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1 INTRODUCAO

O mel, alimento natural e rico em nutrientes essenciais, € produzido por diferentes espécies
de abelhas (CRANE, 1997). Além de alimento energético e adogante natural, o mel apresenta
atividades biolégicas, como antimicrobiana, antifungica, antioxidante, antiviral, antiparasitaria, anti-
inflamatdria, anticAncer e imunossupressora (IRISH et al., 2006; BOGDANOQV et al., 2008; ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010). A utilizagdo do mel contra infecgdes bacterianas faz parte da medicina
tradicional ha séculos. No entanto, foi substituida por antibidticos sintéticos e/ou semissintéticos
(MOLAN, SMITH e REID, 1988).

Devido ao uso indiscriminado e irracional de antibiéticos ha mais de 50 anos, as bactérias tém
progressivamente desenvolvido resisténcia a esses medicamentos (HSUEH, CHEN e LUH, 2005).
Os relatos crescentes de resisténcia bacteriana a antibidticos e a incidéncia de efeitos colaterais
ocasionados por certos produtos farmacéuticos tém conduzido a investigacdo de novos compostos
com acgdo antimicrobiana a partir de diferentes produtos naturais, como o mel, em substituicao a
terapia antibiética convencional (GAREDEW, SCHMOLZ e LAMPRECHT, 2004).

O mel produzido pela abelha Apis mellifera L., o0 mais comum, é amplamente estudado
(MARCHINI, MORETI e SILVEIRA NETO, 2003; BORSATO et al., 2010) e usado pela populagao.
Particularmente na regido Neotropical, além das abelhas africanizadas, varias espécies de abelhas
indigenas sem ferrdo ou meliponineos (como Melipona spp., Scaptotrigona spp. e Trigona spp.)
elaboram mel diferenciado. As caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas particulares do mel de
abelhas sem ferrao tornam seu valor comercial mais elevado, quando comparado ao mel tradicional
(GAREDEW, SCHMOLZ e LAMPRECHT, 2004; SOUZA et al.,, 2004a; TORRES et al.,, 2004;
ALMEIDA-MURADIAN, MATSUDA e BASTOS, 2007; GUERRINI et al., 2009).

O meldas abelhas semferrdo tem sido utilizado popularmente como alimento comfinalidades
medicinais, principalmente em zonas rurais e entre indigenas, que lhe atribuem propriedades
terapéuticas especificas, como o tratamento de infec¢des (POSEY, 1987; CORTOPASSI-LAURINO
e GELLI, 1991). Nesse sentido, alguns autores avaliaram o efeito antimicrobiano de méis produzidos
por espécies de abelhas indigenas sem ferrdo, provenientes de diferentes paises. Torres et al.
(2004) evidenciaram a agédo do mel de Tetragonisca angustula, proveniente da Colémbia, frente
a bactérias Gram-positivas (Bacillus brevis, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis e Micrococcus
luteus) e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas syringae). Ja os fungos Aspergillus
niger, Penicillium chrysogenum e Trichoderma viride ndo foram sensiveis ao tratamento com o mel
da referida espécie. Garedew, Schmolz e Lamprecht (2004) ao investigarem a ag¢ao antibacteriana
do mel de Trigona spp., proveniente da Etidpia, constataram que as duas amostras de mel testadas
foram eficientes contra as mesmas cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Dardén
e Enriquez (2008) comprovaram o efeito antimicrobiano de amostras de mel de nove espécies de
meliponineos da Guatemala para diversas bactérias e leveduras. Irish et al. (2008) confirmaram o
efeito do mel da abelha australiana Trigona carbonaria frente ao micro-organismo Staphylococcus
aureus. Guerrini et al. (2009) demonstraram o potencial antibacteriano do mel de abelhas nativas do
Equador para Enterococcus faecalis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus subsp. aureus.
Boorn et al. (2010) comprovaram que o mel de T. carbonaria apresentou amplo espectro de atividade
antibacteriana. Entretanto, a atividade contra Candida mostrou-se limitada.

No Brasil, a atividade antimicrobiana de méis produzidos por algumas espécies de abelhas
indigenas sem ferrao foi também investigada. Cortopassi-Laurino e Gelli (1991) constataram que
do total de ensaios de antibiose realizados com mel de meliponineos, 50% dos micro-organismos
mostraram-se sensiveis. Miorin et al. (2003) comprovaram a atividade antibacteriana de amostras
de mel e propolis produzidos por T. angustula diante de S. aureus. Gongalves, Alves Filho e
Menezes (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana do mel da abelha Nannotrigona testaceicornis,
sendo que os micro-organismos E. coli, Proteus spp., P. aeruginosa, Streptococcus pyogenes,
bem como Staphylococcus spp. coagulase negativa, revelaram-se sensiveis frente a agdo do mel
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estudado. Entretanto, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, S. aureus
e Streptococcus a—hemolitico mostraram-se resistentes a acao do produto. Alves et al. (2008)
comprovaram que o uso topico de mel de Melipona subnitida em feridas infectadas da pele de
ratos estimulou a resposta imunoldégica, reduziu significativamente a infecgdo por bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, bem como o tempo de cicatrizacdo. Considerando que existem mais
de 192 espécies de meliponineos no Brasil (BALLIVIAN, 2008) pode-se estabelecer que os estudos
ja realizados, embora promissores, ndo contemplam a diversidade dos méis produzidos por essas
espécies.

Com base na literatura consultada n&o foram verificados trabalhos relativos a atividade
antimicrobiana de méis de abelhas indigenas sem ferrdo elaborados pelas espécies Melipona
bicolor, Melipona marginata, Melipona quadrifasciata, Melipona rufiventris, Scaptotrigona bipunctata,
Scaptotrigona xantotricha e Tetragona clavipes, além de méis de Tetragonisca angustula provenientes
do Estado do Parana. Assim, com o propésito de ampliar o conhecimento sobre o potencial medicinal
de méis obtidos a partir de diferentes meliponineos nativos do Brasil, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a atividade antibacteriana e antifungica desses produtos in natura, provenientes do Estado
do Parana, e de extratos metandlicos obtidos a partir das amostras.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS DE MEL

O total de 21 amostras de mel de meliponineos foi coletado em diferentes municipios do
Estado do Parand (Brasil), entre os anos de 2010 e 2011, conforme detalhado na Tabela 1. A origem
floral dos méis avaliados deriva da combinagédo de espécies de plantas nativas, como Baccharis
spp., llex paraguariensis A. St.-Hil., Mimosa scabrella Benth. e plantas exéticas cultivadas, como
Eucalyptus spp. e Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf. (dados n&o apresentados).

TABELA 1 — ESPECIFICACOES DAS AMOSTRAS DE MEL DE MELIPONINEOS EM ESTUDO,
DESTACANDO A ESPECIE PRODUTORA E O MUNICIiPIO DE PROCEDENCIA
NO ESTADO DO PARANA (BRASIL)

Amostra Espécie Nome popular Procedéncia
1-4 Melipona bicolor Lepeletier, 1836 Guaraipo Curitiba (1,2); Guaraquegaba (3,4)
5-7 Melipona marginata Lepeletier, Manduri Curitiba (5); Boa Esperancga do Iguagu
1836 (6); Guaraquegaba (7)
8-11 Melipona quadrifasciata Mandagcaia Curitiba (8); Guaraquegaba (9,10); Boa
Lepeletier, 1836 Esperanca do Iguagu (11)
12-13 Melipona rufiventris Tujuba Guaraquegaba
Lepeletier, 1836
14 Scaptotrigona ipunctata .
Lepeletier, 1836 Tubuna Mandirituba
15 Scaptotrigona xantotricha Tujumirim Guaraquegaba
Moure, 1950
16 -19 Tetragona clavipes Bora Boa Esperanga do Iguagu (16, 17);

Cornélio Procopio (18); Guraquegaba
(19)

Boa Esperanga do Iguagu (20);
Guaraquegaba (21)

Fabricius, 1804

20-21 Tetragonisca angustula Jatai
Latreille, 1811
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2.1.1 Obtencéo dos extratos

Com o propdsito de explorar o potencial antimicrobiano dos compostos fendlicos presentes
nas amostras, extratos metandlicos foram elaborados pelo método de extragédo descrito por Ferreres
et al. (1991), com modificagbes. Para cada amostra, 50 g de mel foram completamente misturados
com 250 mL de &gua purificada, sendo o pH corrigido até 2,0 com HCI concentrado. Filtrou-se
cada amostra para a remoc¢ao de particulas sélidas. O filtrado foi transferido para béquer contendo
50 g de resina Amberlite® XAD-2 (Fluka Chemie; poro: 9 nm, particula: 0,3-1,2 mm), permanecendo
sob agitagdo por 15 minutos. O filtrado e a resina foram transferidos para uma coluna (25 x 2 cm).
Dessa forma, os compostos fendlicos ficaram retidos na resina, enquanto os agucares e 0s outros
compostos polares foram eluidos com solvente aquoso. Lavou-se a coluna com 100 mL de agua
acidificada e, em seguida, com 300 mL de agua purificada. Toda a fragédo fendlica foi eluida com
aproximadamente 300 mL de metanol até que desaparecesse a coloragao da eluigdo e concentrada
sob pressao reduzida a temperatura de 60°C para obtengéo do extrato fendlico do mel (EFM). Os
EFM foram, entéo, liofilizados.

2.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

2.2.1 Micro-organismos e preparo do inéculo

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata, utilizando-se cepas de Escherichia
coli (ATCC 10530), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Candida albicans (ATCC 10231),
provenientes da American Type of Culture Collection (ATCC). Preparou-se o inéculo pela suspensao
de colbnias em solugao salina até a turbidez da solugao padrao de McFarland de 0,5. A suspenséao
McFarland 0,5 (1 x 108 UFC.mL™") foi diluida 1:10 para se obter a diluigdo de 107 UFC.mL-". O
volume de 0,005 mL dessa suspensao foi inoculado no caldo, sendo a concentragao final de micro-
organismos do teste de aproximadamente 5 x 10* UFC.pogo.

2.2.2 Determinagao da concentracdo inibitéria minima (MIC) pelo

meétodo de microdiluicdo em caldo

As amostras de mel foram diluidas a 50% no caldo Mueller-Hinton (CMH) para os testes
com S. aureus e com E. coli e no caldo Mueller-Hinton com 2% de glucose (CMHG) para os ensaios
com C. albicans. Os EFM foram diluidos a 10 mg.mL~" nesses mesmos meios de culturas. Todas as
solugdes resultantes foram filtradas em membrana 0,22 uym, sendo os filtrados armazenados em
tubos estéreis a 4°C.

Determinou-se a agao da concentragao inibitéria minima dos méis e dos EFM segundo
o método de microdiluicdo em caldo, proposta pelo NCCLS (2003). Foram utilizadas microplacas
com fundo em “U”, esterilizadas, com 96 orificios (TPP®, EUA). Colocou-se o volume de 100 pL
de cada mel a 50% em um pog¢o da micro-placa e, em seguida, 5 pL de cada inéculo microbiano.
A mesma quantidade de inéculo foi utilizada para as diluicbes seriadas de 25 a 0,024% dos méis
de abelhas indigenas sem ferrdo. Procedimento similar foi empregado para os extratos, sendo
que ao volume de 100 pL de cada EFM previamente adicionado em cada pog¢o da microplaca nas
diluicdes seriadas de 10 a 0,3125 mg.mL-", foram acrescidos 5 uL de cada in6culo microbiano.
Com o propdsito de estabelecer comparagéo avaliou-se a atividade antimicrobiana de solugbes de
agucares compostas por glucose e frutose em proporg¢des iguais (BORSATO, CRUZ e ALMEIDA,
2009), nas concentragdes de 70, 65, 60, 55, 50 e 45% (m/V), diluidas em CMH e CMHG para o
volume final de 100 pyL. Em cada uma dessas solugdes também foram adicionados 5 pL de inéculo
microbiano.

As microplacas foram tampadas e incubadas a 35°C por 24 h. A leitura ocorreu antes
e apos 24h de incubagédo em leitor de microplacas (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA) a
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405 nm. Como controle positivo, avaliou-se o crescimento microbiano nos meios de cultura sem
a adicao de amostra. Considerando a possivel influéncia da coloragdo das amostras na leitura
espectrofotométrica, diluicdes dos méis, dos EFM e das solu¢des de agucares em CMH e CMHG,
na auséncia de inéculo microbiano, foram avaliadas apés 24h de incubagéo. Os resultados dos
ensaios antimicrobianos foram expressos como MIC_, concentragdo de amostra (m/V) capaz de
inibir o crescimento microbiano em 90%.

90’

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estdo sumarizados na Tabela 2 os resultados de MIC,, obtidos nos ensaios de atividade
antimicrobiana (pelo método de microdiluigdo em caldo) para as amostras de mel produzidas pelas
espécies de abelhas nativas sem ferrdo M. bicolor, M. marginata, M. quadrifasciata, M. rufiventris,
S. bipunctata, S. xantotricha, T. clavipes e T. angustula.

TABELA 2 — VALORES DE MIC, PARA OS MEIS ELABORADOS PELAS ESPECIES DE
ABELHAS INDIGENAS SEM FERRAO EM ESTUDO

Amostra de MIC_, (% m/V)

mel Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
1 25 25 50
2 25 25 50
3 12,5 12,5 25
4 12,5 12,5 25
5 25 12,5 50
6 25 25 50
7 12,5 12,5 50
8 6,25 3,13 25
9 25 50 50
10 12,5 12,5 25
11 25 25 50
12 25 25 50
13 25 50 50
14 3,12 1,56 12,5
15 25 25 50
16 25 25 50
17 12,5 12,5 25
18 12,5 25 25
19 12,5 25 25
20 6,25 6,25 25
21 50 50 50

E possivel observar que os trés micro-organismos avaliados foram sensiveis as 21 amostras
de mel de meliponineos nas concentragdes testadas, sendo que, em geral, as bactérias E. coli e
S. aureus mostraram-se mais sensiveis. Para as amostras codificadas de 1 a 20 foram verificados
valores de MIC, mais elevados para a levedura C. albicans do que para E. coli e S. aureus. Tal
fato indica que esse micro-organismo € comparativamente mais resistente a acdo dos compostos
antimicrobianos presentes nas amostras de mel em avaliagdo, como previamente ja relatado na
literatura (DARDON e ENRIQUEZ, 2008; BOORN et al., 2010). Apenas a amostra 21, proveniente
de T. angustula, apresentou os mesmos valores de MIC, para os trés micro-organismos.
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Os resultados da atividade antimicrobiana evidenciados para os extratos fendlicos
elaborados a partir dos méis de abelhas indigenas sem ferrdo estdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 — VALORES DE MIC, PARA OS EXTRATOS FENOLICOS DOS MEIS PRODUZIDOS
PELAS ESPECIES DE ABELHAS INDIGENAS SEM FERRAO EM ESTUDO

MIC,, (mg.mL™)

EFM
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
1 >10 >10 >10
2 >10 10 >10
3 >10 >10 >10
4 >10 10 >10
5 >10 >10 >10
6 >10 10 >10
7 >10 >10 >10
8 >10 10 >10
9 >10 >10 >10
10 >10 >10 >10
11 >10 >10 >10
12 >10 >10 >10
13 >10 >10 >10
14 >10 10 >10
15 >10 10 >10
16 >10 10 >10
17 >10 >10 >10
18 >10 >10 >10
19 >10 10 >10
20 >10 >10 >10
21 >10 10 >10

Nas condi¢des avaliadas, os EFM revelaram menor potencial antimicrobiano que os méis in
natura. Para nove amostras de EFM, apenas o crescimento de S. aureus foi inibido em 90% quando
se utilizou 10 mg.mL~". Os micro-organismos E. coli e C. albicans demonstraram-se resistentes a
acao dos EFM nas concentragoes testadas.

Com a finalidade de verificar se o efeito osmético, isoladamente, seria capaz de inibir
o crescimento de micro-organismos, também foi investigada a atividade antimicrobiana de
solucdo de agucares contendo iguais proporgdes de glucose e frutose. Observou-se inibigdo do
crescimento em 90% apenas para E. coli em solugdes de agucares em concentragdo maior ou
igual a 50%. Para os micro-organismos S. aureus e C. albicans, entretanto, ndo houve inibicao
do crescimento nas concentragdes testadas. Isso demonstra que a alta pressao osmotica pode
exercer efeito inibidor do crescimento de E. coli. Porém, o potencial antimicrobiano apresentado
pelos meéis investigados ndo pode ser atribuido somente ao efeito osmoético contra E. coli, pois as
amostras foram diluidas inicialmente a 50% (m/V). Nessa diluigdo, o mel tem a sua concentragao
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de agucares reduzida a metade. Considerando que o mel produzido por algumas espécies
do género Melipona apresenta teor médio de acgucares de, aproximadamente, 71% em sua
composigao (SOUZA et al., 2004b), a concentragéo de agucares na diluigao inicial ndo ultrapassou
40%. Assim, tal concentragdo nao seria suficiente para fornecer os resultados obtidos para esse
micro-organismo.

Os méis de M. quadrifasciata (amostra 8), S. bipunctata (amostra 14) e T. angustula
(amostra 20) inibiram o crescimento de E. coli e S. aureus em menores concentragdes, sendo,
portanto, mais interessantes como alimentos com propriedades antibacterianas. Além disso, o mel
de S. bipunctata apresentou a menor MIC,, para os trés micro-organismos avaliados, destacando-
se como o melhor agente antibacteriano e antifingico comparativamente aos demais méis
investigados.

A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que a agado antimicrobiana nao decorre
somente da espécie de abelha sem ferrdo produtora do mel, uma vez que diferentes amostras
elaboradas pelo mesmo meliponineo demonstraram comportamento diferenciado em relagdo ao
efeito analisado. Nesse sentido, a composi¢do quimica particular de cada amostra, bem como
os diferentes aspectos que a influenciam, podem ter desempenhado papel decisivo na atividade
biolégica. Conforme a literatura (WESTON, 2000), a variacdo na acéo antimicrobiana se deve a
muitos fatores que afetam a composicdo quimica dos méis, incluindo diferengas no solo e nas
condi¢cdes atmosféricas, além das diversas espécies vegetais que contribuem para a formacgao
desses produtos.

Varios fatores podem concorrer para a propriedade antimicrobiana do mel, dentre os quais
se encontram: baixa atividade de agua (A,), alta pressdo osmética, baixo pH, o sistema glucose/
oxidase com formacgao de peroxido de hidrogénio, alta taxa carbono/nitrogénio, baixo potencial redox
relacionado ao alto conteudo de acgucares redutores, baixo conteldo de proteinas e a presenca
de componentes fitoquimicos e de substancias volateis (HOOPER, 1976; WHITE, 1979; MOLAN,
1997; WESTON, 2000; COOPER, MOLAN e HARDING, 2002). Essas diferentes qualidades, em
sinergismo, podem ter sido responsaveis pelos efeitos antibacterianos e antifingicos verificados
para os méis avaliados.

O mel produzido pelas abelhas sem ferrdo difere em muitos aspectos do mel elaborado
por abelhas do género Apis L. Os meliponineos apresentam caracteristica particular relevante, pois
armazenam o mel em potes de cerume que s&o feitos de cera combinada com prépolis (BALLIVIAN,
2008), enquanto que a abelha Apis mellifera L. armazena o seu mel em favos elaborados somente
com cera (PERSANO-ODDO et al. 2008). Diante do exposto e considerando que o mel de abelha
sem ferrdo, durante o seu armazenamento, permanece em contato com a prépolis, rica em resinas
de plantas, ha grande possibilidade de que esses constituintes fitoquimicos sejam infundidos ao
mel, conferindo-lhe propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais (TEMARU et al., 2007).
As espécies botanicas que contribuem para a composi¢cdo da propolis também determinam a
composi¢ao quimica do mel, o que pode justificar as diferencas na agao antimicrobiana encontradas
para amostras provenientes da mesma espécie de abelha sem ferrao.

Diferentemente do verificado para as amostras de mel de meliponineos in natura, os EFM
indicaram menor efeito antimicrobiano. Weston, Brocklebank e Lu (2000) investigaram o perfil
cromatografico da fragédo fendlica e a atividade antibacteriana de 19 amostras de mel de manuka
(Leptospermum scoparium Forst.) e demonstraram que os compostos fendlicos, isoladamente, nao
sdo os principais componentes responsaveis pela presenga/auséncia da atividade antibacteriana.
Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com a literatura, pois somente um
terco dos EFM extraidos das amostras de mel de abelhas sem ferrdo dos géneros Melipona,
Scaptotrigona, Tetragona e Tetragonisca, apresentou agao antibacteriana e apenas para S. aureus.
Assim, é possivel postular que os compostos fendlicos representam contribuigdo minoritaria e parcial
ao efeito antimicrobiano dos méis de meliponineos.
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A partir dos resultados obtidos no presente estudo é possivel propor a indicagédo dos méis
avaliados de Melipona, Scaptotrigona, Tetragona e Tetragonisca como alimentos com propriedades
funcionais, com aplicagao no tratamento de infecgdes causadas por E. coli, S. aureus e C. albicans.
Esses resultados também apoiam a alegagdo medicinal para o mel de abelhas nativas sem ferrao,
como aquela ja atribuida ao mel de A. melifera.

4 CONCLUSAO

As amostras de mel de abelhas indigenas sem ferrédo de Melipona, Scaptotrigona, Tetragona
e Tetragonisca, provenientes do Estado do Parana (Brasil), apresentaram atividade antimicrobiana
para cepas de E. coli, S. aureus e C. albicans. De forma comparativa, a amostra de mel de S.
bipunctata destacou-se como o melhor agente antimicrobiano. Os EFM indicaram reduzido efeito
antimicrobiano em relagdo aos meéis de meliponineos.

Os resultados obtidos constituem base experimental para no futuro, e mediante estudos
adicionais, propor o uso desse alimento in natura como produto natural promissor para o tratamento
de processos infecciosos causados por bactérias e fungos.

ABSTRACT

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF HONEYS PROVIDED BY MELIPONINES
FROM PARANA (BRAZIL)

The aim of this paper was to study the antibacterial and antifungal activity of pure honeys provided by
stingless bees and phenolic extracts (HPES) obtained from these samples. A total of 21 honey samples were
collected in Parana (Brazil). The antimicrobial activity was assessed by broth microdilution. Minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined against Escherichia coli ATCC 10530, Staphylococcus aureus ATCC 25923
and Candida albicans ATCC 10231. The honey samples presented higher antimicrobial activity against E. coli
(MIC90 23.12%) and S. aureus (MIC90 21.56%) as compared to C. albicans (MIC90 212.5%). A lower
antimicrobial activity was verified for HPES in relation to pure honeys. Only nine samples of HPE inhibited the
growth of S. aureus at 10 mg.mL-". Thus it is possible to suggest that stingless bee honey is a food with a health
claim and has therapeutic potential against infections.

KEY-WORDS: STINGLESS BEE; HONEY; PHENOLIC EXTRACT, INFECTION; BROTH MICRODILUTION.
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