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Atividade antimicrobiana in vitro de meéis de abelha

Resumo

O mel de abelha sem ferrao (ASF) promove diversos
efeitos para a salde, principalmente combatendo
microrganismos. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a
atividade antimicrobiana de méis de abelha sem ferrao da
Amazonia. Metodologia: Foram utilizadas 35 amostras de
méis de ASF provenientes de produtores rurais do estado
do Amazonas. Essas amostras passaram por avaliacao da
atividade antimicrobiana através do ensaio de difusao em
pocos e Concentracao Inibitoria Minima (CIM) frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. Das 35 amostras, os méis de JUP1 e JUP2
da espécie de abelha Melipona compressipes
manaosensis, que tiveram as maiores atividades
antimicrobianas frente aos microrganismos testados.
consideracdes finais: Os méis de Melipona compressipes
manaosensis tiveram maiores inibicées contra as
bactérias, sendo assim, é importante a andlise
microbioldgica dos méis para suas aplicabilidades
clinicas, apesar de que a qualidade do mel possa ser
influenciada por diversos fatores como a espécie de
abelha, origem botanica, condicoes do ambiente e outros.

Palavras-chave: Bactérias.  Abelhas.

Inibicdo. Microbiologia.

Melipona.
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INTRODUCAO

Diversas pesquisas vém sendo estudada sobre a atividade antibacteriana do mel
contra microrganismos patogénicos e a resisténcia de bactérias a antimicrobianos se
tornou um problema de salde publica global, ou seja, muitos farmacos deixaram de atuar
satisfatoriamente contra infeccoes bacterianas devido a multirresisténcia de
microrganismos, assim tem sido utilizado doses mais concentradas de antibioticos
(LOUREIRO et al., 2016). De acordo com Adadi e Obeng (2017) a atividade antimicrobiana
do mel esta relacionada a sua localizacao geografica, condicoes climaticas e fonte
alimentar das abelhas. Além disso, o processamento e armazenamento do mel podem

interferir na atividade antimicrobiana.

Os méis de Abelha Sem Ferrao (ASF) como por exemplo, o género Melipona, possuem
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas pouco conhecidas, devido a sua ampla
distribuicao geografica no territorio brasileiro. Dessa forma, € o foco de diversas pesquisas
sobre o comportamento dos microrganismos frente aos diferentes tipos de méis
(BATISTON, 2017). Segundo Nordin et al. (2018) o mel de ASF apresenta diferentes
concentracées de acucar, umidade, acidez e outros. Além disso é abundante em
flavonoides e compostos fenodlicos, no qual promovem diversas finalidades biologicas e,
principalmente atuam como antioxidantes naturais e promove um grande potencial para
atividade antimicrobiana, anticancerigena, antitumoral, antifingica, anti-inflamatoria,
cicatrizante e outros (WAHEED et al., 2019).

Segundo Pires (2015) alguns organismos Gram-positivos como o género
Staphylococcus, sao conhecidos como uma das principais causas de infeccoes bacterianas,
esses organismos colonizam a pele e as membranas mucosas do hospedeiro. Para a
realizacao da atividade antimicrobiana, tém-se o método in vitro, sendo que a maioria
das analises é geralmente feita a partir de dois métodos como o ensaio de difusao em agar
e outro processo por meio de diluicao seriada em placas de microdiluicao. Sendo que
ambas as técnicas sao utilizadas para a determinacao antimicrobiana do mel (SZWEDA,
2017).

Nesse sentido, esse estudo teve como finalidade avaliar a atividade antimicrobiana
do mel de abelha sem ferrao em ensaio in vitro frente a Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
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METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Bacteriologia (LABAC) da Universidade
Federal do Oeste do Para (UFOPA). Foram analisadas 35 amostras de méis de abelha sem
ferrao oriundas de diferentes propriedades rurais do Estado do Amazonas. O material foi
coletado no periodo de estiagem e de chuvoso no Estado do Amazonas, entre os meses de
marco a outubro, entre os anos de 2020 e 2021. As amostras foram fornecidas pelos
produtores, que retiraram diretamente das caixas e acondicionaram em frascos de vidro,
sendo doados para os pesquisadores dessa pesquisa e enviados para analise logo apos a

coleta.

O método de ensaio de difusdo em pocos foi realizado por meio do protocolo
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os indculos
utilizados foram cepas ATCC de bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25993) e Escherichia coli (ATCC 27853). Os indculos foram
preparados através de suspensao direta do crescimento microbiano em Caldo Triptona
Soja (TSB) com turvacao equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0x10% UFC/mL)
sendo ajustada entre 0,08-0,13 de densidade optica (D.O) a 600 nm em

espectrofotometro.

0 ensaio de difusao em pocos foi realizado com o auxilio de swab estéril, o indculo
microbiano foi semeado na superficie de uma placa de agar Miiller-Hinton, até alcancar
um esfregaco uniforme. Apos a secagem do indculo, foram confeccionados pocos com
auxilio de molde com 6 mm de diametro, que foram impregnados com 100 pL dos méis de
ASF. Para fins de comparacao e controle foram utilizados discos de antibioticos para cada
cepa, que foram Eritromicina (15 mg), Cloranfenicol (30 mg), Amoxicilina associado ao
Acido clavulanico (30 mg), sendo todos da empresa Laborclin®. Os testes foram realizados
em duplicata e as leituras foram realizadas apos 24 h de incubacao a 37°C, por meio da

medicao dos halos de inibicao do crescimento em milimetros de diametro.

Foi utilizado também o método da microdiluicao em caldo, seguindo as normas da
MO7-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Em microplacas de 96
pocos foram adicionados 100 yL de meio de cultura caldo BHI, previamente inoculado com
uma suspensao bacteriana em solucao salina estéril, obedecendo a escala 0,5 de
McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 UFC mL™". O ajuste foi feito em espectrofotometro
(KASVI K37VIS, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil), com o comprimento de onda a 600 nm e a

leitura da absorbancia entre 0,08 a 0,13. Cada poco da primeira linha foi preenchido com
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150 uL de inoculo bacteriano em BHI, e as demais linhas com 100 uL. Na primeira linha,
foi colocado 50 uL dos méis na concentracao de 1 g/mL, e depois a amostra foi diluida
pipetando 100 uL do primeiro poco para o segundo, do segundo para o terceiro, até o fim
das linhas e teve um sobrenadante de 100 uL na ponteira que foi para o descarte, ficando
dessa forma 100 uL de inoculo e mais de méis em cada placa. Para cada amostra dos méis,
foi feito tratamentos em triplicata. A CIM foi determinada como a menor concentracao do

mel em pg mL" que inibiu o crescimento microbiano.

Na Tabela 1, € descrito 4 amostras que receberam codificacbes que remetem aos
nomes dos seus respectivos produtores e duas amostras identificadas com referéncia ao

nome popular dos méis.

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

Amostra Espécie Local da coleta dos méis Més/Ano de
coleta
JAN 1 Melipona subnitida Boa Vista dos Ramos - AM 09/2020
JAN 2 Melipona subnitida Boa Vista dos Ramos - AM 09/2020
JAN 3 Melipona subnitida Boa Vista dos Ramos - AM 09/2020
JAN 4 Melipona subnitida Boa Vista dos Ramos - AM 09/2020
JAN 5 Melipona subnitida Puraquequara- AM 09/2020
. s Instituto Federal do
JAN 6 Melipona subnitida Amazonas (IFAM)- AM 09/2020
JAN 7 Melipona subnitida Autazes-AM 10/2020
JAN 8 Melipona subnitida Iranduba- AM 10/2020
JUP 1 Melipona comp ressipes Boa Vista dos Ramos - AM 0972020
manaosensis
JUP 2 Melipona comp ressipes Boa Vista dos Ramos - AM 0972020
manaosensis
JUP 3 Melipona comp ressipes Boa Vista dos Ramos - AM 0972020
manaosensis
JUP 4 Melipona comp ressipes Boa Vista dos Ramos - AM 0972020
manaosensis
JUP 5 Melipona compressipes Puraquequara- AM 09/2020
manaosensis
Melipona compressipes Instituto Federal do 10/2020
JUP 6 X
manaosensis Amazonas - AM
JUP 7 Melipona compressipes Autazes- AM 10/2020
manaosensis
MFC 1 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 03/2021
seminigra
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Tabela 1. Continuacdo.
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MFC 2 Melipona (Michmetia) Tefé- AM 03/2021
paraensis

MFC 3 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 03/2021

MFC 4 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 03/2021
paraensis

MFC 5 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 03/2021
paraensis

MFD 1 Melipona (Michmetia) Tefé- AM 04/2021
seminigra

Melipona (Michmelia) . 03/2021

MFD2 seminigra Tefe- AM 04/2021

Melipona (Michmelia) . 03/2021

MFD 3 seminigra Tefe- AM 04/2021

Melipona (Michmelia) . 03/2021

MFD 4 seminigra Tefe- AM 04/2021

Melipona (Michmelia) . 03/2021

MFD 5 seminigra Tefe- AM 04/2021

MJO 1 Cephalotrigona femorata Tefé- AM 04/2021

MJO 2 Melipona_ (Michmetia) Tefé- AM 04/2021
seminigra

MJO 3 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 04/2021
seminigra

MJO 4 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 04/2021
paraensis

MJO 5 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 04/2021

MJE 1 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 04/2021
seminigra

MJE 2 Melipona_ (Michmetia) Tefé- AM 04/2021
seminigra

MJE 3 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 04/2021

MJE 4 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 04/2021
seminigra

MJE 5 Melipona (Michmelia) Tefé- AM 04/2021
seminigra

Legenda: JAN: Jandaira, JUP: Jupara.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estao expostos os resultados obtidos da analise antimicrobiana com os

35 méis de ASF e 3 controles com antibioticos, frente a 3 diferentes bactérias, mostrando

as resisténcias e as sensibilidades adquiridas. Observa-se o maior halo de inibicao dos méis

frente a Staphylococcus aureus na amostra JUP2 (24 mm), valor similar ao cloranfenicol
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(25 mm) e a eritromicina (30 mm) e disperso a amoxicilina (40 mm). Enquanto para a
Pseudomonas aeruginosa, o maior valor de inibicao também foi registrado para a amostra
JUP2 (29,6 mm), sendo que esse resultado foi maior que o antibiotico cloranfenicol (23
mm) e eritromicina (28 mm), sendo que apenas o antibiotico amoxicilina (34 mm) foi
superior a JUP2. Ja a Escherichia coli teve o maior valor de inibicao dos méis na amostra
JAN3 (19,6 mm), sendo que apenas o antibiotico cloranfenicol (35 mm) alcancou inibicao

em relacao ao grupo controle.

Dessa forma, pode ser observado na Tabela 2, os halos de inibicao dos méis de ASF
frente a E. coli com valores que variaram entre o minimo de 8 mm (MFD2) e no maximo
de 19,6 mm (JAN3). Em relacao ao grupo controle com antibioticos comerciais, somente
o cloranfenicol foi sensivel a E. coli, enquanto a amoxicilina e eritromicina foram
resistentes. No estudo Goncalves et al., (2005) a atividade antimicrobiana no mel de ASF
Nannotrigona testaceicornis, teve o maior valor na medida do halo de inibicao com 19,0

mm frente a E. coli.

Os halos de inibicao das amostras dos méis de ASF frente a bactéria P. aeruginosa
foram entre 5,6 mm (MFD1) a 29,6 mm (JUP2) (Tabela 1), enquanto os antibidticos
comerciais, variaram entre 23,0 mm a 34,0 mm (Tabela 1). Hasali et al. (2018) usaram
méis de ASF de Heterotrigona itama de varios locais da costa leste da Peninsula da Malasia
e tiveram inibicao a Pseudomonas aeruginosa entre 15 mm a 25 mm, enquanto que o

controle com antibidticos variaram entre 10 mm a 19,5 mm.

Os halos de inibicao das amostras dos méis de ASF frente a bactéria S. aureus
variaram de 8 mm (MFD5) a 24 mm (JUP2), enquanto os antibiéticos comerciais variaram
entre 25 mm a 40 mm (Tabela 2). Roos et al. (2018) tiveram resultados com méis de ASF
com halos de inibicao frente a S. aureus com valores que variaram entre 18 mm a 21 mm.
Grzegozeski (2015) analisou os halos de inibicao do mel de ASF (Tetragonisca angustula)
frente a S. aureus e obteve valores entre 10,89 mm a 11,08 mm, enquanto que o controle

com a amoxicilina teve inibicao em 19,05 mm.

As amostras MFC2, MFC4, MJE3, MJE5, MDF5 e MJO3 dos méis de ASF (Figura 2)
foi descrita por Domingos (2019), que utilizou méis de ASF de M. eburnea, M. grandis, M.
seminigra e M. flavolineata contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e obteve
variadas susceptilidade e inibicao aos microrganismos testados. Uma plausivel explicacao

para esses resultados estaria na baixa quantidade de perdxido de hidrogénio presentes no
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mel, pois a quantidade de peroxido de hidrogénio é proporcional a sua atividade
antibacteriana, além disso, a origem floristica, geografica, estacao do ano e condicoes de
armazenamento dos méis influenciam na sua composicao e, consequentemente na
atividade antimicrobiana (ESCUREDO et al., 2014).

Dessa forma, nota-se que os méis das amostras JUP1 e JUP2 (Tabela 2), ambas da
espécie de abelha Melipona compressipes manaosensis, apresentaram os melhores
desempenhos contra as bactérias testadas, principalmente contra a P. aeruginosa e S.
aureus. Vale ressaltar que essas duas amostras foram coletadas na estacao seca e tiveram
a mesma origem geografica, sendo que também foi observado outras duas amostras JUP3
e JUP4 com a mesma localizacao geografica, estacao do ano e espécie de abelha. O estudo
de Escuredo et al., (2014) justifica que a origem floristica e as condicoes de
armazenamento dos méis influenciam também na composicito do mel e,
consequentemente na atividade antimicrobiana. Além disso, Manyi-Loh et al. (2010)
justifica que a umidade adequada, o baixo valor de pH interfere na atividade de enzimas,
como a glicose oxidase, que gera peroxido de hidrogénio, ele é essencial para a atividade

antimicrobiana dos méis.

Tabela 2 - Diametros dos halos de inibicao (mm) produzidos pelas 35 amostras
testadas com méis de abelha sem ferrao e 3 antibidticos contra as bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa no ensaio de

difusao em agar.

Amostras Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudo::nonas
aeruginosa

JUP 1 14,3 22,0 24,6
JUP 2 18,3 24,0 29,6
JUP 3 17,6 17,6 14,6
JUP 4 15,3 20,0 17,6
JUP 5 13,3 12,3 14,6
JUP 6 18,3 17,7 17,0
JUP 7 10,0 16,3 12,3
MFC 1 11,3 13,3 9,6
MFC 2 16,3 NTI NTI

MFC 3 12,0 10,0 8,6
MFC 4 13,6 NTI NTI

MFC 5 10,6 NTI 10,3
MJE 1 15,0 15,6 19,6
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Tabela 2. Continuacéo.

MJE 2 13,0 NTI 17,3
MJE 3 NTI 15,0 NTI
MJE 4 11,3 15,6 16,6
MJE 5 NTI NTI 15,0
MFD 1 NTI 12,6 5,6
MFD 2 8,0 NTI 10,0
MFD 3 15,3 16,3 8,0
MFD 4 10,3 13,6 15,3
MFD 5 NTI 8,0 NTI
MJO 1 17,6 21,3 22,0
MJO 2 17,6 11,0 NTI
MJO 3 NTI 11,3 NTI
MJO 4 NTI 10,0 10,6
MJO 5 9,6 12,0 NTI
JAN 1 11,6 21,3 22,3
JAN 2 14,6 9,6 12,0
JAN 3 19,6 13,5 14,6
JAN 4 17,0 11,0 12,3
JAN 5 19,3 13,5 14,6
JAN 6 13,3 NTI 10,6
JAN7 12,0 9,0 11,0
JAN 8 13,3 13,1 13,0
AMC 30 NTI 40 34,0
ERI 15 NTI 30 28,0
CLO 30 35 25 23,0

Os valores estao representados como média da duplicata. Legenda: AMC: Amoxicilina, ERI:
Eritromicina, CLO: clorofenicol, NTI: Nao teve inibicao.

.....

méis variaram entre as concentracées de 1000, 500 e 250 mg/mL"". As amostras dos méis
JUP1 e JUP2 apresentaram as melhores atividades antimicrobiana em analise de CIM,
principalmente nas concentracoes de 25 % (250 mg/mL"). Tais resultados corroboram com
o estudo de Pimentel (2010) que utilizou méis de abelha da espécie de Melipona
compressipes manaosensis € mostrou uma adequada atividade frente a cepas Gram-
positivas e cepas Gram-negativas. Além disso, Batiston (2017) mostrou que os dados da
CIM inibiram o crescimento de todas as suas bactérias como a E. coli e S. aureus e foi

amplamente inibido na diluicdao de 25% (250 mg/mL") através dos méis de ASF.
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Algumas amostras de méis de ASF da Tabela 3, nao apresentaram atividade
inibitéria contra uma ou duas cepas de S. aureus, P. aeruginosa ou E. Coli e, curiosamente,
apenas duas amostras MJE3 e MFD5 nao apresentaram inibicao contra nenhuma das
bactérias testadas. Isso foi observado no estudo de Jesus et al. (2020), que utilizaram
méis de abelha de Melipona scutellaris e Tetragonisca angustula e tiveram amostras que
nao apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias E. coli e P. aeruginosa.

Dessa forma, a quantidade e distribuicao de compostos fendlicos podem justificar essas

.....

Tabela 3. Concentracao inibitoria minima (CIM, em mg mL") das 35 amostras de

méis de abelha sem ferrao contra o crescimento de E. coli, S. aureus e P.

aeruginosa.

Amostras Escherichia coli Stap gz igzc;ccus P '; i;'gg?ggggs
JUP 1 250 250 250
JUP 2 250 500 250
JUP 3 500 1000 500
JUP 4 250 500 250
JUP 5 500 1000 500
JUP 6 500 500 500
JUP 7 1000 1000 1000
MFC 1 1000 1000 1000
MFC 2 1000 1000 1000
MFC 3 1000 1000 1000
MFC 4 1000 1000 1000
MFC 5 1000 1000 1000
MJE 1 1000 1000 1000
MJE 2 NTI 1000 NTI
MJE 3 NTI NTI NTI
MJE 4 1000 1000 1000
MJE 5 1000 500 mg/mL 1000
MFD 1 NTI 1000 NTI
MFD 2 NTI 1000 NTI
MFD 3 NTI 1000 NTI
MFD 4 NTI 1000 NTI
MFD 5 NTI NTI NTI
MJO 1 1000 500 1000
MJO 2 NTI 1000 NTI
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Tabela 3. Continuacdo.

MJO 3 1000 1000 1000
MJO 4 1000 1000 1000
MJO 5 1000 1000 1000
JAN 1 NTI 1000 NTI

JAN 2 1000 1000 1000
JAN 3 1000 1000 1000
JAN 4 1000 1000 1000
JAN 5 NTI 1000 NTI

JAN 6 1000 1000 1000
JAN7 1000 1000 1000
JAN 8 NTI 1000 NTI

Legenda: NTI - Nao teve inibicao; CIM - Concentracao inibitéria minima.

Dessa forma, os méis meliponineos apresentam diferentes graus de atividade
antimicrobiana, sendo justificado por varias interferéncias, como fatores referentes a
composicao quimica do mel e, principalmente, a flora visitada pelas abelhas (Souza et al.,
2021).

Yaacob et al., (2017) mencionam que a atividade antibacteriana do mel depende
da localizacao geografica, colheita, clima, manuseios e situacoes de armazenamento, bem

como presenca de compostos fenolicos, acidez e maior pressao osmotica.

Segundo Kwakman e Zaat (2012) a alta concentracao de aclcares em sinergia com
baixas concentracoes de umidade provoca o estresse osmotico da célula, o que impede a
deterioracdao do mel por bactérias e, consequentemente favorecem as atividades

antimicrobianas.

CONCLUSOES

A analise microbioldgica dos ensaios de difusao em pocos obteve halos de inibicao
até o maximo 29,6 mm e a CIM foi observada a menor concentracao era suficiente para
inibir o crescimento (250 mg/mL ") dos méis de Melipona compressipes manaosensis das
amostras JUP1 e JUP2, pois tiveram as melhores inibicoes frente a S. aureus, E. Coli e P.
aeruginosa em relacao as demais amostras de meéis de ASF. Vale ressaltar, que
possivelmente fatores de origem botanica e condicdes de armazenamento e outros, podem

interferir na atividade antimicrobiana.
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