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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar o potencial inibidor do mel de Melipona sp. de
criacBes artesanais, contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli visto
que o mel ndo é totalmente conhecido em suas propriedades fisico-quimicas, mas possuli
varias propriedades benéficas a salde e € caracterizado como um suplemento alimentar.
O uso caseiro se deve as suas propriedades farmacologicas, cicatrizantes, antioxidantes e
atividade antimicrobiana, sendo utilizado na medicina popular dos povos mais antigos da
América central, incluindo a Amazénia. O experimento foi desenvolvido no laboratério
de Microbiologia, Histologia e Fisiologia, situado no campus do Instituto de Ciéncias
Sociais, Educacdo e Zootecnia (ICSEZ) localizado em Parintins-Am. Foram coletadas
onze amostras de mel diretamente das colmeias em diferentes meliponarios nas zonas
rural do municipio de Barreirinha e urbana do municipio de Parintins. Para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana do mel foi empregado o método da difusdo em agar Mdeller-
Hinton, utilizando-se de discos de papel filtro de 6 mm de didmetro, na presenca das
bactérias Escherichia coli,e Staphylococcus aureus sendo este realizado em triplicata para
cada bactéria em cada amostra. A anlise estatistica consistiu de uma andlise descritiva
do potencial inibidor do mel através de um grafico de porcentagem e a comparacdo das
médias das triplicatas em cada bactéria foi submetida ao teste de Tukey a 5% de
significancia. Verificou-se a formacdo de halos de inibicdo nos dois microrganismos
utilizados, evidenciando o potencial de inibicdo de crescimento bacteriano do mel de
Mellipona sp., tendo maiores resultados de inibicdo frente & bactéria S. aureus com halos
de inibicdo de 18,0mm enquanto que na bactéria E. coli foi de 15, 3mm. Os resultados
obtidos nesta pesquisa mantiveram informacgdes de que o mel de mellipona sp. possui
propriedades que inibem o crescimento bacteriano, nas bactérias E. coli e S. aureus.

Palavras chave: mel; inibicdo bacteriana; Escherichia coli,; Staphylococcus aureus.



ABSTRAC
This work had as objective analyzes the inhibiting potential of the honey of Melipona sp.
of craft creations, against the bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli that
the honey is not totally known in their physiochemical properties, but it possesses several
beneficial properties to the health and it is characterized as an alimentary supplement.
The home-made use is due their pharmacological properties, cicatrizants, antioxidants
and activity antimicrobiana, being used in the popular medicine of the oldest people of
central America, including the Amazonian. The experiment was developed in the
laboratory of Microbiology, Histologia and Physiology, located in the campus of the
Institute of Social sciences, Education and Zootecnia (ICSEZ) located in Parintins-Am.
Eleven honey samples were collected directly of the beehives in different meliponarios in
the areas rural of the municipal of Barreirinha and urban of the municipal district of
Parintins. For the evaluation of the activity antimicrobiana of the honey the method of the
diffusion was used in agar Mdieller-Hinton, being used of disks of paper filter of 6
diameter mm, in the presence of the bacteria Escherichia coli,e Staphylococcus aureus
being this accomplished in triplicata for each bacterium in each sample. The statistical
analysis consisted of a descriptive analysis of the inhibiting potential of the honey
through a percentage graph and the comparison of the averages of the triplicatas of each
bacterium was submitted to the test of Tukey to 5% of significancia. The formation of
inhibition halos was verified in the two used microorganisms, evidencing the potential of
inhibition of bacterial growth of the honey of Mellipona sp., tends larger results of
inhibition front to the bacterium S. aureus with halos of inhibition of 18,0mm while in the
bacterium E. coli it was of 15, 3mm. The results obtained in this research maintained
information that the honey of mellipona sp. he/she possesses properties that inhibit the

bacterial growth, in the bacteria E. coli and S. aureus.

Words key: honey; bacterial inhibition; Escherichia coli; Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

O mel é um produto resultante do processamento de néctar e outras partes
extraflorais, que envolve uma enzima chamada invertase durante a digestdo das abelhas e
é um alimento amplamente consumido devido ao seu sabor agradavel representando uma
importante fonte de energia (ALVES et al., 2009), que esta associado a uma imagem de
produto natural, saudavel e limpo, sendo-lhe atribuidas a ele propriedades medicinais
decorrente, principalmente, da comprovacdo cientifica de suas diversas propriedades
benéficas a salude, sendo estas nutricionais; farmacologicas; atividade antimicrobiana;
cicatrizantes e antioxidantes, geralmente relacionadas as suas caracteristicas fisico-
quimicas (SOUZA et al., 2009). Muitas vezes caracterizado como um suplemento
alimentar (GONCALVES & ALVES FILHO, 2005). A utilizacdo do mel por suas
propriedades farmacoldgicas, cicatrizantes, antioxidantes e atividade antimicrobiana, vem
sendo feita com os povos mais antigos da América central, incluindo Amazé6nia
(COLETTO-SILVA, 2005) e atualmente ainda se tem registros de sua utilizacdo na
medicina popular. Tais propriedades medicinais tém despertado interesse entre 0s
pesquisadores devido ao seu potencial de aplicabilidade em casos clinicos
(GONCALVES & ALVES FILHO, 2005). Durante as ultimas décadas, a utilizacdo
indiscriminada de antibioticos vem favorecendo a emergéncia de linhagens de
microrganismos patogénicos apresentando resisténcia aos mais variados antibidticos.
Frente & necessidade de desenvolvimento de novas classes de antibidticos, diversas
pesquisas tém sido desenvolvidas com produtos naturais, seja de origem vegetal como
animal, visando a deteccdo e caracterizacdo de compostos quimicos com propriedades
terapéuticas, entre elas a antimicrobiana (GONCALVES e ALVES FILHO, 2005). A
primeira mengdo a presenca de antibidticos nos méis de Meliponineos foi a de Gonnet,

Pierre Lavie e Paulo Nogueira-Neto (1964). Em grandes regides da América Latina e da



Africa, 0 mel dos Meliponineos é de um modo geral considerado por muitas pessoas
como possuindo propriedades medicinais e bactericidas capazes de neutralizar a acao de
germes e bactérias que normalmente estdo ligadas a presenca de antibidticos. Contudo,
quase sempre faltam trabalhos de investigacdo médica, realizados com técnica e
metodologia cientifica, seja para comprovar em pessoas e animais os efeitos curativos
desse mel, seja para indicar como esse e outros produtos das abelhas devem ser
utilizados. Sendo que muitas vezes na propria medicina popular € utilizado de maneira
incorreta, de modo que ha uma necessidade de conhecer o potencial inibidor do mel
contra bactérias que venham a ocasionar possiveis contaminacdes a saude humana e
animal. Entre estas, Staphylococcus aureus um importante patdégeno devido a sua
viruléncia, resisténcia aos antibidticos e associacdo a varias doencas, incluindo
enfermidades sistémicas potencialmente fatais (XAVIER et al., 2007), e Escherichia coli
um enteropatdgeno responsavel por aproximadamente 40% a 50% das bacteremias
causadas por germes Gram negativos (TRABULSI et al., 1999).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como finalidade analisar o potencial
inibidor do mel de Melipona sp. de criagbes artesanais, contra as bactérias

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Caracteristica das abelhas sem ferrao (Hymenoptera, APIDAE)

Os meliponineos, sdo os locais onde sdo encontradas as chamadas abelhas sem
ferrdo, caracterizam-se por possuirem o ferrdo atrofiado e por serem sociais. Constituem
um grupo de abelhas formado por mais de 300 espécies conhecidas em todo o mundo.
Esse tipo de abelha, ndo é considerado indefeso pela atrofia do ferrdo, elas
desenvolveram varias estratégias para defesa. Possuem uma grande importancia no
ecossistema brasileiro, pois sdo os principais responsaveis pela polinizacdo da grande
maioria das espécies vegetais do nosso pais.

Seus produtos, mel, geopropolis e polen, sao utilizados pela populacéo rural como
medicamentos e existe uma forte cultura popular do seu criatorio e da apreciacao de seus
produtos. Infelizmente, quando se fala em abelhas produtoras de mel a espécie mais
conhecida € a exdtica Apis mellifera, apesar de o Brasil possuir uma diversificada fauna
de abelhas eussociais. Essas abelhas sdo produtoras de mel cujo relato de consumo data
desde periodos pré-colombianos no continente Americano, ao qual sdo atribuidas
propriedades medicinais e atualmente, o interesse sobre estas espécies foi intensificado
apos a regulamentacdo de sua criacdo pela Resolucdo 346 do CONAMA e de
movimentos de conservacdo de polinizadores, como a “Iniciativa Brasileira de

Polinizadores” (FREITAS, 2003).

2.2 Aspectos gerais do mel

O mel é uma substancia natural, elaborada pelas abelhas a partir do néctar das
flores ou de exsudagdes sacarinicas de outras partes vivas das plantas, que sdo coletadas e
transformadas por meio da evaporacdo da agua e da adicdo de enzimas (HORN et al.,
1996). Deve apresentar aspecto liquido, denso, viscoso e transllcido, e cor que podera

variar do amarelo ao amarelo avermelhado, com cheiro préprio, sabor doce e
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caracteristico (CATALAN, 1981). E um alimento amplamente consumido devido ao seu
sabor agradavel e por representar uma importante fonte de energia (ALVES et al., 2009),
que esta associado a uma imagem de produto natural, saudavel e limpo, sendo-lhe
atribuidas a ele propriedades medicinais decorrente, principalmente, da comprovacao
cientifica de suas diversas propriedades benéficas a saude, sendo estas nutricionais;
farmacologicas; atividade antimicrobiana; cicatrizantes e antioxidantes, geralmente
relacionadas as suas caracteristicas fisico-quimicas (SOUZA et al.,, 2009). Tais
propriedades tem despertado interesse entre os pesquisadores devido ao seu potencial de

aplicabilidade em casos clinicos.(GONCALVES et al., 2005).

2.3 Importancia Econémica do mel

O mel das abelhas indigenas obtém melhor pre¢co no mercado, por se tratar de um
produto especial, organico e raro, 0 aroma e sabor desses meis possuem caracteristicas
Unicas, dependendo da florada e da espécie da abelha que a produziu. No ecossistema
brasileiro, em especial o0 amazénico, possuem muitas condi¢des que favorecem a criagéo
das abelhas, dentre elas podemos citar: clima quente; flora rica em espécies fornecedoras
de néctar, pélen e resina; floragdo mista distribuida ao longo do ano; diferentes espécies
de abelhas produtoras de mel e um grande mercado com boa cotacgao para esse produto.

A producéo brasileira de mel, que saltou de 38 mil toneladas em 2009 para 50 mil
toneladas em 2010, colocou o pais na 112 posicdo no ranking dos produtores mundiais,
sendo destaque, como quinto maior exportador do produto. De acordo com o Ministério
da Agricultura, programas de incentivo a producdo e capacitacdo de agricultores

envolvidos com a cadeia produtiva, sdo 0s responsaveis pelo destaque nesse setor.



11

A producéo de mel no estado do Amazonas correspondeu a 21 toneladas, cerca de
0,1% da producdo nacional (IBGE, 2012). A¢des governamentais e extencionistas tém
sido empreendidas a fim de incentivar a producdo familiar. O municipio de Parintins
ocupa posicdo de destaque, pois existem projetos em andamento nas comunidades
ribeirinhas, que visam a capacitacdo de comunitarios e a padronizacdo de caixas, tendo
em vista o aperfeicoamento e aumento da producdo de mel de abelhas do género
Melipona sp. a producdo de mel tem se constituido uma alternativa aos moradores das

zonas rurais e urbanas no municipio. (MATOS et al., 2011).

2.4 Conhecimento cultural aplicado a propriedades medicinais do mel

Durante as Ultimas décadas, a utilizacdo indiscriminada de antibioticos vem
favorecendo a emergéncia de linhagens de microrganismos patogénicos apresentando
resisténcia aos mais variados antibioticos. Frente a necessidade de desenvolvimento de
novas classes de antibioticos, diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com produtos
naturais, seja de origem vegetal como animal, visando a deteccdo e caracterizacdo de
compostos quimicos com propriedades terapéuticas, entre elas a antimicrobiana
(GONGALVES et al, 2005).

As abelhas (Hymenoptera, APIDAE) representam uma importancia cultural
significativa, interagindo com o homem de maneira direta, pelo uso de larvas e pupas na
alimentacdo, ou de maneira indireta, pela oferta de produtos como pdlen apicola, mel,
prépolis, geleia real e cera, utilizados para fins alimenticios, religiosos, pajelancas,
cosmeticos e medicinais. O mel de abelhas é um suplemento alimentar que, ultimamente
vém recebendo um incremento no consumo decorrente, principalmente, da comprovacao
cientifica de suas diversas propriedades benéficas a salde além do seu uso como

alimento, é um produto de reconhecidas propriedades bactericidas, capaz de neutralizar a
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acao de germes e bactérias. (BARBOSA et al, 1994; ALLEN et al., 1991). A primeira
mencdo a presenca de antibidticos nos méis de meliponineos foi a de Gonnet, Pierre
Lavie e Paulo Nogueira-Neto (1964). Em grandes regides da América Latina e da Africa,
0 mel dos Meliponineos ¢ de um modo geral considerado por muitas pessoas como
possuindo propriedades medicinais normalmente ligadas a presenca de antibidticos.
Contudo, quase sempre faltam trabalhos de investigacdo médica, realizados com técnica e
metodologia cientifica, seja para comprovar em pessoas o0s efeitos curativos desse mel,
seja para indicar como esse e outros produtos das abelhas devem ser utilizados.

Neste contexto os produtores rurais no municipio de Parintins tém no mel de
Melipona sp., além de uma fonte alternativa de renda, um implemento da medicina
popular, utilizando-o como tratamento a determinadas doengas, muitas vezes levando em
consideracdo o conhecimento cultural repassado de geracdo a geracdo. Este produto é
coletado e engarrafado artesanalmente, e comercializado pelos produtores em feiras
locais sem qualquer tipo de controle sanitario ou andlises que comprovem suas
propriedades medicinais.

Entretanto, embora seja um produto agricola com notavel aumento de producéo e
consumo no municipio ainda hoje ndo é conhecido em suas propriedades fisico-quimicas
e possiveis particularidades (ABREU et al., 2005). E muitas vezes ndo existe qualquer
tipo de controle ou inspecdo sanitaria sobre o mel produzido artesanalmente.
Considerando a meliponicultura crescente do municipio e a escassez de estudos
abordando o assunto, ha necessidade de se compreender e conhecer o produto.

A qualidade microbiologica do mel veio subsidiar nos testes de sensibilidade in-
vitro verificando se a microbiota do mel influéncia na inibicdo do crescimento bacteriano,

tendo em vista uma caréncia de pesquisas em analise microbioldgica, onde apenas um
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trabalho cientifico foi desenvolvido com o mel de abelhas sem ferrdo produzido na zona

rural de Parintins, objetivando analisar a qualidade microbiologica (MATOS et al., 2011).

3 METODOLOGIA
3.1 Localizacéo

O referido projeto foi desenvolvido no municipio de Parintins, localizado no
extremo leste do estado do Amazonas, fazendo fronteira com o estado do Parad. O marco
zero do municipio localiza-se a 56°73” W e 2°62° S.

O projeto foi realizado em duas etapas sendo coletadas 11 amostras entre outubro
de 2012 e margo de 2013, e 14 amostras de outubro de 2013 e marco de 2014, totalizando
25 amostras durante todo o projeto, o periodo de outubro a marco segundo os produtores,
corresponde a safra do mel na regido. Dentre as 25 amostras duas foram coletadas dentro
do perimetro urbano de Parintins e 23 foram obtidos na comunidade de Cameta zona
rural do municipio de Barreirinha, este vizinho a Parintins, aproximadamente 60Km via
fluvial. Foi feito um cadastro das propriedades e quantificados os ninhos em cada uma,
todas as amostras foram compostas com a finalidade de representar a producdo da
propriedade, os pontos de coleta foram georeferenciados com GPS (tabela 1), as areas de
forrageio das abelhas foram avaliadas quanto as espécies floristicas nos locais onde se

encontra 0s ninhos das abelhas, buscando sempre caracterizar 0 ambiente externo as

coldnias.
Amostras Coordenadas geogréficas Localizacéo
1;9 S 02°50° 18” /W 57°24° 48,4” Zona rural — BAE
2;23 S 02°57°12,4” / W57° 24> 44” Zona rural - BAE

3;6;10 S 02°50° 137/ W057° 24° 52,8” Zona rural — BAE
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4:5 S 02° 39’ 09,57/ W 056° 044’ 55,57 Zona urbana — PIN
7:24 S 02°50° 20,27/ W 57°25° 0,3~ Zona rural — BAE
8;11;15;16 S 02°50° 23,77/ W 57°24° 55,4~ Zona rural — BAE
12 S02°50° 11,37/ W 57° 24’ 55,4 Zona rural — BAE
13;22 S 02°50° 14,27/ W 57° 24> 53,2” Zona rural — BAE
14; 25 S 02°50° 13,37/ W 57°24° 54~ Zona rural — BAE
17 S 02°50° 10,77/ W 57° 24> 48” Zona rural — BAE
18;19 S 02°50° 13,67/ W 57°25°25” Zona rural — BAE
20;21 S 02° 50’ 20,77 / W 57°24°58,8” Zona rural — BAE

Tabela 1: Numero de amostras, coordenadas geograficas e localizagcdo dos pontos de
coleta.
3.2 Coletas das amostras

O mel foi coletado por aspiracdo com seringa estéril diretamente dos ninhos de
Melipona sp., obtendo-se 100 ml para cada amostra composta. Estas foram
acondicionadas em frascos esterilizados e mantidas refrigeradas a 4°C até o inicio das
analises. Cada amostra foi identificada por nimero sequencial, e encaminhadas ao
laboratério de Microbiologia, Histologia e Fisiologia, situado no campus do Instituto de
Ciéncias Sociais, Educacdo e Zootecnia (ICSEZ) localizado em Parintins-Am, para que

se procedam as analises.

3.3 Testes de sensibilidade in-vitro

Os testes de sensibilidades in-vitro foram executados utilizando linhagens puras
das bactérias Escherichia coli CBAM 0001, Staphylococcus aureus ATCC 25923
adquiridas, da Colecédo de Culturas DPUA (Departamento de Parasitologia, UFAM). Com
0 auxilio de um swab as linhagens foram semeadas em placas de Petri contendo Agar

Mueller- Hinton, sendo feito um esfregaco, cobrindo toda a superficie do meio. Discos de
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papel-filtro (6 mm) impregnados com 25 microlitros de mel foram posicionados no
centro da placa, e estas foram incubadas a 37 °C por 24h. A mensuracdo dos halos de

inibicdo foi feita com o auxilio de paquimetro, os ensaios foram executados em triplicata.

3.4 Analise microbioldgica

As amostras foram diluidas a proporc¢édo 1:10, adicionando-se 25mL de mel a 225
mL de agua peptonada tamponada 0,1%, 1:100 e 1:1000 adicionando-se 1ml da diluicéo
anterior em 9 ml de solucdo salina 0,9% respectivamente. O teste presuntivo para
bactérias do grupo coliformes, foi executado inoculando-se 1 mL da amostra diluida nas
trés concentragdes 10, 102 e 10 em tubos contendo 9 ml de Caldo Lauril Sulfato
Tripitose estes foram incubados em estufa com temperatura de 36 °C por 24 horas, em
todos os tubos foram colocado um tubo de Durhan em posicéo invertida, no qual indicara
o resultado positivo através da retencdo de gas. Os testes confirmativos foram executados
inoculando-se 1,0 ml do conteddo dos tubos do teste presuntivo com resultado positivo,
em tubos contendo 9,0 mL de Caldo Bile Verde Brilhante para quantificacdo de
coliformes totais, estes foram incubados em estufa a 36+0,5 °C com leitura de 24-48
horas e em tubos contendo 9,0 ml de Caldo EC para quantificacdo de coliformes
termotolerantes (Escherichia coli), estes foram incubados em estufa a 45+0,2 °C com
leitura de 24-48 horas. Foram considerados positivos os tubos que apresentarem retencao
de gas nos tubos de Durhan, adicionados aos meios em posi¢do invertida indicando
atividade fermentativa. Os resultados foram usados para calculo do ndmero mais

provavel (NMP) de unidades formadoras de colonia por ml da amostra (mel), (UFC/ml).

A anélise da qualidade micologica, bolores e leveduras, foi realizada, pelo cultivo

por técnica spread-plate, de 100 pL da amostra diluida na concentragdo 102, em placas
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de Petri contendo Agar Batata Dextrose, adicionado cloranfenicol (40 pg/mL),
procedendo-se espalhamento com alca de Drigalski, as placas foram incubadas em estufa
B.O.D. a 25 °C por de 5 a 7 dias, os ensaios foram realizados em duplicata. Sendo

quantificadas por contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) nos inoculados.

Todos os testes foram executados segundo as normas estabelecidas pelo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

A andlise estatistica foi realizada a partir de uma analise descritiva do potencial

inibidor do mel de Mellipona sp. frente as bactérias, atraves da porcentagem de inibicéo.

E a comparacdo das médias das triplicatas em cada bactéria foi submetida ao teste

de Tukey a 5% de significancia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante milhares de anos o mel é utilizado como um medicamento natural no
tratamento de doencas respiratérias, infecgdes gastrointestinais, queimaduras, feridas
infectadas e Ulceras, suas caracteristicas fisicas e quimicas conferem-lhe propriedades

Unicas como um efetivo agente antimicrobiano (PEREIRA, 2008).

No grafico 01 estd representando o percentual de inibicdo do mel contra as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, observa- se que o percentual para
bactéria S. aureus é maior em relacdo a bactéria E. coli com resultados de 57,3% e
33,3%, respectivamente. Pereira (2008) relata que as bactérias exibem diferente
sensibilidade ao mel, algumas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus  stearothermophilus sdo extremamente sensiveis, enquanto outras,

Staphylococcus uberis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus,
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Alcaligenes faecalis, Lactobacillus acidophilus, Helicobacter pylori, Bacillus subtilis
apenas sdo moderadamente e por outro lado, o crescimento de Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa parece nao ser afetado pelo mel. A
atividade antimicrobiana do mel deve-se principalmente as suas propriedades fisicas e
quimicas, tendo como principais indicadores ou substancias que contribuem para essa
atividade a elevada osmolaridade e a acidez do mel, o peroxido de hidrogénio, os
compostos volateis, os acidos organicos, os compostos fendlicos e a lisozima (PEREIRA
A. P. 2008). Borsato e colaboradores (2009), ressalta que essa variacdo na atividade
antimicrobiana também pode esta relacionada aparentemente, por contribuicdo de
diversos fatores, como diferencas no solo, condi¢BGes atmosféricas, relacionados ao tipo e
fisiologia de cada planta que contribui para a formacdo do mel, ou mesmo de ser
resultado de diferencas na composi¢do quimica atribuida a diferentes origens florais e

condigdes ambientais.

B S.aureus
E.coli

Gréfico 01: Potencial inibidor do mel contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus.

Na tabela 2 sdo apresentados os valores médios dos halos de inibicdo do
crescimento das bactérias E. coli e S. aureus em cada amostra, nos diferentes periodos de

coleta. Observa-se que no periodo de 2012/2013 as amostras 5, 6, 7, 9 e 11 foram capazes
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de inibir o crescimento das duas bactérias, sendo que a amostra 11 obteve os maiores
valores de inibicdo com 15,3mm e 8,3mm para E. coli e S. aureus. As amostras 5 e 6
obtiveram valores médios iguais nas duas bactérias, sendo de 3,3mm para E. coli e
10,7mm para S. aureus, porém a amostra 7 obteve valor médio igual para as duas
bactérias com halo de inibicdo de 7,0mm. Nas amostras 1 e 3 somente houve inibi¢do no
crescimento da bactéria S. aureus, sendo esta incapaz de impedir o crescimento da
bactéria E. coli. O inverso aconteceu nas amostras 8 e 10 onde somente ocorreu inibicdo
do crescimento da bactéria E. coli, enquanto que S. aureus nao foi inibida. Nas amostras
2 e 4 ndo ocorreu inibicdo no crescimento de nenhuma das duas bactérias. Nas amostras
coletadas no periodo de 2013/2014 observou-se que somente as amostras 14; 18; 23 e 25
foram capazes de inibir o crescimento nas duas bactérias, sendo que a amostra 25
apresentou valor médio de inibicdo maior para bactéria E. coli, e a amostra 14 apresentou
valor médio de inibicdo maior para bactéria S. aureus, com valores de 12,3mm e 17mm
respectivamente. Nas amostras 13; 16; 17; 21 e 24 observou-se que estas apresentaram
halo de inibicdo somente para bactéria S. aureus com valor minimo de 8,3 mm e maximo
de 15,3mm. O inverso ocorreu na amostra 12 apresentando somente halo de inibicdo para
bactéria E. coli, com valor de 7mm. As amostras 15; 19; 20 e 22 ndo apresentaram halo

de inibicdo nas duas bactérias.

De acordo com os resultados apresentados foi possivel constatar que o mel de
Mellipona sp. de criagOes artesanais possuem uma atividade antibacteriana, e que o
potencial inibidor contra as bactérias E. coli e S. aureus foram relevantes a pesquisa.
lurlina e Fritz, (2005) ao fazer avaliacdes de atividades antimicrobianas puderam chegar
aos mesmos resultados onde relatam que propriedades intrinsecas do mel afetam o
crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos por acdo bacteriostatica ou bactericida

prevenindo o crescimento de muitos microrganismos.



19

Autores como Wahdan (1998) e Molan (1992) apontam a sinergia entre fatores
fisicos como a alta osmolaridade, e fatores quimicos relacionados ao pH, a presenca de
substancias inibidoras como o peroxido de hidrogénio e acidos (BOGDANOV et al.
2004), como promotores da atividade bioldgica do mel podem ser responsaveis pela
atividade antimicrobiana do mel. Sato e Miyata (2000), relatam que a atividade
antimicrobiana do mel talvez seja o efeito medicinal mais evidente, e que varios fatores

associados podem ser responsaveis por tal atividade.

Periodo Amostra Halo de inibi¢do (mm)
de coleta Escherichia coli  Staphylococcus aureus
1 0 17
2 0 0
3 0 18
4 0 0
% 5 33 10,7
§ 6 3,3 10,7
S 7 7 7
8 8,3 0
9 14 43
10 10,7 0
11 15,3 8,3
12 7 0
13 0 8,3
14 7 17
15 0 0
16 0 15,3
<, 17 0 14
< 18 10,7 12,3
3 19 0 0
o 20 0 0
21 0 10,7
22 0 0
23 3,7 7
24 0 12,7

N
(6}

12,3 11,7
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Tabela 2: Tamanho do halo de inibicdo do crescimento das bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, utilizando o mel de Mellipona sp. e periodo das coletas das
amostras.

Na analise estatistica no teste de Tukey, comparando as médias do tamanho do
halo de inibicdo verificou-se que o tamanho do halo e as bactérias ndo tém relagédo
significativa. Sendo assim aceito que o mel de Mellipona sp. é capaz de inibir o

crescimento das bactérias E. coli e S. aureus.

Os resultados encontrados para a contagem padrdo de bolores e leveduras
unidades formadoras de col6nia (UFC/ml), nimero mais provavel de coliformes totais a

35°C e termotolerantes a 45°C(NMP/ml) estdo apresentados da tabela 03.

Coliformes Fungos
Amostras .

Totais (NMP/ ml) Termotolorantes (NMP/ml) UFC/mi
1 <0,3x10? < 0,3 x10? 1,5 x10!
2 <0,3x10? <0,3x10? 2,0 x101
3 2,0 x10t 2,3 x10t 1,7 x10t
4 <0,3x10? <0,3x10? 1,6 x10?
5 <0,3x10* 0,74 x10t 0,3 x10t
6 <0,3x10? <0,3x10? 0,1 x10t
7 <0,3x10* < 0,3 x10? 1,09 x102
8 1,5 x1072 1,1 x103 0,2 x10t
9 <0,3x10* 1,1 x103 1,0 x10?
10 <0,3x10? 1,1 x103 6,7 x101
11 <0,3x10* 1,1 x103 0,1 x10*
12 2,8 x10t 1,1 x10? 1,2 x10?
13 0,3 x10t 2,7 x10t 0,6 x10*
14 <0,3x10t 7,5 x10t 1,8 x10?
15 <0,3x10* 2,1 x10t 2,1 x10t
16 0,3 x101 1,6 x10? 1,1 x10?
17 0,36 x10t 4,6 x102 2.5 x102
18 0,61 x10t 7,4 x10t 2,3 x10t
19 < 0,3 x10! 6,1 x10t 2,7 x101
20 1,2 x102 4,6 x102 2,7 x102
21 < 0,3 x10! 0,92 x10t 0,4 x101
22 1,4 x101 2,1 x102 1,9 x102
23 0,61 x10t 1,4 x101 0,6 x101
24 0,61 x10t 1,5x10t 1,1 x10?
25 3,5 x10t 1,5 x10? 2,3 x101
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Tabela 3: NUmero mais Provavel de Unidades Formadoras de Coldnia/mli
(NMP/UFC/mI).

De acordo com os resultados obtidos para contagem padrédo de bolores e
leveduras, 4 amostras, correspondendo a 16% do total, apresentam valores acima do
maximo estabelecido pela Legislacdo brasileira (BRASIL, 2001), sendo consideradas
improprias ao consumo humano direto. Os valor maximo foi verificado na amostra 20, e

minimo nas amostras 6 e 11 com valores de 2,7 x102 e 0,1 x10* UFC/mI respectivamente.

Os resultados encontrados na pesquisa corroboram com o trabalho de Souza
(2009) onde na contagem padrdo de bolores e leveduras, sete amostras, correspondendo a
50,0% do total, apresentaram valores acima do maximo estabelecido pela regulamentagéo
técnica para alimentos, RDC 012 (BRASIL, 2001), sendo consideradas improprias para o
consumo humano direto. Os valores maximo e minimo foram de <1,0 x 10 e 4,4 x 103

UFC.g-1 respectivamente.

SALES e colaboradores (2006) também encontrou valores para contagem de
Bolores e leveduras acima do maximo estabelecido conforme Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Mel (MAPA, 2000) em trés amostras (36%), os valores

maximos e minimos foram > 1,0x103 e <1,0x10 UFC/g, respectivamente.

Segundo Matos e colaboradores (2011) o maior nimero de unidades formadoras
de colbnias dos microrganismos sdo encontrados nos periodos iniciais da safra, quando
as flores ainda sdo escassas, onde é reforcada a hipotese de que ocorre um forrageio e
coleta em coldnias fungicas, fezes e argila pelas abelhas durante periodos de escassez de

alimentos.
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A quantificacdo de coliformes totais e termotolerantes observou-se que 20
amostras correspondendo a 80% do total apresentaram contaminacdo por coliformes
termotolerantes, a presenca de tais microorganismos € um indicativo que este produto
possui uma contaminag¢do com matéria organica de origem fecal. As amostras 8; 9; 10 e
11 foram consideradas impréprias ao consumo por apresentarem na contagem do ndmero
mais provavel, valores de 1,1 x10® UFC/ml de coliformes temotolerantes. MATOS e
colaboradores (2011) afirma que, o consumo de mel que apresente coliformes
termotolerantes deve ser evitado, pois o indicativo de contaminacdo fecal torna este
produto um potencial transmissor de enteroparasitas. E Nogueira-Neto (1997) menciona
que a qualidade microbioldgica do mel ndo depende apenas da pratica higiénica dos
manipuladores, mas estd correlacionada com os habitos higiénicos das abelhas

produtoras.

Na tabela 4 observa-se que algumas amostras foram coletadas na mesma
propriedade nos dois periodos de coleta, e estas apresentaram tamanho do halo de
inibicdo diferenciadas nas duas bactérias o qual nos leva a hipGtese de que existem
fatores na composicgdo fisico-quimica do mel que influenciam nessa caracteristica. 1sso
pode ser bem evidenciado nas amostras 2 e 23 onde no primeiro periodo ndo houve halo
de inibicdo nas duas bactérias, porém no segundo periodo apresentou halo de inibicéo de

3,7mm para E. coli e 7mm para S. aureus.

. Halo de inibica
Periodo de Amostras Coordenadas geograficas alo e.|n| igdo (mm)
coleta E. coli S. aureus

2012/2013 7 S 02°50° 20,2 / 7 7
2013/2014 24 W 57°2570,3” 0 12,7

8 8,3 0
2012/2013

11 S 02°50° 23,77/ 15,3 8,3

15 W 57°24° 55,47 0 0
2013/2014

16 0 15,3

2012/2013 2 S 02°57°12,4” / 0 0




23

2013/2014 23 WS57°24° 447 3,7 7

Tabela 4: Tamanho do halo de inibicdo das amostras coletadas no mesmo ponto de
coleta em diferentes periodos.

Na tabela 5 observa-se a relacdo do potencial inibidor com a qualidade
microbioldgica do mel, nas amostras 1; 4 e 6 a contaminagdo por coliformes e fungos
estdo em niveis baixos de < 0,3 x10t e 1,5 x10%, o potencial inibidor do mel contra as
bactérias nestas amostras apresentam halo de inibicdo com valor de 3,3mm para E. coli e
17mm para S. aureus. A contaminacdo por coliformes termotolerantes e fungos na
amostras 17 e 22 foi de 4,6 x10% 2.5 x102 e 2,1 x10% 1,9 x10? respectivamente, no
entanto o potencial inibidor somente foi observado na amostra 17 contra a bactéria S.
aureus. Nas amostras 8; 9; 10 e 11 onde a contaminacgdo por coliformes termotolerantes

foi a mais elevada, o potencial inibidor foi maior na bactéria E. coli.

Halo de inibicao

AMmostras | (mm) Co-llformes (NMP/ ml) Sggg/%sl
E.coli  S. aureus Totais  Termotolorantes
1 0 17 < 0,3 x10* < 0,3 x10* 1,5 x10t
2 0 0 <0,3 x10* < 0,3 x10* 2,0 x10t
3 0 18 2,0 x10t 2,3 x10t 1,7 x10t
4 0 0 < 0,3 x10* < 0,3 x10* 1,6 x10t
5 3,3 10,7 < 0,3 x10* 0,74 x10* 0,3 x10t
6 3,3 10,7 <0,3 x10* < 0,3 x10* 0,1 x10t
7 7 7 < 0,3 x10* < 0,3 x10* 1,09 x102
8 8,3 0 1,5 x10? 1,1 x103 0,2 x10t
9 14 4,3 <0,3 x10t 1,1 x103 1,0 x10t
10 10,7 0 <0,3 x10t 1,1 x103 6,7 x10t
11 15,3 8,3 <0,3x10* 1,1 x103 0,1 x10t
12 7 0 2,8 x10t 1,1 x10* 1,2 x10t
13 0 8,3 0,3 x10t 2,7 x10¢ 0,6 x10t
14 7 17 <0,3x10* 7,5 x10t 1,8 x10t
15 0 0 < 0,3 x10* 2,1 x10t 2,1 x10t
16 0 15,3 0,3 x10t 1,6 x10t 1,1 x10t
17 0 14 0,36 x10t 4,6 x102 2.5 x10?
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18 10,7 12,3 0,61 x10? 7,4 x10* 2,3 x10t
19 0 0 < 0,3 x10t 6,1 x10* 2,7 x10t
20 0 0 1,2 x10? 4,6 x10? 2,7 X102
21 0 10,7 < 0,3 x10t 0,92 x10t 0,4 x10*
22 0 0 1,4 x10t 2,1 x10? 1,9 x102
23 3,7 7 0,61 x10? 1,4 x10* 0,6 x10*
24 0 12,7 0,61 x10? 1,5x10* 1,1 x10t
25 12,3 11,7 3,5 x10? 1,5 x10* 2,3 x10t

Tabela 5: Rela¢do do potencial inibidor com a qualidade microbioldgica do mel.

5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados foi possivel constatar que o mel de Mellipona sp. de
criagdes artesanais possuem uma atividade antibacteriana, e que o potencial inibidor

contra as bactérias E. coli e S. aureus foram significativos na maior parte das analises.

A qualidade microbiolégica do mel ndo influéncia no potencial inibidor do mel.
Sendo assim aceito que o mel de Mellipona sp. é capaz de inibir o crescimento das

bactérias E. coli e S. aureus.
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