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RESUMO

GRZEGOZESKI, Thais Luana. Influéncia da espécie de abelha e da origem floral
do mel sobre a atividade antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. 2015. 41 f. Trabalho de Conclusao de Curso
(Bacharelado em Engenharia Ambiental) — Universidade Tecnologica Federal do
Parana. Campo Mourao, 2015.

As abelhas tém grande importancia no ecossistema porque fazem a polinizacéo de
diferentes espécies da flora. O conhecimento das plantas de uma determinada
regido, sua época de florescimento e as caracteristicas do poélen, auxiliam na
determinacdo das espécies vegetais contidas no mel. Uma das espécies mais
conhecidas de abelhas é a Apis mellifera, € utilizada comercialmente no mundo, esta
espécie foi introduzida no Brasil no século XIX. As abelhas sem ferrdo séao
habitantes dos trépicos, sendo que na América Latina, existem aproximadamente
300 espécies. Dentre estas espécies nativas, a Tretagonisca angustula
popularmente conhecida como jatai, € a mais conhecida e criada. Outra espécie é a
Scaptotrigona sp. conhecida como tubuna, € uma abelha de uma ampla distribuicéo
nas Américas, embora ndo exista em muitas regiées. Os usos medicinais do mel
datam desde os tempos mais antigos. Atualmente tem-se referido a um efeito
inibidor em cerca de 60 espécies de bactérias. Existe essa atividade antimicrobiana
positiva frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus que podem trazer
maleficios aos humanos. Foram usadas trés amostras de mel de T. angustula,
Scaptotrigona sp. e A. mellifera. As amostras de mel foram submetidas a analise
polinica e obteve-se valores quantitativos e qualitativos. Para o estudo
microbiolégico foi usada a técnica de pocos, onde os méis foram pipetados em
placas com S. aureus e E. coli. No mel de T. angustua foram identificados 13 tipos
polinicos, no mel de Scaptotrigona sp. foram identificados 11 tipos polinicos e no mel
de A. mellifera foram identificados 9 tipos polinicos. Somente em uma amostra de
mel de cada abelha que houve espécie polinica dominante. Frente a S. aureus todas
as amostras apresentaram poder antimicrobiano, mas somente entre as amostras de
Scaptotrigona sp. obteve-se variagOes significativas de potencia antimicrobiana.
Frente a E. coli, todas as amostras de mel deram positivos ao poder antimicrobiano,
mas ndo houve variagao significante entre as amostras de mel testadas. Obteve-se
variacdo significativa entre o tamanho dos halos contra S. aureus e E. coli, sendo
que a S. aureus foi mais suscetivel ao mel em comparagdo com E. coli.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, analise polinica, Tetragonisca angustula,
Scaptotrigona sp., Apis mellifera.



ABSTRACT

GRZEGOZESKI, Thais Luana. Influence of bee species and honey floral origin
on antimicrobial activity over Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
2015. 41 f. Course Completion Assignment (Bachelor of Envorinmental Engineer) —
Federal University of Technology — Parana. Campo Mouréo, 2015.

Bees have a great importance in an ecosystem because they pollinate different floral
species. To know the plants in a given region, its flowering time and their pollen
characteristics help in determining the plant species contained in the honey. One of
the best known species of bees is Apis mellifera. Commercially used in the world; this
species was introduced in Brazil in the nineteenth century. Stingless bees are
inhabitants of the tropics and, in Latin America, there are about 300 species. Among
these native species, Tretagonisca angustula popularly known as jatai, is the best
known and commercially established. Another species is the Scaptotrigona sp.,
known as tubuna. This bee is widely distributed throughout America; however, it is
not found in many regions. The medicinal uses of honey date from the earliest times.
Lately, there have been references of an inhibitory effect on about 60 species of
bacteria. There is a positive antimicrobial activity against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, bacteria that can bring harm to humans. Three samples of
angustula T. honey, Scaptotrigona sp. and A. mellifera were used. The honey
samples were pollen analyzed and qualitative and quantitative values were obtained.
For the microbiological study, the technique of wells was used where honeys were
pipetted on plates containing S. aureus and E. coli. In T. angustua honey, 13 pollen
types were identified, in honey Scaptotrigona sp., 11 pollen types and in A. mellifera
honey, 9 pollen types were identified. Only one honey sample from each bee showed
a dominant pollen specie. All samples showed antimicrobial power against S. aureus,
but only Scaptotrigona sp. samples had significant variations in antimicrobial
potential. For E. coli, all the honey samples had positive values of antimicrobial
power; however, there was no significant variation among the tested honey samples.
A significant variation in the size of the halos against S. aureus and E. coli was
obtained, but S. aureus was more susceptible to honey when compared to E. coli.
More studies should be made to observe the connection of the antimicrobial power
with other variable factors present in honey.

Keywords: antimicrobial activity, pollen analysis, Tetragonisca angustula,
Scaptotrigona sp., Apis mellifera.
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1 INTRODUCAO

Abelhas tém extrema importdncia em um ecossistema, pois fazem a
polinizacédo de diferentes espécies da flora de um local. Esta atividade contribui para
o equilibrio tanto da fauna quanto da flora de um ecossistema, contribuindo também
para a producéo agricola (KERR, 2001).

O conhecimento das plantas de uma regido, sua época de florescimento e
as caracteristicas do podlen, auxiliam na determinacdo das espécies vegetais que
contribuem para a composicdo do mel. O conhecimento da flora utilizada pelas
abelhas para a producdo do mel em diferentes regifes possibilita um melhor
aproveitamento dos recursos florais. Dentre as espécies da flora, as vegetais nativas
de valor apicola podem ser utilizadas para a producdo de mel e outros produtos
apicolas em sistemas agroflorestais, representando uma importante ferramenta no
uso sustentavel dos recursos naturais e contribuindo para a conservacdao ambiental
(BAGGIO, 1988; MARCHINI et al., 2001; PEGORARO e ZILLER, 2003; WOLFF et
al., 2007).

A identificacdo para o conhecimento das plantas utilizadas pelas abelhas
para a sua alimentacdo em diferentes regifes do pais pode ser feita por uma técnica
especifica da andlise do pdlen contido em amostras de mel.

A espécie de abelha Apis mellifera foi introduzida no Brasil no século XIX,
porém, apesar de ser uma espécie exoética, € a mais conhecida e utilizada
comercialmente, pois a producao de mel por estas abelhas € maior em comparacao
as abelhas nativas (KERR, 2001).

As abelhas sem ferrdo, que sao nativas, sdo habitantes dos trépicos, sendo
que na América Latina, existem aproximadamente 300 espécies, a maioria delas
produtoras de meéis de grande aceitacdo principalmente nas regiées produtoras
(CARVALHO et al.,, 2005). Dentre as espécies de abelhas nativas, Tretagonisca
angustula popularmente conhecida como jatai, € a mais conhecida e criada com
finalidades comerciais. Além de sua importancia na polinizacdo, seu mel é muito
apreciado, gerando significativo valor comercial (NOGUEIRA-NETO, 1997; KERR,
2001). Segundo Nogueira-Neto (1997), Scaptotrigona sp. conhecida como tubuna é
uma abelha de ampla distribuicAo nas Américas, embora ndo exista em muitas

regioes.
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O mel produzido pelas abelhas pode-se manter sem deterioracdo por longos
periodos de tempo. Essa caracteristica deve-se a sua atividade antimicrobiana, e
pode variar de acordo com sua origem floral (SATO; MIYATA, 2000). Nogueira-Neto
(1997) afirma que a primeira mencdo a presenca de antibidticos em mel de
meliponineos foi realizada por Gonnet, Lavie e Nogueira-Neto em 1964.

Segundo Borsato, Cruz e Almeida (2009) a atividade antimicrobiana do mel
em duas espécies de bactérias, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, foi
positiva e inibiu o crescimento, porém o comportamento dos microrganismos sob
variacao de diferentes pélens no mel foi diversa.

Staphylococcus aureus esta no grupo dos cocos gram-positivos e pode ser
encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas consideradas saudaveis,
entretanto pode provocar doencas como simples infec¢des (furinculos, espinhas e
celulites) ou até infecgcbes consideradas graves como pneumonia, meningite,
septicemia, endocardite e outras (SANTOS et al, 2007). Conforme Tavares (2000),
algumas espécies de bactérias apresentam resisténcia os antimicrobianos em todo o
mundo, como é o caso da Staphylococcus aureus.

A outra bactéria em estudo, E. coli, € facilmente encontrada no intestino de
animais, inclusive humanos. A maioria das cepas da E. coli ndo produzem danos a
salude, mas algumas podem causar doencas graves e sua transmissao se da por
alimentos (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a espécie de abelha produtora e a origem floral do mel

influenciam no potencial antimicrobiano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Fazer testes antimicrobianos de amostras de mel com as bactérias S. aureus
e E. coli.

Identificar o pdlen contido em amostras de mel de T. angustula,
Scaptotrigona sp. e A. mellifera;

Verificar se existe diferenca na atividade antimicrobiana de amostras de mel
de diferentes origens florais.

Verificar se existe diferenca na atividade antimicrobiana entre amostras de

mel produzidas por T. angustula, Scaptotrigona sp. e A. mellifera.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ABELHAS, MEL E POLEN

As abelhas tém uma grande importancia em um ecossistema, pois elas
fazem a ligacéo entre a fauna e a flora. Elas s&o os principais agentes polinizadores
dos vegetais e, em troca, 0s vegetais produzem substancias adocicadas que atraem
as abelhas, as quais levam em seus pélos o polen dessa planta florifera. O pélen é
importante para o desenvolvimento da colméia, pois € a fonte principal de proteina
das abelhas (SOUZA et al., 2007).

Segundo Kerr (2001) a producdo agricola mundial de fanerégamas é 38%
dependente da polinizacdo de abelhas. O mesmo autor afirma que em uma espécie
leguminosa teve uma produtividade de 600 sementes com o uso de polinizacéo
aberta e posteriormente 13 sementes com o bloqueio da polinizagéo.

Na polinizagéo, os objetivos dos dois participantes, a planta e o polinizador,
sédo semelhantes, mas cada um deles evolui de forma a maximizar seus beneficios e
minimizar seus custos (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005)

Nos Estados Unidos, o beneficio das abelhas no aumento de producéo e
qualidade através da polinizacdo das culturas foi avaliado em 14,6 bilhdes em 2000
(MORSE; CALDERONE, 2000).

H& muitas vantagens na criacdo de abelhas sem ferrdo, uma delas é o
aumento da producédo relacionado com a polinizacdo de -cultivares. Segundo
Nascimento (2012) na producédo de sementes de pimenta doce ndo h& necessidade
de agentes polinizadores, no entanto a presenca desses agentes aumenta 0 peso
dos frutos devido ha melhor polinizagcéo das flores. O mesmo autor ainda afirma que
a utilizacdo das abelhas T. angustula e Scaptotrigona sp. apresentam um grande
potencial para a producdo de sementes de cenoura em condicbes de cultivo
protegido. Pelo fato dessas abelhas néo terem ferréo, facilita o manuseio da colmeia
em todos os estagios, desde deslocamento até a coleta do mel. Por néo
apresentarem perigo, pode-se manter colmeias préximo a residéncias e

estabelecimentos com animais.
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As abelhas além de ajudar o meio ambiente, também trazem outros
beneficios ao homem com a comercializagéo e uso da produgéo de mel.

No Brasil, a maior producéo e venda de mel é de Apis mellifera, espécie que
foi introduzida no pais para fins comerciais por sua alta producdo e aceitacdo do
mel, entretanto, a producéo e comercializacdo do mel de abelhas sem ferrdo vem
aumentando e tem-se como principais espécies no Sul do Brasil a T. angustula,
mandagcaia, manduri, entre outras (VILLAS-BOAS, 2012). De acordo com Carvalho
et al. (2005) o mel das abelhas sem ferrdo apresentam uma demanda crescente de
mercado com precos mais elevados que o mel do género Apis.

Nao somente o mel é comercializado, da producgéo se tira também a propolis
onde varios resultados comprovados por trabalhos cientificos mostram o seu
potencial para diversos usos e aplicacdes farmacoldgicas e confirmam, sem espaco
para davidas, a sua eficicia, principalmente como antioxidante, anti-inflamatério e
antimicrobiano (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011).

A qualidade do mel depende de um lado de sua composicdo quimica,
principalmente aos diferentes tipos de acglcares, sais minerais, proteinas e agua. De
outro lado, fazem parte do mel os grdos de pélen provenientes, na sua maior parte,
das plantas fornecedoras de néctar, as chamadas plantas nectariferas (BARTH,
2005). A identificacdo do tipo polinico presente nas amostras de mel € uma das
principais maneiras de caracterizar a flora visitada pelas abelhas (MENDONCA et
al., 2008).

De acordo com Villas-Bbas (2012), as abelhas nativas, ou meliponineos, tem
ocorréncia em grande parte das regides tropicais da Terra, onde ocupam
praticamente toda a América Latina e Africa, além do sudeste asiatico e norte da
Australia. Porém, é nas Américas que grande parte da diversidade de espécies
ocorre — sdo aproximadamente 400 tipos descritos — e que a cultura de criacao
destes insetos se manifesta de forma mais expressiva.

No Sul do Brasil mostram-se como principais espécies produtoras criadas a
Melipona bicolor (Guarupd, Guaraipo), Melipona quadrifasciata (Mandacaia),
Melipona mondury (Mondiri) e a Tetragonisca angustula (Jatai). A T. angustula que é
uma das espécies deste trabalho também aparece como uma das principais
produtoras criadas nos estados de Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, assim estando presente no Sul,

Sudesde e Centro Oeste do pais. Ja a outra espécie de trabalho (Scaptotrigona sp.)



15

tem relevancia em todo o Norte do pais como no Acre, Amazonas, Amapa, Para,
Rondobnia, Roraima e Tocantins e também no Centro Oeste em Goias, Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul (VILLAS-BOAS, 2012).

A T. angustula, uma das abelhas deste estudo, segundo Ballivian et al.
(2008) ¢é uma das mais conhecidas em toda a América Tropical, vivendo desde
Missiones na Argentina até ao Sul do México. O mesmo autor afirma que a tubuna
(Scaptotrigona sp.) é uma espécie rastica. Possui excelente potencial produtivo do
mel que varia de 4 a 5 litros por ano e de sabor apreciado, porém é muito agressiva
comparada a outras abelhas indigenas sem ferréo.

Segundo o resultado de Simoni (2007), a Tetragonisca angustula mostrou
uma seletividade quanto as fontes de alimento disponiveis na area de estudo. De
acordo com Meneguzzo (2013), a espécie Scaptotrigona bipunctata é um das
espécies nativas com maior representatividade e importancia no que diz respeito a
reproducao das espécies vegetais.

Infelizmente no Brasil somente ha legislacdo que contemple a producéo de
produtos oriundos de A. mellifera, amparando somente os apicultores e ndo os
meliponicultores que optam pela producdo de espécies nativas. Esses méis sédo
distintos e tem parametros diferentes dos que a legislacdo estipula, ndo se
engquadrando nas normas estabelecidas como os da A. mellifera. Segundo Ballivan
et al. (2008), o mel de T. angustula possui porcentagens superiores de &agua,

magnésio, ferro, calcio, potassio, entre outros, comparado com o mel de A. mellifera.

3.2 MICROBIOLOGIA E MICRORGANISMOS

Os usos medicinais do mel datam desde os tempos mais antigos, e
recentemente ele foi redescoberto como uma terapia para ferimentos na pele
(ZUMLA,; LULAT, 1989; MOLAN 1998). Os interesses nesta abordagem derivam em
parte pela emergéncia conta patdbgenos que se estdo se tornando resistentes aos
antibioticos (COOPER; MOLAN; HARDING, 1999).

Segundo Nogueira-Neto (1997) as primeiras pessoas que falaram na
presenca de antibidticos nos méis de Meliponineos foram M. Gonner, Pierre Laive e

Paulo Nogueira-Neto (1964). Ja ao mel de abelha europeia (Appis mellifera) o



16

holandés B. A. van Ketel em 1892 foi o mentor do primeiro que mostrou que o mel
possuia propriedades bactericidas.

Mais atualmente tem-se referido ao mel como que tem um efeito inibidor em
cerca de 60 espécies de bactérias, dentre elas inclui-se os microrganismos aerobios
e anaerobios, gram-positivos e gram-negativos (MOLAN, 1992).

Segundo Molan (2001), o mel é produzido pelas abelhas com fontes florais
diferentes e sua atividade antimicrobiana varia com a origem e o0 processamento do
mel.

Conforme o estudo de Borsato (2009) que utilizou de diferentes méis para
seus testes antimicrobianos, em sua maioria, as amostras de mel apresentam uma
atividade antimicrobiana positiva frente a E. coli e S. aureus.

Staphylococcus sdo cocos com gram e catalase-positivos, iméveis, nao-
esporulados, frequentemente nao-encapsulados e tem como medida 0,5 a 1,5 de
didmetro (SANTOS et al., 2007).

Conforme Santos et al. (2007) o género Staphylococcus pertence a familia
Micrococcae e atualmente possui 33 espécies e dentre ela 17 podem ser isoladas
em amostras biolégicas humanas. Ainda segundo o mesmo autor, esse género
encontra-se na microbiota da pala humana normas e de outros sitios anatémicos.
Essa bactéria, segundo Molan (1992) é causadora de abscessos, furanculos, e
feridas infeciosas.

A antibioticoterapia iniciou-se na década de 1930, com o emprego da
sulfanilamida (descoberta em 1932 por Gerard Domagk) e aparentemente comecara
a dar um fim nas doencas infeciosas, porém ao analisar a evolucao da resisténcia do
S. aureus, observa-se que ja no final da mesma década surgiam as primeiras cepas
resistentes aquele quimioterapico (SANTOS et al., 2007).

Outra bactéria que causa maleficios nos humanos é a E. coli que tem sido
identificada como causa primaria de infec¢des no trato urinario, meningite neonatal,
enterites e septicemia nosocomial (LEANDRO et al., 2013).

A E. coli vive nos intestinos de pessoas e animais, em sua maioria sao
inofensivas e, na verdade, sdo uma parte importante do trato intestinal humano
saudavel. No entanto, algumas bactérias pertencentes ao grupo E. coli séo
patogénicos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, USA,
2014).
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Estudos provam o uso de mel como um antibiético e seu uso medicinal
ocorre a tempos, restando apenas verificar se esse poder antimicrobiano pode
ocorrer em bactérias que afetam o ser humano diretamente mostrando assim uma

saida natural para combate-las.
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4 MATERIAL E METODOS

Todas as etapas laboratoriais da pesquisa deste trabalho de conclusdo de
curso foram realizadas nos laboratérios de Ecologia e Microbiologia da Universidade

Tecnologica Federal do Parana — campus Campo Mourao.

4.1 AMOSTRAS DE MEL

Foram utilizadas trés amostras de mel de T. angustula, trés de Scaptotrigona
sp e trés de A. mellifera.

As trés amostras de mel de T. angustula foram coletadas de caixas em uma
propriedade rural do municipio de Campo Mourdo — PR, localidade onde o principal
cultivo € de verduras e legumes para a venda. Duas das trés amostras foram
coletadas no dia 11 de dezembro de 2013 e uma no dia 31 de janeiro de 2014. As
amostras foram retiradas de trés caixas distintas para cada espécie para cada
espécie com auxilio de seringas, uma para cada coleta. Para ser menos prejudicial
possivel para a colmeia. Apos a coleta, cada amostra de mel foi alocada em um pote
de acrilico especifico.

Das trés amostras de mel de Scaptotrigona sp., duas foram coletadas na
mesma localidade das coletas de T. angustula acima descrita. Essas duas coletadas
no dia 31 de janeiro de 2014 e também de caixas distintas e com 0s mesmos
cuidados. A terceira amostra foi cedida de uma propriedade localizada no municipio
de Maring& — Parana.

As amostras de A. mellifera foram adquiridas no comércio local sendo elas
descritas pelos produtores como monoflorais de eucalipto, laranjeira e maca.

Todas as amostras estdo armazenadas desde a coleta sob refrigeracdo no
Laboratério de Ecologia da Universidade Tecnolégica Federal do Parana- campus

Campo Mouréo.
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4.2 ANALISE DAS AMOSTRAS DE MEL

Para as analises polinicas das amostras do mel, uma aliquota de 10 gramas
de cada amostra foi diluida em 20 mL de &gua destilada e posteriormente
centrifugada para isolamento dos grdos de polen. As amostras foram entédo
submetidas ao método da acetdlise (ERDTMAN, 1952), cujo fundamento consiste
em reagir a esporolenina, de que € constituida a membrana externa do gréo de
pdlen, com anidrido acético, em meio acido. As laminas, em triplicata, foram
observadas ao microscopio 6ptico nas quais foram feitas analises qualitativas e
guantitativas.

A andlise qualitativa, para determinacdo das familias botanicas (ou tipos
polinicos) presentes nas amostras, foi realizada com base no laminério polinico das
plantas da regido, depositado no Laboratério de Ecologia da Universidade
Tecnologica Federal do Parana-UTFPR campus Campo Mourdo e com base na
literatura especializada. As analises quantitativas foram feitas mediante a contagem
de 300 a 500 gréos de pdlen por amostra (média da contagem das laminas em
triplicata) e agrupamento por familias botanicas e/ou tipos polinicos.

A contagem de poélen é caracterizada por agrupar os tipos polinicos em
quatro classes de frequéncia: pélen dominante (D) com presenca em mais de 45%
do total de graos, polen acessério (A) entre 16% e 45%, pélen isolado importante (I)
entre 3% e 15% e podlen isolado ocasional (O) em menos de 3% (BARTH, 1989;
LOUVEAUX; MAURIZIO; VORWOHL, 1978). No trabalho os valores de frequéncia
sao feitos sobre as médias das triplicatas de cada amostra.

Botdes florais de plantas do local de coleta foram coletados para a

complementacdo do laminario polinico de referéncia para as identificacées.
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4.3 MICROBIOLOGIA

4.3.1 Microrganismos

Para as analises antimicrobianas foram utilizadas cepas de Staphylococcus
aureus (CCCD S009) e Escherichia coli (CCCD E004) provenientes da Colecao de
Cultura Cefar Diagnostica, obtidas nos laboratérios da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parand — campus Campo Mourdo. Com 24 horas de antecedéncia do
inicio do teste antimicrobiano estas cepas foram replicadas em caldo nutriente
previamente feito e autoclavado, os tubos com o caldo juntamente com as cepas
foram deixados em estufa a 36°C para sua proliferacdo e multiplicacdo até o seu

uso.

4.3.2 Escala Mc Farland

Para a padronizacdo do numero de bactérias vertidas nas placas usou-se a
escala Mc Farland de turbidez. Uma sequencia de 11 tubos com turbidez diferente e
gradual foi feita com dois compostos: cloreto de béario (0,048M BaCl, — 1,175% p/v
BaCl,.2H,0) e acido sulftrico (0,18M — 0,36N — de H,S04; 1% v/v) em diferentes

concentracoes (tabela 1).

Tabela 1 — Numero da escala Mc Farland, concentragdes dos compostos e densidade
bacteriana.

Escala Solucéo aquosa Solucéo aquosa Densidade bacteriana
H,SO, (mL) BaCl,.2H,0 (mL) milhdes/mL
0,5 199,0 1,0 150
1 9,9 0,1 300
2 9,8 0,2 600
3 9,7 0,3 900
4 9,6 0,4 1200
5 9,5 0,5 1500
6 9,4 0,6 1800
7 9,3 0,7 2100
8 9,2 0,8 2400
9 9,1 0,9 2700
10 9,0 1,0 3000
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Depois dos tubos prontos e devidamente enumerados, eles foram envolvidos
em papel aluminio e guardados sob protecao da luz.

4.3.3 Meios de Cultura

Também com antecedéncia foram feitas as placas com o meio de cultura
para a reproducdo dos microrganismos. Foi utilizado o meio agar Mueller —Hinton
que para 1000 mL de agua destilada contém Infuso de Carne (300,00 g), Hidrolisado
de Caseina (17,50 g), Amido (1,50 g), Agar (17g) e pH 7,30 podendo haver variacio
de 0,1 pH. Para o preparo, 21 g/L de meio de cultura foi pesado conforme as
especificacdes do rétulo da embalagem.

O p6 do meio de cultura foi transferido para um Erlenmeyer juntamente com
0s 1000 mL de agua destilada e posteriormente foi aquecido no bico de Bunsen com
agitacao constante. Apds o meio de cultura estar totalmente dissolvido, 0 mesmo foi
colocado com ajuda de pipetas automaticas de 5 mL em tubos de ensaio com
tampas cada um com 15 mL do caldo. Os tubos foram tampados e levados a
autoclave para sua esterilizacdo a mais de 1 atm de presséo e temperatura de 120°
por 15 minutos.

Com o meio de cultura pronto e autoclavado, cada tubo de ensaio foi vertido
para uma placa de petri. Um total de 33 placas de petri foram feitas com o meio.
Foram embaladas em grupos de 5 e guardadas em geladeira.

4.3.4 Teste Antimicrobiano

Todo o preparo do teste antimicrobiano foi executado no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Tecnologica Federal do Parand — campus Campo
Mourdo onde a bancada foi previamente esterilizada com alcool 70° e com luz

ultravioleta ligada 20 minutos antes.
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As cepas contendo as duas espécies de bactérias foram diluidas com
solucdo salina até que sua turvacao atingisse a escala 0,5 de Mc Farland para que
se padronizasse a densidade de bactérias em 150 milhdes por mL. Apés essa
diluicdo, as bactérias foram suspendidas sobre o agar Muller-Hinton com o auxilio de
swabs em toda a extensdo da placa de petri, 15 placas com S. aureus e 15 com E.
coli.

A técnica usada para o teste foi a dos pocos, onde o agar contido nas placas
foi furado com a ajuda de um canudo plastico e retirado o agar com ajuda de pincas
esterilizadas. Cada placa conteve 4 pocos, onde trés foram para os méis — da
mesma espécie de abelha, um de cada coleta — e um 0 poco para o controle
negativo que foi agua destilada estéril.

Ocorreu entdo a pipetagem de uma gota contendo cerca de 0,03 gramas de
cada tipo de mel em cada po¢o, uma gota do controle negativo e um disco contendo
0 antibiotico Amoxicilina para ser o controle positivo.

ApOs esse processo concluido as placas foram embaladas com papel filme e
levadas a estufa microbiol6égica com uma temperatura de 36°C para o crescimento
ou ndo das bactérias. Os halos foram medidos apds seis horas em estufa com o
auxilio de paguimetro digital e os dados utilizados foram a média de trés medicdes

do mesmo halo na mesma hora.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatistica foram feitas com o auxilio de dois Softwares: BioEstat
5.3 (AYRES et al., 2007) e o Past (HAMMER, HARPER e RYAN, 2001). Softwares
de analises estatisticas disponibilizados na internet.

Para ver a normalidade de todos os dados foi optado pelo indice Shapiro-
Wilk. Para analisar a similaridade polinica entre as amostras de mel utilizou-se indice
de Bray-Curtis. J& para os diametros dos halos, usou-se a ANOVA: um critério, e
qguando o p foi inferior a 0.05 o indice Tukey também foi usado. Nas analises gerais

dos halos em frente as bactérias foi usado o Teste t: Amostras Independentes.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE POLINICA

Foram identificados 13 tipos polinicos nas trés amostras de mel de T.

angustula. Apenas na amostra 1T houve presenca de pélen dominante (mais de

45% da totalidade de pélens) Alchornea sp. 1 (tabela 2).

Tabela 2 — Analise polinica das amostras de mel onde D 2 45% do total de graos, 45% < A 2
16%, 15% < 1>3% e O < 3%.

Familia

Analise polinica

Tipos polinicos T. angustula Scaptotrigonasp. A mellifera

1T 2T 3T 1S 2S 3S 1A 2A
Euphorbiaceae Alchornea sp. 1 D A A - - - - -
Alchornea sp. 2 - - A - - - - -
Sebastiania - - - - - o) | R
Euphorbiaceae - - - A - - - -
Alliaceae Allium I A A - - - - -
Brasicaceae Raphanus O] - I - - - - A
Apiaceae Daucus I - - - - - - -
Asteraceae Tipo Bidens O - - - - - - -
Mikania - A - - - - - -
Asteraceae sp. 1 - - - (@] - (0] | -
Fabaceae Parapiptadenia rigida O 0] - A A - O A
Senegalia sp. - - - - A - - R
Oleaceae Ligustrum - A (@) - O - - -
Boraginaceae Cordia - A - - - - - -
Mimosaceae Leucaena - - 0] - - - - -
Rosaceae Rosaceae sp. - - 0] - - - - -
Anacardiaceae Schinus - - - - 0] 0] -
Myrtaceae Eucalyptus - - - A A D D -
Tipo Eugenia - - - - - - - A

Sapindaceae Matayba - - - - - A

Rutaceae Citrus - - - I - - - A
Piperaceae Piperaceae sp. 1 - - - - A - - -
Asteraceae Centratherum - - - - - - - [
N&o identificado X 0] - 0] - - - - -
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Na amostra 2T, cinco dos seis tipos polinicos estdo na faixa de 45 a 16%
dos polens. Na amostra 3T houve a maior quantidade de diferentes tipos polinicos,
sendo nove dos 13 identificados nas trés amostras. Apenas dois tipos polinicos séo
encontrados nas trés amostras: Alchornea sp. 1 e Allium.

Segundo Heard (1999), o raio de voo da T. angustula atinge entre 100 e
400m e na propriedade onde essas amostras de mel foram coletadas h& plantacéo
de cebolinha, mostrando assim que essa planta também agrada essa espécie de
abelhas.

Nas amostras de Scaptotrigona sp. observou-se 11 tipos polinicos. Apenas e
uma amostra obteve-se dominancia de uma espécie, o Eucalyptus que também foi a
Unica espécie que esta presente nas trés amostras de mel.

Oriundo da Australia, o eucalipto possui uma gama de cerca de 600
espécies adaptadas a diversas variacdes de solo e clima. Admite-se que as
primeiras espécimes foram plantadas no Rio Grande do Sul 1868 (MORA; GARCIA,
2000).

Ferreira, Manente-Balestieri e Balestieri (2010) mostram em um estudo que
h&a uma estreita ligacdo da espécie do género Scaptotrigona com alguns grupos da
flora, destacando entre eles o Eucalyptus sp. que foi fundamental para a
manutencdo da coldnia durante um ano inteiro. Mostra-se assim que espécies
vegetais introduzidas competem na polinizacdo com espécies nativas.

O fato do mel que é produzido e comercializado em alta escala, como o da
A. mellifera, é centifugado e peneirado faz com que o pélen fique retido nesses
processos, isso seria uma explicacdo para a falta de pélen em uma amostra. As
duas amostras onde ocorre polen sdo do mesmo fabricante, o que induz a crer que o
processo que o mel passa é diferente da outra amostra.

Barth (1989 apud Zander e Maurizio, 1975) afirma que méis puros
subrepresentados em pélen de Citrus tem entre 10 e 20% do total de pdlens. Méis
subreresentados séo plantas que fornecem muito néctar, mas pouco pdlen por isso
a quantidade de poélen detectada € pequena. Ainda os mesmos autores afirmam que
mEis puros super-representados em polens de Eucalyptus sp devem conter mais de
90% do total dos pdlens. Méis super-representados sdo os que fornecem pouco
néctar e muito polen, ou seja, a ocorréncia desse poélen em grande quantidade

representa pouco néctar.



25

Na amostra 1A mostra-se que a dominancia € de Eucalyptus como o
fabricante afirma e mostra-se que pode se enquadrar nos méis puros. Na amostra
2A os Citrus estdo com 16 a 45% do total dos pdlens, o que também pode-se
enguadrar nos meéis monoflorais (LOUVEAUX; MAURIZIO; VORWOHL, 1978).

A Unica espécie encontrada nas duas amostras € a Parapiptadenea rigida,
nativa, que € encontrada pelo Sul e Sudeste do Brasil juntamente com Mato Grosso
do Sul, sua flor € amarela e a floracdo € de janeiro a marco e de setembro a
dezembro (INSTITUTO DE PESQUISA E ESTUDOS FLORESTAIS, 2015).

A tabela 3 mostra os dados gerais dos méis, onde se analisa sua
diversidade e homogeneidade das amostras.

Tabela 3 — Dados de cada amostra sendo A - abundéancia, D — dominancia segundo Lobo e
Leighton (1986). Amostras 1A e 2A sdo de A. mellifera monofloral de Eucalipto e Laranjeira
consecutivamente. As amostras 1S, 2S e 3S sdo do mel de Scaptotrigona sp. e as amostras 1T,
2T e 3T sdo de T. angustula. Amos: Amostra. Riq: Riqueza. N.G.C.: NUmero de grdos contados.
Diver: diversidade. Diver. Max: Diversidade M&xima. Hom: Homogeniedade.

Amos. Rig. N.G.C. A D Diver. Diver. Max. Hom. ]
1A 5 910 Eucalyptus Eucalyptus 0,514 2,321 0,163
Parapiptadenia
2A 5 1026 Citrus - 1,42 2,321 0,453
Eucalyptus

Parapiptadenia

1S 4 2942 Euphorbiaceae sp.1 1,245 1,999 0,397
Eucalyptus
28 6 1709 Senegalia - 1,488 2,584 0,474
Piperaceae
Eucalyptus
3S 5 1487 Matayba Eucalyptus 0,816 2,321 0,260
1T 7 1466 Alchornea sp.1 Alchornea sp.1 0,721 2,807 0,230
Ligustrum
Alchornea sp.1
2T 6 1405 Mikania - 1,594 2,584 0,508
Allium

Alchornea sp.1
3T 9 1047 Allium - 1,879 3,169 0,599
Alchornea sp. 2

Observa-se que a amostra que tem a maior riqueza € a amostra 3T com 9

tipos polinicos em sua amostra.
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Segundo Lobo e Leighton (1986), a abundancia de uma espécie se da
quando o total de individuos da mesma espécie for maior que a média do ndmero
total de individuos da amostra. Com isso tem-se que a amostra mais abundante € a
2T, com 4 espécies abundantes.

O mesmo autor afirma que a dominancia de uma espécie € quando a
abundancia relativa for superior a 50% da totalidade de individuos, ou seja, quando
uma espécie tiver numericamente mais da metade do total dos individuos. Com isso,
temo que das amostras, apenas trés tem dominancia, sendo uma delas a 1A com o
Eucalyptus, que € a amostra qual o produtor diz ser monofloral de Eucalipto.

O indice de diversidade (Shannon-Wiener) foi calculado com o auxilio do
Software Past e BioEstat 5.3. Esse indice da os valores de diversidade, diversidade
méaxima e homogeneidade. Segundo o proprio Software BioEstat 5.3 (2015), esse
indice estima a diversidade das varidveis de uma populacdo e as proporcdes de
cada uma destas varidveis. Uma populacdo com mais homogeneidade nas
proporcdes é atribuida a maior equitabilidade, que € a uniformidade da dominancia.

Com base nesses dados temos que as amostras 3T e 2T sdo as mais
homogéneas das amostras e as mais diversas, mostrando assim que a T. angustula
pode alimentar-se de mais tipos diferentes de pdélen e com a mesma quantia,
podendo ndo ter uma preferencia de alimentacédo das opc¢des que detém o local.

No teste de similaridade entre as amostras, mostrou-se que as mais
similares, com relacdo ao contetdo polinico sé@o as trés de T. angustula como pode
ser visto no grafico 1.
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1T 2T 3T 3§ 1A 1S 25 2A

0.96

0.84 4

0.724

0.60 4

0.48 1

Similarity

0.36

0.24 1

0.124

0.00 4

Gréfico 1 — Teste de similaridade Bray-Curtis dos tipos polinicos
encontrados em amostras de mel de Apis mellifera (1A e 2A) ,
Tetragonisca angustula (1T, 2T e 3T) e Scaptotrigona sp. (1S,
2S e 3S).

Fonte: Software Past, 2014

Para o grafico usou-se o indice de Bray-Curtis, que varia de zero a 1, para
ver a similaridade das amostras. Dois grandes grupos foram obtidos, um com as
amostras de T. angustula e outro com as amostras de A. mellifera e Scaptotrigona
sp. Observa-se também que a amostras de A. mellifera sdo do mesmo grupo, porém
distintas dentro do grupo onde a monofloralidade pode ser a causa. As amostras 1A
e 3S sao as mais similares e elas tem em comum a dominancia de Eucalyptus
(Tabela 5).
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5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.2.1 Atividade Antimicrobiana em Staphylococcus aureus

Na tabela 6 estdo listados os valores médios dos halos de inibicdo
antimicrobiana frente a S. aureus com seus desvios padrbes das amostras de mel
das trés espécies de abelhas juntamente com o valor médio e o desvio padrdo do

controle positivo de Amoxicilina.

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrédo de halos de acao antimicrobiana de mel frente e S.
aureus.

Amostra T. angustula Scaptotrigona sp. A. mellifera
1 11,08 + 0,88 12,71+ 0,72 11,32+ 0,72

2 11,23 + 2,38 13,51 +1,43 13,56 + 2,29

3 10,89+ 1,19 10,66 + 2,34 12,32 + 2,03
Amoxicilina 19,05 + 0,54 18,65 + 0,43 19,95+ 0,33

No gréfico 2 observa-se a variagdo de halos de todas as amostras de mel

frente a S. aureus
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Grafico 2 — Didmetro dos halos de inibicdo (média, maximo e minimo), obtidos no teste de
sensibilidade de Staphylococcus aureus frente ao mel de Apis mellifera (1A, 2A e
3A), Scaptotrigona sp. (1S, 2S e 3S) e Tetragonisca angustula (1T, 2T e 3T).

Fonte: Software Past, 2015

Aplicou-se o teste de variacdo ANOVA e contatou-se que ndo houve
diferenca entre as amostras de mel de A. mellifera (p=0,1914). O mesmo aconteceu
para as amostras de T. angustula (p=0,9440).

Com a amostra de Scaptotrigona sp. contatou-se uma diferenca entre as
amostras. Utilizou-se o teste estatistico ANOVA: um critério e posteriormente o
indice de Tukey que mostrou que ha uma variacdo entre os halos (F=3,8866,
P=0,0491 e GL=2). Houve diferenca apenas entre as amostras 2S e 3S (p<0,05).
Essa diferenca pode ser devido a florada dos méis. De acordo com a tabela 3, a
amostra 2S tem 4 tipos polinicos acessoérios: Eucalyptus, Parapiptadenia rigida,
Senegalia sp. e Piperaceae sp. 1 e somente 0 Eucalyptus esta presente nas trés
amostras de mel.

A classificagdo de méis pode ser monofloral ou inifloral guando sua origem é
de apenas um espécie de planta, bifloral quando sua origem é de duas espécies e
heterofloral, polifloral ou mel silvestre quando é proveniente de varias espécies de

plantas. As propriedades do mel de varias espécies sdo muito variaveis e estédo
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relacionadas com a espécie de abelha que o produz, plantas utilizadas e fatores
climéticos. Devido ao grande territorio do pais, h4 uma enorme variedade de méis e
nao se podem generalizar suas caracteristicas (Barth, 2004).

Segundo Camargo et al. (2006) nao somente um fator, mas varios fatores e
suas interagbes sdo responsaveis pela acdo antimicrobiana do mel. Porém Lusby,
Coombes e Wilkinson (2005) mostram que a atividade antibacteriana esta ligada a
origem floral do mel.

Os dados dos halos frente a S. aureus também foram submetidos a analise
de variancia ANOVA: um critério pelo software BioEstat 5.3, onde obteve-se um
p=0,0914, sendo nao significativo. O tamanho dos halos foram muito préximos
(grafico 3), mostrando que ndo ha variacdo entre as espécies de abelhas e a

atividade bacteriana.

Vary Estatistica Descritiva
Unidade
18 <+
16 4+
-
14 <
12 +
10 L |
2 5
g
| | | |
I I I I
Apis Tubuna Jatai

Grafico 3 — Anédlise descritiva dos diametros dos halos de inibicéo
formados por mel de Apis mellifera, Tetragonisca angustula
(jatai) e Scaptotrigona sp. (tubuna) frente a S. aueus.

Fonte: Software Past, 2015
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Segundo Bazoni (2012) o mel da abelha nativa Nannotrigona testaceicornis
possui atividade antimicrobiana frente a bactéria S. aureus. Borsato et al. (2003)
também afirmam que méis das nativas T. angustula e Scaptotrigona sp. séo
eficientes frente a mesma bactéria. Umada (2014) também confirma o poder
antimicrobiano da abelha nativa T. angustula frente a bactéria S. aureus. Para a
espécie Apis mellifera, Peralta (2010) afirma que também ha atividade
antimicrobiana frente a S. aureus, sendo que 50 entre 53 amostras de A. mellifera
deram resultados positivos quanto a inibicdo da bactéria.

Ja Golcalves, Alves Filho e Menezes (2005) afirmam que S. aureus €

resistente ao suposto poder antimicrobiano do mel Nannotrigona testaceicornis.

5.2.2 Atividade Antimicrobiana em Escherichia coli

A tabela 7 d& os valores médios dos halos de inibicdo antimicrobiana frente
a E. coli com seus desvios padrdes das amostras de mel das trés espécies de
abelhas juntamente com o valor médio e o desvio padrao do controle positivo de

Amoxicilina.

Tabela 7 — Valores médios e desvio padrédo de halos de agdo antimicrobiana de mel frente e E.
coli.

Amostra T. angustula Scaptotrigona sp. A. mellifera
1 11,17 + 3,24 11,54 +1,08 9,25+ 0,59

2 13,92 + 2,17 11,63 +2,94 8,54+ 1,10

3 12,19+ 1,32 9,56 + 1,00 9,19+0,73
Amoxicilina 17,74 £ 1,35 18,16 £ 0,46 18,33+ 0,61

No grafico 4 observa-se a variagdo de halos de todas as amostras de mel
frente a E. coli.
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Grafico 4 — Didmetro dos halos de inibicdo, média, maximo e minimo, obtidos no teste de
sensibilidade ao mel de Apis mellifera (1A, 2A e 3A), Scaptotrigona sp. (1S, 2S e
3S) e Tetragonisca angustula (1T, 2T e 3T).

Fonte: Software Past, 2015

N&do houve diferenca no didametro dos halos de inibicAo em amostras
produzidas pela mesma espécie de abelha. Utilizando-se para as trés amostras de
cada espécie de abelha o teste ANOVA com um critério, foram obtidos os valores de
p: para as amostras de Apis mellifera (p=0,3651), para T. angustula (p= 0,2221) e
para Scaptotrigona sp. (p=0,1915). Confirmando assim que estatisticamente ndo ha
variacao de halo de inibicdo frente a E. coli dentro das espécies de abelhas.

Os dados dos halos de inibicdo dos méis de diferentes espécies de abelhas
frente a E. coli também foram submetidos a andlise. Aplicou-se o indice Kruskal-
Wallis pelo software BioEstat 5.3, onde obteve-se um p=0,0001, indicando que
existe diferenca entre as amostras. As amostras de A. mellifera foram as mais
distintas entre as trés (R=178), bem abaixo de T. angustula (R=479,5) e de
Scaptotrigona sp. (R=377,5). Nao houve diferenca de potencial antimicrobiano entre
as duas espécies de abelhas nativas. No grafico 5 observa-se que a menor média e
0os menores halos sdo da amostra de A. mellifera, abelha exdtica introduzida,
mostrando assim que esta espécie € menos eficaz na atividade antimicrobiana em
comparagao com a Scaptotrigona sp. e T. angustula que sao duas abelhas nativas

sem ferrao.
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Peralta (2010), Borsato (2009) e Goncalves (2005) afirmam que em seu
estudo houve a atividade antimicrobiana frente a E. coli. Borsato (2013) e Nishio et
al. (2014) afirmam em seus estudos que com a técnica de pocos - difucdo em agar,

o mel também possuem atividade antimicrobiana frente a E. coli.

Yar'y Estatistica Descritiva
Unidade
17 o
15 1
13 -‘V
11
T
3 1
1
7 @
Apiz Jatai Tubuna

Grafico 5 — Anédlise descritiva dos didametros dos halos de inibic&o
formados por mel de Apis mellifera, Tetragonisca angustula
(jatai) e Scaptotrigona sp. (tubuna) frente a E. coli.

Fonte: Software BioEstat 5.3, 2015

Todos os halos de inibicdo frente e E. coli e a S. aureus foram confrontados
pelo Teste t: Amostras Independente, mostrou que no geral a S. aureus obtém uma
meédia maior de halos e, sendo assim, € mais suscetivel a inibicdo por mel do que a
E. coli (grafico 6). Resultado diferente foi encontrado por Gongalves, Alves-Filho,
Menezes (2005), que verificaram que, com mel de Nannotrigona testaceicornis E.
coli foi sensivel e S. aureus resistente. Martini et al. (2014) afirma que o poder
antimicrobiano do mel de Tetragonisca angustula apresentou variacao frente a S.

aureus e E. coli, mas obteve inibicdo das duas bactérias.
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Grafico 6 — Diametros dos halos de inibicdo formados pela acdo do mel
frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Fonte: Software BioEstat 5.3, 2015
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, observou-se que a abelha da
espécie T.angustula € menos seletiva e coleta néctar de uma variedade maior de
plantas do que as abelhas Scaptotrigona sp.

Verificou-se o potencial antimicrobiano em todas as amostras de mel.
Observou-se diferenca significativa apenas as amostras de Scaptotrigona sp. frente
a S. aureus, esse resultado pode indicar uma diferenca no halo devido aos tipos
polinicos diferentes, porém mais estudos devem ser feitos diante a outras variacdes
gue 0s mMeis possuem.

Verificou-se que a bactéria S. aureus mostrou ser mais sensivel ao mel que
E. coli, e que ocorre variacdo entre as espécies de abelhas quanto a acéo

antimicrobiana frente a E. coli
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