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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE DIFERENTES MEIS DE ABELHA SEM
FERRAO

AUTORA: Thaisa Francielle Topolski Pavan Batiston
ORIENTADORA: Prof. Dra. Denise Nunes Araujo
Chapecd, 02 de agosto de 2017

Nos ultimos anos, o perfil de resisténcia bacteriana vem sendo agravado pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos na producdo animal e salde humana. Frente a esse
paradigma, houve a necessidade de buscar novas alternativas de terapias onde o0s
antimicrobianos ndo conseguem atuar pela falta de susceptibilidade de diversos
microrganismos. Os produtos naturais como o mel tém sido utilizados pela medicina popular
para diferentes propositos, devido a suas propriedades terapéuticas, dentre elas a
antimicrobiana. Entretanto, diante da variedade de espécies de abelhas produtoras de mel,
existem particularidades que permanecem desconhecidas. Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar os parametros fisico-quimicos e a atividade antimicrobiana de diferentes méis
de abelhas sem ferrdo frente a cepas de isolados bacterianos (Salmonella Heidelberg, a
Salmonella Enteritidis) e cepas de referéncia bacteriana (Salmonella typhimurim ATCC 14028 e a
Escherichia coli ATCC 25922; Staphylococcus aureus ATCC 25923). Em relacdo aos parametros
fisico-quimicos foram avaliados sete méis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo sendo
eles: Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata, Melipona mondury, Melipona
bicolor, Melipona marginata, Tetragona clavipes e Scaptotrigona bipunctata. Os parametros
fisico-quimicos avaliados foram pH, umidade, atividade da &gua, acidez, cinzas,
condutividade elétrica e cor. A atividade antimicrobiana das bactérias foram determinadas
através de ensaios de difusdo em agar e concentracdo minima inibitéria com os méis de
Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata e Melipona bicolor. Para a técnica de
difusdo em agar e concentragdo minima inibitdria, as amostras de mel foram utilizadas nas
concentracdes 100%, 75%, 50%, 37,5% e 25%. A concentragcdo minima inibitoria de 25% de
mel foi capaz de inibir o crescimento tanto os isolados bacterianos como as cepas de
referencia bacterianas. Todos os méis apresentaram atividade antimicrobiana em todos os
ensaios aplicados. Portanto, concluimos que o mel é uma alternativa promissora capaz de

sensibilizar microrganismos, ndo s6 para a saude humana, mas também para a saude animal.



Além disso, é necessario entender a importancia dos parametros fisicoquimicos para buscar

um padrdo adequado para abelhas sem ferrdo.

Palavras-chave: Antibiograma, qualidade, meliponineos, sensibilidade, antibiéticos.



ABSTRACT
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF DIFERENT HONEYS FROM STINGLESS
HONEYBEES

AUTHOR: Thaisa Francielle Topolski Pavan Batiston
ADVISER: Prof. Dra. Denise Nunes Araujo
Chapeco, August 02*,2017

In the last years, the bacterial profile resistance have been aggravate by indiscriminate use of
antimicrobials in animal production and human health. By the way, new alternatives of
therapies are necessary were antimicrobials cannot act due to lack of susceptibility from
microorganisms. Natural products as honey have been used in popular medicine with different
purposes, due to his therapeutic properties like antimicrobial capacity. However, there are
many particularities that remain unknown because of diversity of stingless honeybees. The
aim of this study was to evaluate physical and chemical parameters and antimicrobial activity
of different honeys from stingless honeybees, against two bacterial isolates: Salmonella
Heidelberg, Salmonella Enteritidis, and three reference strains: Salmonella typhimurim ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. Regarding
the physicochemical parameters were evaluated seven honeys of different species of stingless
bees which are: Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata, Melipona mondury,
Melipona bicolor, Melipona marginata, Tetragona clavipes e Scaptotrigona bipunctata.
Physicochemical parameters evaluated were pH, moisture, water activity, acidity, ash,
electrical conductivity and color. Antimicrobial activity of the bacteria was determined by
means of diffusion tests in agar and minimum inhibitory concentration with the honeys of
Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata and Melipona bicolor. For agar well
diffusion and minimal inhibitory concentration, it was used honey sample in different
concentrations, 100%, 75%, 50%, 37.5% and 25%. Results from physicochemical analysis
showed a significative difference between types of honey. Ashes contente, moisture contente
and acidity found are above the limits standardized by Brazilian legislation. Minimal
inhibitory concentration of 25% from honey was able to inhibit the growth of both bacterial
isolates and bacterial reference strains. All honeys shown antimicrobial activity for all tests
applied. Therefore, we conclude that honey is a promising alternative capable of sensitizing
microorganisms, not only for human health, but also for animal health. As well it is necessary
to understand the importance of the physicochemical parameters to search for a suitable
pattern to stingless bees.

Keywords: Antibiogram, quality, meliponinae, resistance, antibiotics.
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1. CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA

1.1 MELIPONICULTURA

1.1.1 Abelha sem Ferrao

As abelhas sem ferrdo estdo intimamente ligadas com as regides tropicais do planeta,
onde possuem maior diversidade e abundancia (DE CAMARGO e MENEZES-PEDRO,
1992; MICHENER, 2007). Estas abelhas sdo nativas da América Central e do Sul, Africa,
Asia e nordeste da Australia (CRANE, 1990; MICHENER et al., 2013; CHUTTONG et al.,
2016).

No Brasil sdo encontradas as abelhas da familia Meliponinae, popularmente
conhecidas como abelhas indigenas ou abelhas sem-ferrdo. Esta familia compreende mais de
200 espécies diferentes, muitas frequentemente criadas para a producdo de mel (KERR,
1987). Assim como as abelhas com ferrdo, as abelhas sem ferrdo nativas sdo insetos sociais e
produtoras de mel (SOUZA et al., 2006; MICHENER et al., 2013).

Tais abelhas estdo classificadas como subfamilia Meliponinae spp., e possuem 3 tribos
com habitos completamente distintos: Meliponini, Trigonini e Lestrimelittini. Cada espécie
possui caracteristica propria de elaboracdo dos favos (potes) para armazenar o mel, coletam o
néctar de plantas, apresentando vb6os mais curtos em busca de alimento, dispondo
naturalmente a colméia em sentido horizontal (CRANE, 1990, NOGUEIRA-NETO, 1997,
OLIVEIRA e SANTOS, 2011; VILLAS-BOAS, 2012, BILUCA, 2014).

As abelhas sem ferrdo possuem caracteristicas de ferrdo atrofiado e comportamento
altamente eussocial, ou seja, divisdo de trabalho bem definidas como o sistema de castas, 0
cuidado com a prole e as diferencas morfoldgicas que séo caracterizadas pela sobreposicao de
geragdes (MICHENER, 2007). Além disso, contribuem com a polinizacdo, realizando um
importante papel ecolédgico e econdmico (NOGUEIRA-NETO, 1997; BARTH, 2004).

Por se tratar de abelhas nativas adaptadas geograficamente a regionalidade do clima e

da alimentacéo, caracterizam-se por serem animais silvestres, nativos do territorio brasileiro e,



como muitos outros animais, possuem uma resolucdo do Conama n° 346, de 16 de agosto de
2004 que prevé o registro do meliponicultor e o transporte das espécies para fora de suas
respectivas areas de distribuicdo geogréafica original que devera ocorrer mediante autorizacao
deste 6rgdo, excepcionalmente para fins cientificos ou conservacionistas. Meliponicultores
que mantenham menos de cinquenta colméias de abelhas nativas sdo dispensados deste
registro (BRASIL, 2004)

Dentre as regibes brasileiras, a regido amazbnica é onde se encontra a maior
quantidade de espécies em funcdo da abundancia na disponibilidade de alimento (VILLAS-
BOAS, 2012). As espécies que podem ser naturalmente encontradas na regi&o sul do Brasil
sdo a Melipona bicolor (Garupld ou Guaraipo), a Melipona quadrifasciata (Mandacaia), a
Melipona mondury (Monduri) e a Tetragonisca angustula (Jatai) (VILLAS-BOAS, 2012)
(Figura 1).

Figura 1 Mapa do Brasil com as principais espéecies de abelha sem ferrdo (Meliponinae spp.)
criadas em diferentes regides do pais.

Melipona seminigra (AM, PA)
Melipona fasciculata (PA, TO)
Melipona compressipe (RO, RR)

Melipona scutellaris (BA, PE)
Melipona marginata (BA, PE)
Melipona asilvai (AL, BA)

Melipona rufiventris (AM) Melipona subnitida (AL, BA, CE, MA, PB, PE, PI, RN, SE)
Melipona crinita (AM) Melipona compressipes (PI, MA)
Melipona melacoventer (AM) Melipona fasciculata (MA, PI)
Scaptotrigona sp (AC, AM) Melipona mandacaia (AL, BA, CE, PB, PE, PI, RN, SE)

Melipona guadrifasciata (AL, BA, PB, PE, SE)

Melipona favosa (MS)
Melipona marginata (MS)
Melipona seminifera (MT)
Melipona rufiventris (MT)
Tetragonisca angustula (GO, MT)
Scaptotrigona sp (GO, MS)

Melipona bicolor (ES, MG, RJ, SP)
Melipona quadrifasciata (ES, MG, RJ, SP)
Melipona rufiventris (SP, MG)
Tetragonisca angustula (SP, RJ, MG, ES)

[] NORTE

[l NORDESTE

[l CENTRO OESTE

2/ Melipona bicolor (PR, SC)

. SUDESTE Melipona quadrifasciata (PR, RS, SC)
Melipona mandury (PR, RS, SC)
D SUL Tetragonisca angustula (PR, RS, SC)

Fonte: adaptado de VILLAS-BOAS (2012).

Na meliponicultura brasileira ndo ha um censo oficial sobre o nimero de col6nias
mantidas em caixas e estimativas da producéo de mel (SOUZA, 2008; JAFFE et al., 2015). O
sistema de producdo ndo tem gestdo padronizada e o conhecimento técnico é escasso, sendo

caracterizada como uma atividade essencialmente informal, com diversas motivacdes,



incluindo conservacao de espécies nativas, interesse para producdo de mel e como animais de
estimagdo (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; SOUZA, 2008; JAFFE et al., 2015).

1.1.2 Caracteristicas de identidade e qualidade

As caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e polinicas do mel produzido pelas
abelhas sem ferrdo ainda sdo pouco conhecidas. A variacdo na composicdo do mel é
ocasionada pelas diferencas no comportamento de coleta das abelhas, relacionando-se de
acordo com a fonte de coleta, néctar ou melato (GAITANIS et al., 2012).

A composicdo do mel varia de acordo com a espécie de abelha que o produz, da fonte
nutricional, de variagdes no teor de néctar, das condi¢des geogréficas e climéticas, bem como
do manejo do meliponicultor (LIBERATO, et al., 2013; HABIB et al., 2014; LAALLAM et
al., 2015; CHUTTONG et al., 2016; KIVRAK et al., 2017).

Em relacdo ao género Apis, a producdo de mel de abelhas sem ferrdo é relativamente
menor, grande parte em funcdo de que a meliponicultura € sub-explorada, ou seja, a demanda
excede a oferta (JAFFE et al., 2015, CHUTTONG et al., 2016).

Um fator interessante sobre as abelhas sem ferrdo é que elas diferem das abelhas do
género Apis no que se refere a forma de armazenamento do mel. O mel é armazenado em
potes de cerume, que sio feitos de cera e propolis (BALLIVIAN, 2008) (Figura 2), enquanto
a Apis armazena o mel em favos compostos apenas por cera (PERSADONO-ODDO et al.,
2008).

O processo de elaboracdo do mel para abelhas sem ferrdo e Apis mellifera é o mesmo,
neste processo existem reages que modificam o néctar coletado em duas etapas. A primeira é
uma reacdo fisica pela desidratagdo, com a eliminagdo da agua dentro dos favos na colmeia e
a absorcdo no papo; a segunda equivale a reagdes quimicas pela acdo de diferentes enzimas
responsaveis pela inversdo da molécula de sacarose em moléculas menores, principalmente
em glicose e frutose (CRANE, 1987; LENGLER, 2002).

Figura 2 Diferengas no armazenamento de mel de Tetragonisca angustula (A) com potes de
mel (1), potes de polen (2) e discos de cria (3) comparado com um quadro de favos de mel de
Apis mellifera (B) (4).



).
Devido a falta de conhecimento sobre o produto mel de abelhas sem ferrdo, este ndo

Fonte: do autor, (2016

encontra-se incluido nos padrdes nacionais e internacionais de qualidade do mel (BRASIL,
2000; CODEX, 2001). No entanto, a Comissdo Internacional do Mel est4d buscando
estabelecer padrbes de qualidade de produtos de abelhas que atendam as espécies meliferas,
incluindo as abelhas sem ferrdo (SOUZA, 2008; JAFFE et al., 2015).

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 11 (BRASIL, 2000) e o Codex Alimentarius
(2001), o mel ¢ definido como substancia natural produzida pelas abelhas meliferas a partir do
néctar das plantas, de secrecbes de partes vivas de plantas ou de excrecdes de insectos
sugadores que ficam sobre as partes vivas de plantas. As abelhas recolhem, transformam e
combinam com substancias especificas préprias, armazenando e deixando no favo para
amadurecer.

A classificacdo do mel é feita de acordo com sua origem, podendo ser de fontes florais
ou extra-florais (de melato). O mel floral é obtido dos néctares das flores e pode ser
classificado em monofloral e multifloral. Monofloral é o mel originado de flores da mesma
familia ou espécie. O mel multifloral é composto de diferentes origens florais, enquanto o mel
de melato é obtido principalmente a partir de secrecdes das partes vivas das plantas ou de
excrecOes de insetos sugadoresque se encontram sobre elas (BRASIL, 2000), sendo comum

encontrar o mel de flores misturado ao mel de melato.
a) Parametros de qualidade:

Méis de abelhas sem ferrdo podem apresentar uma grande variagdo no contetido de
acucares redutores, com valores inferiores aos exigidos pela legislacdo brasileira baseada nos
méis de Apis mellifera (Tabela 1), bem como o teor de umidade que é caracteristico segundo
cada espécie de abelha sem ferrdo (OLIVEIRA e SANTQOS, 2011).



Tabela 1 Pardmetros de identidade estabelecidos pela Legislacdo Brasileira e do Codex
Alimentarius para o mel de Apis mellifera

Parametros Brasil (2000) Codex Alimentarius
(2001)
Umidade (% m/m) Max. 20 Max. 20
HMF (mg kg™) Méx. 60 Méax. 80 em regides
tropicais
Atividade Diastésica (Goete) Min 8 Min. 8
Acucares Redutores (% m/m) Min 65 Min. 60
Sacarose (% m/m) Max. 6 Méx. 5
Cinzas (5 m/m) Max. 0,6 -
Condutividade elétrica (uS cm™) - Maéax 800
Acidez (meq kg™) Max. 50 Max. 50
Cor Quase incolor a Incolor a
pardo-escuro pardo-escuro

Fonte: BRASIL (2000); Codex Alimentarius (2001).

a.1) Grau Brix e Teor de Umidade:

Dentre os parametros de qualidade, o grau Brix (°Brix) é um parametro que indica a
guantidade, em gramas, dos sélidos que se encontram dissolvidos na agua de um alimento
(USMAN et al., 2011). Existe uma correlagdo negativa entre o grau Brix e o teor de umidade
no mel. Assim, o menor teor de sélidos soliveis em méis de Melipona pode estar relacionado
com um conteldo de agua mais elevado (SOUSA et al., 2016).

Sousa et al. (2016) encontraram variacao no °Brix de 71,1 a 74,4 nos méis de abelha
sem ferrdo avaliados e ndo observaram diferencas significativas em relacdo a fonte floral.
Campos et al. (2010) observaram uma media de 72 °Brix para a abelha sem ferrdo Urugu na
Paraiba. Em outro estudo com mel de espécies de abelhas sem ferrdo originarias da América
do Sul foram encontradas concentragdes que variaram entre 57,5 e 75 °Brix (SOUZA et al.,
2006).

O mel possui € higroscopico, ou seja, tem a capacidade de absorver a umidade do
ambiente. O teor de umidade do mel pode afetar diretamente a maturidade, a viscosidade, a
cristalizacdo e inclusive facilitando os processos microbioldgicos como a fermentagdo
indesejavel dos acucares pelas leveduras (RIBEIRO et al., 2009; KUROISHI et al., 2012).

Souza et al. (2004), observaram uma concentragdo media de umidade na ordem de

28,6+4,6%, sendo o maior percentual constatado na espécie Melipona compressis de



34,6+0,5% e a menor concentracdo foi obtida em amostras de mel da espécie Melipona
rufiventris com 23,9+0,6% de umidade. Ja no estudo de Suntiparapop et al. (2012) para a
abelha sem ferrdo Tetragonula laeviceps na Tailandia, encontraram uma concentracdo média
de 26.98 + 0.23% para a umidade.

Normalmente o que se encontra de valores de umidade para abelhas sem ferrdo e de
22,30 a 34,10 %, e mesmo em clima seco o teor de umidade difere-se do mel de Apis
mellifera (ALVES et al., 2005; VILAS-BOAS et al., 2012; SILVA et al. 2013).

a.2) Atividade de agua:

A presenca de agua no mel esté relacionada com a origem floral, origem geogréfica,
condicbes climaticas e a estacdo do ano em que é realizada a colheita. (FEAS et al., 2010;
OZCAN e OLMEZ, 2014; VIEIRA et al., 2014).

A atividade de agua (Aw) é uma medida pouco avaliada em méis porém a sua
relevancia se deve por ser o principal componente de muitos alimentos e influenciar a sua
estabilidade quimica, enzimatica e favorecer o crescimento microbiano (HOFFMANN, 2001).
Para méis extraflorais, pode-se encontrar atividade de agua entre 0,483 a 0,591, enquanto que
para méis florais de 0,479 a 0,557 (ABRAMOVIC et al., 2008). No estudo realizado por
Anacleto et al. (2009) a variacdo foi entre 0,59 e 0,82. J& os valores de atividade de dgua que

Almeida-Muradian et al. (2007) encontraram situavam-se entre 0,74 a 0,76.

a.3) Acidez livre e pH:

O mel ndo deve apresentar quaisquer indicios de fermentacdo (BRASIL, 2000). A
presenca de microrganismos nos potes de mel se deve ao contato dos corpos das abelhas com
0 ambiente de coleta de alimentos, tornando o mel um alimento suscetivel a contaminagao por
fungos filamentosos, leveduras e bactérias (RIBEIRO et al., 2009; SAXENA et al., 2010).

A fermentacdo do mel é observada pelos valores de acidez livre (maxima de 50
megkg™), ndo se tem uma determinacéo para méis de abelha sem ferréo, a acidez livre é muito
variavel, chegando a valores de 5,1 a 168 megkg™ (OLIVEIRA e SANTOS, 2011).

A acidez tem origem pela presenca de diferentes acidos organicos e também de alguns

ions inorgéanicos, tais como o fosfato, provenientes de diferentes fontes de néctar. O &cido



glucdnico, por exemplo est4 presente no mel através da reacdo enzimatica da glicose-oxidase
sobre a glicose. Em geral a presenca destes acidos quando em solugéo aquosa, produzem ions
de hidrogénio que promovem acidez ativa que esta relacionada com a atividade
antimicrobiana do mel (BOGDANOV, 1997; PERALTA, 2010; GOIS et al., 2013).

Além da acidez, o pH também é considerado um agente antimicrobiano e os dois
provém maior estabilidade ao mel em relacdo ao desenvolvimento de microrganismos
(PEREIRA, 2010 dissertacdo). N&ao ha na legislacdo valores de referéncia para o pH, mas
considera-se ideal que este deva ser inferior a 4,0, uma vez que a maioria das bactérias
preferem um ambiente neutro a levemente alcalino. (BRASIL, 2000; PEREIRA, 2010).

Boorn et al. (2010) estudando as propriedades fisico-quimicas das amostras de mel
de abelhas sem ferrdo encontraram um pH médio de 3,85. Sousa et al. (2016) observaram
variacdo significativa entre méis de diferentes fontes florais e espécies de abelhas, os valores
de pH encontradosvariaram entre 3,1 a 5,3.

Os valores de pH sao influenciados pela coleta de alimento, solo e por &cidos
organicos, alguns volateis e outros inorganicos (BAZONI, 2012). E estes fatores influenciam
diretamente na capacidade de formacdo de hidroximetilfurfural (SILVA et al., 2004;
MENDES et al., 2009).

a.4) Hidroximetilfurfural:

O hidroximetilfurfural (HMF) é um composto furanico formado pela decomposi¢édo de
monossacarideos ou pela reacao de Maillard; o teor maximo de hidroximetilfurfural permitido
pela legislagdo brasileira é de 60 mgKg'1, sendo utilizado como indicativo de deterioragéo do
mel (BRASIL, 2000; TOSI et al. 2004).

Os valores de hidroximetilfurfural apresentam variagcdes em cada estudo; para
Anacleto et al. (2009), foi verificado uma variacdo de 0,75 a 30,58 mg.kg™" para méis da
espécie Tetragonisca angustula. Torres et al. (2004), para a mesma espécie, encontraram
valor médio de 10,3 mg.kg™. Almeida —Muradian et al. (2013) observaram no seu estudo um
teor de 7,56 mg.kg " para Melipona subnitida.

Na presenca de alta acidez e da atividade de agua, a velocidade de reacdo de Maillard
é retardada e a formagdo de HMF acaba diminuindo. O mel de abelhas sem ferrdo tem maior
atividade de agua e acidez em comparacao aos méis de Apis melliferas, o que pode justificar o
teor de HMF reduzido no mel de abelhas sem ferrdo (BILUCA, 2014).



a.5) Condutividade elétrica e teor de cinzas:

A condutividade elétrica do mel permite auxiliar em sua caracterizacao, diferenciando-
os em méis florais ou extraflorais. E um pardmetro que depende dos &cidos orgéanicos, dos sais
minerais e outras substancias (RICHTER et a., 2011; KOWALSKI et al. 2013). Os valores de
condutividade elétrica para Tetragonisca angustula descrita por Anacleto et al.(2009)
apresentaram variacdo de 1061 a 2700 pS.cm*, demonstrando que a origem do mel pode ser
extrafloral, ao contrario do que foi encontrado por Almeida-Muradian et al. (2013) para
Melipona subnitida de 102,77 pS.cm ™.

Segundo Bogdanov e Martin (2002), sua determinacdo pode substituir a analise de teor
de cinzas, pois apresenta um valor maximo para méis de origem floral de até 800 pS.cm™, e
valores superiores a este indica que o mel pode ndo ser de origem floral.Os teores de cinzas
constituem-se de, principalmente, sais de célcio, sodio, potassio, magnésio, ferro, cloro,
fosforo, enxofre e iodo, e a porcentagem total dos elementos minerais (cinza total) varia de
0,02 a 0,6% do mel (BRASIL, 2000; STRAMM, 2011). Estes componentes encontrados no
mel podem ser modificados por fatores relacionados as abelhas, ao manejo, clima, solo e
origem botanica (BOGDANOV e MARTIN, 2002).

Além disso, os minerais influenciam na coloracdo do mel, estando presente em maior
concentracdo nos méis escuros em comparacdo com os claros (STRAMM, 2011; ALQARNI
et al, 2014), com percentual variando entre 0,21 a 0,60% para a espécie Tetragonisca
angustula (ANACLETO et al., 2009).

a.6) Cor:

A cor do mel é um parametro variavel e esta associada principalmente a sua origem
floral, e aos minerais presentes; entretanto, 0 armazenamento prolongado, a luz, e as possiveis
reacOes enzimaticas podem acabar por escurecer o mel (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010,
DA SILVA et al., 2016; SOUSA et al., 2016).

A intensidade da cor do mel reflete no seu teor de compostos fendlicos totais e pode
ser correlacionada com a sua atividade antioxidante (GAMBARO et al., 2007; ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010, DA SILVA et al., 2016).

A legislacéo exige que os parametros de identidade e qualidade das abelhas sem ferréo
sejam associadas as caracteristicas do mel de Apis melliferas. No entanto, essas caracteristicas

possuem algumas peculiaridades conferindo sabores e aromas diferenciados alem de uma



textura mais fluida. A acdo antimicrobiana destes meis € naturalmente o resultado de suas
caracteristicas distintas, e o estudo e a compreensédo destas se tornam importante para que seja
possivel o aproveitamento de sua atividade bioldgica.

Méis de juazeiros, produzidos tanto pela abelha sem ferrdo Jandaira quanto pela
Urucu, exibiram uma coloragdo mais escura classificada como ambar em relacdo a outras
fontes florais como malicia, velame branco e jurema branco (SOUSA et al., 2016). Em outro
estudo com a abelha Jandaira, Almeida-Muradian et al. (2013) observaram que a classificacdo

da cor do mel encontrada era extra-branco e branco.

1.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O mel é um produto natural nutritivo que consiste de uma solucdo altamente
concentrada e complexa de agUcares. Possui pequenas quantidades de outros constituintes,
como minerais, proteinas, vitaminas, acidos organicos, flavonoides, compostos fenolicos,
enzimas, e outros fitoquimicos que contribuem para seus efeitos antioxidantes, além de
pigmentos e substancias aromaticas (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010; KHALIL et al.,
2011).

A guantidade desses componentes e 0 seu potencial antimicrobiano estdo relacionados
com a localizacdo geografica, com as condi¢cdes climaticas, e com a variacdo da fonte
nutricional da colméia durante as estacGes do ano (MAVRIC et al., 2008; SHERLOCK et al.,
2010; KWAKMAN et al., 2011; HUSSAIN et al., 2015; LAALLAM et al., 2015; NISHIO et
al., 2016; EKHTELAT, et al., 2016; WASFI et al., 2016). Além disso, 0 processamento,
manuseio e armazenamento do mel podem influenciar na sua composicdo (SHERLOCK et al.,
2010; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010; NISHIO et al., 2016).

Na medicina tradicional mundial, o mel é reconhecido por ter propriedades medicinais
e seu consumo pode ser relacionado com o seu valor terapéutico (VENTURINI et al., 2007;
MORAIS, 2008; LIBONATTI et al., 2014). Gregos e Egipcios aplicavam mel topicamente
em feridas e queimaduras de pele; registros obtidos em documentos persas corroboram com a
eficacia do mel no tratamento de feridas, eczemas e inflamagdes (ETERAF-OSKOUEI e
NJAFI, 2013; SEPEHR, 2010). Na era cristd, Celsius afirmava que o mel possuia
propriedades aglutinantes sobre os ferimentos (SILVA et al., 2006).

Em 1800, cientistas divulgaram a habilidade do mel em eliminar microrganismos

causadores de doencas; entretanto, o surgimento de antibidticos por volta de 1900, fez



10

diminuir o interesse cientifico pelo mel (MOLAN, 2001).

No Brasil € muito comum o uso de fitoterapicos e xaropes caseiros com o0 uso do mel
em terapias populares, principalmente por indigenas e nas zonas rurais, pela crenca que este
tipo de mel possui propriedades curativas (POSEY, 1987, CORTOPASSI-LAURINO e
GELLI, 1991; MADALENO, 2015).

Atualmente, em fungdo da preocupacdo generalizada pela crescente emergéncia de
patogenos resistentes, o mel vem tendo destaque por ter sido identificado como uma
alternativa aos antimicrobianos contra microrganismos resistentes a antibioticos,
principalmente por ser um produto natural (BOORN et al. 2010; PIMENTEL et al., 2013;
CAMPEAU e PATEL, 2014).

As propriedades fisico-quimicas do mel atribuem a ele a capacidade de inibir o
crescimento bacteriano apenas quando esta livre de contaminacBes (GONSALVES, 2004;
VENTURINI et al., 2007). O mel apresenta, além da propriedade antimicrobiana,
propriedades antifingicas, antioxidantes, antiviral, antiparasitaria, anti-inflamatoria,
imunossupressora (IRISH et al., 2006; BOGDANOV et al., 2008; ALVAREZ-SUARES et al.,
2010), e cicatrizantes (KUMAR et al., 1993; MACLOONE et al., 2016). De acordo com
Temaru et al. (2007), existe grande probabilidade de que constituintes fitoquimicos de
prépolis sejam difundidos no mel durante o periodo em que este fica armazenado nos potes de
cerume (na colméia), conferindo-lhe propriedades antimicrobianas.

Diante deste contexto, muitos estudos vem buscando identificar o potencial
antimicrobiano de méis de diferentes espécies de abelhas meliferas, na utilizacdo da prética
clinica devido a sua atividade antimicrobiana que é praticamente inexplorada (MAVRIC et
al., 2008; ETERAF-OSKOUEI et al., 2013, CHUTTONG et al., 2016;).

O MediHoney é um mel artificial que € comercializado por apresentar alta atividade
antibacteriana. Sua composi¢do ¢ um mix de diferentes méis, com procedéncia de origem
monofloral da espécie de planta nativa chamada de Leptospermum spp. produzido na
Australia (SIMON et al., 2008). Este produto surgiu através do desenvolvimento de pesquisas
da utilizacdo do mel em diferentes tipos de terapéutica (SIMON et al., 2008; MULLER et al.,
2013; MACLOONE et al., 2016). O MediHoney é um produto medicinal certificado pela
Unido Européia; os paises que possuem licenca de uso deste produto séo os Estados Unidos,
Austrélia e a Europa. (SIMON et al., 2008). A Sudoeste da Australia e Nova Zelandia,a
planta nativa Leptospermum scoparium (Myrtaceae) é muito visitada por abelhas meliferas do
género Apis, (RABIE et al., 2016). O mel produzido com maior predominancia desta planta

nativa, possui maior atividade antimicrobiana descrita como “fator tinico Manuka” (UMF).
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Este fator inico Manuka caracteriza-se por um alto nivel de constituintes ndo peroxidantes,
pela presenca de dihidroxiacetona, Leptosperina e quantidades variaveis de methylglioxal
(MGO) (MAVRIC et al., 2008; AHMED e OTHMAN, 2013; RABIE et al., 2016).

Outra variedade de mel encontrada é o mel de Tualang, que é produzido pela espécie
Apis dorsata na Malésia. Este mel é caracterizado por ser monofloral com predominéncia da
planta Koompassia excelsa (Fabaceae), esta espécie de planta também é conhecida como
arvore de Tualang, sendo encontrada na regido nordeste das florestas tropicais da Malasia
(AHMED e OTHMAN, 2013; DEVASVARAN e YONG, 2016; SHEHU et al., 2016).

Nos estudos realizados por Kishore et al. (2011) e Khalil et al. (2012), o mel de
Tualang apresentou um maior teor de acido fenodlico, flavonodides e é&cido ascérbico,
caracteristica que intensificou a sua atividade antioxidante. A cor escura do mel de Tualang,
segundo Kek et al. (2014), também estaria relacionada ao maior contetdo fendlico total, com
pH variando entre 3,2 e 4 e umidade reduzida, tornando-o adequado para ser utilizado em
distdrbios da pele, como as feridas.

Apesar de todo o potencial que o mel brasileiro apresenta, os dados sobre as
propriedades antimicrobianas ainda s&o limitados (NISHIO et al., 2014; BUENO-COSTA et
al., 2016). Levando-se em consideracgdo a diversidade de espécies botanicas e de abelhas sem
ferrdo existentes, muitos tipos de méis ainda ndo foram investigados (BALLIVIAN, 2008).

Os fatores que estdo relacionados com este poder de acdo antimicrobiana ainda
permanecem desconhecidos e, devido a isso, muitos estudos estdo sendo realizados para
verificar o comportamento dos microrganismos frente aos diferentes tipos de maéis,
considerando ndo apenas as espécies de abelhas meliferas como também a origem alimentar e
seus constituintes (MAVRIC et al., 2008; NISHIO et al., 2014; DEVESVARAN e YONG,
2016; BUENO-COSTA et al., 2016; DASH et al., 2016; CHUTTONG et al., 2016).

Diversos tipos de mel ja demonstraram sua eficacia contra diferentes tipos de
microrganismos, como por exemplo, bactérias multiresistentes a antibidticos. Cooper et al.
(1999), observaram que diferentes cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e cepas de Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina tornaram-se sensiveis
guando expostas a mel de Manuka. Jenkins et al. (2013), a partir de seus estudos, verificaram
que a expressdao de genes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
diminuiram a viruléncia em funcdo da exposicdo a diferentes concentracfes ao mel de
Manuka e que, embora se tenha o efeito antimicrobiano, ainda né&o foi encontrado o modo de
inibicdo do quorum sensing destas celulas bacterianas, indicando que ha necessidade de

maiores estudos.
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Basualdo et al. (2007) verificaram a inibicdo do crescimento de Staphylococcus
aureus, mesmo com o mel sendo diluido em 50% (v/v). Gongalves et al. (2005), analisando o
mel de Nannotrigona testaceicornis e Serra et al. (2007) analisando amostras de mel de Apis
mellifera e Melipona compressipes, concluiram que todas apresentavam poder de inibir o
crescimento de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Cortopassi-Laurindo e Gelli
(1991), em seu estudo, concluiram que o potencial antimicrobiano estd relacionado com a
espécie que produz o mel, e observaram que a bactéria Bacillus stearothermophilus se
mostrou mais sensivel que a Escherichia coli quando testados os méis das espécies Trigonini,
Meliponini e Apis respectivamente. (GONCALVES et al., 2005; SERRA et al., 2007;
CORTOPASSI-LAURINDO e GELLI, 1991).

Torres et al. (2004) comprovaram a acdo do mel de Tetragonisca angustula,
proveniente da Colémbia, frente a bactérias Gram-positivas (Bacillus brevis, Bacillus
megaterium, Bacillus subtillis e Micrococcus luteus) e Gram-negativas (Escherichia coli e
Pseudomonas syringae), enquanto os fungos Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e
Trichoderma viride ndo foram sensiveis ao tratamento com mel da referida espécie. Garedew
et al. (2004), investigando o mel de Trigona spp, proveniente da Etidpia, comprovaram que as
amostras de mel conseguiram inibir o crescimento de cepas de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Irish et al. (2008) comprovaram o efeito do mel da Trigona carbonaria
contra o S. aureus, e Guerrini et al. (2009) também confirmam o potencial bacteriano do mel
de abelhas nativas do Equador frente ao Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus. aureus. Entretanto, a atividade contra Candida
mostrou-se limitada.

Pimentel et al. (2013), analisando amostras de mel de Melipona compressipes
manaoensis provenientes de Manaus, confirmaram a atividade bactericida contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris e Klebsiella sp. Esses autores utilizando o mel
coletado durante o periodo chuvoso, realizaram o ensaio de disco-difusdo, e confirmaram a
inibicdo do crescimento de Escherichia coli apenas quando o mel foi testado na forma néo
diluida. Contudo, quando o mel foi coletado no periodo seco, este foi eficaz em inibir o
crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e diversos outros microorganismos,
mesmo em concentragfes mais diluidas, comprovando a influéncia da sazonalidade na
atividade bacteriana do mel.

Nishio et al. (2016) avaliaram a agdo antimicrobiana do mel de Melipona
compressipes manaosensis na estacdo da seca e obtiveram resultados superiores contra a

microrganismos Gram positivos quando comparados aos microrganismos Gram negativos.
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Alves et al. (2008), comprovou o efeito do mel de Melipona subnitida em feridas infectadas
na pele de ratos, através da melhoria na resposta imunoldgica, da reducdo na infeccdo por

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, e por conseqiiéncia uma reducdo no tempo de
cicatrizagdo.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos e a atividade antimicrobiana de
diferentes méis de abelha sem ferrdo contra dois isolados bacterianos (Salmonella Heidelberg,
Salmonella Enteritidis) e trés cepas de referéncia bacterianas (Salmonella typhimurim ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923).

1.3.2 Objetivos especificos

e Verificar a atividade antimicrobiana dos diferentes tipos de méis de abelhas sem
ferréo;

e Avaliar a sensibilidade das cepas bacterianas contra aos diferentes méis
empregados no estudo;

e Determinar a concentracdo minima inibitoria dos meis de abelha sem ferrdo frente
as cepas bacterianas, a partir do método de microdilui¢éo;

e Caracterizar os parametros fisicos-quimicos dos diferentes méis de abelha sem

ferrdo.



15

2. CAPITULO II

MANUSCRITOS

Os resultados desta dissertacao sdo apresentados na forma de manuscritos, com sua

formatacdo de acordo com a orientacdo da revista aos quais foram submetidos.

Manuscrito | - Antimicrobial activity and physicochemical properties of honeys from
stingless bee

Submetido a revista Acta Amazénica

Manuscrito 1l - Caracterizacdo fisico-quimica e atividade antimicrobiana do mel de
Melipona bicolor

Submetido ao Boletim do Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos

Manuscrito 11l - Caracterizacéo fisico-quimica de diferentes méis de abelhas sem ferrao
do estado de Santa Catarina

Submetido ao Boletim do Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos
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ABSTRACT

In the last years, the bacterial profile resistance have been aggravate by indiscriminate use of
antimicrobials in animal production and human health. By the way, new alternatives of
therapies are necessary were antimicrobials cannot act due to lack of susceptibility from
microorganisms. Natural products as honey are employed in popular medicine with different
purposes, due to his therapeutic properties like antimicrobial capacity. However, there are
many particularities that remains unknown because of diversity of stingless honey bees. The
aim of this study was to evaluate physicochemical parameters and antimicrobial activity of the
effect of honey from two stingless bees, against references bacterial strains and bacterial
isolates. Physicochemical parameters evaluated was pH, moisture, water activity, acidity, ash,
electrical conductivity and color. Antimicrobial activity was determined by agar diffusion
assay and minimal inhibitory concentration. Samples of honeys were used at different
dilutions, 100%, 75%, 50%, 37.5% and 25%. Results from physicochemical analysis showed
a significative difference between two types of honey. Ashes content and the moisture content
found are above the limits standardized by Brazilian legislation. The agar diffusion assay
demonstrated that honeys has superior antibacterial activity against reference strains
compared with bacterial isolates. Minimal inhibitory concentration of 25% from honey was
capable to inhibit the growing of reference bacterial strains and bacterial isolates. All the
honeys presented antimicrobial activity for the applied tests. Therefore, we conclude that
honeys studied from different species of stingless bees are able to sensitize different bacterial
strains.

Keywords: natural products, susceptibility, meliponini, characterization
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RESUMO

Nos ultimos anos, o perfil de resisténcia bacteriana vem sendo agravado pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos na producdo animal e salde humana. Frente a esse
paradigma, houve a necessidade de buscar novas alternativas de terapias onde 0s
antimicrobianos ndo conseguem atuar pela falta de susceptibilidade de diversos
microrganismos. Os produtos naturais como o mel tém sido utilizados pela medicina popular
para diferentes propositos, devido a suas propriedades terapéuticas, dentre elas a
antimicrobiana. Entretanto, diante da variedade de espécies de abelhas produtoras de mel,
existem particularidades que permanecem desconhecidas. O objetivo deste estudo foi avaliar
os parametros fisico-quimicos e a atividade antimicrobiana do efeito do mel de duas abelhas
sem ferrdo, contra cepas bacterianas de referéncia e isolados bacterianos. Os parametros
fisico-quimicos avaliados foram pH, umidade, atividade da &gua, acidez, cinzas,
condutividade elétrica e cor. A atividade antimicrobiana foi determinada através dos ensaios
de difusdo em &gar e concentracdo minima inibitoria. Foram utilizadas amostras de méis em
diferentes dilui¢bes, 100%, 75%, 50%, 37,5% e 25%. Os resultados da analise fisico-quimica
mostraram uma diferenca significativa entre dois tipos de mel. O conteido de cinzas e o teor
de umidade encontrado estdo acima dos limites padronizados pela legislagéo brasileira. O
ensaio de difusdo em &gar demonstrou que os méis tém atividade antibacteriana superior
contra cepas bacterianas de referéncia em comparacdo com isolados bacterianos. A
concentracdo inibitoria minima de 25% de mel foi capaz de inibir o crescimento de cepas
bacterianas de referéncia e isolados bacterianos. Todos os méis apresentaram atividade
antimicrobiana para os testes aplicados. Portanto, concluimos que meis estudados de
diferentes espécies de abelhas sem ferrdo sdo capazes de sensibilizar diferentes cepas

bacterianas.
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INTRODUCTION

The stingless bees are social insects, belonging to the order Hymenoptera and the family
Apidae (Meliponini), these species are closely linked to the tropical and subtropical regions
(Michener et al., 2013; Chuttong et al., 2016).

Honey is a natural product recognized in the traditional world medicine for having medicinal
properties such as antimicrobial properties (Alvarez-Suarez et al., 2010, Kwarman et al.,
2012; Laallam et al., 2015; Mcloone et al., 2016, Silva et al., 2017).

Its antimicrobial potential and physicochemical profile of honey are related to the geographic
location, climatic conditions, and variation of the nutritional source of the beehive during the
seasons (Sherlock et al., 2010; Kwakman et al., 2011; Hussain et al., 2015; Laallam et al.,
2015; Nshio et al., 2016; Ekhtelat, et al., 2016; Wasfi et al., 2016). In addition, the processing,
handling and storage of honey may influence its composition (Sherlock et al., 2010; Alvarez-
Suarez et al., 2010; Nishio et al., 2016).

Honey from stingless bees is stored in pots that are made of wax and propolis; part of the
phytochemical constituents of propolis may be diffused into the honey during the period in
which it would be stored conferring antimicrobial properties (Temaru et al., 2007; Ballivian,
2008; Suntiparapop et al.; 2012).

In Brazil it is very common to use phytotherapics and homemade syrups with the use of
honey in popular therapies, mainly by indigenous and rural areas, due to the belief that this
type of honey has healing properties (POSEY, 1987; Cortopassi-Laurino and Gelli, 1991;
Madaleno, 2015).

Nowadays, due to widespread concern about the increasing emergence of resistant pathogens,
alternative antimicrobials strategies are needed using natural and non conventional sources,

mainly, Honey has been highlighted as an alternative to sensitize microorganisms that are
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resistant to antibiotics and, mainly, because it is a natural product (Boorn et al. 2010; Pimentel
et al., 2013; Campeau and Patel, 2014; Laallam et a., 2015).

However, data on the antimicrobial activity of Brazilian honey are still limited (Nishio et al.,
2014; Bueno-Costa et al., 2016). In this way, the study aimed to evaluate the physicochemical
parameters and the antimicrobial activity of Melipona quadrifasciata and Tetragonisca
angustula honeys against reference strains and bacterial isolates.

MATERIALS AND METHODS

Honey samples

The honey samples were kindly provided by a private meliponary (Chapec6-SC, Brazil) in the
summer season of 2017. The samples of honey used were obtained from the stingless bees
Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) and Melipona quadrifasciata (Lepeletier, 1836). The
samples were stored under refrigeration (0 °C at 4 °C) and protected from light in sterile
bottles with hermetic closure.

Physicochemical analyses

The moisture content of the samples was determined by the refractometer (Atago Co, 1988),
with values expressed in ° Brix, from which the moisture value (%) was calculated (Alves et
al., 2005). The water activity (Aw) was determined using the Aqualab (Decagon, 2003)
(Kuroish et al., 2012). To determine the ashes content, 5 grams of honey was weighed in a
previously calcined crucible, and the oven was subjected to 550 ° C for three hours (IAL,
2008). The pH, acidity and electrical conductivity of the samples were analyzed according to
the recommendation Bogdanov et al. (1997). Color determination was performed with the aid
of a spectrophotometer (Metrolab 1700 uvvis, JP) by the measurement of absorbance in the
visible region at 635 nm in diluted solution of honey and distilled water (50:50) (m / v) being
used the glycerin as white. The reference values found were compared to those of the Pfund

scale according to the methodology described by Bianchi (1981).
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Bacterial Strains

The antibacterial properties of two honeys were tested against two bacterial isolates:
Salmonella Heidelberg, Salmonella Enteritidis, and three reference strains: Salmonella
typhimurim ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC
25923. The bacterial isolates were identified by a private laboratory accredited for Salmonella
isolation. These isolates was provided from a slaughterhouse in Parana State, Southern Brazil
in 2013. All strains were stored at — 20 °C in stocks containing glycerol.

Agar well difusion assay

The assay well diffusion was carried out based on the work of Perez et al. (1990) with Muller
Hinton agar plates (Kasvi, CHN). The plates were inoculated by rubbing sterile cotton swabs
that were dipped into bacterial suspensions incubated at 37 °C for 24h in Brain Heart Infusion
Broth (Himedia, IND) over the entire surface of the plate. Each bacterial strain was suspended
in sterile saline and adjusted to 0.5 on the McFarland scale, which corresponds to 1.5 x 10°
CFU ml™%. After inoculation, 6 mm diameter wells were cut into the surface of the agar using
a sterile device. The honey dilutions were prepared fresh daily prior each to testing, prepared
aseptically for use the agar well diffusion assay from 100%, 75%, 50%, 37,5%, 25% and 0%
v/v in sterile water (negative control). These wells were filled with 100 pl of the
concentrations stated. Plates were incubated at 37°C for 24 h. The diameter of zones,
including the diameter of the well, was recorded with the aid of a millimeter scale. Each assay
was carried out with six replicates per dilution honey.

Minimum inhibitory concentration

Susceptibility to different stingless bee honeys was determined using the microdilution
method with sterile 96-well plate according to CLSI standards (2012). The bacterial

suspensions were prepared as described in well diffusion assay. These suspensions were
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diluted in Muller Hinton broth (Kasvi, CHN) and adjusted to 0.5 on the McFarland scale. The
honeys dilutions were prepared fresh daily prior each to testing, prepared aseptically for use.
The control wells contained only broths were considered sterility control and wells with
bacteria and broth as positive control. For that, each honey sample was used to prepare
solutions of different proportion (v/v): 0, 25, 37,5, 50, 75 and 100%. Ten ul of 0.5 McFarland
standardised culture was added to 190 ul of honey dilutions, in each well (three replicates per
dilution, five dilutions tested). After the plates were incubated at 37 ° C for 24 h, 20 ul of 1%
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride per well was added. The appearance of red color after 3
hours of incubation was considered as indicative of microbial growth. The minimum
inhibitory concentration was defined as the lowest concentration of honey that showed no
visible growth after incubation.

Statistical Analyses

Physicochemical data were analyzed by One way Anova to determine the significant
diferences among means. Differences were considered significant using Tukey if P<0,05. The
zones of inhibition obtained from the susceptibility by agar diffusion assay carried out were
expressed meanzstandart deviation. All analyses were done using Origin 8 (OriginLab
Northampton, MA, USA).

RESULTS

Physicochemical parameters of honey

The physicochemical parameters of the honeys produced by the Melipona quadrifasciata e
Tetragonisca angustula are presented in Table 1. The data from physicochemical analysis
showed a significative difference between two types of honey to pH, moisture, ash content,
color and water activity. However do not showed a difference about as total acidity and
electrical conductivity. The ash content and the moisture are above the limits required by

Brazilian legislation, and for acidity the parameter is in conformity. (Brasil, 2000).
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Antimicrobial activity

The agar diffusion assay demonstrated that honeys has superior antibacterial activity against
reference strains compared with bacterial isolates (Table 2). For both types of honeys we can
see that they produce an interesting antibacterial effect for all the concentrations used. In
addition, at lower concentrations, even with lower zones of inhibition, honeys continued to
have an antibacterial effect for bacterial isolates and reference strains.

For the MIC data we observed a more sensitive measure of antimicrobial activity than the
agar diffusion test. The assay showed that growth of all five bacteria was largely inhibited to
25% dilution for both stingless bee honeys.

DISCUSSION

Physicochemical parameters of honey

Tetragonisca angustula honey has the lowest moisture content (26.98%), however, it is in
disagreement with the current Brazilian legislation that until now considers only the physico-
chemical aspects of honey produced by Apis mellifera (Brasil, 2000). In the work carried out
by Anacleto et al. (2009) the moisture content for Tetragonisca angustula presented above the
current legislation with percentages ranging from 23.00 to 32.50%. Melipona quadrifasciata
honey presented the highest moisture content found, corroborating with the study of Alves et
al. (2005), who verified that this species, even in dry climate, produces honey with high
humidity. The oxidation process is related to the moisture content, if this content is low in
mature honey, the action of glucose oxidase will be impaired, thus reducing the levels of
hydrogen peroxide, which is known as one of the factors responsible for the antimicrobial
action of honey (Laallam et al., 2015).

Water activity below 0.6 ensures low microbial proliferation. Lage et al. (2012) found water
activity ranging from 0.59 to 0.79 in species of stingless bees, values similar to those

determined in this study. Bogdanov (2008) states that the antimicrobial activity of honey
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correlates significantly with acidity, recognizing that the acidic fraction positively influences
biological activity, since pH acts as an antimicrobial factor. Nascimento et al. (2015),
obtained pH values between 2.93 and 4.08, values very close to those presented in this study.
Campos et al. (2010) comments that pH is a parameter that assists in the evaluation of total
acidity and its variation may be related to the nutritional composition of the stingles bees diet,
depending on the pH of the nectar and mandibular substances.

From the eletrical conductivity data presented, we can classify the honeys of the stingless bee
studied as being from floral sources. This parameter is closely related to the concentration of
minerals, organic acids and proteins, demonstrating a great variability of the floral source of
honey (Suntiparapop et al., 2012; Nascimento et al., 2015).

The color of stingless bees honey may be related to the higher mineral content. According to
the constitution of honey, we can find a variety of different spectra and colors. This property,
however, may be related to the pollen and the phenolic compounds present in the honey,
which varies, in turn, in relation to the geographical origin and botanical varieties visited by
the bees (Moo-Huchin et al., 2015).

Antimicrobial activity

The results showed that the Melipona quadrifasciata and Tetragonisca angustula honeys are
effective against the bacteria under study. All the bacteria showed sensibility to any of the
honey samples. Basualdo et al., (2007) showed in their study that the antimicrobial effect of
honey is dependent on the concentration of the honey used and the nature of the bacteria. The
agar diffusion assay showed that the most sensitive bacteria are the reference strains, where
there was no difference in the sensitivity of Gram negative or positive strains. The agar
diffution assay technique was used for measurement of the antibacterial activity of honey in
the majority of the in vitro studies (Sherlock et al., 2010; Kwakman et al., 2011; Laallam et

al., 2015; Nishio et al., 2016). In the present study, a different concentrations of honey was
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used to easily determine the zone of inhibition and minimum inhibitory concentration of
honey that inhibited the growth of bacteria. In addition, other studies like this have used
distilled water to obtain various volume/volume concentrations of honey (Boorn et al,, 2010;
AL-Waili et al., 2013; Nishio et al., 2016). In this study, it was observed the data obtained
from the agar diffusion assay showed large standard deviations. Different factors may be
associated with this situation, the method used to inoculate the bacteria on the surface of the
agar as well as the diffusivity of the honey and the dilutions in the well in the agar (Kwakman
et al., 2011; Nishio et al., 2016). However, there is a lack of standardization of antibacterial
activity and incomplete knowledge of which are the active components that have
antimicrobial effect for the application of honey in current medicina (Kwakman et al., 2011).
The lowest dilution of honey found in this study for the minimum inhibitory concentration
was 25% (v/v), for all bacteria strains. However, this result is superior than those published by
Sherlock et al. (2010), for methicillin-resistant Staphylococcus aureus the lowest dilution
found was 3,1% for Ulmo honey produced by Apis mellifera. In the study of Garedew et al.
(2003) and Boorn et al. (2010) with Trigona spp. showed differents minimum inhibitory
concentration values for bacteria Gram-negative (4 to 32%) and Gram-positive (1 to 32%).
Nishio et al. (2016), were found different values ranging from 0.63 to 10% among Gram-
positive bacteria and from 2.5 to 10% among Gram-negative bacteria. These authors
demonstrated that gram-positive bacteria are more sensitive than gram-negative bacteria in the
presence of different stingless bee honey, including honeys of Apis mellifera, where
Staphylococcus aureus seems to be the most sensitive microorganism to antimicrobial activity
of honey. In ours study this effect is not showed for the minimum dilution employed.
CONCLUSIONS

Melipona quadrifasciata and Tetragonisca angustula honeys presents some differences about

the physicochemical characteristics, this is which may be related to the intrinsic behavior of
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each species. However, information is absent to relate these parameters to antimicrobial
activity. This study asserts that reference strains are more sensitive than bacterial isolates in
relation to agar diffusion assay. For the minimal inhibitory concentration it was observed that
the lower dilution employed was able to inhibit bacterial growth. Results of agar diffusion
assay suggests that this method would not be the most appropriate to evaluated the sensitivy
of bacteria when exposed to Melipona quadrifasciata and Tetragonisca angustula honeys.
However, we suggest that the honeys studied from the two species of stingless bees are
efficients to sensitize different bacterial strains.
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Table 1. Differences in the physicochemical parameters of two types of honey

Specie pH

Melipona
3,37(x0,21)a
quadrifasciata

Tetragonisca
3,89(0,28)b
angustula

Values of each parameter are given in
followed One-way ANOVA.

Water Activity Total acidity Ashes Content
Moisture (%)
(Aw) (MEq.Kg™) (%)

31,23(20,63)a  0,74(x0,02)a  44,63(+21,95)a  1,42(1,21)a

26,98(+1,66)b  0,67(x0,05)b 45,56(16,74)a 4,88(+1,60)b

Eletrical
Conductivity

(us.cm™)

194,01(+96,90)a

228,34(+67,95)a

Pfund Scale

(mm)

57,4900a

92,2562b
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Name Color

Ambar Claro

Ambar

means + SD. The same letters in the columns indicating no differences between the means according to Turkey at < 0.05, which



Table 2. Mean Zones of Inhibition (diameter mm including well (6 mm)) of two types of honey (% v/ v) against each bacterial strain

Melipona

quadrifasciata

Tetragonisca

angustula

Concentration

of honey

100%
75%
50%

37,5%
25%

100%
75%
50%

37,5%

25%

Escherichia coli

ATCC 25922
28,7 (+9,1)
27 (+7,4)
27 (£7,4)
23,5 (6,4)
20,8 (+10,2)
30 (0,0)
29,8 (+3,3)
27,8 (+4.2)
25 (+3,5)

24 (£2,2)

Staphylococcus aureus

ATCC 25923

31 (+6,0)
29,4 (+13,5)
26,8 (+4,7)
17,3 (+10,3)
14,4 (+11,9)
27,2 (£2,3)
26,9 (+1,4)
25,6 (+3,0)
16,7 (+13,2)

10,3 (+11,5)

Salmonella typhimurium

ATCC 14028

39 (+7,6)
28 (+13,9)
30 (x0)
27,2 (+4,0)
20,2 (+9,8)
33,8 (+3,8)
28,3 (+14)
28,2 (5,3)
25,3 (5,3)

15,5 (+8,2)

Salmonella Enteritidis

26 (+1,3)
25 (+2,8)
23,3 (+2,1)
21,5 (+3,1)
16,3 (+3,3)
25,6 (+1,6)
25,8 (+3,7)
22,8 (+2,8)
21,8 (+3,4)

17,2 (£9,3)

Salmonella Heidelberg

26,7 (6,0)
26,7 (+6,9)
22,7 (+4,1)
13,3 (+11,7)
9,2 (+10,7)
25,7 (+1,0)
23,2 (+1,6)
21,7 (+2,6)
14,5 (+11,4)

9,2 (+10,2)



Table 3. Minimum inhibitory concentrations of two types of honey (% v/ v) against each bacterial strain

Escherichia coli Staphylococcus aureus Salmonella typhimurium
Salmonella Enteritidis
ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 14028
Melipona quadrifasciata >25% >25% >25% >25%
Tetragonisca angustula >25% >25% >25% >25%

> is related to the lower inhibitory concentration found in the assay.

Salmonella Heidelberg

>25%

>25%

33



34

MANUSCRITO Il

Caracterizacéo fisico-quimica de diferentes méis de abelhas sem ferrao

do estado de Santa Catarina
Thaisa Francielle Topolski Pavan Batiston!

Denise Nunes Araljo?

1 Mestranda em Zootecnia. Universidade do Estado de Santa Catarina, Departamento de
Zootecnia, campus Chapecd. E-mail: thaisapavan@yahoo.com.br
2 Doutora em Zootecnia. Universidade do Estado de Santa Catarina, Departamento de

Zootecnia, campus Chapecd. E-mail: dnaraujo@hotmail.com



35

RESUMO

As abelhas sem ferrdo sdo insetos sociais que produzem mel, geograficamente s&o
encontradas em regides tropicais e subtropicais. As caracteristicas dos meéis de abelhas sem
ferrdo estdo relacionadas com diferentes fatores como a espécie de abelha que o produz, a
fonte nutricional, as condicdes geograficas e climaticas, bem como do manejo do
meliponicultor. E devido a falta de conhecimento sobre o produto - mel de abelhas sem ferrdo,
este ndo encontra-se incluido nos padrdes nacionais e internacionais de qualidade do mel.
Portanto, objetivou-se com este trabalho caracterizar os pardmetros fisico-quimicos de
diferentes espécies de abelhas sem ferrdo provenientes do estado de Santa Catarina. Foram
avaliados os méis de 7 espécies de abelha sem ferrdo de diferentes meliponarios, sendo
investigados os parametros de pH, umidade, atividade da agua, acidez, cinzas, condutividade
elétrica e cor. Os resultados fisico-quimicos foram comparados com 0s requisitos
estabelecidos pela legislacdo brasileira e demonstraram que para os teores de umidade, cinza e
acidez a maioria dos valores médios encontram-se fora dos limites estabelecidos pela
legislacdo vigente. A atividade de 4gua variou entre 0,67 — 0,78 entre as espécies e o pH entre
3,37 — 3,93. Os dados obtidos para condutividade elétrica permitiram classificar os méis como
de origem floral, e a cor dos méis variaram entre &mbar extra-claro para &mbar escuro.
Podemos concluir com este estudo que os resultados encontrados para 0s parametros fisico-
quimicos destoam da atual legislacdo brasileira. Sendo necessario compreender a importancia
destes parametros para buscar um padrdo adequado as espécies de abelhas sem ferrdo

evitando futuras adulteracdes na constituicdo do mel a ser comercializado.

PALAVRAS-CHAVE: MELIPONICULTURA, QUALIDADE, PADRONIZACAO,

MANEJO DE COLMEIAS
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INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo sdo insetos sociais, pertencem a ordem Hymenoptera e a familia
Apidae (Meliponini), estas espécies estdo intimamente ligadas as regiGes tropicais e
subtropicais, apresentando assim uma distribuicdo geografica mundial limitada em
comparacdo a Apis mellifera (CRANE, 1990; MICHENER et al., 2013; CHUTTONG et al.,
2016).

H& uma grande diversidade de abelhas sem ferrdo, existem cerca de 500 espécies sendo elas
presentes na América do Sul e algumas na Australia, Asia e Africa (MICHENER et al., 2013;
MOO-HUCHIN et al., 2015).

A composicao fisico-quimica do mel esta relacionada com a localizacdo geogréafica, com as
condicdes climaticas, e com a variacdo da fonte nutricional da colméia durante as estacdes do
ano (MAVRIC et al., 2008; KWAKMAN et al., 2011; HUSSAIN et al., 2015; LAALLAM et
al., 2015; NISHIO et al., 2016; EKHTELAT, et al., 2016; WASFI et al., 2016). Outros fatores
como 0 processamento, manuseio e armazenamento do mel podem influenciar na sua
composicdo (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010; NISHIO et al., 2016).

Uma caracteristica intrinseca das espécies de abelhas sem ferrdo é a capacidade destas em
armazenar 0 mel em pequenas estruturas que variam de volume de acordo com a espécie.
Estas estruturas de armazenamento sdo comumente chamadas de potes de cerume, que séo
formadas a partir de cera e préopolis. Acredita-se que parte dos constituintes fitoquimicos da
propolis acabam por ser difundidos no mel durante o periodo em que este ficaria armazenado
conferindo-lhe uma constituicdo variada em sua composicao fisico-quimica (TEMARU et al.,
2007; BALLIVIAN, 2008; SUNTIPARAPOP et al.; 2012).

A Instrucdo Normativa n® 11 (BRASIL, 2000) bem como o Codex alimentarius (2001) néo

especificam os parametros fisico-quimicos para o mel produzido pelas espécies de abelhas
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sem ferrdo. Ha pouca informacdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas destes meéis
produzidos pelas abelhas sem ferréo.

Na meliponicultura brasileira ndo ha um censo oficial sobre o nimero de colénias mantidas
em caixas e estimativas da producdo de mel de abelhas sem ferrdo (SOUZA, 2008; JAFFE et
al., 2015). O sistema de producdo ndo tem gestdo padronizada e o conhecimento técnico é
escasso, sendo caracterizada como uma atividade essencialmente informal, com diversas
motivacdes, incluindo conservacdo de espécies nativas, interesse para producdo de mel e
como animais de estimacdo (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; SOUZA, 2008; JAFFE
etal., 2015; MOO-HUCHIN et al., 2015).

Portanto, objetivou-se com este trabalho caracterizar os parametros fisico-quimicas de

diferentes espécies de abelhas sem ferrdo provenientes do estado de Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

As amostras de mel de abelhas sem ferrdo utilizadas neste estudo foram cedidas gentilmente
por meliponicultores de diferentes cidades do estado de Santa Catarina no periodo
compreendido entre dezembro de 2016 e fevereiro de 2017, totalizando 20 amostras de meis
de 7 espécies (Tabela 1). Estas amostras foram coletadas diretamente das colmeias com o
auxilio de bomba a vacuo acoplada diretamente a frascos de tubo falcon. Apos a coleta as
amostras permaneceram armazenadas sob refrigeracdo e protegidas da luz. As andlises fisico
quimicas foram realizadas no Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA), localizado na
Universidade do Estado de Santa Catarina campus Chapecod.

Analises fisico-quimicas

A umidade das amostras foi determinada através de refratdmetro (Atago Co, 1988), com 0s
valores expressos em °Brix, a partir do qual foi calculado o valor da umidade (%). A atividade

de a4gua (Aw) foi determinada utilizando o aparelho AqualLab (Série 3 modelo TE, 2003), que
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utiliza a técnica de determinacdo do ponto de orvalho em espelho encapsulado. Para
determinacéo do teor de, cinzas pesou-se 5 gramas de mel em cadinho previamente calcinado,
submeteu-se forno mufla a 550 °C por trés horas (IAL, 2008). O pH, a acidez e a
condutividade elétrica das amostras foram analisadas de acordo com a recomendacdo
Bogdanov et al. (1997). A determinacdo da cor foi realizada com o auxilio de um
espectrofotometro (Metrolab 1700 uvvis, JP) através da medida de absorbancia na regido do
visivel a 635 nm, em solucdo diluida de mel e agua destilada (50:50) (m/v). Como padréo
branco, foi utilizado a glicerina. Os valores de referéncia encontrados foram comparados aos
da tabela de Pfund, conforme metodologia descrita por Bianchi (1981).

Tabela 1. Amostras de mel de meliponineos, destacando a espécie e 0 municipio de
procedéncia do estado de Santa Catarina (Brasil).

Espécie de abelha sem ferrdo Nome popular Procedéncia (nimero da amostra)

Melipona rufiventris mondory . o
LEPELETIER, 1836 Bugia Urubici (14)

Melipona bicolor LEPELETIER, Chapecé (6, 7), Maravilha (16), Urubici

1836 Guaraipo (13)
Tetragonisca angustula Jatai Chapecé (9, 19), Xanxeré (1, 3),
LATREILLE, 1811 Maravilha (15), Seara (20),
Melipona quadrifasciata Mandacaia Chapecé (8, 10, 18), Xanxeré (2), Vidal
LEPELETIER, 1836 ¢ ramos (17), Urubici (11)
Melipona marginata Manduri Chapecé (5)
LEPELETIER, 1836 P
Scaptotrigona bipunctata .
LEPELETIER. 1836 Tubuna Vidal ramos (12)
Tetragona clavipes FABRICIUS, Bord Chapecé (4)

1804

Anélise estatistica

As médias das triplicatas dos dados das analises fisico-quimicas foram submetidas ao teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnof, indicando uma distribuicdo normal. As varidveis
estudadas foram agrupados por espécie e comparadas pela analise de variancia; caso houvesse

diferenca significativa (P<0,05), utilizou-se o teste de Tukey a 5% de significancia. Os dados
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para a andlise estatistica foram tratados através do Software OriginPro 8 (OriginLab
Northampton, MA, USA).

RESULTADOS

O pH das amostras de méis variou entre 3,37 — 3,93, ndo havendo diferenca significativa entre
as espécies Tetragonisca angustula e Tetragona Clavipes (Tabela 2). Houve diferenca
(P<0,05) destas espécies em relacdo Meliponas e Scaptotrigona bipunctata, salvo a Melipona
marginata, que ndo diferiu dentre as demais espécies. O teor de umidade para todas as
amostras apresentou-se superior a 20%. Somente o mel de Tetragonisca angustula diferiu das
demais espécies, apresentando o menor teor de umidade (26,98%). Em relacdo a atividade de
agua, estd se mostrou superior para a especie Tetragonisca angustula em relacdo as demais,
com excecdo da Melipona mondury. Para algumas amostras de méis, os valores de acidez
variaram entre 21,18 a 112,87 mEq.Kg™. Ainda em relacdo a esta variavel, o mel de
Tetragona clavipes ndo diferiu do mel da Scaptotrigona bipunctata que, por sua vez, ndo
diferiu do mel de Melipona bicolor apresentando valores similares as demais espécies. Os
teores de cinzas variaram entre 0,38 a 4,88%; o0 mel da Tetragonisca angustula diferiu do mel
de Melipona mondury, Melipona bicolor, Melipona quadrifasciata e Tetragona clavipes.
Somente o mel da espécie Tetragona clavipes diferiu em relacdo as demais quanto aos valores

de condutividade elétrica (557 uS.cm™) e cor (255,07 mm Pfund/Ambar escuro)
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Tabela 2. Resultados dos parametros fisico-quimicos dos diferentes méis de abelha sem ferrdo (p< 0,05)

Acidez Condutividade. Cor
o o v
c Ph Umidade (%) Aw (MEq.Kg™) Cinzas (%) EIetrlc_a} (Abs635nm)
(uS.cm™)
Melipona mondury ~ 3,69(x0,25)° 29,6(0,10)? 0,72(x0,02)® 21,18(+1,26)? 0,38(+0,32)¢ 108,07(+0,25)*  Ambar Claro®
Melipona bicolor ~ 3,38(+0,20)2 30,08(+1,58) 0,74(x0,04  46,58(+17,58)® 1,36(1,50)? 198,56(+96,85)? Amtg’;;r%é‘"a'
r':{';f'g?ﬁ;g 3,61(x0,03)® 30,30(0,36)° 0,72(x0,0)% 29,96(+2,99)? 3,98(+2,18)™ 190,03(+0,06)2  Ambar Claro™
Melipona 3,37(+0,21)7 31,23(+0,63)? 0,74(20,02)? 44,63(21,95)? 1,42(+1,21) 194,01(+96,90)*  Ambar Claro®
quadrifasciata
Scba}gtorfg'tg‘t’;a 3,45(x0,0)2° 29,77(+0,06) 0,78(+0,02) 91,57(+2,65)™ 3,60(+1,49)® 274,33(x0,58)*  Ambar Escuro”
Tetragona clavipes 3,93(0,02)° 30,37(x0,55)2 0,75(z0,01)2 112,87(+19,17)° 0,90(z0,64)2 557,00(+1,00)" Ambar Escuro®
Tgt;ggggf;a 3,89(+0,28)" 26,98(+1,66)" 0,67(x0,05)" 45,56(16,74)? 4,88(1,60)" 228,34(+67,95)? Ambar™

Os dados estdo apresentados com suas respectivas médias = SD. As mesmas letras nas colunas indica que ndo ha diferencas entre médias de
acordo com o teste de Tukey P<0,05.
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DISCUSSAO

O mel de abelhas sem ferrdo possui a caracteristica intrinseca de ser mais higroscopico,
mesmo em ambientes com menor umidade (NASCIMENTO et al, 2015). O teor de umidade
das amostras apresentaram-se acima de 20%, parametro considerado ideal pela legislacao
brasileira (BRASIL, 2000). Entretanto, 0 mel de Melipona quadrifasciata apresentou o maior
teor de umidade encontrado, corroborando com o estudo de Alves et al. (2005), que verificou
que esta espécie, mesmo em clima seco, produz mel com alta umidade. Bogdavov e Blumer
(2001) explicam que, uma vez que a agua € essencial para o processo de oxidacdo, o peroxido
de hidrogénio € produzido significativamente mesmo em méis imaturos que possuem um alto
teor de agua. No caso do teor de umidade ser baixo no mel maduro, o processo de oxidagédo €
limitado em funcdo da glicose oxidase encontrar-se praticamente inativa. Méis com baixo teor
de umidade terdo uma pequena quantidade de perdxido de hidrogénio, que é conhecido por
evitar o crescimento microbiano (LAALLAM et al., 2015).

Peralta (2010) em seu estudo encontrou valores de pH para méis de meliponineos entre 3,2 e
3,9; Nascimento (2015), obteve valores de pH entre 2,93 a 4,08, valores estes muito proximos
dos apresentados neste trabalho. Campos et al. (2010) comenta que o pH é um parametro que
auxilia na avaliacdo da acidez total e sua variacdo pode estar relacionada a composicao
nutricional da dieta da abelha, dependendo do pH do néctar e das substancias mandibulares.
Lage et al. (2012) ndo observou relagéo entre o baixo valor de pH encontrado em relagdo ao
elevado teor de acidez.

O baixo valor de pH e a elevada acidez detectados no mel de Meliponas Ihe conferem uma
maior vida util, pois ndo favorecem o desenvolvimento microbiano. Por outro lado, o alto teor
de atividade de &gua, favoreceria o crescimento de microrganismos (LAGE, et al., 2012).
Atividade de &gua inferior a 0,6 assegura uma baixa proliferacdo microbiana (HOFFMANN,

2001). Lage et al. (2012) encontraram atividade de agua variando entre 0,59 a 0,79 em
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espécies meliponas; Almeida-Muradian (2007) encontrou valores variando entre 0,74 a 0,76,
valores estes semelhantes aos determinados neste estudo. Bogdanov (1997) afirma que a
atividade antimicrobiana do mel correlaciona-se significativamente com a acidez,
reconhecendo que a fragcdo &cida influencia positivamente na atividade bioldgica, pois o pH
atua como um fator antimicrobiano. Peralta (2010) encontrou valores distintos de acidez para
as abelhas sem ferrdo, de 17,8 a 116,7 meq.Kg™, semelhante aos dados obtidos.

A partir dos dados de condutividade apresentados, podemos classificar os méis das espécies
estudadas como sendo de fontes florais. Este parametro encontra-se intimamente relacionado
a concentracdo de minerais, acidos organicos e proteinas, demonstrando grande variabilidade
da fonte floral do mel (ALVES, 2005; SUNTIPARAPORP et al., 2012; NASCIMENTO et al.,
2015). Nascimento et al. (2015) encontraram valores entre 586,20 pS.cm™ e 539,60 puS.cm™
para diferentes espécies de meliponideos no Brasil. Chuttong et al., (2016), encontraram
variagdo entre 0.325 uS.cm™ a 2,8 pS.cm™ para diferentes espécies de abelhas sem ferrdo da
Tailandia. Bogodanov et. al. (1999) afirmam que a condutividade deve ser utilizada como
critério para a determinacdo botanica do mel, substituindo a analise de teor de cinzas, pois
essa medicdo seria proporcional ao teor de cinzas na acidez do mel. Os dados do presente
estudo demonstram que a condutividade elétrica possui uma correlacéo positiva com a acidez,
corroborando com a afirmacdo de Bogdanov et. al. (1999) e Alves, (2005); contudo 0 mesmo
n&o foi constatado em relacdo ao teor de cinzas.

O teor de cinzas indica a quantidade de minerais encontrados no mel (ALVES, 2005); no
presente trabalho observou-se que os valores de cinzas variaram entre 0,38% a 4,88%, sendo
que a legislacdo nacional preconiza até 0,6 % de cinzas em amostras de mel de Apis mellifera
(BRASIL, 2000). Um fator que encontra-se correlacionado com a cor do mel é o conteido
mineral; de acordo com a constituicdo do mel, pode-se encontrar uma variedade de espectros

e cores diferentes. Esta propriedade, no entanto, pode estar relacionada ao pélen e aos
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compostos fendlicos presentes no mel, que varia, por sua vez, em relacdo a origem geografica
e variedades botanicas visitadas pelas abelhas (MOO-HUCHIN et al., 2015). Em um estudo
realizado por Bueno Costa et al. (2016) sobre méis da regido sul do Brasil, verificaram que
quanto mais claro o mel, menor o conteudo de compostos fenolicos totais.

O Brasil possui diversidades de biomas e de especies de abelhas sem ferrdo, e para assegurar
um perfil de qualidade dos meis & necessaria uma melhor caracterizacdo fisico-quimica
aumentando o numero e localizacdo de amostras considerando manejos de criacdo e

condi¢des ambientais semelhantes.

CONCLUSOES

Neste estudo podemos concluir que os resultados encontrados para os parametros fisico-
quimicos de umidade, cinzas, acidez destoam da atual legislacdo brasileira. Os fatores
ambientais desempenham um importante papel na composicdo do mel, por isso o
conhecimento da variabilidade dos parametros permite oferecer ao mercado consumidor um
alimento seguro. Sendo necessario buscar um padrdo adequado para as espécies de abelhas
sem ferrdo evitando futuras adultera¢6es na constituicdo do mel a ser comercializado.
Podemos com este estudo que os resultados encontrados para os parametros fisico-quimicos
destoam da atual legislacdo brasileira. Sendo necessario buscar um padrdo adequado para as
espécies de abelhas sem ferrdo evitando futuras adulteracdes na constituicdo do mel a ser

comercializado.
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Physicochemical characterization of different stingless bee honeys of the Santa Catarina
state
ABSTRACT
The stingless bees are social insects that produce honey, geographically found in tropical and
subtropical regions. The characteristics of stingless bee honeys are related to different factors
such as the bee species that produces it, the nutritional source, the geographic and climatic
conditions, as well as the handling of the meliponicultur. And due to the lack of knowledge
about the product - honey of stingless bees, honey is not included in national and international
honey quality standards. Therefore, the objective of this work was to characterize the
physical-chemical parameters of different species of stingless bees from the State of Santa
Catarina. The honeys of 7 stingless bee species of different meliponaria were evaluated. The
parameters of pH, moisture, water activity, acidity, ash, electrical conductivity and color were
investigated. The physico-chemical results were compared with the requirements established
by Brazilian legislation and demonstrated that for moisture, ash and acidity, most of the
average values are outside the limits established by current legislation. Water activity ranged
from 0.67 to 0.78 between species and the pH between 3.37 to 3.93. The data obtained for
electrical conductivity allowed to classify the honeys as of floral origin, and the color of the
honeys ranged from extra-light amber to dark amber. We can conclude from this study that
the results found for physicochemical parameters are not in line with current Brazilian
legislation. It is necessary to understand the importance of these parameters to find a suitable
pattern for stingless bee species, avoiding future adulterations in the constitution of honey to

be commercialized.

KEY WORDS: MELIPONICULTURE, QUALITY, STANDARDIZATION,

MANAGEMENT OF HIVES
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RESUMO

O perfil de resisténcia bacteriana € um problema desafiador agravado nos ultimos anos pelo
uso indiscriminado de antimicrobianos na producdo animal e saide humana. O mel é um
produto natural com propriedades terapéuticas, dentre elas a antimicrobiana. O objetivo deste
trabalho foi realizar a caracterizacdo fisico-quimica e a atividade antimicrobiana do mel
produzido pela abelha sem ferrdo Melipona bicolor contra Escherichia coli ATCC 25922. Os
resultados fisico-quimicos apresentaram valores médios de pH 3,38, teor de umidade 30,08%,
teor de cinzas 1,36%, acidez 46,58 mEqg.kg-t, a atividade de adgua 0,74, condutividade elétrica
(189,56 pS.cm-1), e a cor classificada como ambar extra claro. Para a atividade
antimicrobiana observou-se que na presenca de diferentes concentracdes de mel a bactéria
estudada apresentou maior sensibilidade que quando exposta somente aos antimicrobianos
Amoxicilina/Acido clavulanico, Ceftadizima, Gentamicina, Tetraciclina e Ciprofloxacina.
Conclui-se que este estudo aponta para o potencial terapéutico do mel, em especial a sua

atividade antimicrobiana.

PALAVRAS-CHAVE: RESISTENCIA MICROBIANA, QUALIDADE, ANTIBIOTICOS,

MELIPONINAE.
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INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo s@o insetos sociais, pertencem a ordem Hymenoptera e a familia
Apidae (Meliponini), estas espécies estdo intimamente ligadas as regiGes tropicais e
subtropicais [1,2,3].

O mel é um produto natural reconhecido na medicina tradicional mundial, O seu potencial
antimicrobiano e perfil fisico-quimico do mel estdo relacionados com a localizacdo
geografica, com as condi¢des climaticas, e com a variacdo da fonte nutricional da colméia
durante as estacdes do ano [4,5,6,7,8,9,10,11,12,13].

No Brasil € muito comum o uso de fitoterapicos e xaropes caseiros com 0 uso do mel em
terapias populares, principalmente por indigenas e zonas rurais, pela crenca que este tipo de
mel possui propriedades curativas [15,16,17].

Atualmente em funcdo da preocupacdo generalizada pela crescente emergéncia de patdégenos
resistentes, o mel vem tendo destaqgue como uma alternativa para sensibilizacdo de
microrganismos resistentes a antibidticos e, principalmente, por ser um produto natural
[18,19,20]. Todavia, os dados sobre a atividade antimicrobiana de méis brasileiros ainda é
limitada [21,22]. Desta forma, o estudo objetivou avaliar os parametros fisico-quimicos e a

atividade antimicrobiana do mel de Melipona bicolor contra Escherichia coli ATCC 25922.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

As amostras de mel de abelha sem ferrdo Melipona bicolor foram coletadas em Chapecd,
estado de Santa Catarina, totalizando 3 amostras de méis. O periodo de coleta foi entre

dezembro 2016 e fevereiro de 2017, apds as amostras permaneceram armazenadas sob
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refrigeracdo e protegidas da luz em frascos plasticos estéreis com fechamento hermético.
Analises Fisico-quimicas

A umidade das amostras foi determinada por refratbmetro, com os valores expressos em
°Brix, a partir do qual foi calculado o valor da umidade (%) [23]. A atividade de agua (Aw)
foi determinada por meio do aparelho AqualLab Série 3 modelo TE, que utiliza a técnica de
determinacédo do ponto de orvalho em espelho encapsulado[23]. Para determinacao do teor de
cinzas procedeu-se segundo IAL [24]. O pH, a acidez e a condutividade elétrica das amostras
foram analisadas de acordo com a recomendacdo Bogdanov et al. [25]. A determinacdo da cor
foi realizada conforme metodologia descrita por Bianchi [26].

Atividade antimicrobiana

A padronizacdo do in6culo de Escherichia coli ATCC 25922 seguiu-se de acordo com o
descrito por CLSI [27], para posteriormente avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana da
Escherichia coli ATCC 25922 utilizando o método de disco difusdo [27] e Brasil [28]. Os
discos de antimicrobianos (Laborclim) utilizados foram: Amoxicilina/Acido clavulanico
(AMC 20ug + 10 pg), Ceftadizima (CAZ 30 ng), Gentamicina (GEN 10 ng), Tetraciclina
(TET 30 pg) e Ciprofloxacina (CIP 5 pg). E avaliacdo da atividade antimicrobiana do mel a
partir da técnica de poco [29].

Disco difusdo em agar

Utilizando-se de um swab estéril umedecido na suspensdo bacteriana padronizada, o indculo
foi semeado de forma suave em todas as direcGes da placa de petri contendo agar Muller-
Hinton (Kasvi). A colocagéo dos discos de antimicrobianos nas placas de petri procedeu-se
com auxilio de uma pinca flambada e resfriada. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas. Ap6s mensurou-se o diametro dos halos em milimetros com auxilio de régua
milimetrada, a partir da zona de inibi¢cdo formada ao redor dos discos de acordo com CLSI

[30].
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Difusdo em agar pela técnica do poco
O meio de cultura utilizado foi agar Muller Hinton (Kasvi). A Escherichia coli ATCC 25922
foi inoculada na superficie com o0 uso de um swab; procedeu-se a perfuracdo dos pocos
utilizando um molde estéril com diametro de 6 mm. O volume total dispensado foi de
100 pl/poco nas respectivas concentracdes de 417,3 mg/mL (25%), 550,84 mg/mL (37,5%),
924, 61 mg/mL (50%), 1312,84 mg/mL (75%) (p/v) e 1525,09 mg/mL (100%). Como
controle (sem adicdo de mel), um poco foi preenchido com 100 uL de &gua destilada
autoclavada. A placa foi incubada a 37°C por 24 horas, para posterior leitura dos halos com
auxilio de régua milimetrada.
Anélise estatistica
As médias das triplicatas das andlises fisico-quimicas apresentam-se com Seu respectivo
desvio padrdo. Para a anéalise do perfil de resisténcia antimicrobina apresentam-se os valores
de halos em milimetros. E para a atividade antimicrobiana do mel, as médias dos halos de

inibicdo foram agrupadas com o seu respectivo desvio padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de umidade do mel de Melipona bicolor foi de 30,08% (+£1,58), acima de 20%,
pardmetro considerado ideal pela legislagdo brasileira [32]. Entretanto, tal diferenca néo
influenciou negativamente a capacidade inibitéria de crescimento dos microrganismos. O
estudo de Alves et al. [33], que verificou que abelhas sem ferrdo, mesmo em clima seco,
produzem mel com alta umidade. Méis com baixo teor de umidade terdo uma pequena
quantidade de perdxido de hidrogénio, que é conhecido por evitar o crescimento microbiano
[8,34].

O valor de pH apresentado neste trabalho foi de 3,38 (£0,20). Campos et al. [36] comenta que

0 pH é um pardmetro que auxilia na avaliacdo da acidez total e sua variagdo pode estar
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relacionada a composicdo nutricional da dieta da abelha e das suas substancias mandibulares.
O alto teor de atividade de agua de 0,72 (+0,04) poderia favorecer o crescimento de
microrganismos, segundo Lage, et al., [37], valores inferior a 0,6 asseguraria uma baixa
proliferacdo microbiana [38].

A partir da condutividade apresentada de 198.56 uS.cm-1, podemos classificar o mel como
obtido de fontes florais. Este parametro encontra-se intimamente relacionado a concentracdo
de minerais, acidos organicos e proteinas, demonstrando grande variabilidade da fonte floral
do mel [33,14,31]. Nascimento et al. [31] encontraram valores entre 586,20 pS.cm™ e 539,60
uS.cm™ para diferentes espécies de meliponideos no Brasil.

O teor de acidez encontrado neste trabalho foi de 46,58 (x17,58) mEq.kg-! e estd em
conformidade com a legislacdo. Peralta [35] encontrou valores distintos de acidez para as
meliponineos, de 17,8 a 116,7 meq.Kg™, semelhante aos dados obtidos.

O teor de cinzas indica a quantidade de minerais encontrados no mel [33]; no presente
trabalho observou- se teor de 1,36% (+1,50), sendo que a legislacdo nacional preconiza até
0,6 % [32]. A classificacao de cor obtida do mel de Melipona bicolor foi de &mbar extra claro.
O perfil de resisténcia antimicrobiana da Escherichia coli ATCC 25922 apresentado na Figura

1, mostrou sensibilidade para todos os antimicrobianos testados (tabela 1).
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Figura 3 — Efeito da atividade antimicrobiana do mel de Melipona bicolor (A) e o Perfil da
atividade antimicrobiana da Escherichia coli ATCC 25922 (B).

Para o teste de difusdo utilizando a técnica do poco, com a presenca de diferentes
concentragdes de mel de Melipona bicolor verificou-se que o perfil de sensibilidade néo foi
alterado, sendo que a maior atividade foi para a concentracdo de 100, 75 e 50%
respectivamente (tabela 1).

Tabela 1 O perfil de resisténcia antimicrobiana da Escherichia coli ATCC 25922 de acordo

com CLSI (2005) e a atividade antimicrobiana do mel de Melipona bicolor, através da medida
do didmetro dos halos de inibigdo (mm)

Antibiotico* % de mel Melipona bicolor
(CLSI, 2005) Nno pogo
Escherichia coli AMC 25S 100 28,75 (£2,5)
ATCC 25922 CAZ 30S 75 26,25 (£2,5)
GEN 23S 50 25 (+4,1)
TET 25S 37,5 22,5 (x2,9)
CIP 35S 25 22,9 (x2,9)

Valores entre parénteses (+DP).

*AMC - Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC 20pg + 10 pg); CAZ — Ceftadizima (CAZ 30 pg); GEN -
Gentamicina (GEN 10 pg); TET — Tetraciclina (TET 30 pg); CIP - Ciprofloxacina (CIP 5 pg).

** R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel.

Os resultados corroboram com Basualdo et al. [39], onde o efeito bactericida do mel é
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dependente da concentracdo do mel utilizado e a natureza das bactérias.

CONCLUSAO

A caracterizacéo fisico-quimica do mel de Melipona bicolor apresenta valores que estdo fora
dos parametros estabelecidos pela legislacdo brasileira. No entanto, € uma caracteristica
intrinseca das espécies Meliponinae. O mel possui caracteristica de ser antimicrobiano, para o
presente estudo ndo houve alteracao do perfil de sensibilidade, mas observa-se que o melhor

efeito é dependente da concentracdo de mel empregada
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ABSTRACT

The bacterial resistance profile is a challenging problem aggravated in recent years by the
indiscriminate use of antimicrobials in animal production and human health. Honey is a
natural product with therapeutic properties, among them antimicrobial. The objective of this
work was to perform the physico-chemical characterization and antimicrobial activity of
honey produced by the stingless honey bee Melipona bicolor against Escherichia coli ATCC
25922. The physico-chemical results presented average values of pH 3.38, moisture content
30.08 %, ash content 1.36%, acidity 46.58 mEqg.kg-1, water activity 0.74, electrical
conductivity (189.56 uS.cm-t), and color classified as extra light amber. For the antimicrobial
activity, it was observed that in the presence of different concentrations of honey, the
bacterium studied showed a higher sensitivity than when exposed only to the Amoxicillin /

Clavulanic Acid, Ceftadizime, Gentamicin, Tetracycline and Ciprofloxacin antimicrobials. It
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is concluded that this study points to the therapeutic potential of honey, especially its

antimicrobial activity.

KEY WORDS: MICROBIAL RESISTANCE, QUALITY, ANTIBIOTICS,

MELIPONINAE.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, podemos concluir que os meis avaliados de diferentes espécies de abelha sem
ferrdo possuem atividade antimicrobiana. Esta atividade antimicrobiana esta relacionada com
0 tipo de mel, suas caracteristicas fisico-quimicas e a concentracdo utilizada para sensibilizar
tanto cepas de isolados bacterianos como cepas de referéncia bacteriana. Outro fator a
considerar em relacdo ao efeito inibitorio do mel € a técnica empregada. Para o ensaio de
difusdo em &gar pela técnica de pogo os resultados foram satisfatorios, as cepas bacterianas
apresentaram sensibilidade quando expostas somente aos méis de abelha sem ferrdo, no
entanto, ndo € a melhor técnica a ser empregada. Os resultados da menor concentracdo
inibitéria minima (25%) confirmaram que o mel foi capaz de inibir o crescimento das

diferentes cepas bacterianas empregadas neste estudo. Portanto, concluimos que o mel é uma
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alternativa promissora capaz de sensibilizar microrganismos, ndo so para a satde humana,
mas também para a saude animal. Além disso, € necessario entender a importancia dos
parametros fisicoquimicos para buscar um padrdo adequado de qualidade para os méis de

abelhas sem ferrao.
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