 encontrado no mel de T. angustula (MG) (Figura 23 A), N.
testaceicornis (Figura 23 B), T. clavipes (Figura 23 C) juntamente com ion de m/z 315
(Figura 23 C); o ion de m/z 287 encontrado no mel de M. bicolor (Figura 23 D) e o ion
de m/z 271 encontrado na amostra de S. depilis (Figura 23 F), foram identificados como
sendo flavondides (JUSTESEN, 2000; PETRUS, 2001). Cada vez mais os flavonoides
estdo se tornado alvos de pesquisas medicas. Muitas propriedades medicinais sao
atribuidas aos flavonoides, incluindo atividade anti-inflamatéria, atividade
antimicrobiana (HAVSTEEN, 1983; HARBORNE & BAXTER , 1999), atividade
antialérgica, atividade antioxidante (MIDDLETON & CHITHAN, 1993) e atividade
antifungica (HARBORNE & WILLIAMS, 1992).

O ion de m/z 453 encontrado na amostra de T. clavipes (figura 23 C) apresentou-
se com maior intensidade comparando com as amostras de M. bicolor (Figura 23 D), T.
angustula (SP) (Figura 23 E) e S. depilis (Figura 23 F) onde o mesmo ion foi
encontrado. No caso da amostra de mel de N. testaceicornis a qual se destacou entre as
demais amostras no teste de difusdo em agar pela alta atividade antimicrobiana, o ion de
m/z 471 apresentou-se com uma alta intensidade, sugerindo estes dois elementos estar

associados com a maior atividade antimicrobiana apresentada pelo mel de T.clavipes e
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N. testaceicornis, uma vez que as folhas e frutos de S. terebenthifolius sdo popularmente
usados com propdsitos medicinais e contém substancias com propriedades medicinais
conhecidas (JAIN et al, 1995; SCHMOURLO et al, 1997).

Sete das onze amostras de mel das abelhas sem ferrdo apresentaram fingerprint
ESI(-)-EM com ions caracteristicos de S. terebenthifolius as quais demonstraram
possuir atividade antimicrobiana significativa nos testes de difusdo em é&gar e
microdiluicdo. Estes resultados indicam que S. terebenthifolius é planta importante

como fonte de néctar e pdlen para as abelhas ferrdo nativas do Brasil.

4.5 Andlise por espectrometria de massas e analise quimiométrica dos meis de Apis

mellifera

O perfil quimico das amostras de mel de A. mellifera gerados pela analise de
espectrometria de massas fingerprint ESI(-)-EM foram coletados e os dados foram
submetidos a andlise quimiométrica pelo método de PCA. A figura 24 mostra o
agrupamento das amostras de mel de A. mellifera devido as suas caracteristicas polares,
formando um grupo principal (grupo 1). As anélises de fingerprint ESI(-)-ME (Figura
25) mostram o perfil quimico tipico obtido para o grupo 1 e as principais diferencas
obtidas entre as demais amostras que ndo foram agrupadas.

O grupo 1 é compostos pelos meis de caju, cipd-uva, angico, laranjeira, silvestre,
assa-peixe e eucalipto. As amostras de mel de eucalipto (Figura 25 J) e caju (Figura 25
K), representam as caracteristicas de fingerprint do grupo 1, onde pode ser observada a
presenca de ions de m/z 311, 339, 341, 387 e 477. A amostra de mel de algaroba ficou
localizada préximo ao grupo 1 pela anélise de PCA (Figura 25 L) por apresentar ions de
m/z 341 e 387 caracteristicos do grupo 1.

O ion de m/z 250 encontrado na amostra de mel de caju (Anacardium

occidentale) (Figura 25 K) apresentou-se mais intenso quando comparado ao mel de
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algaroba (Figura 25 L). Estas amostras de mel de A. mellifera que apresentaram este ion
podem sugerir uma participacdo deste elemento na atividade antimicrobiana deste mel
em relagdo as demais amostras de mel de A. mellifera, uma vez que o cajueiro também
pertence a Familia Anacardiaceae como S. terebenthifolius.

A melhor eficacia apresentada pelo mel de caju no controle dos micro-
organismos, pode em parte ser devido a taninos e a atividade antimicrobiana do acido
anacardico encontrados nas plantas de A. occidentales. As atividades biologicas dos
derivados do &cido anacérdico tém atraido consideravel atencdo por agir como agentes
antitumorais (ITOKAWA et al, 1987; ITOKAWA et al, 1989), antimicrobianos
(HIMEJIMA & KUBO, 1991; MUROI & KUBO, 1993) e antioxidantes (AMORATI et
al, 2001). Os diferentes compostos produzidos a partir desta arvore oferecem uma vasta
gama de aplicacGes. A casca e as folhas de cajueiro sdo uma rica fonte de taninos, um
grupo de fitoquimicos com documentadas atividades biologicas, incluindo efeitos anti-
inflamatdrios (AKINPELU, 2001).

As amostras de mel de roméa (Figura 25 M) e de cana de acUcar (Figura 25 N) se
distanciaram do grupo 1 formado pela analise de PCA (Figura 25), apresentando perfis
quimicos distintos em relacdo as demais amostras. Entretanto, o mel de roma se
localizou mais proximo do grupo 1 por apresentar o ion de m/z 387, caracteristico deste
grupo. Os resultados nos mostram ainda uma alta intensidade de sinal dos ions de m/z

563 e 209 encontrados somente nas amostras de mel de roma e cana, respectivamente.
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ESI(-)-EM do mel das abelhas Apis mellifera
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Figura 24. Agrupamento das amostras dos meis de Apis mellifera do Sudeste e Nordeste do
Brasil pela analise de PCA do fingerprint ESI(-)-EM.
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Figura 25. Anélise por espectrometria de massa fingerprints ESI(-)-EM dos meis de Apis mellifera (J)
mel de eucalipto — Grupo 1; (K) mel de caju — Grupo 1; (L) mel de algaroba localizado préximo ao
Grupo 1; (M) mel de romd e (N) mel de cana-de-acucar — ndo se assemelharam com nenhuma das
amostras.

No Brasil ¢ comum o uso de plantas medicinais no tratamento de diversas
infeccdes (SEPTIMIO, 1994). Destacando-se no amplo contexto da etnofarmacologia, a
utilizacdo da romd@ para o tratamento de processos infecciosos internos e externos
(LANSKY et al, 2004). O extrato da casca do fruto apresenta atividade antimicrobiana
contra Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Candida albicans, foram ainda observadas
atividades contra coccos Gram-positivos e leveduras (DINIZ et al, 1997,
NASCIMENTO et al, 2000; HOLETZ et al, 2002; VASCONCELOS et al, 2003).

Navarro et al, (1996) realizaram um estudo de atividade antimicrobiana “in

vitro” com varias espécies de plantas, com o intuito de fazer uma triagem de plantas

potencialmente ativas contra micro-organismos patogénicos, dentre eles S. aureus, E.
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coli, P aeruginosa. O estudo mostrou que roma (Punica granatum) possui efeito
antimicrobiano contra todas as linhagens microbianas testadas. Jiménez Misas et al,
(2002) analisaram extratos das folhas e caule das plantas de varias familias para avaliar
as propriedades antimicrobianas e verificaram que o extrato de P. granatum apresentou
0 melhores resultados, inibindo mais de 50% do crescimento microbiano.

Rodrigues (1996) cita diversas arvores nativas conhecidas pela etnofarmacologia
por terem propriedades antimicrobianas dentre elas estdo: Anacardium occidentale
(cajueiro), Anadenanthera colubrina (angico), Psidium guajava (goiabeira), Mimosa
tenuiflora (tepezcuite), Hymenaea courbaril (jatobd), Schinus terebinthifolia (aroeira) e
Tabebuia avellanedae (ipé-roxo).

Os resultados nos permitem concluir que a diferenca na atividade antimicrobiana
apresentada entre os meis de A. mellifera esta diretamente relacionada com a fonte
floral, indicando ainda que A. occidentale (caju) e P. granatum (romd) sdo plantas

importantes como fonte de néctar e polen para as abelhas A. mellifera.

4.6 Analise dos graos de polen nas amostras de mel

As abelhas sem ferrdo (Meliponineos) e Apis mellifera sdo de grande
importancia econdbmica como agentes polinizadores, visando a manutencdo de espécies
vegetais, o equilibrio ecoldgico nos ecossistemas e a producao de mel e prépolis (KERR
1987). Dessa forma, conhecer as espécies vegetais utilizadas como fontes de néctar e
polen é de suma importancia. As plantas visitadas para a coleta de néctar podem ser
identificadas a partir da analise do p6len contido no mel (BARTH, 1970; LOUVEAUX
et al, 1970), permitindo também a caracterizacdo dos nectarios e sua origem geografica
(CARVALHO et al, 2001).

Os gréos de pdlen possuem formas variaveis e tipicas para cada espécie vegetal.

Portanto, o trabalho de identificacdo do polen no mel se baseia na andlise de sua
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morfologia utilizando-se de microscépio 6ptico com aumentos entre 400 e 1000 vezes.
A identificacdo dos tipos polinicos para analise qualitativa foi realizada por comparacéao
com as laminas de referéncia confeccionadas a partir de botbes florais das espécies de
plantas que se encontram préximas ao meliponario do Departamento de Ecologia
FFCLRP-USP e com a literatura especializada. Foi identificado um total de setenta tipos
polinicos distribuidos em dezoito familias constituidas por espécies arboreas, arbustivas
e herbaceas. Dentre elas, sete foram identificados até o nivel de género. A familia
Fabaceae foi representada por cinco géneros, as familias Asteraceae e Myrtaceae por
um género. Os demais tipos polinicos foram identificados somente até a familia
boténica. A identificacdo de especies através da analise polinica é bastante dificultada
em alguns géneros, devido a grande semelhanca entre os graos de polen dessas especies.

Os tipos polinicos dominantes foram representados pelas seguintes familias:
Fabaceae, presente no mel de onze das doze espécies de abelhas estudadas; Myrtaceae
(género Eucalyptus) e Anacardiaceae presente no mel de oito das doze espécies de
abelhas sem ferrdo.

As familias de plantas menos representadas foram: Rubiaceae, Burseraceae,
Bignoniaceae, Boraginaceae, e Amaryllidaceae, sendo visitadas somente pelas abelhas
P. droryana, M. bicolor, M. subnitida, M. scuttelaris, respectivamente.

Para a amostra de mel de T. angustula (SP) foram identificados pdlens
pertencentes as familias Anacardiaceae, Poaceae, Rutaceae e Fabaceae, onde foram
encontrados dois géneros da familia Fabaceae: Mimosa e Caesalpinia (Figura 26).
Entretanto, para o mel de T. angustula (MG) foram identificados p6lens pertencentes as
familias Asteraceae (género Aspilia), Poaceae, Anacardiaceae e Fabaceae (género
Adenanthera) (Figura 27). Tetragonisca angustula é considerada uma espécie

generalista por visitar diversas fontes de recursos troficos (CORTOPASSI-LAURINO,
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1982), embora algumas familias boténicas podem se destacar na sua dieta, como a
Euphorbiaceae (KNOLL, 1990). Contudo, representantes de diversas familias podem
ser visitados para coleta de alimentos como Anacardiaceae, Caesalpiniaceae,
Oxalydaceae, Rutaceae e Sapotaceae (CARVALHO et al, 1995).

As fontes de pdlen e néctar para a espécie P. remota foram Fabaceae (género
Mimosa), Poaceae, Araceae, Solanaceae, Rutaceae, Arecaceae (Figura 28). Segundo
Ramalho et al, (1990) muitas das espécies do género Mimosa sdo fontes de pdlen e
nectar para os meliponineos. Para 0 mel de P. droryana foram identificados polens
pertencentes as familias: Anacardiaceae, Malpighiaceae, Myrtaceae, Sapindaceae,
Araceae e Rubiaceae (Figura 29). As familias de plantas visitadas pela abelha N.
testaceicronis foram: Melastomataceae, Amaranthaceae, Asteraceae e Fabaceae (géneros
Delonix e Caesalpinia), (Figura 30). Os resultados nos permitem concluir ainda que essas
possam ser fontes promissoras de nectar, refletindo em meis com atividade
antimicrobina.

Segundo Carvalho e Marchini, (1999) as familias de plantas, Fabaceae,
Liliaceae, Mimosaceae e Myrtaceae sdo frequentemente visitadas por N. testaceicornis.

O mel de T. angustula (MG) foi bactericida contra as cinco linhagens de
bactérias, sendo esta atividade produzida em menores concentracdes comparadas ao mel
de T. angustula (SP) (Tabela 5 e 6). Pela analise quimiométrica esta duas amostras
foram agrupadas separadamente (Figura 22), podendo este resultado ser atribuido a
diferencas na composicdo quimica destas amostras (Figura 23). Estas diferencas podem
ser em funcdo da coleta de polen de Asteraceae, Amaranthaceae e Fabaceae (género

adenanthera) (Figura 27).
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Figura 26: Pdlens encontrados na amostra de mel de Tetragonisca angustula (SP).
(A) Rutaceae; (B) Anacardiaceae; (C) Poaceae; (D) Fabaceae (género Mimosa); (E)
Fabaceae (género Caesalpinia); (F) Anacardiaceae.
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Figura 27: Poélens encontrados na amostra de mel de Tetragonisca angustula
(MG). (A) Asteraceae (género Aspilia); (B) Amaranthaceae; (C) Anacardiaceae; (D)
Poaceae; (E) Fabaceae (género Adenanthera); (F) Asteraceae.



Resultados e Discussdo 92

. . b

Figura 28: Pélens encontrados na amostra de mel de Plebeia remota. (A) Fabaceae
(género Mimosa); (B) Poaceae; (C) Araceae; (D) Solanaceae; (E) Rutaceae; (F)
Arecaceae.

Figura 29: Pdlens encontrados na amostra de mel de Plebeia droryana. (A) Anacardiaceae; (B)
Malpighiaceae; (C) Myrtaceae; (D) Sapindaceae; (E) Araceae; (F) Rubiaceae.
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Figura 30: P6lens encontrados na amostra de mel de Nannotrigona testaceicornis.
(A) Melastomataceae; (B) Fabaceae (género Delonix); (C) Fabaceae (género
Caesalpinia); (D) Amaranthaceae; (E) Fabaceae (género Caesalpinia); (F)
Asteraceae.

A presenca de polen de Poaceae, Myrtaceae, Anacardiaceae, Fabaceae (género
Delonix), Asteraceae, Malpighiaceae identificados na amostra de T. clavipes (Figura
31), nos permite concluir que esta espécie de abelha utiliza essas plantas como fonte de
néctar e polen. Extratos de hidro-alcodlicos de folhas e frutos de Eugenia uniflora,
Psidium guajava (Myrtaceae); Pterodon emarginatus, Myroxylon peruiferum
(Fabaceae); Schinus terebenthifolius  (Anacardiaceae) apresentam atividade
antimicrobiana contra E. coli, S. pyogenes, S. aureus (GONCALVES, 2005). As
substancias com propriedades medicinais que algumas arvores conhecidas pela
etnofarmacologia possuem, pode em parte ser transferidas para o mel por intermédio do
néctar e polen coletados pelas abelhas forrageadoras. A presenca do pdlen de
Anacardiaceae na amostra de T. clavipes pode confirmar os resultados obtidas pela
analise de espectrometria de massas ESI(-)-EM onde o ions de m/z 453 e 455 de S.
terebentifolius (Anacardiaceae) foram encontrados. Portanto, este pélen pode ser de S.

terebentifolius.
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As plantas nectariferas sdo de grande importancia na producdo de mel e para
fornecer carboidratos e energia para as abelhas. Compreendem um vasto nimero de
espécies variando de regido para regido (BARTH, 1989). No Sudeste brasileiro,
salientam-se para a producdo de mel as flores das plantas citricas (Citrus sp.),
Asteraceae, Brassicaceae, Polygonaceae entre outras (BARTH, 1989; CORTOPASSI-
LAURINO & RAMALHO, 1988; MORET]I et al, 2002.

Na amostra de mel de M. scuttelaris foram identificados pdlens pertencentes as
familias: Myrtaceae, Fabaceae (género Mimosa), Poaceae, Amaryllidaceae (presente

somente na amostra de M. scuttelaris) (Figura 32).

50um

Figura 31: Polen encontrado na amostra de mel de Tetragona clavipes. (A) Poaceae; (B)
Myrtaceae; (C) Anacardiaceae; (D) Fabaceae (género Delonix); (E) Asteraceae; (F)
Malpighiaceae.
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Figura 32: Poélens encontrados na amostra de mel de Melipona scutellaris. (A)
Amaryllidaceae; (B) Myrtaceae; (C) Fabaceae (género Mimosa); (D) Poaceae.

Os pélens predominantes identificados na amostra de mel de M. quadrifasciata
foram da familia Solanaceae, Anacardiaceae e Fabaceae (género Mimosa) (Figura 33).
Segundo Absy et al (1984), M. quadrifasciata faz a coleta de pdlen de mais de
dezenove espécies de plantas podendo ser considerando como sendo generalista. Em
contraste, segundo Antonini et al (2006), M. quadrifasciata pode se especializar em
determinadas familias, relatando um elevado nimero de visitas a poucos recursos
florais, incluindo algumas familias bem representadas como Solanaceae e Myrtaceae

indicando que suas flores sdo importantes fontes de polen para M. quadrifasciata.

Figura 33: Polens encontrados na amostra de mel de Melipona quadrifasciata. (A) Solanaceae;

(B) Anacardiaceae; (C) Fabaceae (género Mimosa).

A amostra de mel de F. varia apresentou pdlen das familias Fabaceae (géneros
Piptadenia, = Caesalpinia,  Delonix, = Mimosa), = Amaranthaceae, = Rutaceae,

Melastomataceae, Myrtaceae (Eucalyptus) (Figura 34).
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Os pélens identificados na amostra de mel de M. bicolor foram Anacardiaceae,
Myratceae (Eucalyptus), Solanaceae, Fabaceae (Caesalpinia), Burseraceae e
Bignoniaceae. Embora as forrageiras de M. bicolor prefiram o pdlen das Myrtaceae,
Melastomataceae e Solanaceae (RAMALHO et al, 1989;. WILMS & WIECHERS,
1997). Neste estudo pudemos observar polen de Burseraceae (familia de plantas
angiospermas, pertencente a ordem Sapindales que inclui 18 géneros e 550 espécies
dentre elas a mirra e 0 incenso) e Bignoniaceae (apresenta aproximadamente 110
géneros e 800 espécies, entre elas podemos citar 0s ipés do Brasil e Jacaranda), presente

somente na amostra de mel de M. bicolor (Figura 35).

A presenca de polen de Arecaceae, Poaceae, Fabaceae (género Mimosa),
Myrtaceae, Anacardiaceae, Boraginaceae, Amaranthaceae identificados na amostra de
Melipona subnitida (Figura 36), nos permite concluir que esta espécie de abelha,
embora seja de Mossoré RN, utiliza-se das mesmas familias de plantas que as abelhas
do sudeste como fonte de néctar e polen.

Em relagdo a amostra de mel de S. depilis foram identificados polens
pertencentes as familias Sapindaceae, Myrtaceae (Eucalyptus), Fabaceae (Caesalpinia)
e Anacardiaceae (Figura 37). Segundo Imperatriz-Fonseca et al (1989) e Ramalho et al
(1989), os géneros Mimosa (Fabaceae) e Eucalyptus (Myrtaceae) estdo presentes na
maioria dos levantamentos de flora visitada por meliponineos no sudeste do Brasil. A
frequéncia do polen de Myrtaceae na dieta de S. depilis corrobora resultados de estudo
de habito alimentar com varias espécies de meliponineos em diferentes regifes do Brasil
(ABSY et al, 1984; KLEINERT-GIOVANINI & IMPERATRIZ-FONSECA 1987;

RAMALHO 1990; RAMALHO et al, 1991, 2007; WILMS & WIECHERS 1997).
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Figura 34: Polens encontrados na amostra de mel de Frieseomelitta varia. (A) Fabacea (género
Piptadenia); (B) Amaranthaceae; (C) Rutaceae; (D) Fabaceae (género Mimosa); (E)
Melastomataceae (F) Myrtaceae (género Eucalyptus); (G) Fabaceae (género Caesalpinia); (H)
Fabaceae (género Delonix); (I) Fabaceae.
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Figura 35: Pdlens encontrados na amostra de mel de Melipona bicolor. (A)
Anacardiaceae; (B) Myrtaceae (género Eucalyptus); (C) Solanaceae; (D) Fabaceae
(género Caesalpinia); (E) Burseraceae; (F) Bignoniaceae.

D . E -
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Figura 36: Pdlens encontrados na amostra de mel de Melipona subnitida. (A)
Arecaceae; (B) Poaceae e Fabaceae; (C) Anacardiaceae; (D) Boraginaceae; (E)
Fabaceae (0énero Mimosa): (F) Amaranthaceae.
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Figura 37: Polens encontrados na amostra de mel de Scaptotrigona depilis. (A)
Sapindaceae; (B) Myrtaceae (género Eucalyptus); (C) Fabaceae (género Caesalpinia) ; (D)
Fabaceae; (E) Fabaceae (género Caesalpinia sp2); (F) Anacardiaceae.

O conhecimento da flora local é importante para conhecer as principais fontes de
néctar e polen, sua abundancia e sazonalidade. A abundancia das floradas e a sua
distribuicdo durante o ano faz com que este seja um item importante neste estudo do
meio ambiente. A diversidade de plantas € um dos fatores que favorecem a manutencao
de comunidades de abelhas em areas urbanizadas como parques e jardins (TAURA &
LAROCA, 1991). As espécies estudadas apresentaram habitos generalistas de coleta de
polen visitando varias espécies botanicas comumente encontradas em jardins, parques e
fragmentos florestais. Essa vegetacdo, assim como outras devem ser mantidas em areas
apropriadas que tem por objetivo a preservacado dessas espécies.

Os resultados obtidos através da analise melissopalinoldgica ainda sugerem
espécies vegetais nectariferas e poliniferas como algumas espécies pertencente as
familias Myrtaceae, Anacardiaceae e Fabaceae que podem compor uma flora apicola

mais rica favorecendo a qualidade dos produtos derivados da apicultura.
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5. Conclusoes

e A atividade antimicrobiana do mel de N. testaceicornis, P. remota, T. clavipes
e S. depilis foram mais eficientes do que atividade antimicrobiana do mel de manuka
que é consagrado internacionalmente como mel terapéutico.

e A maioria das amostras de mel das 12 espécies de abelhas sem ferrao
apresentou atividade bactericida e fungicida, em particular os meis de N. testaceicornis,
P. droryana, P. remota e T. clavipes, mostrando-se eficazes no controle dos micro-
organismos. Portanto, estes meis tém potencial para uso tépico em terapias de
tratamento alternativo no combate as infec¢fes cutaneas.

e Entre os 10 tipos de meis produzidos pelas abelhas Apis mellifera, somente os
meis de caju, cana, roma e eucalipto apresentaram atividade bactericida.

e Os meis elaborados pelas abelhas sem ferrdao T. clavipes e S. depilis,
apresentam maior atividade antifungica contra T. rubrum, em comparagdo com 0s meis
das outras quatro especies de abelhas sem ferrdo e todas as 25 amostras de mel de Apis
mellifera. Em particular os meis das abelhas T. clavipes e S. depilis produziram o0s
maiores halos de inibicéo.

e Nenhuma amostra de mel de Apis mellifera apresentou atividade antifungica
contra T. rubrum.

e Os meis das abelhas sem ferrdo M. rufiventris, M. subnitida e o mel de
Laranjeira (Apis mellifera) ndo produziram atividade antimicrobiana contra qualquer
dos micro-organismos testados.

e A linhagem da levedura Candida albicans mostrou-se resistente a todas as
amostras de mel.

e O presente estudo demonstrou o potencial antimicrobiano do mel das abelhas

sem ferrdo in vitro, sendo capaz de inibir bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e
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também o fungo patogénico T. rubrum. Estas propriedades fazem do mel um bom
medicamento para ser aplicado sobre feridas infectadas devido a sua atividade
antimicrobiana e a inocuidade para as células do corpo, facilitando a cicatrizagéo.
Esperamos que esta informacdo permita um aumento do uso terapéutico do mel para

pacientes e para sociedade como um todo.
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ABSTRACT Honey bee honey has long been used in popular medicine, especially for
treating wounds and burns. Stingless bee honeys are widely used for similar purposes
locally in Brazil and other tropical regions; however, there has been little objective
research comparing their antimicrobial properties with those of honey bee honey. We
assess the presence and variation of tested the antimicrobial activity of honey of 12
species of native stingless bees commonly found in Brazil, against five species of
bacteria and two fungal species, comparing this activity with that of therapeutic manuka
honey, produced by honey bees in New Zealand from the nectar of Leptospermum
scoparium (Myrtaceae). Pathogens exhibited different sensitivities towards the honey
samples. Ten of the 12 stingless bee honey samples inhibited bacteria tested and sete
inhibited the fungal pathogeni Trichophyton rubrum. Only Candida albicans showed
resistance to all honey samples. The honeys obtained from Nannotrigona testaceicornis,
Tetragona clavipes and Scaptotrigona depilis exibited high antimicrobial activity,
showing a significant difference when compared with the manuka honey (P<0.05),
proving to be more effective particularly against E. coli, Klebsiella pneumoniae and T.

rubrum.
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1. Introduction

The honey produced by bees is a nutritious food that has different therapeutic
properties, among them the ability to stimulate wound healing and inhibit growth of
microorganisms (Cooper 1999). In Brazil, besides the exotic Apis mellifera, native
bees are also found, which are known by the Indians and local communities as
producers of medicinal honey (Cortopassi-Laurino & Gelli, 1991). These bees,
belong to the subfamily Meliponinae (Hymenoptera, Apidae), popularly known as
"indigenous stingless honey bees. The rational creation of stingless honey bees, the
Meliponiculture has gone through a new cycle of appreciation and rediscovery of
this activity has prompted to the development of a large number of studies into the
knowledge of the biology and behavior, as well as those aimed at characterization of
the products of the colonies in relation to their nutritional and pharmacological
constituents. In some regions where meliponiculture is sucessful, such as the
Yucatan Peninsula, Mexico, indigenous people believe that honey from stingless
honey bees has more powerful medicinal effects than honey from Apis mellifera.
However there have, been few reports on the antimicrobial activity of honey from
stingless bees (DeMera & Angert, 2004), despite a substantial literature for Apis
mellifera (Molan, 2006).

Honey is produced by bees from the nectar collected from flowers and/or
saccharin exudate living parts of plants (Mendes & Coelho, 1983), its coloration,
viscosity and medicinal properties are directly related to the source of nectar that
originated and also to the species of bee that produced it (Allen et al., 1991).
Honeybees concentrate the sugar solution collected from plants by evaporation, and
add enzymes that "mature” honey in the combs causing changes in their

composition, preventing microbial growth in the stored food (Molan 2006). The



same properties that were developed by the bees to preserve this food resource
against microorganisms, work on medical applications of honey.

The increase in consumer use of complementary medicines has prompted an
increasing interest in their use in medical treatments. One treatment that has
received much interest is honey. It has been used as a medicine since ancient times
in many cultures (Dunford et al. 2000) for various therapeutic purposes, including
treatment of infected wounds (Mullai & Menon, 2005), and over the past decades
several research groups have focused their attention on this product (Moore et al.,
2001). Honey works differently from antibiotics, which attack the bacterial cell wall
and inhibit intracellular metabolic pathways, being hygroscopic, honey reduces the
environment humidity, dehydrating the bacteria (Molan, 2004) and promoting
healing of wounds. Its high viscosity helps to provide a protective barrier preventing
infection, in addition the mild acidity and low-level of hydrogen peroxide release
assist both tissue repair and contribute to the antimicrobial activity of honey. This
antibacterial activity is a major factor in promoting wound healing where infection
is present (Lushy et al., 2005).

The development of many organisms associated with disease and infection is
inhibited by honey (Molan, 1992). There are already honeys in the world market
that have exceptional medicinal properties and great market value as manuka
(Leptospermum scoparium, Family Myrtaceae), (Allen et al., 1991). Studies in
manuka honey have suggested that these honeys have specific antibacterial activity
due to a non-hydrogen peroxide mechanism (Weston et al., 2000) the so-called
unigue manuka factor (UMF). The therapeutic effects of honey have been
rediscovered, including its effect on organisms that are highly resistant to antibiotics

(Molan, 2000). Much “folklore” has been attached to the putative medicinal effects



of honey (Crane, 1990) and studies have been conducted to confirm these effects for
honey produced by A. mellifera (Bogdanov, 1997). However, few researchers have
investigated the same for stingless bee honey (Vit et al., 1994, Sommeijer et al.,
1995). The purpose of this study was to evaluate the presence and variation of the
antimicrobial activity of honey samples of stingless bees commonly found in Brazil,
comparing them with the manuka honey (UMF 18 +), but also to test the resistance

of bacterial strains against the antibiotics available on the market.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Origins of honey

The samples were collected between September and October 2010 from hives kept
in Ribeirdo Preto SP and Uberlandia, MG, Brazil. The samples were collected
directly from pots kept within nests using sterile syringes, the species are: Melipona
quadrifasciata, Melipona subnitida, Melipona rufiventris, Melipona scutellaris,
Melipona bicolor, Tetragona clavipes, Scaptotrigona depilis, Nannotrigona
testaceicornis, Frieseomellita varia, Plebeia remote, Plebeia droryana and
Tetragonisca angustula (I) the region of Ribeirdo Preto - SP and a hive of
Tetragonisca angustula (11) the region of Uberlandia, all samples were stored in the
dark in order to protect light-sensitive compounds. Manuka honey (Leptospermum
scoparium) of New Zealand, UMF 18 + honey commercially known as therapeutic
antimicrobial high activity, was used to compare the rate of antimicrobial activity,
and artificial honey [80% (w/v) sugar], which served as a negative control test was
prepared by dissolving 40g of fructose, 30g of glucose, 8g of maltose and 2g of

sucrose in 100 mL of water (Khosravi et al., 2008).



2.2. Strains and preparation of inocula

Five bacteria Escherichia coli (G-, ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (G-,
ATCC 10031), Pseudomonas aeruginosa (G-, ATCC 27853), Staphyococcus aureus
MRSA (G +, ATCC 25923, Staphyococcus aureus coagulase negative (G +, ATCC
43300 ), the fungi Trichophyton rubrum (CBS118892) and the yeast Candida
albicans (ATCC 64548) were used to test the antimicrobial activity of honey
samples. the bacteria were grown according to the rules of procedures of the CLSI
(Clinical Laboratory Standards Institute) where after growth in BHI (Oxoid), were
seeded in tubes with Mueller-Hinton agar (Himedia) and incubated at 37°C for 24
hours. After that, a suspension of the strains in saline 0.9% was done to obtain a
turbidity standard equivalent to 0.5 McFarland scale except for C. albicans, that was
1.0 standard, with a swab, were distributed in plates 20 x 150mm containing of
about 40 mL the Mueller-Hinton agar with a thickness of about 4mm (Shadomy &
Spnel-Ingrof, 1980). T. rubrum was cultivated in Sabouraud Dextrose agar (Difco)
for 10 to 15 days in petri dishes, after this period of time, it was removed from the
surface of the medium with saline solution 0.9%, with the aid of a sterile spatula.
The solution was stirred by vortex to break up the conidia, filtered in glass wool and
centrifuged at 6000 xg for 10 minutes. Then the conidia was resuspended in saline
and the concentration of 2.0 x 10° conidia/mL was estimated in a Neubauer
chamber. 100 pL of this suspension were inoculated in plates containing Sabouraud
medium.
2.3. Antibiogram

In order to check the resistance of bacterial strains against the antibiotics
commercial, it was used 6 mm in diameter (Cefar) paper discs impregnated with the

following antibiotics in the respective concentrations: 10 mcg ampicillin (AMP),



cephalothin 30 mcg (CFL), ciprofloxacin 5 mcg (CIP), erythromycin 15 mcg (ERI),
10 mcg penicillin (PEN), 10 mcg gentamicin (GEN), 30 mcg cefepime (CPM), 30
mcg ceftriaxone (CRO), 30 mcg amikacin (AMI), aztreonam 30 mcg (ATM), 30
mcg ceftazidime (CAZ), 10 mcg oxacillin (OXA), 2 mcg clindamycin (CLI), 10
mcg tobramycin (TOB), 30 mcg doxycycline (DOX), piperacillin + tazobactam 110
mcg (PPT), cefazolin 30 mcg (CFZ), 15 mcg clarithromycin (CLA), 10 mcg
ampicillin + sulbactam (SBA), 15 mcg azithromycin (AZI), amoxicillin + clavulanic
acid 30 mcg (AMC), being tested against E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S.
aureus MRSA and S. aureus coagulase negative. The discs with antibiotics were
distributed and gently pressed on the agar.

2.4. Inhibition test and quantification of antimicrobial activity

The agar well diffusion method (Sommeijer et al., 1995) was employed to assess
the presence and variation of the antimicrobial activity of honeys of different
collected species. For this, after sowing and drying the inocula, wells were made by
removing the agar, with plastic straws with about 4 mm in diameter equidistant from
each other, each receiving 0.05 ml of each sample of undiluted honey. The tests
were done in triplicate and the plates were incubated at 28°C for T. rubrum, for 5
days and 37°C for 24 hours for the other microorganisms.

Quantification of antimicrobial activity was determined by measuring the
diameter of clear zones of microbial growth around the wells in the agar (including
the well). The measurements were compared with manuka honey and the artificial
honey (syrup), used as negative control. Data were analyzed by analysis of variance
of a single factor ANOVA and then by T test for multiple comparisons between

means. A P value of less than 0.05 was considered statistically significant.



3. RESULTS

The results indicate a clear antimicrobial activity and a significant difference in
the susceptibility of microorganisms compared to honey from stingless bees (Fig. 1),
showing that ten of the 12 stingless bee honey samples had inhibitory effects on E.
coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus MRSA, S. aureus coagulase negative,
and 7 inhibited the growth of the fungi T. rubrum, only the yeast C. albicans was
not inhibited by any of the honeys tested. The concentrated sugar solution
containing similar sugars found in honey did not inhibit any of the microorganisms,
the same was observed with the honey of Melipona rufiventris and Melipona
subnitida. Some samples showed a more effective antimicrobial activity when
compared with the therapeutic manuka honey. For E. coli honey N. testaceicornis
had greater inhibitory effect (MD 5.00 — P<0.001) followed by honey P. remota
(MD 2.917 — P<0.01). Honeys M. scutellaris and M. Quadrifasciata had lower
activity (MD -2.833, -2.917 P<0.01) when compared with manuka honey. To K.
pneumoniae honey of N. testaceicornis and T. clavipes had a significant difference
(MD 3.667 — P<0.001), respectively, however honeys T. angustula and P. remote
did not differ significantly from honeys N. testaceicornis and T. clavipes (P < 0.05).
For S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300, P. aeruginosa, showed that the
honeys had higher antibacterial activity equivalent to manuka honey, not
significantly different (P < 0.05). The honeys T. clavipes and S. depilis had greater
antifungal activity against T. rubrum, with a significant difference (13.5 and 10.17
MD — P < 0.001) respectively. The honey samples of T. angustula SP and T.
angustulall MG differed among themselves as to the antimicrobial activity when
tested against K. pneumoniae (MD 4667 — P < 0.001) and T rubrum (MD 8917 — P

< 0.001).



This study has shown important data, such as the finding of high antimicrobial
activity of honey obtained from stingless bees against fungi (T. rubrum), Gram-
negative bacteria (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa), in the antibiogram tests
with commercial antibiotics showed resistance respectively to (AMC, CFZ, CFL)
(COM, CRO, ATM, CAZ) and (AMP) and also verified the sensitivity of Gram-
positive S. aureus MRSA and S. aureus coagulase-negative were resistant
respectively to (ATM, CAZ) and (ERI, PPT, TOB, AMP, CLI, CIP, AZI, CRO,

AMC, ATM, CLA, CAZ), (Table I).

4. DISCUSSION

The antibacterial properties of honey produced by A. mellifera have been widely
confirmed in several scientific papers (Allen et al. 1991; Cortopassi-Laurino &
Gelly, 1991 ), as well as its fungicidal action (Efem et al., 1992), healing (Gupta et
al., 1993) and promotes epithelization of the wound edges (Efem, 1988). This study
demonstrated that both honeys of stingless bees "in nature” and manuka has some
antimicrobial activity against microorganisms. Only C. albicans resistant to the
honeys. This result was also observed by Lusby et al., 2005. In contrast with this
study, Nzeako & Hamdi (2000) found that six honey samples used in their studies,
inhibited C. albicans with a smaller inhibition zone when compared with other
microorganisms. Although this data are consistent with other reports showing that
the manuka honey has good antibacterial activity (Shona, 2006). In addition, we also
demonstrate that honey from stingless bees has activity equivalent to some
microorganisms and higher than the manuka honey for others.

The different degrees of inhibition demonstrated in our study, and those of other

researchers (Mercan et al., 2007) is probably due to factors present in the different



species of plants from which the honey is collected (Du Toit et al., 1995). In
addition, differences in antimicrobial activity among honeys from various sources
may, in part, be a reflection of the two compound quantities including catalase and
hydrogen peroxide, whose quantity contained in the honey is dependent on both
glucose oxidase, added by bees to honey, and catalase, it originated from flower
pollen, destroying hydrogen peroxide, and non-peroxide factors such as lysozyme,
phenolic acids, and flavonoids in honey (Weston et al., 2000). Allen et al. (1991) in
their study tested the antibacterial activity of 26 honey samples from different floral
sources against Staphyococcus aureus, and observed that the difference between
floral sources in the antibacterial activity was highly significant. When the
antibacterial activity was assayed by (Allen et al., 1991), with catalase added to
remove hydrogen peroxide in honey monofloral, most of the honeys showed no
detectable antibacterial activity. Only some manuka honeys showed this type of
activity in many cases due entirely to a specific mechanism non-hydrogen peroxide
(Allen et al., 1991; Weston, 2000). According to Shona (2006), one the factors
involved in antimicrobial activity of honey is a high sugar content. Honey contains
only 15-21% water, and most of the solids are sugars, resulting in a low water
activity, with a typical value range from 0.56 to 0.62 (w/a). This is a low level for
many species of microorganisms that require a water activity between 0.94 and 0.99
(w/a) to develop (Molan, 1992). The use of a concentrated solution of sugar as a
wound dressing would also produces an adverse environment for pathogens
microorganism (Shona, 2006). However, in our study, the concentrated sugar
solution (80%), used in the tests had no inhibitory effect against any of the
microorganisms, so the observed result was not attributed to the osmotic effect,

since the honey produced by stingless bee species differs in some physical and



chemical parameters compared to honey produced by A. mellifera, particularly with
respect to its moisture, which is quite high, making it less dense (Vit et al., 1994).
According to Molan, (1992), the osmotic effect, the low pH and the accumulation of
certain ions, found by White (1975) and Pamplona (1994) contribute to the
antimicrobial activity of honey. Hiromi & Kazuhiro (2008) tested the antimicrobial
activity of honey from 18 species of stingless bee against Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus and Staphyococcus. The results showed that activity
seems to be strain-specific and not species-specific. In this study we observed that
the two strains of S. aureus showed different levels of sensitivity in the presence the
of samples, these results corroborate the results shown by Hiromi & Kazuhiro
(2008), the microorganism most sensitive to the honey samples was T. rubrum.
Other researchers also found differences in the susceptibility of microorganisms
against antimicrobial activity of honey (Ceyhan & Ugarte, 2001; Taormina et al.,
2001). The method of agar diffusion (Sommeijer et al., 1995) is considered of low
sensitivity (James et al., 1972), as the test substance is diluted as it diffuses into the
agar. However, it is considered the most appropriate test for topical antibiotics,
because it evaluates diffusivity (Allen et al., 1991). This is important for the
evaluation of honey, since it is considered a topical agent when it is used for the
treatment of surgical and wound infections, and for burns (Efem et al., 1992).

The results encourage future studies to investigate the possible benefit of using
the honey of stingless bees in the midst of treatment therapies. Although there are
still questions to be answered accurately about the mode of action, choosing the best
type of honey to be used in addition to clinical investigations with honey. However
the present study demonstrated the antimicrobial potential of honey from stingless

bees "in vitro" being able to inhibit Gram-negative and gram-positive as well as T.



rubrum, these properties of honey make a good medicine to be applied to infected
wounds due to their various agents. Promoting a potential benefit for increased

therapeutic use of honey for patients and for society as a whole.

Table 1. Susceptibility testing of antibiotics against bacterial strains commonly used

commercial.
Microorganism Resistant Sensitive *
Escherichia coli AMC, CFZ, CFL PPT, TOB, AMP, CPM, GEN, CIP,
CRO, ATM, CAZ, DOX
Pseudomonas CPM, CRO, ATM, CAZ PPT, TOB, GEN, CIP
aeruginosa
Klebsiella pneumoniae  AMP DOX, PPT, TOB, CPM, CRO, AMC,
ATM, CFZ, CFL, CAZ
Staphylococcus aureus  ATM, CAZ ERI, DOX, PPT, OXA, TOB, PEN,
25923 AMP, CLI, CPM, GEN, CIP, AZI, CRO,

AMC, CFZ, CLA
Staphylococcus aureus  ERI, PPT, TOB, AMP, DOX, OXA, CPM, CFZ
43300 CLI, CIP, AZIl, CRO,
AMC, ATM, CLA, CAZ

ampicilina (AMP), cefalotina (CFL), profloxacina (CIP), eritromicina (ERI), penicilina (PEN),
gentamicina (GEN), cefepime (CPM), ceftriaxona (CRO), amicacina (AMI), aztreonam (ATM),
ceftazidima (CAZ), oxacilina (OXA), clindamicina (CLI), tobramicina (TOB), doxiciclina
(DOX), piperacilina + tazobactam (PPT), cefazolina (CFZ), claritromicina (CLA), sulbactam +
ampicilina (SBA), azitromicina (AZI), acido clavulanico + amoxicilina (AMC). Resistant = no
inhibition zone development; Sensitive = extent of inhibition zone in mm, including the disc
itself. “*” Measures standards in mm of inhibition zones of antibiotics commercial (CLSI,
2010), to E. coli and K. pneumoniae: AMP (17), TOB (15), CPM (18), CAZ, PPT, ATM e CIP
(21), GEN (15), CRO (23), DOX (14); P. aeruginosa: PPT (18), TOB e GEN (15), CIP (21); S.
aureus: AMP e PEN (29), OXA (13), PPT, CPM, AZI, CLA e CFZ (18), DOX (16), ERI (23),
TOB e GEN (15), CLI, CIP e CRO (21), AMC (20).
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Figure 1. Inhibition of microbial growth by the honey. The graphs show the score of inhibition of each
sample of honey against six microorganisms tested in this study, except for C. albicans. The data are
presented as mean + SD score of inhibition between 0 and 35 with 35 being the highest inhibitory effect,
therefore the larger zona of inhibition and zero growth equivalent to controls.

Tal — Tetragonisca angustula (SP); Ta2 — Tetragonisca angustula (MG); Pr — Plebeia remota; Pd —
Plebeia droryana; Nt - Nannotrigona testaceicornis; Tc — Tetragona clavipes; Msc - Melipona
scuttelaris; Mq — Melipona quadrifasciata; Fv — Frieseomellita varia; Mb — Melipona bicolor —
Melipona rufiventris; Ms — Melipona subnitida; Sd — Scaptotrigona depilis; Mka — Manuka; Cn —
Negative control = 80% sugar syrup.
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