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Avaliacao da atividade antibacteriana e identificacao de compostos fenélicos do
mel de abelhas sem ferrao (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae) Melipona

compressipes manaosenses e Melipona seminigra

RESUMO - O mel de abelhas vem sendo usado desde a antiguidade nas mais variadas
formas de aplicacdo na medicina, isso se deve principalmente as suas comprovadas
propriedades terapéuticas. Hoje em dia parece ser visto como uma alternativa a
utilizacdo dos antibidticos que devido ao uso indiscriminado estdo causando
preocupacdo frente ao aparecimento de bactérias resistentes. Diante disso, este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial antibacteriano do mel de duas espécies de
abelhas indigenas sem ferrdo e alguns méis comerciais frente a seis bactérias
patogénicas ao homem, e identificar seus compostos fendlicos. Para os testes
antimicrobianos foram utilizadas duas técnicas, a da difusdo em 4gar e a de
macrodilui¢do em tubo. Dois méis se destacaram como sendo os de maior atividade
utilizando o método de difusdo em dgar, o mel 1C-2 (Melipona compressipes
manaosensis) inibindo o crescimento dos microrganismos: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli (0157:H7), Proteus vulgaris, Shigella sonnei e Klebsiella sp., € o mel
IE (mel de Apis mellifera, florada de eucalipto) inibindo o crescimento dos
microrganismos: Escherichia coli (0157:H7), Proteus vulgaris, Shigella sonnei,
Salmonella paratyphi, Klebsiella sp. Utilizando a técnica de macrodiluicdo, todas as
sete amostras demonstraram boa atividade, inibindo o crescimento de todas as bactérias
nas mas variadas dilui¢des, indicando a maior sensibilidade dessa técnica. Varios picos
foram revelados em cromatografia liquida de alta eficiéncia, que podem corresponder a
compostos fendlicos. Somente o flavondide rutina, foi identificado na amostra 1C-2. As
informacdes agrupadas neste trabalho de identificagdo de compostos fendlicos e de
testes antimicrobianos in vitro, podem oferecer ao mel vantagens no controle do

crescimento bacteriano e no tratamento de certos problemas de satde.

Palavras Chaves: Mel antibacteriano, Abelhas sem ferrdo, Flavonéides, CLAE.
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Evaluation of the antibacterial activity and identification of fenolics compositions
of the honey of bees without sting (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae) Melipona

compressipes manaosenses e Melipona seminigra

ABSTRACT- The honey of bees has been used from the antiquity in the most varied
application forms in the medicine, which is due mainly their proven therapeutic
properties. Nowadays it seems to be seen as an alternative to the use of the antibiotics
that causing concern front to the emergence of resistant bacteria due to the
indiscriminate use. Before that, this work had as objective evaluates the antibacterial
potential of the honey of two species of indigenous bees without sting and some honeys
commercial front to six patogenic bacteria to the man, and to identify their fenolics
compositions. For the antimicrobial tests two techniques were used, the one of the
diffusion in agar and the one of dilution in tube. Two honeys stood out how being the
one of larger activity using the diffusion method in agar, the honey 1C-2 (Melipona
compressipes manaosensis) inhibiting the growth of the microorganisms:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (0157:H7), Proteus vulgaris, Shigella sonnei e
Klebsiella sp., and the honey IE (honey of Apis mellifera, adorned of eucalyptus)
inhibiting the growth of the microorganisms: Escherichia coli (0157:H7), Proteus
vulgaris, Shigella sonnei, Salmonella paratyphi, Klebsiella sp. Using the dilution
technique, all the seven samples demonstrated good activity, inhibiting the growth of all
of the bacteria in the but varied dilutions, indicating the largest sensibility of that
technique. Several picks were revealed in High Performance Liquid Chromatography,
that can correspond to fenolics compositions. Only the flavonoid rutin, was identified in
the sample 1C-2. The information contained in this work of identification of
compositions fenolics and antimicrobial in vitro tests, they can offer to the honey
advantages in the control of the bacterial growth and in the treatment of certain

problems of health.

Key words: Antibacterial honey, Bees without sting, Flavonoids, HPLC
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1 INTRODUCAO

Sem ddvida um dos grandes problemas enfrentados hoje em todos os hospitais sdo
as infecgOes bacterianas, principalmente infeccdes causadas por bactérias resistentes. A
resisténcia bacteriana envolve mutacdes genéticas, estdveis e transmitidas a geracoes
sucessivas. O uso indiscriminado e abusivo de antibidticos seleciona cepas bacterianas
mutantes resistentes, tornado a resisténcia um problema mundial, provocando infecc¢des
incontroléveis, levando ao uso de substancias mais potentes e perigosas.

Os termos antibidticos, antimicrobianos e quimioterdpicos vém sendo adotados
como sindnimos, que significam substancias quimicas com atividade contra microrganismos
especificos. No entanto, o termo antibidtico foi primeiramente definido como substincias
produzidas por microrganismo (fungos ou bactérias), que inibem o crescimento de outros
microrganismos. Portanto, tecnicamente antibidticos diferem de quimioterdpicos, pois estes
resultam da sintese quimica. Sendo assim, termos técnicos passaram a ser antiquados, € o
termo antimicrobiano passou a ser sugerido para descrever todas as substancias com atividade
antimicrobiana de origem natural ou sintética que atuam como antibacterianos, antivirais e
antifingicos (TAVARES, 2002). Neste trabalho utilizaremos o termo antimicrobiano para o
material em estudo.

O ndmero de substancias com atividade bioldgica indicados pela medicina para o
tratamento dessas infeccOes € extenso, e a resisténcia a essas moléculas acaba sendo
inevitavel; criando assim a necessidade de buscar novos antimicrobianos na natureza.

O mel vem sendo utilizado desde a antiguidade no tratamento de feridas e
queimaduras, e atualmente vem sendo cada vez mais utilizado na medicina moderna para
esses tratamentos, principalmente no que diz respeito a infec¢des bacterianas. Embora seu uso
ndo seja novidade, a sua utilizagdo sempre foi baseada em principios empiricos sem bases
cientificas concretas.

Ele é produzido a partir do néctar e outras exsudacdes naturais das plantas que sao
coletadas, processadas e armazenadas pelas abelhas. Seu aroma, paladar, coloragdo,
viscosidade e propriedades medicinais serdo varidveis, e vao depender de fontes florais,
espécie da abelha e condicdes ambientais. As abelhas produzem o mel aproveitando o clima e
onde a florada € maior, o que favorece a coleta do néctar e pdlen das flores, podendo ser

monofloral, quando o néctar € coletado de uma tnica espécie vegetal, ou polifloral, se mais de



uma espécie de planta contribui com o néctar, nesse caso recebe o nome de mel silvestre.
(CAMARGTQO, 2001; MOREIRA, 2001; ALVES, 2005).

O potencial antimicrobiano do mel foi informado primeiramente a cerca de um
século atras, entretanto s6 recentemente este conhecimento tem sido colocado em uma base
rigorosa de avaliacdo cientifica (DIXON, 2003).

Cooper et al. (1999), realizaram um estudo em que incluiram feridas infectadas,
onde os principais focos da pesquisa eram estender o limitado conhecimento atual da
suscetibilidade de patégenos de feridas frente ao mel, além de determinar sua eficdcia contra
organismos resistentes, e explorar seu modo de acdo. Os autores isolaram 18 cepas de feridas
infectadas de Staphylococcus aureus resistentes a meticillina (MRSA) e sete amostras de
Enterococcus faecalis sensiveis a vancomicina. Todos provaram ser sensiveis in vitro para os
dois produtos selecionados, o mel de manuka e o mel silvestre.

Atualmente é reconhecido que a maioria dos méis tem comprovada atividade
antibacteriana, e que ela é dependente de uma variedade de fatores. Os conhecidos incluem a
osmose, acidez, a disponibilidade limitada de moléculas de dgua, geracdo de perdxido de
hidrogénio e presenca de moléculas antimicrobianas como flavonédides e 4cidos fendlicos
(MOLAN,1992).

Nos udltimos anos, tem ocorrido um aumento dos grupos que se dedicam a pesquisa
da atividade antibacteriana do mel, o que tem propiciado a publica¢do de varios artigos sobre
esta atividade comprovando sua eficicia. Isso também levou a criacdo de empresas
interessadas que se dedicam exclusivamente a comercializacdo de mel com alta atividade
antimicrobiana e, que tém financiado muitas das pesquisas feitas nessa drea, especialmente
relacionadas com testes clinicos.

A Amazobnia dispde de uma grande biodiversidade de produtos naturais ainda
inexplorados quanto ao seu potencial biotecnol6gico. Conhecer o potencial antimicrobiano do
mel de Meliponineos da regido pode representar uma alternativa atraente e de baixo custo
para o tratamento de infec¢Oes causadas por bactérias, podendo ainda alavancar a cadeia

produtiva de produtos de Meliponideos da regiao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Composicao do mel

O mel é composto por aproximadamente 80% de acucar, incluindo as quatro
moléculas de acucares principais (frutose, glicose, maltose e sacarose), sendo a frutose a mais
abundante, e muitas outras em menores quantidades (OLAITAN et al., 2007).

A égua é o segundo componente mais importante do mel. Seu conteido depende
de diferentes fatores ambientais durante a produgdo, temperatura, espécie da abelha, umidade
nas colméias e condi¢des do néctar. No caso de méis comercializados, o conteido de dgua,
vai depender do tratamento durante a extra¢ido, armazenamento e comercializagao (OLAITAN
et al., 2007).

Acidos organicos constituem uma pequena fracio do mel. Eles sdo responsaveis
pela sua acidez e sabor. Os principais dcidos encontrados sdo: acido gliconico, acético,
butirico, lactico, férmico, succinico, pirdvico, maléico, vinico e piroglutimico. Assim como
os outros componentes do mel, os dcidos orgéanicos vao variar, de acordo com as fontes florais
das abelhas produtoras, época do ano e condi¢des de armazenamento. Ainda em menores
quantidades encontram-se os minerais, sendo o mais abundante deles € o potédssio. Outros sao
calcios, ferro, cobre, manganés e fosforo (CONTI et al., 2007).

O mel contém vdérias enzimas, algumas origindrias da abelha, outras das fontes
florais. Elas sdo muito importantes no processo de maturagdo do mel. As mais comumente
encontradas no mel sdo: invertase, diastase, glicose oxidase, catalase e fosfatase dcida
(VORLOVA E CELECHOVSKA, 2002; BOGDANOV, 1997).

Uma variedade de vitaminas, aminodcidos essenciais € nio essenciais Sao
encontrados no mel. Dentre as vitaminas sdo encontradas vitaminas C, B (tiaminas) e
complexo B12 (riboflavina), dcido nicotinico e dcido pantoténico (complexo B5) (HAYDAK
et al., 1942). Entre os aminodcidos encontrados, a prolina é o aminoacido mais abundante

(CONTI et al., 2007).



2.2 Fatores que promovem a atividade antibacteriana do mel

2.2.1 A osmose

Os microrganismos retiram da dgua a maioria de seus nutrientes soliveis,
necessitando dela para o seu crescimento, além de que o seu contetddo celular € composto por
aproximadamente 80 a 90% de dgua. Quando a bactéria encontra-se em um ambiente aquoso
em que existe uma concentracao de solutos superior aquelas encontradas no interior da célula
(hipertonica), ocorrerd a passagem da 4gua de dentro da célula para o meio com alta
concentracdo de solutos pelo processo fisico quimico conhecido como osmose. A importancia
disso estd na inibicdo do crescimento da bactéria, visto que a membrana se separa da parede
celular, e as reagdes enzimadticas ficam comprometidas (TORTORA et al., 2005).

O mel € uma solucao supersaturada de aguicares, com baixo conteddo de dgua, e as
ligacdes das moléculas de dgua com as de agucares os fazem indisponiveis para os
microrganismos. A disponibilidade de dgua livre do mel € expressa como atividade de dgua
(Aw) — que é a relacdo entre o teor de dgua nio ligada ou disponivel. E um ndmero
adimensional, resultado da pressdao de vapor de dgua do produto pela pressdo de vapor da
dgua pura, a mesma temperatura. Varia numericamente de 0 a 1 e é proporcional a umidade
relativa de equilibrio, a 4gua pura tem Ay, de 1.00 e o sangue de 0.99. A maioria dos méis
possui um A, de 0.66, e muitas espécies microbianas requerem A,, entre 0.94 e 0.99 para
crescer (MOLAN, 1992).

2.2.2 Producao de peroxido de hidrogénio

O peréxido de hidrogénio também conhecido como &4gua oxigenada, é um
poderoso antibacteriano. E um composto muito reativo, pois contém o anion peréxido O,?2,
que € toxico para as células. A instabilidade deste composto faz com que sejam retirados
elétrons das moléculas vizinhas, produzindo assim um efeito de remoc¢do de elétrons em
cascata. A atividade antibacteriana exercida por este composto se dd pela oxidacdo dos
componentes bacterianos, agindo principalmente desestabilizando a parede celular
(TORTORA et al., 2005).

No mel o per6xido de hidrogénio € produzido pela acdo da enzima glicose-
oxidase, que é secretada no mel pela glandula hipofaringica das abelhas durante a coleta do
néctar e processamento do mel na colméia (WHITE et al., 1963). Essa glandula é encontrada

em todos os himendpteros e sdo considerados exclusivos desta ordem (LANDIM, 2009). Essa



enzima catalisa a reacio na presenca de oxigénio, de conversdo da glicose em acido gliconico

e pequenas quantidades de peréxido de hidrogénio, sao produzidas de acordo com a reacao:

CeH1p06 + HyO + O,  Blicoseoxidase g .3 4 H,0,.
Glicose Acido gluconico

No mel amadurecido essa enzima € pouco ativa. Porém quando mel é diluido a
enzima aumenta sua atividade, e o peréxido de hidrogénio € liberado lentamente em pequenas

quantidades, mas suficientes para agir contra as bactérias (WHITE et al., 1963).

2.2.3 Acidez

O pH do mel varia entre 3,4 a 6,1. Essa acidez ajuda a restringir o crescimento de
muitos microrganismos patogénicos ao homem, pois muitos sdo adaptados para o crescimento
em pH fisiolégico. No mel misturas complexas de 4cidos, em particular o dcido gluconico,

contribuem para a sua baixa acidez (MENDES e COELHO, 1983).

2.2.4 Componentes fitoquimicos

A constatacao de atividades antibacterianas ndo-per6xidas no mel tem chamado a
atencdo para a existéncia de compostos fitoquimicos derivados de plantas no mel. Os
principais componentes fitoquimicos encontrados no mel sdao os 4cidos fendlicos e os
flavonodides, também conhecidos pela sua alta atividade antibacteriana (CUSHNIE e LAMB,
2005).

Acreditava-se que os flavondides existentes no mel teriam origem do néctar das
flores, porém estudo realizado para determinar a origem fendlica do mel mostrou que os
mesmos componentes fenolicos encontrados no mel, eram encontrados na propolis (AMIOT
et al., 1989), e que seriam transferidos para o mel por contato do mel com a prépolis.

Além da comprovada atividade antibacteriana, os flavondides sdo poderosos
antioxidantes com incrivel poder de seqiiestrar radicais livres no organismo, devido as suas

numerosas hidroxilas (AL-MAMARY et al., 2002; CUSHNIE e LAMB, 2005).



2.3 Testes de inibicao do crescimento bacteriano in vitro

Muitos estudos cientificos que mostram as atividades antibacterianas do mel tém
sido publicados, e um niimero extenso de bactérias patogénicas tem se mostrado sensiveis a
experimentos com mel (LUSBY et al., 2005).

A atividade antibacteriana do mel frente a bactérias isoladas de infec¢Oes foi
investigada nos Emirados Arabes Unidos (AL-WAILLI et al., 2005), na Turquia onde foi
testado contra isolados clinicos de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus e Candida albicans (SELCUK e NEVIN, 2000), na India contra cepas de
Pseudomonas aeruginosa isoladas de ulceras diabéticas, feridas e infec¢do de ouvido
(MULLAI e MENOM, 2005), e contras espécies patogénicas isoladas na Nova Zelandia
(ALLEN e MOLAN, 1997). Esses trabalhos mostram que o mel tem uma alta atividade
bactericida e/ou bacteriostatica.

Também tém sido demonstrados que bactérias sensiveis e resistentes a antibidticos
sdo igualmente sensiveis ao mel com comprovada atividade antibacteriana. Um estudo com
mel brasileiro também demonstrou isso, comparando a atividade do mel da abelha sem ferrdao
Nannotrigona testasceicones contra a atividade de antibiéticos mais conhecidos disponiveis
para a medicina, os resultados mostraram que o mel teve atividade contra bactérias resistentes
a alguns antibidticos testados, mostrando o excelente potencial terapéutico desse mel
(GONCALVES et al., 2005).

Relatérios prévios sugeriram que a acdo antibacteriana do mel seja completamente
atribuivel ao seu alto contetido de actcar.

Cooper e seus colaboradores (1999 e 2002) investigaram esta hipétese
comparando a agdo de dois méis, um de florada predominante de Manuka e outro mel
silvestre, ambos origindrios da Nova Zelandia, com o de um mel artificial, que consistiu em
uma solucdo dos quatro agucares predominantes no mel (maltose, frutose, glicose, e sacarose)
nas proporcdes nas quais eles acontecem no produto natural. Os resultados mostraram que, a
30% (v/v) do mel artificial incorporado em 4gar nutriente ndo preveniu o crescimento de 18
amostras de Staphylococcus aureus multiresistente a meticilina (MRSA), considerando que o
mel de manuka e o mel silvestre pelo menos 10 vezes mais diluidos inibiram o crescimento

desse microrganismo.



Estes resultados indicam que a acdo dos dois méis nao era exclusivamente devida a
osmose (como vdrios autores afirmaram anteriormente). Substancias fitoquimicas adicionais
podem ser responsdveis, assim como a geracdo de perdxido de hidrogénio pela glicose
oxidase das abelhas. Os trabalhos de Cooper e seus colaboradores (1999 e 2002) apontam
para uma real possibilidade de usar o mel para descontaminar feridas colonizadas por
bactérias resistentes a antibioticos.

Essa conclusao foi refor¢ada por estudos utilizando ensaios de inibi¢do, em que foi
adotado o mel diluido em dgua destilada a diferentes concentragdes, e verificou-se que mesmo
diluido o mel mantinha a inibi¢do bacteriana. Portanto ficou claro que a osmose ndo € o unico
fator de inibicdo do crescimento bacteriano (BADAWY et al., 2004; AGBAIJE et al., 2006;
BASUALDO et al., 2007).

Muitos experimentos foram realizados para determinar quais fatores seriam os
responsdveis pela atividade antibacteriana. O perdxido de hidrogénio por muito tempo
recebeu o titulo de principal componente inibidor, porém experimentos t€ém contestado este
titulo, quando comegaram a incluir na solucdo diluida de mel a enzima catalase, que inibe a
atividade do peroxido de hidrogé€nio. Os resultados demonstram que a atividade permanece,
indicando que outros fatores ndo-peroxidos estdo envolvidos na atividade antibacteriana
(SNOW e MANLEY-HARRIS, 2004; CABRERA et al., 2006).

Com isso, a osmose € o peroxido de hidrogénio passaram a ndo ser mais
considerados os principais fatores de inibi¢do. A partir dai, esforcos estdo sendo concentrados
para determinar os fatores ndo-perdxidos responsdveis pela atividade antibacteriana do mel,
entre eles os mais intensamente estudados sdo os componentes fitoquimicos, como acidos
fendlicos e flavonodides, que t€m como fonte natural as plantas.

Dentre as muitas técnicas de quimica analitica empregadas para a identificacao dos
componentes fendlicos, a mais utilizada para a identifica¢do e isolamento de flavondides no
mel € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). No inicio estd técnica foi empregada
para isolar flavonéides, com intuito de identificar a origem botanica do mel, visto que muitos
destes compostos sdo especificos de determinadas espécies de plantas (ANKLAM, 1998;
TOMAS-BARBERAN et al., 2001).

Logo a técnica foi adotada nos estudos de méis com comprovada atividade
antibacteriana, como no estudo do mel de Manuka da Nova Zelandia, onde se verificou que o
metil seringato, um 4cido fendlico, constitui aproximadamente 70% dos componentes
fendlicos deste mel. Quase todos componentes fendlicos isolados deste mel tiveram atividade

antibacteriana, porém foram responsaveis somente por uma leve inibicdo do crescimento,
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levando a conclusdo de que esses compostos ndo sao os principais inibidores do crescimento
bacteriano no mel de Manuka, apenas contribuem para esta atividade (WESTON et al., 1999;
2000).

N3do s6 as bactérias tem sido atribuido o efeito inibitorio do mel, mas também em
fungos e protozodrios. Foi identificado efeito inibitério do mel em infecgdes com Candida
albicans na Africa do Sul (THEUNISSEN et al.,, 2001) e contra o desenvolvimento de
parasitas da Leishmania in vitro (NILFOROUSHZADEH et al., 2007).

2.4 Avaliacao do potencial antibacteriano e cicatrizante do mel na medicina

Muitas evidéncias clinicas tém sido publicadas, apoiando o uso do mel no
tratamento de feridas infeccionadas por bactérias resistentes, promovendo a sauddvel
cicatrizagdo do tecido lesionado (ARMON et al., 1980).

Um importante fator que contribui para a cicatrizacao € o efeito antiinflamatério
do mel, atribuido ao seu poderoso efeito antioxidante (AL-MAMARY et al., 2002).

Os radicais de oxigénio livre ou radicais superdxidos (O;’), sdo produzidos em
pequenas quantidades durante a respiragdo. Esses radicais apresentam um alto grau de
toxicidade para os componentes celulares devido a sua grande instabilidade. Quando a defesa
do corpo de um individuo € baixa, a superproducao de radicais de oxigénio pode resultar em
inflamacdes e feridas cronicas, tornado-as mais susceptiveis a infeccdo por bactérias
(TORTORA et al., 2005).

O tratamento de feridas cronicas com mel elimina as bactérias, reduz a inflamacao
e estimula a cura, porque o mel pode neutralizar os radicais de oxigénio livres, ja que contém
componentes fendlicos que sao poderosos antioxidantes (COOPER et al., 2001; VISAVADIA
et al., 2000).

Outros trés fatores contribuem para a cicatrizacdo das feridas, uma delas é a
remog¢do do tecido morto. O acimulo de tecido morto retarda a producdo de tecido novo
necessario para o processo de cicatrizacdo das feridas. A alta concentracdo de agucar do mel
atrai a dgua de tecidos préximos, para o local da ferida e isso ajuda na remocdo de tecido
morto (EFEM, 1998).

Também contribuindo para esse processo estd o estimulo a migracdo de
fibroblastos. Esse composto € muito importante, pois estimula a producdo de coldgeno que
enche a cavidade da ferida (EFEM, 1998). E como mencionado anteriormente, alguns méis
possui altos niveis de prolina, que € um aminodcido essencial presente no coldgeno (CONTI

et al., 2007).



Nao somente contra infecgdes cutaneas o mel tem sido empregado, HAFFEJEE e
MOOSA (1985), adotaram o mel em substitui¢do a glicose na solu¢do oral de reidratacdo no
tratamento de criancas com gastroenterite bacteriana. Os resultados mostraram que o mel
diminui a duragdo da diarréia bacteriana e, pode ser usado com seguranca como um substituto
da glicose dentro da solu¢do de reidratacdo com eletrlitos.

Uma das observagdes mais interessantes € do uso clinico do mel na eliminagdo de
Staphylococcus aureus multiresistentes a antibioticos (MRSA) envolvidos na infec¢do de
feridas cronicas (CHAMBERS, 2006 ; VISAVADIA et al.,2006). Uma descrica@o clinica de
um processo de cicatrizacdo foi feita em um hospital do Reino Unido, o mel foi usado em um
pé gangrenado de um diabético ameacado de amputacido. Os bons resultados tornaram este
tratamento de primeira-linha em pelo menos uma unidade cirtrgica, ao invés de ser usado
como ultimo recurso (CHAMBERS, 2006).

Estas descobertas abriram muitas portas para a utilizacdo do mel na medicina
moderna. Em paises como a Austrdlia e Nova Zelandia ja € possivel comprar mel e produtos a
base de mel de alta atividade antibacteriana para esses fins. SIMON et al (2006), fizeram uso
de um desses méis oriundo da empresa Medihoney no tratamento de feridas onde foram
isoladas bactérias Staphylococcus aureus e Enterococci, ambas resistentes a antibidticos.
Quando constatada a eficiéncia da acdo do mel, as feridas levaram menos tempo para
cicatrizar que o normal. No Reino Unido o mel de Manuka produzido na Nova Zelandia ja
ganhou estatus de droga desde 2004.

Apartir das pesquisas feitas, COOPER et al.,(2001), relatam que: ‘“neste
momento, todas estas pesquisas levaram a descoberta de alguns dos mecanismos e
componentes do mel que o torna tdo desejdvel para o tratamento de feridas, queimaduras e
diarréias”.

De fato, através da aplicacdo do mel em feridas, tlceras e queimaduras, hoje se sabe
que o mel tem uma atividade antibacteriana, e também promove a rdpida cicatrizacdo de
feridas cronicas que ndo respondem a terapia convencional. Este é o primeiro passo, no que se

espera ser uma longa maratona, para aceitagdo deste produto na medicina moderna.

2.5 Flavonéides do mel: ocorréncia, origem, importancia e identificacio.

2.5.1 Flavonéides

As plantas produzem uma grande variedade de produtos secundérios que contém
um grupo fenol — uma hidroxila ligada a um anel aromético - na sua estrutura quimica (Figura

1). Estas substancias recebem o nome de compostos fendlicos. Devido a sua grande
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diversidade quimica, estes compostos apresentam uma variedade de fungdes nos vegetais,
agindo na defesa contra herbivoros e patdgenos, servindo como atrativo para polinizadores ou
dispersores de sementes, na prote¢do contra a radiacdo ultravioleta e reduzindo o crescimento

de plantas competidoras adjacentes (TAIZ e ZEIGER, 2005).

FUGURA 1. Fenol basico

Os compostos fendlicos sdo biossintetizados por duas rotas metabdlicas diferentes:
a rota do 4cido chiquimico e a rota do 4cido maldnico. A maioria dos fendis vegetais €
derivada da fenilalanina que € sintetizada pela rota do &cido chiquimico, através da
eliminagdo enzimatica de uma molécula de amonia. A rota do acido maldnico também ¢é
importante, pois fornece compostos precursores para a biossintese dos flavonoéides (Figura 2

A e B) (TAIZ e ZEIGER, 2005).
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Figura 2A. A maioria dos compostos fendlicos deriva em parte da fenilalanina, um
produto do 4cido chiquimico, as férmulas entre parénteses indicam o arranjo basico
dos esqueletos de carbono.

10



COOH

SO

Fenilalanina

Fenilalanina amonialiase
MNH
3 Derivados do acido

@/% cooH ——® benzdico

Arcido transcindmico
Aridos

cooH———® e (Cumarinas

m fenélicos
HO

Arido p-cumarico

/—3 Moléculas de malonil-Cod

-
.  COSCoA S0P g
m Qe or
p-Cumaril-Co& O | —— Flavondides
OH O
Chalconas

Precursores de lignina

Figura 2B. Esquema da biossintese de compostos fendlicos a partir da fenilalanina, indicando a
junc¢do de trés moléculas de melonil-coA para a formagao dos flavondides.

Os flavondides constituem a mais abundante classe de fendis presentes entre os
metabolitos secundarios dos vegetais. Sua grande abundancia e diversidade sugerem que seja
importante para plantas superiores. S0 reconhecidos muitos flavondides como pigmentos de
flores na maioria das familias de angiospermas. Estes compostos estdo amplamente
distribuidos em praticamente todas as partes das plantas, principalmente em células
fotossintéticas (SHIRLEY, 1996).

A estrutura quimica dos flavonodides é baseada em um esqueleto de 15 carbonos,

um anel aromético “A”, com um anel de pirano central “C” que sustenta um segundo anel
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aromético “B” na posicdo 2, 3 ou 4. Esta estrutura € resultante das duas rotas de biossintese de

compostos fendlicos (Figura 3).

A partir da rota do acido chiquimico
via fenilalanina

A partir da rota do acido
malbnico

Figura 3. Estrutura fundamental dos flavonodides, que sdo biossintetizados a partir de
produtos das rotas do acido chiquimico e do dcido maldnico.
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S@o conhecidos mais de 4000 flavondides. Os de origem natural apresentam-se
freqlientemente oxigenados e na maioria dos casos suas moléculas encontram-se conjugadas
com agucares. Estes flavondides "associados" a agucares sdo chamados de conjugados,
heterosidios ou glicosilados (CUSHNIE e LAMB, 2005). A partir desta estrutura bésica
podem ocorrer outras modificacdes produzindo, dessa forma, outras classes dessas

substancias (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura de algumas classes de flavonéides.

Fonte: CUSHNIE e LAMB (2005).

2.5.2 Propriedades medicinais dos flavonéides

Uma das razdes para o interesse crescente dos flavondides para a medicina, é que a
industria farmacéutica sempre estd em busca de novas espécies vegetais com propriedades
bioativas para a medicina, durante tais procedimentos muitos flavondides novos foram
descritos, possuindo propriedades farmacoldgicas interessantes. Atualmente os flavondides
estdo se tornando moléculas de grande importincia na pesquisa médica. Para um grupo de
componentes de estrutura relativamente homogénea, os flavondides exibem um grande
numero de atividades bioldgicas. Sao componentes de muitos medicamentos naturais e estao
presentes em mais de 100 preparagdes comercializadas na Suica e Franca. A prépolis,
presente na cera de abelha, contém um grande nimero de flavondides e é usada em
medicamentos e cosméticos. As preparacdes com rutina e diosmina sdo comumente usadas
para aumento do tonus vascular. As antocianinas de Vaccinium spp. e Ribes spp. (uva do
monte e groselha negra, respectivamente) sdo usadas na resisténcia capilar (PETERSON et
al., 1998).

Os flavondides sdo muito estudados devido as suas inimeras atividades bioldgicas,
como por exemplo: atividade antioxidante, antimutagénica, antimicrobiana, acdo
antiinflamatoria e antialérgica (ZUANAZZI, 2000).

A atividade antioxidante exibida pelos flavondides estd relacionada a sua estrutura
e ao nuimero de substituintes hidroxilas. Quanto mais hidroxilas, maior serd a sua atividade
(CAO, SOFIC, PRIOR, 1997). Em estudo realizado com extrato de Ginkgo biloba e derivados

do vinho tinto ficou constatado que as propriedades antioxidantes dos flavondides presentes
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foram capazes de proteger as células do hipocampo contra os efeitos téxicos de peptidios e
estresse oxidativo (BASTIANETTO e QUIRON, 2001).

Existe um grande nimero de estudos sobre o efeito antimutagénico dos
flavondides. A quercetina é um dos compostos mais estudados. Entretanto, estudos com
outros flavondides, presente nos frutos de Citrus spp., demonstram uma efetiva inibi¢do no
crescimento de células cancerigenas (CHEN et al., 1985; DEPYPERE et al., 2000; IWASE et
al., 2001).

A tangeretina encontrada em cascas de frutas citricas induz os leucécitos a inibi¢ao
parcial do desenvolvimento de HL-60, células causadoras da leucemia (HIRANO, ABE,
OKA, 1995). Esses compostos atuam na prevencao do cancer, uma vez que interagem com
radicais livres que, quando em excesso, possuem agdo toxica e contribuem para a
carcinogénese (IWASE et al., 2001).

Foram encontrados também flavondides fitoestrogenos (daidzeina, genisteina,
gliciteina) em plantas, como a soja. Esses sdo compostos com atividade andloga ao
estrogénio, hormodnio esteréide que apresenta importante funcdo no sistema reprodutor
feminino e também influenciam no crescimento, diferenciacdo e funcdo de muitas células alvo
(PETERSON et al., 1998). Isoladas do cha preto, as catecolaminas foram testadas quanto ao
seu efeito contra a morte por isquemia de coracdo. Observou-se que o consumo de 7,5 mg

reduziu em 20% o risco da mortalidade por essa doenca (ARTS et al., 2001).

2.5.3 Atividade antibacteriana dos flavonoides

A atividade antibacteriana de flavondides cada vez mais vem sendo descrita.
Extratos de plantas com histérico de uso na medicina popular foram analisados in vitro para
verificar atividade antibacteriana por muitos grupos de pesquisa. Como os extratos de plantas
das espécies Hypericum (DALL et al., 2003), Capsella ¢ Chromolaena (EL-ABYAD et al.,
1990), estes foram descritos por possuir atividade antibacteriana. Muitas outras preparacoes
fitoquimicas com altas concentragdes de flavondides sdo relatadas por exibir atividade
antibacteriana.

A prépolis também foi pesquisada em muitas ocasides, € sdo freqiientemente
informadas amostras que contém altas concentracdes de flavondides com atividade
antibacteriana. Grange e Davey (1990) testaram o extrato de propolis contra os bacilos da
tuberculose humana, onde confirmaram a atividade antibacteriana da prépolis, e atribuiram

essa atividade as suas altas concentracdes de flavondides.
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Essa atividade deve-se, provavelmente, a capacidade dos flavondides de formar
complexos com proteinas soldveis e com a parede celular das bactérias (CUSHNIE e LAMB

2005).

2.5.4 Flavonéides no mel

O mel € usado como um alimento desde os tempos mais remotos. Porém, s6 nos
anos mais recentes se tem evidéncia de sua capacidade antioxidante e antibacteriana. O mel
também foi usado como um conservante para alimentos, prevenindo-os das reacdes
deteriorativas de oxidacdo. Acreditava-se que os flavonodides existentes no mel teriam origem
do néctar das flores, porém estudo realizado para determinar a origem fendlica do mel
mostrou que os mesmos componentes fendlicos encontrados no mel, eram encontrados na
propolis, entretanto outras fontes florais podem contribuir para a presenca de flavondides do

mel como o pélen e o néctar das plantas (AMIOT et al., 1989; WESTON, 2000).

2.5.5 Determinacao cromatografica do perfil fendlico de mel

A necessidade de saber os perfis e identificar combinacdes fendlicas individuais do
mel requer a substituicdo de métodos tradicionais por técnicas que promovam a separagdo de
compostos contidos em misturas complexas. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia -
CLAE (HPLC - High-performance liquid chromatography) é sem davida a técnica analitica
mais util para separar e caracterizar componentes fendlicos do mel, entretanto a cromatografia
de gés e eletroforese capilar também sao adotadas em alguns estudos.

A Cromatografia Liquida de Alto Eficiéncia (CLAE) se desenvolveu muito nos
ultimos anos, recebendo o nome de cromatografia liquida por que a sua fase mével € um
liquido. Os componentes bdsicos de um cromatégrafo liquido sdo: bomba, coluna
cromatogréfica, injetor, detector e o registrador. E um método utilizado basicamente para
separacdo de espécies i0nicas, nio volateis ou macromoléculas (COLLINS et al., 1995).

A fase mével da CLAE deve ser um solvente que respeite algumas caracteristicas
especificas. Essa fase deve ter um alto grau de pureza ou ser de facil purifica¢do, pois
algumas impurezas podem interferir na detec¢do pelo ultravioleta (UV). Ela deve dissolver a
amostra sem qualquer reacdo quimica entre ambas. A fase mdvel deve ser compativel com o
detector empregado e, também possuir polaridade adequada para permitir uma separacao
conveniente dos componentes da amostra. Embora existam varios solventes trés deles sao

mais utilizados: d4gua, metanol e acetonitrila (COLLINS et al., 1995).
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Como fase estaciondria utiliza-se s6lidos ou liquidos aderidos em suporte sélido,
cujas particulas porosas, esféricas ou irregulares apresentam diferentes didmetros e suportam
pressao de até 345 atm. As colunas geralmente utilizadas sdo: octadecil (ODS), octil (C8), CN
(cianopropil) e NH, (amina). Quanto aos detectores os mais utilizados sdo os fotométricos,
entre eles os que absorvem na faixa do ultravioleta e visivel (CIOLA, 1998).

O método de CLAE amplamente usado na anélise de compostos fendlicos em mel
€ o de fase reversa. Neste caso a fase estaciondria possui caracteristica ndo-polar (coluna C18)
e a fase mével € um solvente polar (WESTON et al., 2000).

Devido a complexidade das misturas contendo compostos fendlicos, a maioria dos
estudos envolvendo cromatografia ja publicada descreve o uso de mais de uma fase mével na
forma de gradiente. Varias fases méveis podem ser usadas, mas os mais comuns sao sistemas
bindrios que incluem um componente aquoso € um solvente organico menos polar.
FERRERES et al., (1994), por exemplo, utiliza cromatografia de fase reversa de gradiente de
eluentes com uma solugdo aquosa de acido férmico e metanol como solventes.

Com respeito ao detector UV-Vis empregado em CLAE, os comprimentos de onda
mais freqiientes usados sdo de 290 e 340nm (FERRERES et al., 1994). Pelo fato de alguns
compostos fendlicos apresentarem varios miximos de absorc¢io, o uso de detector com UV
multiplo simultaneo (photodiode array) é recomendado para propdsitos de identificacdo, e
também porque este detector oferece cromatogramas em qualquer comprimento de onda
acompanhado pelo espectro de absorcio de cada fracdo separada (GOMEZ-CARAVACA et
al.,, 2006). Deste modo o espectro de absor¢do pode ser combinado com parametros de
retengdo para a possivel identificagdo de uma combinacio desconhecida.

A 290 nm € conhecido que todas as combinagdes polifendlicas absorvem, mas, no
entanto, alguns estudos recomendam usar comprimentos de onda diferentes para alcancar
sensibilidade maxima, e também, se possivel, uma seletividade satisfatéria que depende das
combinacdes polifendlicas contida no mel em questao (FERRERES et al., 1994, WESTON et
al., 2000).

Polifen6is sdo normalmente identificados comparando tempos de reteng¢do na
coluna, obtidos a partir dos cromatogramas e espectros de UV. Espectrometria de RMN ¢é
usado freqlientemente também como uma técnica complementar a cromatografia para
desvendar a estrutura destes compostos (G()MEZ—CARAVACA et al., 2006).

Apesar de existirem mais de 4000 flavondides diferentes na natureza, o presente
estudo se focard em apenas trés estruturas: apigenina, uma flavona; pinocembrina, uma

flavonona; e a rutina um flavonol (Figura 4), que podem ser adquiridos comercialmente para
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uso como padroes em CLAE. A escolha recaiu especificamente sobre esses flavondides
devido a sua grande atividade bioldgica.

Em um estudo foi verificado que a flavona apigenina tem uma acdo antibacteriana
inibindo o crescimento de 15 amostras de S.aureus MRSA (SATO et al., 2000). A
pinocembrina € um poderoso antioxidante e tem reconhecida atividade antibacteriana também
inibindo a propagacdo de S.aureus, muito encontrado no mel e na propolis (FUKUI et al.,
1988; HOUGHTON et al., 1994). Entre as importancias terapéuticas da rutina, estd a melhora
nos sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos associados com doencgas

hemorragicas ou de hipertensdo, além de uma boa a¢do antioxidante (PATHAK et al., 1991)
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Figura 5. A-apigenina, B-pinocembrina, C-rutina

Fonte: U3DA Database for the Flavonoid Content of Selected Foods, 2003,
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3 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antibacteriana de méis produzidos por espécies de abelhas sem
ferrdao cultivadas na cidade de Manaus que produzem um mel silvestre, determinando sua

composi¢do de flavondides por meios cromatograficos.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o efeito antibacteriano frente a seis cepas bacterianas patogénicas ao
homem;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e a Concentragdo Minima
Bactericida (CMB) do mel em teste;

- Identificar os flavondides apigenina, pinocembrina e rutina, nos méis estudados;

- Comparar a atividade antibacteriana e os flavonéides do mel das abelhas sem ferrao,
com méis comerciais;

- Verificar a diferenca de atividade e presenca de compostos fendlicos nos mel das

abelhas indigenas sem ferrao coletados em esta¢des do ano diferentes.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Origem e coleta do mel

As amostras de mel de abelhas sem ferrdo utilizadas neste estudo foram fornecidas
pelo Grupo de Pesquisas em Abelhas-GPA do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia —
INPA, provenientes do melipondrio do campus INPA/GPA, das espécies Melipona
compressipes manaosenses ¢ Melipona seminigra (Apidae, Meliponinae). Foram realizadas
duas coletas do mel, uma no més de margo de 2009, no periodo chuvoso considerado de baixa
producdo de mel dessas abelhas, e outra no més de outubro de 2009, no verdao periodo de
maior producdo de mel por essas espécies de abelhas.

Essas espécies armazenam seu mel em compartimentos chamados de potes em
suas colméias (Figura 6), e por esse motivo foi utilizada uma seringa de 20 mL, adaptada com
um tubo estéril para fazer a retirada desse mel, esse procedimento foi realizado e

supervisionado por técnicos do GPA.

onte
Figura 6. Potes de mel na colméia

O mel retirado era imediatamente acondicionado em um recipiente de vidro de cor
ambar estéril, para evitar a possivel fotodegradacao de alguns compostos do mel, sendo entdao
identificado e logo depois guardado em geladeira para evitar uma possivel fermentagdo
(Figura 7).

Trés méis comerciais foram incluidos nesse estudo, um do Rio Grande do Sul,

outro do Ceard produzido por abelhas do gé€nero Apis, e outro comercializado por
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comunitdrios da Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Tupé (RDS Tupé) localizado na
zona rural de Manaus a margem esquerda do Rio Negro, produzido pela abelha sem ferrdo
popularmente conhecida como Jandaira (Melipona subnitida) (Apidae, Meliponinae). Todas

as amostras utilizadas neste estudo estdo organizadas na Tabela 1.

Tabela 1. Amostras de mel utilizadas no estudo
Amostras de mel

Espécie de abelha Data da coleta Local de coleta N. registro

Melipona compressipes manaosensis 10.03.2009 Campos do INPA 1C
Melipona seminigra 10.03.2009 Campos do INPA 2C
Género Apis Julho Comercial — RS IE

Melipona compressipes manaoensis 24.11.2009 Campos do INPA 1C-2

Melipona seminigra 24.11.2009 Campos do INPA 2C-2
Melipona subnitida 28.11.2009 Reserva Biotupé 5]

Género Apis Outubro Comercial — CE 6MC

Uma aliquota de 100 mL de cada material foi retirada e usada nos testes

antibacterianos, a outra parte (300 mL) foi utilizada nos ensaios cromatograficos.

Figura 7. Amostras de mel armazenadas em vidro de cor ambar e
geladeira.

5.2 Microrganismo

As cepas bacterianas utilizadas nesse estudo foram: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli (0157:H7), Proteus vulgaris, Shigella sonnei, Salmonella paratyphi,
Klebsiella sp. fornecidas pelo Laboratério de Virologia Tropical do INPA.
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5.3 Determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método da difusao
(cavidade - placa)
Os testes antibacterianos de cada mel foram realizados no Laboratorio de

Virologia Tropical do INPA.

5.3.1 Preparo das placas

Foram preparadas placas de petri com meio s6lido d4gar Muller-Hinton seguindo as
instrucdes do fabricante. Aproximadamente 5 mL do meio era vertido em cada placa
bacterioldgica de 65 mm, em ambiente asséptico. Apds a solidificagdo do meio, as placas
eram vedadas utilizando plastico tipo filme, e armazenadas em geladeira para posterior
utilizagdo.

5.3.2 Construcio da escala nefelométrica de Mcfarland para o controle de
turbidez na preparacio do inéculo

Para padronizar a densidade do inéculo para um teste de sensibilidade, foi usado
um controle de turbidez de BaSQO,, equivalente a uma solucdo padrao de McFarland. Para isso
uma escala de Mcfarland foi construida da seguinte maneira: Preparou-se uma solucdo a 1%
(p/v) de cloreto de bério (BaCl,) e outra a 1% (v/v) de 4cido sulftirico (H,SO4) em édgua
destilada.

Em seguida foram adicionados volumes de dcido sulftrico e cloreto de bario de
acordo com os volumes da tabela 2, em tubos estéreis com tampa em rosca com capacidade de
15-20 ml, os tubos eram selados hermeticamente e armazenados em local escuro, e sob
refrigeracdo. Adiciona-se primeiro o 4cido sulfurico em todos os tubos e, em seguida,
adiciona-se o cloreto de bario. A figura 8 mostra como ficou a escala construida.

Tabela 2. Escala nefelométrica de Mcfarland
Tubo  BaCl, 1%(mL) H,S0O41% (mL) Bactérias/mL

1A 0,01 9,99 3,0x 10’
1B 0,03 9,97 1,0x 10
2 0,05 9,95 1,5x 10°
3 0,10 9,90 3,0x 10°
4 0,15 9,85 4,5x 10°
5 0,20 9,80 6,0 x 10°
6 0,30 9,70 9,0 x 10°
7 0,40 9,60 1,2x 10°
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EScalA e
PAFLPLAND

Figura 8. Escala de McFarland Construida

5.3.3 Preparo do inéculo de bactérias

As bactérias indculo foram cultivadas em meio liquido caldo Muller-Hinton. A
partir da cultura matriz utilizando uma alca de inoculacdo, foi retirada uma al¢ada e inoculada
em volume de 3,0 mL de meio de cultura por tubo. Incubou-se a cultura a 37° C, até alcancar
ou exceder a turbidez de uma solugao padrao de McFarland equivalente ao tubo 1B da escala
(que corresponde a 10® Unidades Formadoras de Colonias). Isso se fez comparando o tubo
indculo ao tubo 1B da escala, posicionando os tubos lado a lado em um fundo negro com tiras
brancas conforme ilustrado na figura 9. Se a turbidez ultrapassa-se a escala, ela era ajustada
adicionando caldo ou solugdo salina estéril até atingir a turbidez desejada (OPLUSTIL et al.,

2004).

J oo 3 T W AR G i
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o o P i I B P SR LA R i

Figura 9. Padronizacdo dos indculos bacterianos pela escala de McFarland.
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5.3.4 Preparo do agar-inéculo para os testes de difusiao em agar.

O 4gar-inéculo corresponde a um meio dgar Muller-Hinton preparado a 1%, onde
ele foi fracionado em tubos no volume de 2,0 mL, para utilizacdo no teste de atividade
antibacteriana.

Para dispor igualmente as células bacterianas no meio de cultura foi utilizada a
técnica pour-plate com sobre camada (over agar) adaptado do trabalho de Herndndez et al.,
(2000). Essa técnica consiste em submeter o dgar-indculo previamente preparado em banho-
maria para liquefazer-se por completo. Em seguida coloca-se rapidamente o tubo contendo o
meio de cultura em dgua a temperatura ambiente para esfriar o suficiente para ndo eliminar as
células bacterianas e manter o dgar ainda liquido. Posteriormente eram adicionados 50 ul do
in6culo de bactérias no referido 4gar fundido, homogeneizando-se bem para que as células
estivessem bem distribuidas no meio de cultura. Entdo essa solucdo era despejada sobre a
placa de petri com 4gar Muller-Hinton previamente preparada e apds isso se aguardava a
solidificacao do meio.

A atividade antibacteriana das amostras de mel pelo método de difusdo em agar foi
determinada conforme o descrito em Herndndez et al., (2000), com algumas adaptacdes, onde
foram feitos de 3 a 5 poc¢os na placa previamente preparada. Em cada poco foram adicionados
30ul do mel a ser testado quanto ao efeito antibacteriano (mel puro e suas diferentes dilui¢des,
e dgua como controle negativo). Posteriormente as placas foram incubadas, sem inversdo, a
temperatura de 37°C por 24h, entdo se procedeu a leitura do didmetro dos halos de inibicao.
Cada halo formado foi medido com auxilio de um paquimetro (CUNICO, 2004).

Esse experimento foi realizado em triplicata para as diferentes concentracdes de
cada mel testado.

5.4 Teste de Macrodiluicao em caldo.

Da mesma forma que o método de difusdo em &4gar, foram utilizados in6culos
bacterianos previamente padronizados de acordo com a escala de MacFarland, sendo sabido
que tubo 1B da escala corresponde a 3 x 10® UFC/ml.

Em tubos de ensaio foram adicionadas as quantidades de mel e caldo necessarias
para se obter as concentragdes desejadas. Esses tubos receberam entdo 30uL do inéculo
bacteriano padronizado. O controle positivo para o teste foi um tubo contendo o meio de
cultivo mais o inéculo bacteriano padronizado, o negativo um tubo contendo o meio de
cultivo mais o mel. A figura 10 ilustra a seqiiéncia de procedimentos executados na

macrodiluicdo em caldo.
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Preparo das Diluigdes
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Figura 10. A) Distribuicao das dilui¢des nos tubos de ensaio, de acordo com o cdlculo
de concentracio do mel para cada tubo. B) Inoculacio com a cepa bacteriana

padronizada, incubagdo e posterior avaliacao do crescimento bacteriano.

5.4.1 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

A CIM € a mais baixa concentragdo do mel que inibe a multiplicacdo bacteriana

visivel, e foi feita observando o crescimento bacteriano nos tubos da macrodilui¢ao em caldo

pela leitura visual, onde se observava a turvagdo dos tubos (TAVARES, 2001). Em todos os

tubos com excecdo do controle positivo, a adi¢do do mel causou turvacdo no meio,
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dificultando a deteccdo de aumento da turvacdo a olho nu. Decidimos entdo partir para a

deteccao da concentracdo minima bactericida (CMB), em todos os tubos.

5.4.2 Determinacao da concentracao minima bactericida (CMB)

A CMB ¢é a mais baixa concentragdo do mel capaz de matar uma populagdo
bacteriana. Foi determinada através dos tubos incubados para a determinacdo da concentragao
inibitéria minima, onde uma aliquota de (100 uL) de cada tubo foi inoculada em placas de
petri com 4gar nutriente sendo posteriormente incubadas em estufa a 37° C por 24h. A CMB
foi considerada a menor concentracdo do mel onde ndo houve crescimento celular sobre a

superficie do dgar inoculado (99,9% de morte bacteriana) (TAVARES, 2001).
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5.5 Preparacao das amostras para cromatografia

5.5.1 Extracao de compostos fenélicos do mel

A extragdo foi feita utilizando o método de extragao liquido-liquido com Acetato
de Etila conforme descrito por Wahdan (1998). Preparava-se uma solucio a 20% de mel em
dgua destilada. Em 50 mL dessa solu¢d@o o pH era ajustado para 3,5 utilizando uma solucdo de
HCI a 4 molar. Nos 50 mL da solucdo de mel foram adicionados 50 mL de acetato de etila e
1g de cloreto de s6dio em um funil de separacdo. Esse sistema era agitado durante 5 min para
a extragdo dos compostos fendlicos. Em seguida a fracdo de acetato de etila era retirada e
armazenada em uma proveta, e outros 50 mL de acetato de etila eram acrescentados ao funil
junto a solucao de mel.

Os passos anteriores foram repetidos de modo que a solucdo de mel fosse extraida
trés vezes. Ao final da extracdo foram acumulados 150 mL do extrato do mel em acetato de
etila que foi submetido a rota-evaporacdo em um sistema a vacuo, sob temperatura de 30°C
(figura 11), até se obter um concentrado de aproximadamente 10 mL, que posteriormente era

armazenado em freezer a -18° C.

Figura 11. Sistema de rota-evaporacao a vicuo

5.5.2 Preparo das amostras para injecio em CLAE
Aproximadamente 2 mL de cada amostra concentrada era retirada e preparada para
injecao em CLAE. Retirava-se a aliquota da amostra com o auxilio de uma seringa estéril de 5

mL de volume, em seguida um filtro com poro de 0,45um de teflon era acoplado na seringa e
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a amostra era filtrada e armazenada em um frasco estéreis de 2 mL. Logo apds a amostra
filtrada era preparada para injecdo misturando 400uL da amostra em 600uL de metanol

filtrado, em seguida a amostra era injetada.

5.5.3 Analise dos flavonoides do mel por CLAE

As andlises por CLAE foram conduzidas em cromatdgrafo a liquido da marca
Varian — Prostar equipado com injetor automatico, e utilizando uma coluna de fase reversa C-
18 (150x4,6mmx1/4) (figura 12), em um sistema de gradiente/isocratico segundo descrito por
Ferreres et al., (1994) com algumas modificagdes, que usa dgua (solvente A) e metanol
(solvente B) como eluentes, em uma velocidade de fluxo de 1 mL/min. Come¢ando com 30%
de metanol permanecendo isocritico até 15min, estabelecendo entdo um gradiente para obter
40% de metanol até 20 min, 45% de metanol até 30 min, 60% de metanol até 50 min, € 80%
de metanol até 52 min., e nesta concentracdo até 60 min. A deteccao foi feita com um detector

de UV/Vis, e os cromatogramas registrados nos comprimentos de ondas de 290 e 340 nm.

Figura 12. Cromatégrafo Liquido da Alta Eficiéncia-CLAE

5.5.4 Preparo dos padroes

Os padrdes Apigenina (Smg) e Pinocembrina (25mg) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, EUA), o padao Rutina foi fornecido pela Universidade Federal do
Amazonas (UFAM). Solugdes estoque dos padrdes foram preparadas pela dissolu¢do de cada
padrao em metanol grau cromatografico. O padrao Apigenina e Rutina foram dissolvidos em
10mL de metanol e o Pinocembrina em 50mL de metanol. Os padrdes foram filtrados em

filtro de teflon poro 0,45 pm e injetados nas mesmas condi¢des das amostras de mel.
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5.5.5 Identificacao dos flavondides

Os flavondides existentes nas amostras foram identificados através de duas
técnicas: a primeira comparando os seus tempos de retencao dos picos das amostras com 0s
tempos de retengdo dos flavondides padrdo. Posteriormente utilizou-se a técnica da adicdo de
padrdao que consiste em adicionar quantidades conhecidas de cada padrao de flavondide na
amostra. Caso ocorra aumento na altura e conseqiientemente na area do pico suspeito de ser
um dos flavondides alvo, sem que apresente ombros ou distor¢des nos picos, evidéncia ou

reforga a identificacdo pela comparacao dos tempos de retengdo.

29



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Testes de difusao em agar

Os valores médios dos halos de inibi¢do e desvio padrio, indicadores da atividade

antimicrobiana dos méis 1C, 2C, 1C-2, 2C-2, 6MC, 5J e IE, obtidos pelo teste de difusdao em

dgar, podem ser observados nas tabelas 3, 4 e 5, e nas figuras 13, 14.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana expressa pela média + desvio padrdo dos halos de inibicdo, apds
inoculacdo das amostras de mel das duas espécies de abelha do campus do INPA, referentes a primeira

coleta (primeiro semestre do ano).

Mel 1C Mel 2C

Bactérias 11 12 1/4 1/6 1/8 puro i1 12 Vo 1/6 1/8 Puro
S.aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.coli 0 0 0 0 0 156x0.1 0 0 0 0 0 22,2+0.2
S.sonnei 0 0 0 0 0 11,2x02 0 0 0 0 0 0
P.vulgaris 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S.paratyphi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Klebsiella sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Obs.: Halos em milimetros (mm).

Figura 13. Teste de difusdo em Agar, (a) suspensdo de S.sonnei, (b)
suspensdo de E.coli, com as amostras de mel em suas diferentes dilui¢oes
em cada cavidade.
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana expressa pela média + desvio padrdo dos halos de inibi¢cdo, apds inoculagdo das
amostras de mel das duas espécies de abelha do campus do INPA, referentes a segunda coleta ( segundo semestre).

Mel 1C-2 Mel 2C-2

Bactérias 11 1/2 1/4 1/6 1/8 puro 11 1/2 1/4 1/6 1/8 puro
S.aureus 12,6 £0.0 12,1 £0.0 0 0 0 18,3+ 0.4 0 0 0 o0 O 0
E.coli 9,2+0.0 0 0 0 0 16,1 £0.0 0 0 0 o0 O 0
S.sonnei 14,6 £ 0.0 =¥ 12+0.0 95+£0.1 0 12,4 £0.2 0 0 0 o0 O 0
P.vulgaris 20,3+0.5 182+04 156+0.1 13+£0.3 128+£0.2 24,1+0.0 0O 0 0 O 0 10,3x01
S.paratyphi 0 0 0 0 0 0 0 0 O O O 0
Klebsiella sp. 0 0 0 0 0 8,2+0.5 0 0 0O O 0 75zx0.2

Obs.: Halos em milimetros (mm).
* Esta diluicdo apresentou contaminagao.

Figura 14. Teste de difusdo em Agar, (a) suspensdo de P.vulgaris, (b)
suspensdo de S.sonnei, com as amostras de mel em suas diferentes
diluicdes em cada cavidade.

Quando analisamos os resultados dos méis 1C, 2C, 1C-2 e 2C-2, nas tabelas 3
e 4 respectivamente, verificamos uma grande diferenca de atividade entre eles. Todas essas
quatro amostras de mel foram coletadas na mesma regido, porém em épocas do ano
diferentes, as amostra 1C e 2C, foram coletadas na época de cheia da regido, em que o
nimero de chuvas € maior, porém época de entressafra na produ¢do de mel, por ser uma
época de menor florada. Nesse periodo essas espécies de abelha reduzem a producao de mel,
em casos extremos algumas coldnias chegam a morrer por falta de alimento. Enquanto que as
amostras 1C-2 e 2C-2 foram coletadas na época de seca, periodo de maior florada na regido,
portanto de maior disponibilidade de néctar para as abelhas produzirem seu mel. Diante disso

verificamos que o mel 1C-2 foi o de maior atividade inibindo o crescimento de cinco das seis
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bactérias estudadas em suas diferentes dilui¢des. Enquanto que o mel 1C, 2C e 2C-2 exibiram
atividade somente quando aplicado puro.

Esses resultados dao indicios de que fatores fitoquimicos podem estd
contribuindo para essa diferenca na atividade. Outra informacdo que pode reforcar essa
hipétese foi dada pelos técnicos que monitoram essas abelhas do campus, essas abelhas sdo
alimentadas com néctar artificial feito de uma mistura de actcares ou melaco de cana, durante
a entressafra para evitar a perda de algumas colonias. Portanto as amostras 1C e 2C teriam
uma porcentagem muito baixa de componentes fitoquimicos que seriam provenientes do
néctar das plantas. Enquanto que as amostras 1C-2 e 2C-2 seriam mais ricas nesses
componentes, portanto essa diferenca de atividade entre o mel 1C-2 e 1C poderia ser atribuida
a possiveis componentes fitoquimicos do mel 1C-2, vale ressaltar que essas amostras de mel
sao da mesma espécie de abelha, e ainda das mesmas colOnias, porém coletadas em periodos
diferentes. Mas esse fato ndo explica a diferenca observada entre os méis 1C-2 e 2C-2.

Neste caso fatores entomoldgicos podem estar contribuindo para essa diferenca
na atividade, por serem méis produzidos por abelhas de espécies diferentes. Como por
exemplo, a producdo de peréxido de hidrogénio no mel pela enzima glicose oxidase das
abelhas, como mostrado na revisdo bibliogréfica desta dissertacdo, o peréxido de hidrogénio €
um dos fatores mais importantes envolvidos na atividade antimicrobiana dos méis, como nao
foi avaliado a presenca de peroxido de hidrogénio nos méis estudados, ndo € possivel
comprovar se essa atividade € devido a presenca desse composto, pode-se apenas Supor.
Entretanto o fato dessas abelhas habitarem o mesmo local geogréafico, ndo garante que elas
forragearam as mesmas espécies de plantas, portanto a possibilidade de a espécie 1C-2 ter
visitado plantas que possam ter fornecido néctar e resinas ricas em moléculas bioativas €
grande, comparado ao mel da espécie 2C-2. Os resultados apresentados sugerem entdo que
estd atividade pode estd sendo exercida por componentes de origem entomoldgica e/ou
componentes de origem fitoquimica, junto com a a¢dao osmoética. Alguns autores ja sugeriram
que a espécie da abelha seria responsdvel pela atividade antimicrobiana (MIORIN et al.,
2003), outros que a regido fitogeografica seria a responsavel pela diferenca de atividade
(DEMERA e ANGERT, 2004). Porém, Bogdanov (1997) ja tinha sugerido que a abelha e as
plantas influenciariam na atividade e que ambos atuariam de forma sinérgica.

Ao analisar os resultados exibidos nas tabelas acima, verificamos que alguns
microrganismos foram inibidos a dilui¢des de 1/4 (20%), 1/6 (14,3%) e 1/8 (11,1%), bem
mais diluidos que os 22% exigidos, segundo Chirife et al., (1982 e 1983) , e Molan (1992) a

concentracdo minima de uma solu¢do de agucares para prevenir o crescimento da maioria das
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bactérias patogénicas € de 29% (p/v) a um Aw que varia entre 0.86 a 0.89, isso é o
equivalente a uma concentracdo de mel de 22% . Indicando que a atividade exibida ndo é
exclusivamente atribuida a atividade osmética.

Essa hipétese pode ser reforcada quando analisamos os resultados das amostras
1C que inibiu o crescimento de E.coli e S.sonnei e 2C que inibiu o crescimento de E.coli na
tabela 3, e a amostra 2C-2 na tabela 4 que inibiu o crescimento de P.vulgaris e Klebsiella sp.,
todos inibiram o crescimento desses microrganismos quando aplicados puros, se essa
atividade fosse totalmente atribuida a acdo da osmose, seria de se esperar que as outras
bactérias também fossem inibidas, visto que essas espécies bacterianas, com exce¢do da
S.aureus, ndo sdo conhecidas como sendo osmotolerantes. As mesmas observacdes podem ser
feitas quando analisamos a atividade entre os méis comerciais na tabela 5, os méis 6MC e 5]
exibiram atividade somente quando aplicados puro, e contra algumas espécies bacterianas,
enquanto o mel IE foi bem mais ativo inibindo cinco das seis espécies avaliadas, em
diferentes diluigoes.

Obviamente que a atividade osmética sempre ird atuar em solugdes com altas
concentracoes de acucares, porém nossos resultados revelam que a atividade atribuida a
osmose e exercida por esses méis estudados ndo € suficiente para inibir o crescimento de
algumas espécies bacterianas. Indicando a existéncia de outros fatores que podem estar
contribuindo para esta atividade antimicrobiana.

Analisando as tabelas foi verificado que, o microrganismo S. aureus foi inibido
somente por duas amostras de mel das sete testadas, o mel 1C-2 e o mel 5J, sendo o mel 1C-2
apresentando o maior halo 52,4% maior que o halo do mel 5J. A E.coli foi inibida por seis dos
sete méis sendo o mel IE apresentando halo 38,0% maior que o maior halo exibido pelo mel
1C-2 o segundo mel de maior atividade para essa bactéria, e 71,5% maior que o halo exibido
pelo outro mel comercial em estudo o mel 6MC. A S.sonnei foi inibida por quatro dos sete
méis, e o mel IE apresentou maior halo dentre os méis, 19.8% maior que o maior halo exibido
pela amostra 1C-2 e 44,0% maior que o halo da amostra 6MC. Porém o maior halo da
amostra 1C-2 foi exibido na dilui¢do de 1/1. A bactéria P.vulgaris foi inibida por trés méis,
sendo o mel IE apresentando maior halo dentre os outros méis, 8,3% maior que o exibido pelo
mel 1C-2 e 60,0% maior que o exibido no mel 2-C2. A bactéria S.paratyphi s6 apresentou
sensibilidade contra o mel IE, sendo inibida até a diluicdo de 1/6, sendo o maior halo 28,7%
maior que o menor halo exibido, e a bactéria Klebsiela sp. sendo inibida por trés méis sendo
que o mel IE obteve maior halo dentre os outros dois, 56,4% maior em relacdo ao maior halo

do mel 2C-2 e 49,5% maior que o mel 5J. Os maiores halos foram observados quando o mel
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era aplicado puro, exceto para o mel 1C-2 contra a bactéria S.sonnei que mostrou maior
sensibilidade na diluicao de 1/1. Essa anélise permite dizer ainda que o mel IE além de inibir
0 maior nimero de microrganismos € o mel que apresenta maior sensibilidade aos
microrganismos, pois inibi os microrganismos em quase todas as dilui¢des cinco das seis

dilui¢des e apresenta os maiores halos de inibi¢cdo observados neste estudo.
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana expressa pela média + desvio padrdo dos halos de inibi¢ao, apds inoculagdo das amostras de méis comerciais em suas
diferentes diluicdes.

Mel 6MC Mel 5J Mel IE
Bactérias 11 12 Vs 1/6 1/8 Puro 1/1 1/2 1/4 1/6 1/8 puro 11 I 1/4 1/6 1/8 puro
S.aureus 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0O O 87x05 0 0 0 0 0 0
E.coli 0O 0 0 0 0 7400 0 0 0 O O 145+0.0 21,8+0.2 0 0 0 0 26+0.0
S.sonnei 0O 0 0 0 0 10,3z0.1 0 0 0 0 O 0 16,6 £0.1 175+03 10+03 73+01 0 18204
P.vulgaris 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 O 0 254+04 15403 16,8+0.1 15101 0 26,3%£0.0
S.paratyphi 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 O 0 12,2+00 11,1+£0.0 102+0.1 10,4+£01 0 143%0.0
Klebsiellasp. 0 0 0 0 O 0 0 0 0 O O 8,702 12,8 + 0.0 0 0 0 0 17,2+0.0




A maioria dos microrganismos cresce bem dentro de variacdes pequenas de
pH, sempre préximo a neutralidade entre 6,5 e 7,5. No geral essas bactérias t€ém seu
crescimento inibido devido a inativacdo de algumas enzimas essenciais a sua sobrevivéncia
(TORTORA et al., 2005). Os valores de pH de cada mel puro e em suas diluigdes sdo

mostradas na tabela 6.

Tabela 6. valores de pH do mel puro e suas dilui¢Ges

B Puro 1A 1/2 1/4 1/6 1/8
IC

3,8 5,2 5,8 6,4 7,1 7,7

2C 3,6 4,9 5,7 6,1 7,5 8,0
1C-2 3,1 3.9 4,5 5,9 6.8 7,5
2C-2 3,4 4,0 4,9 6,0 6,5 1,7
IE 4,2 4,5 5,1 6,0 6,6 7,9
6MC 4,7 5,0 5.9 6.4 7.4 8,1
5J 3,8 4,4 4,7 6,0 6,7 7,6

Analisando os valores de pH na tabela acima e comparando com os valores de
atividade dos méis nas tabelas anteriores, é possivel fazer observagdes importantes.

O mel IE inibiu o crescimento de S.sonnei a valores de pH préximo da
neutralidade 6,6 e 6,0 assim como na acidez de 4,2 € 4,5. No mel 1C-2 essa mesma bactéria
foi inibida em valores de pH de 3,1 a4 6,8.

Enquanto que contra S.aureus o mel 1C-2 teve atividade em valores de pH de
3.1, 3,9, 4,5, no mel IE essa mesma bactéria ndo foi inibida, e os valores de pH nas mesmas
diluicdes foram bem préximos de 4,2, 4,5 e 5,1, sugerindo que para esta bactéria o pH nao
estd influenciando na atividade. A bactéria P.vulgaris foi inibida em todas as diluicdes no
mel 1C-2 com valores de pH que variaram do muito 4cido 3,1 para o neutro em 7,5.

Fazendo uma relagdo entre os méis de maior atividade e os valores de pH
exibidos por eles, observamos que na amostra IE a medida que o mel vai sendo diluido e os
valores de pH vao aumentando, os halos de inibicdo vao diminuindo, até que o pH chega a um
valor neutro e ndao ha formacao de halo, esse fato pode ser observado para os microrganismos
P.vulgaris e S.paratyphi. Porém no microrganismo S.sonnei houve um leve aumento do halo
na diluicao 1/2 (pH 5,1) em relagdo a dilui¢do 1/1 (pH 4,5), nesse caso o aumento do pH ndo
pode Nao estar influenciando na reduc¢ao do tamanho do halo, pelo contrério o halo aumentou.

Esse é mais um indicio de que o pH &cido ndo influencia diretamente na inibicdo deste
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microrganismo. Mas para os outros dois microrganismos € possivel observar uma possivel
correlagdo entre o aumento do pH e o tamanho do halo, indicando que existe uma
contribuicao dos valores de pH 4cido para a atividade antimicrobiana. A mesma observacao
pode ser feita entre o mel 1C-2 e a bactéria P.vulgaris a medida que os valores de pH da
amostra de mel vao aumentado os halos vao diminuindo indicando uma forte correlagcdo entre
a acidez e o tamanho dos halos. Reforcando o fato de que a acidez pode contribuir para a
inibicao do crescimento bacteriano, mas ndo € o principal componente inibidor do mel.

Isso s@o indicios que a acidez exibida pelos méis estudados nao sdo os unicos
fatores de inibicdo desses méis, se o pH tivesse influéncia direta na atividade, seria esperado
que o mel 1C e 2C, onde encontramos valores de pH 4cidos bem préximos aos encontrados
nos méis com maior atividade, assim como valores préximos da neutralidade exibissem
alguma atividade. Portanto a acidez nao € o principal fator de inibicao, mas segundo Mendes e
Coelho, 1983, pode contribuir com essa atividade junto com os outros fatores.

Dentre as duas espécies de abelha sem ferrdo o mel 1C-2 de Melipona
compressipes manaosensis demonstrou ter maior atividade inibindo o crescimento de cinco
microrganismos teste (S.aureus, E.coli, S.sonnei, P.vulgaris, Klebsiella sp.), e dentre os méis
comerciais o Mel IE de abelha do género Apis com florada predominante de Eucalipto,
demonstrou ter maior atividade dentre todos os méis comerciais inibindo também o
crescimento de cinco microrganismo (E.coli, S.sonnei, P.vulgaris, S.paratyphi, Klebsiella
sp.). Embora o mel comercial tenha inibido um nimero maior de microrganismos em
comparacdo com o mel de abelha sem ferrdo, quando testes sdo desenvolvidos com um
nimero bem maior de amostra de mel, o resultado das andlises estatisticas tem revelado que
ndo existe diferenca significativa entre a atividade do mel das duas espécies de abelha
(MIORIN et al, 2003; DEMERA e ANGERT, 2004).

Porém nossos resultados demonstram que existem uma diferenca de inibicao
entre bactérias gram-positivas e gram-negativas, o mel 1C-2 (Melipona compressipes
manaosensis) apresentou atividade contra a cepa bacteriana gram-positiva (S.aureus), € as
cepas gram-negativas (E.coli, S.sonnei, P.vulgaris, Klebsiella sp.), com excecao da
S.paratyphi, enquanto que o mel IE inibiu somente as bactérias gram-negativas. Atualmente,
o modo de acdo do mel em células bacterianas vem sendo desvendado. Uma investigagdo dos
efeitos moleculares usando a técnica de microarrays indicou que as respostas bacterianas ao
estresse do mel sdo altamente reguladas em Escherichia coli (BLAIR et al., 2009). Mudancas
morfoldgicas em bactérias expostas ao mel de Manuka (HENRIQUES et. al., 2010), sugerem

que bactérias gram-positivas e gram-negativas respondem ao mel de forma diferente.
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Portanto, a resposta bacteriana ao mel também depende da natureza das bactérias, o
mel da abelha sem ferrdo Melipona compressipes manaosensis inibiu o crescimento das
bactérias gram-negativas e ocrescimento da cepa gram-positiva S.aureus, o mel comercial
com maior atividade o mel IE, inibiu o crescimento das bactérias gram-negativas.

Talvez a maior resisténcia de algumas bactérias ao mel possa ser atribuida a
natureza de sua parede celular. A principal funcdo da parede celular é prevenir a ruptura das
células bacterianas, quando a pressao da dgua de dentro da célula é maior que a de fora, por
essa importancia vital que ela é o local de acdo de muitos antibidticos. Na maioria das
bactérias gram-positivas a parede consiste de grossas camadas de peptideoglicano, essa
parede permite a passagem de muitos cations e moléculas carregadas positivamente, enquanto
que as gram-negativas possuem sO uma fina camada de peptideoglicano e uma membrana
externa, essa membrana tem carga negativa, portanto muitas moléculas ndo encontram muitas
dificuldades para atravessar essas paredes, até porque as paredes ndo podem fornecer uma
barreira para um grande niimero de substincias do meio ambiente, pois as células necessitam
de alguns nutrientes especificos para manter seu metabolismo (TORTORA et al., 2003),
porém moléculas muito grandes podem encontram uma barreira para entrar. Portanto as
paredes niao fornecem protecdo contra a acdo da osmose ou contra a acidez de algumas
solucdes. Porém moléculas como peréxido de hidrogénio, flavondides e dcidos fendlicos
podem atuar fazendo ligacdes nas paredes celulares e retirando elétrons das moléculas da
parede, desestabilizando-a provocando uma lise celular.

Existem pesquisas com diferentes méis pelo mundo usando como modelo a
bactéria S.aureus (uma das bactérias gram-positivas de maior importancia médica, € 0 maior
microrganismo envolvido em casos de resisténcia aos antimicrobianos) tem demonstrado que
tanto bactérias gram-positivas, quanto gram-negativas se mostram sensiveis ao mel (MOLAN,

1992; TORTORA et al., 2005; BALTRUSAITYTE et al., 2007; BOUKRAA et al., 2008).
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6.2 Testes de macrodiluiciao em caldo
Os resultados da macrodilui¢do foram obtidos a partir da observacdo dos tubos
e das placas de dgar nutriente semeadas com as dilui¢des de cada tubo. A figura 14 mostra
duas dessas placas.

Os resultados das concentragdes minimas bactericida dos méis 1C, 2C, 1C-2,

2C-2, 6MC, 5J e mel IE, nas suas diferentes dilui¢des, encontram-se respectivamente nas

tabelas 6, 7, 8 € 9.

Figura 15. Placas de 4gar nutriente, depois de semeadas com aliquotas das diluicdes e
incubadas, com auséncia de crescimento bacteriano em A e crescimento bacteriano em B.

Tabela 7. Resultado do teste de macrodilui¢cdo em caldo do mel 1C e 2C, referentes a primeira coleta, indicando a
concentracdo minima bactericida de cada dilui¢do do mel.

Mel 1C Mel 2C

Bactérias Controle 1/1 1/2 1/4 1/6 1/8 Controle Controle 1/1 1/2 1/4 1/6 1/8 Controle
Negativo positivo negativo positivo

S.aureus - + o+ o+ + o+ + - - - + + o+ +
E.coli - + + + + + + - + + + + + +
S.sonnei - - - - + o+ + - + o+ o+ + o+ +
P.vulgaris - - - - - + + . - - - + o+ +
S.paratyphi - - -+ + o+ + - + o+ o+ o+ o+ +
Klebsiella sp. - - -+ + o+ + - - - + o+ o+ +

“+” indica crescimento do microrganismo na concentragdo correspondente.
- significa que o microrganismo nfo cresceu na concentragdo correspondente.
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Tabela 8. Resultado do teste de macrodiluicdo em caldo do mel 1C-2 e 2C-2, referentes a segunda coleta, indicando a
concentracdo minima bactericida de cada dilui¢do do mel.

Mel 1C-2 Mel 2C-2

Bactérias Controle 1/1 1/2 1/4 1/6 1/8 Controle Controle 1/1 1/2 1/4 1/6 1/8 Controle

Negativo positivo negativo positivo
S.aureus - - - - + o+ + - - - - - + +
E.coli - + + + + + + - - - + + + +
S.sonnei - - - - + + + - - + + + + +
P.vulgaris - + + + + - - - - + + +
S.paratyphi - + o+ o+ o+ o+ + - + o+ o+ o+ o+ +
Klebsiella sp. - - - - + o+ + - - - - + o+ +

“+” indica crescimento do microrganismo na concentragdo correspondente.
“- significa que o microrganismo nfo cresceu na concentragdo correspondente.

Estudos de inibi¢do de patégenos que infectam feridas in vitro confirmam o
largo espectro de atividade do mel, independente se o mel foi testado utilizando a técnica de
diluicio em caldo (WILLIX et. al., 1992; KARAYIL et. al.,, 1998; WAHDAN, 1998;
MIORIN et. al., 2003) ou difusaio em placa (NZEAKO e HAMDI, 2000;
SUBRAHMANYAM et. al., 2001; COOPER et. al., 2000; COOPER et. al., 2002a,b;
BALTRUSAITYTE et. al. 2007; BLAIR et. al., 2009).

A maioria dos testes antimicrobianos com mel que adotam a dilui¢do em caldo
utiliza a técnica da microdiluicdo (KARAYIL et. al., 1998; WAHDAN, 1998; MIORIN et. al.,
2003), que ¢é feita em uma escala bem menor do que a macrodiluicdo, mais utilizando o
mesmo critério de dilui¢do adotado neste estudo.

Neste trabalho foram utilizadas as duas técnicas e obtivemos diferencas de
atividade marcantes entre as amostras, por exemplo: o mel 1C e 2C na técnica de difusdo em
agar apresentaram atividade somente quando aplicado puro, enquanto que na técnica de
macrodilui¢do em caldo obtivemos para o mel 1C CMB de 1/6 (14,3%) para P.vulgaris, 1/4
(20%) para S.sonnei e 1/2 (33,3%) para S.paratyphi e Klebsiella sp. , e para o mel 2C CMB
de 1/2 (33,2%) para S.aureus e Klebsiella sp., e 1/4 para P.vulgaris. O mesmo pode ser
observado entre os outros méis, com destaque para o mel 5J da abelha sem ferrdo conhecida
como Jandaira (Melipona subnitida), que apresentou CMB de 1/8(11,1%) para P.vulgaris. Os
resultados mostrados nas tabelas 6, 7, 8 € 9, apontam para a maior sensibilidade do método de
macrodiluicdo, em relacdo ao método de difusao.

Isso se deve a probabilidade de alguns compostos do mel ndo se difundirem
bem no meio de cultura sélido utilizado, encontrando entdao nenhuma barreira quando diluidos
em meio liquido. Inimeros fatores podem ter influenciado na diferenga de atividade entre as

técnicas. Segundo Cabral 2008, é esperado que os extratos de produtos naturais mais apolares
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apresentem dificuldades na sua difusdo no dgar que € polar. Silveira et al., 2009, apontam que
a dificuldade de difusdo de produtos naturais também pode estar relacionada a sua
hidrossolubilidade e a sua massa molecular. No método de difusao, entretanto, a presenca de
matéria particulada na amostra pode interferir na difusdo da substincia antimicrobiana no dgar
(ESTRELA, 2000).

Considerando que as amostras analisadas sdo solugdes aquosas de mel, e ainda
sabendo das caracteristicas polares do meio dgar, pode-se dizer que o solvente ndo apresenta
dificuldades para se difundir pelo 4gar. Com isto, existe uma probabilidade muito maior de
difusdo dos compostos mais polares que compde o mel, sendo que os compostos com menor
polaridade tém sua mobilidade prejudicada devido a incompatibilidade de suas polaridades.
No teste de macrodiluicdo, o meio liquido faz com que tanto moléculas apolares quanto as
polares possuam uma mobilidade maior, pois ndo existe a barreira polar do dgar para impedir
a difusdo das moléculas apolares. Esse fato pode estar sendo determinante para a diferenca de
atividade mostrada entre os métodos.

O mel se mostrou um agente antibacteriano de amplo espectro e seu potencial
antimicrobiano pode variar claramente. Condi¢des ambientais, espécies de abelha que o
produz ou de plantas que elas tém acesso afetam sua composi¢do, pois ele é colhido no
ambiente natural, por isso existe uma grande diversidade entre grupos de mel do mesmo local,
principalmente os colhidos em intervalos de tempo diferentes. Devido a esta variacdo, a
seguranca na sua reprodutibilidade e eficidcia com respeito aos testes antimicrobianos nao
pode ser completamente controlada. O mel tem uma composicdo quimica complexa, e a
origem de todos os seus componentes inibitdrios, e seus mecanismos de a¢do ainda ndo foram
completamente desvendados. As informagdes agrupadas neste estudo oferecem ao mel de
abelhas sem ferrdo e mel comercial vantagens no controle do crescimento bacteriano. A
auséncia de resisténcia em relacdo a encontrada em antibidticos convencionais sao
caracteristicas muito atraentes para a medicina moderna. A publicacio de casos de
erradicacdo de bactérias resistentes de pacientes dd maior credibilidade para os resultados

observados in vitro, mas ainda € muito incipiente uso dessa alternativa no ambiente hospitalar.
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Tabela 9. Resultado do teste de macrodiluicio em caldo dos méis comerciais 6MC e 5J, indicando a concentracdo minima
bactericida de cada diluicdo do mel.

Mel 6MC Mel 5J
Bactérias Controle 1/1 1/2 1/4 1/6 1/8 Controle Controle 11 1/2 Va 1/6 1/8 Controle
negativo positivo negativo positivo
S.aureus - - - + + + + - - - _ - + +
E.coli - - - + + + + - - " + + + +
S.sonnei - - - + + + + - - - + + + +
P.vulgaris - - - + + + + - - - - - - +
S.paratyphi - + + + + + + - + + + + + +
Klebsiella sp. - - - + + + + - - - + + + +

“+” indica crescimento do microrganismo na concentragdo correspondente.
- significa que o microrganismo nao cresceu na concentragao correspondente.

Tabela 10. Resultado do teste de macrodilui¢do em caldo do mel comercial IE,
indicando a concentracdo minima bactericida de cada dilui¢do do mel.

Mel IE
Bactérias Controle 11 1/2 1/4 1/6 1/8 Controle
negativo positivo
S.aureus - - - - + + +
E.coli - - - + + + +
S.sonnei - - - - - + +
P.vulgaris - - - - + + +
S.paratyphi - - - - + + +
Klebsiella sp. - - - - + + +

“+” indica crescimento do microrganismo na concentra¢do correspondente.
“- significa que o microrganismo nao cresceu na concentragao correspondente



6.3 Analises por CLAE

Observando os cromatogramas e correlacionando com o método utilizado,
pode-se observar que os picos que saem em tempos reten¢do menores, entre 0-10 min., sdo de
compostos de natureza mais polar, j& que o eluente no inicio da andlise possui esta
caracteristica, levando em considera¢do ainda que a fase estaciondria utilizada foi uma C18. A
corrida inicia com 30% de metanol e essa porcentagem vai aumentando ao longo da corrida
de 60 min., chegando a 80% no término da corrida. Sendo assim 0s compostos mais polares
com relagdo a esse gradiente saem em tempos de retencdo menores, enquanto que compostos
apolares saem em tempos de retencdo maiores. Segundo Ferreres et al., (1994), os picos que
saem entre os tempos de retencao de 20 — 45 min., sdo provavelmente picos relacionados aos
flavonoides e 4cidos fendlicos, a figura 16 ilustra as regides do cromatograma com suas

polaridades distintas de uma amostra de mel.

1 =250 nm Results|
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Figura 16. Figura ilustrativa das regides do cromatograma.

Sabendo que o detector utilizado foi o UV-Vis, pode-se afirmar que os
componentes que foram detectados apresentam grupamentos croméforos. Possivelmente esses
componentes sdo derivados de dcidos fendlicos ou flavondides. Porém, hd a necessidade de se
utilizar métodos analiticos e especificos visando desvendar suas estruturas quimicas presentes
nos diferentes tipos de mel.

Esta condicao de trabalho por gradiente com metanol e dgua, tem sido bastante
utilizada por muitos trabalhos permitindo uma boa separagdo dos picos nos cromatogramas

(MATOS et. al., 2000; YAO et. al, 2003 e 2004; KENJERIC, et. al., 2008,
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MICHALKIEWICZ, et. al., 2008). Embora outros solventes possam ser adotados devido a
complexidade especifica de cada mel.

Porém Ferreres et. al., (1994) chama a atencdo para o grande problema na
andlise de flavondides do mel, que diz respeito ao grande conteido de actcares, esse
problema torna dificil a extracdo destes metabdlitos e a preparacdo destas amostras para a
andlise em CLAE. Durante a extragao liquido-liquido eles observaram a formacdo de uma
emulsdo no funil, dificultando um pouco a extragcao e levando a necessidade da utilizacdo de
mais solventes. Esse problema foi logo resolvido o uso de uma resina idnica XAD-2 nos
processos de extracdo, desde entdo essa e outras resinas similares vem sendo utilizada em
todos os estudos que visam extrair flavondides do mel com recuperacdo de até 90% dos
compostos (MATOS et. al., 2000; YAO et. al., 2003 e 2004; KENJERIC, et. al., 2008,
MICHALKIEWICZ, et. al., 2008). Neste estudo foi utilizada a extracdo liquido-liquido, e
minimizamos esse problema com a adi¢do de uma solucdo idnica feita de dgua e cloreto de
sddio, reduzindo assim a formagdo de emulsdo no funil de separacao.

Muitos estudos que visam a identificacdo de compostos fendlicos no mel
utilizam dgua com pH &4cido preparada com écido férmico ou acido acético (WESTON, et. al.
2000a; GHELDOF et. al., 2002; YAOA, et. al., 2005) para compor o gradiente de eluentes da
corrida, segundo Michalkiewcz et. al., (2008) isso é devido a natureza &cida da maioria dos
compostos fendlicos, exigindo assim uma fase mével 4dcida para a separacdo satisfatéria dos
picos, e diminuir o tempo de reten¢do desses compostos na coluna. Porém Bogdanov (1997),
ja dizia que esse método € mais usado para corridas que visam identificar 4cidos fendlicos
além dos flavondides. Neste trabalho foi usado dgua sem adi¢do de dcidos e obteve-se uma
boa separacao dos picos na regido que se espera sair os flavondides, além do que este estudo
visa identificar trés flavondides e ndo dcidos fendlicos.

As figuras 17 a 34, a seguir ilustram os cromatogramas das andlises em
cromatografia liquida de alta eficiéncia das amostram de mel, deteccdo com A de 290 e

340nm.
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6.3.1 Deteccdo com A de 290nm

Amostra - 1C (290nm)

Absorbancia, mAU

Tempo (minutos)

Figura 17. Cromatograma do extrato do mel amostra 1C.

50 Amostra - 1C-2 (290nm)

4,5+
4,0+

3,5

Absorbancia, mAU

Tempo (minutos)

Figura 18. Cromatograma do extrato do mel amostra 1C-2.

Analisando os cromatogramas acima com A de 290nm, referentes ao mel
coletado na cheia (1C) e o mel coletado na seca (1C-2) da mesma espécie de abelha
(Melipona compressipes manaosensis), pode-se observar uma semelhanca na quantidade de
picos que saem em tempos de reten¢do na regido de monitoramento dos flavondides. O mel

1C exibe cinco picos com tempos de retengao distintos, € o mel 1C-2 seis picos com tempos
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de retencdo distintos. A partir dai e analisando os tempos de retencdo de cada pico dos dois
cromatogramas, pode-se observar picos muito semelhantes com tempos de retencdo muito
préoximos, que podem corresponder aos mesmos compostos nos dois méis. Porém no mel 1C-
2 coletado na época de seca, dois picos com tempos de retengdo de 22.376 min. a 24.740 min.
respectivamente ndo sao observados no cromatograma do mel 1C, esses picos podem
corresponder a compostos fendlicos coletados de plantas que nao floresceram na época da
cheia, considerada de menor florada das plantas da regido. Considerando que o mel 1C-2 foi o
mel de maior atividade antimicrobiana entre esses dois méis, pode-se considerar uma grande
possibilidade de que esses dois picos sejam de compostos fendlicos que podem estar
contribuindo para essa maior atividade antimicrobiana. Essas observacdes podem indicar a
possivel presenca de moléculas com maior atividade na florada das plantas dessa época do
ano, o periodo de seca. As plantas que se reproduzem nesse periodo de seca, devido ao
estresse ocasionado pela seca, podem estd produzindo moléculas com atividade bioldgica
maior como uma estratégia de sobrevivéncia, muitos flavonéides produzidos pelas plantas sdo
usados para sua protecdo contra patégenos e em competicdes por alelopatia com outras
plantas. Esse fato pode estar refletindo na atividade biolégica do mel, visto que € possivel que
estas abelhas possam esta carreando essas moléculas para o mel.

Fazendo a sobreposi¢do dos cromatogramas na figura 19 abaixo, fica mais

claro observar as diferencas e semelhangas dos cromatogramas das amostras 1C e 1C-2.

Il Amostra 1C (290nm)
0.6 Bl Amostra 1C-2 (290nm)

Absorbéancia, mAU

T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45

Tempo (minutos)

Figura 19. Sobreposicdo dos cromatogramas 1C e 1C-2.

Analisando a figura acima ficam claros os dois picos distintos do
cromatograma do mel 1C-2 em vermelho em tempos de retencdo entre 22 e 24min. e a

semelhanga dos outros picos com o mel 1C. Mas para termos certeza de que esses dois picos
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podem corresponder a compostos fendlicos com algum tipo de atividade seria necessdario
isolar esses picos utilizando técnicas de cromatografia preparativa e testa-los isoladamente.
A seguir as figuras 20 e 21 ilustram os cromatogramas das amostras do mel 2C

coletado na época de cheia e 2C-2 coletado na época de seca da abelha (Melipona seminigra).

Amostra - 2C (290nm)

Absorbancia, mAU

Tempo (minutos)
Figura 20. Cromatograma do extrato do mel amostra 2C.
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Figura 21. Cromatograma do extrato do mel amostra 2C-2.

Analisando os cromatogramas das figuras anteriores se observa uma diferenca
na quantidade de picos da regido de monitoramento dos flavonéides das amostras 2C exibindo
quatro picos e a amostra 2C-2 exibindo seis picos, trés desses picos sdo muitos semelhantes
quanto aos seus tempos de reten¢do e podem corresponder aos mesmos compostos fendlicos

contidos nas duas amostras. Porém na amostra 2C-2 existem trés picos com tempos de
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retengdo de 22.066 min., 24.438 min. e 26.789 min. que ndo sido observados na amostra 2C
que apresenta um pico com tempo de retengdo de 27.826 min. que ndo € observado na outra
amostra 2C-2. Essas observacdes ficam mais evidentes quando fazemos a sobreposi¢cao dos

cromatogramas, que pode ser observado na figura 22.

3,0

2,8

26.] Il Amostra 2C (290nm)
2’ o] Bl Amostra 2C-2 (290nm)

Absorbéancia, mAU

0,0 T T T T T T T T

20 25 30 35 40 45
Tempo (minutos)

Figura 22. Sobreposicao dos cromatogramas 2C e 2C-2.

Observando a figura acima podemos perceber na amostra 2C cromatograma
em negro, o Unico pico com tempo de retencdo 27.826 min., diferente em relacdo a amostra
2C-2 em vermelho, e os outros trés picos caracteristicos da amostra 2C-2. Observa-se também
nesta figura que os trés picos de compostos semelhantes entre as amostras estio em maior
quantidade na amostra 2C-2, e como dito anteriormente essas amostras foram coletadas na
época de seca de maior florada das plantas da regido, pode-se entdo associar esse fato a maior
oferta de néctar das flores para as abelhas, refletindo entdo na maior quantidade dessas
moléculas no mel. Entretanto esses dois méis ndo apresentaram uma boa atividade
antimicrobiana comparado ao mel 1C-2.

Analisando os cromatogramas e os tempos de retencdo dos picos das amostras
1C-2 e 2C-2 observamos uma semelhanca no perfil cromatografico. Ambas apresentam seis
picos no cromatograma na regiao de monitoramento de flavondides, desses seis picos, pelo
menos quatro apresentam tempos de retencdo muito proximos que podem corresponder aos
mesmos compostos fendlicos presentes na amostra. Isso € totalmente possivel visto que
apesar de serem amostras de mel produzido por abelhas de espécies diferentes, elas habitam o
mesmo local geografico no meliponédrio do campus do INPA e podem ter acesso as mesmas

espécies de plantas para a coleta do néctar e resina. Podendo ser um indicio da utilizagdo, por
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parte das distintas espécies de abelhas estudadas, de floradas ou resinas de espécies vegetais
diferentes que produzem essas substancias em maior quantidade durante essa época do ano.

Porém, a amostra 1C-2 apresentou maior atividade antimicrobiana, e os dois
picos com tempos de retencdo de 22.376 min. e 24.740 min, que anteriormente nesta
discussao fora atribuida uma possivel participacdo nesta atividade possa na realidade ndo estar
mais envolvidos nesta atividade visto que dois picos com tempos de retencdo muito préximos
22.066 min. e 24.438 min. sdo observados na amostra 2C-2 de menor atividade, e podem
corresponder aos mesmos compostos € quase com as mesmas quantidades. Portanto a
atividade da amostra 1C-2 pode ser atribuida a compostos que ndo foram detectados no
comprimento de onda de 290nm.

Os cromatogramas dos méis comerciais sdo apresentados nas figuras abaixo,

com os tempos de retencdo dos picos da regido de monitoramento de flavondides.

Amostra - 5J (290nm)

Absorbancia, mAU

Tempo (minutos)

Figura 23. Cromatograma do extrato do mel amostra 5J.
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Amostra - 6MC (290nm)

Absorbancia, mAU

Tempo (minutos)

Figura 24. Cromatograma do extrato do mel amostra 6MC.
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Figura 25. Cromatograma do extrato do mel amostra IE.

A amostra 5J apresentou sete picos na regido de monitoramento de
flavonoides, a amostra 6MC seis picos e a amostra IE um pico apenas, porem o mel de maior
atividade antimicrobiana dentre os méis comerciais € o mel IE, e parte dessa atividade pode
ser atribuida a esse composto que tem tempo de retencdo de 23.814 min. nenhum dos outros
cromatogramas apresentados tem um pico com um tempo de retencdo proximo a este. A
amostra 5J foi produzida pela abelha sem ferrdo Melipona subnitida na reserva do Biotupé e

apresenta dois picos com tempos de retencdo de 22.038 min. e 24.306 min. muito préximos
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aos dois picos exibidos pelas amostras 1C-2 e amostra 2C-2 também produzidas por duas
espécies de abelhas sem ferrdo do campus do INPA. Isso pode significar que essas trés
espécies de abelha sem ferrdo podem ter hdbitos de visitar plantas da mesma espécie para
coletar o néctar e resina, com isSO 0S mesmo compostos correspondentes a esses picos seriam
levados ao mel. Como esse mel ndo teve uma boa atividade antimicrobiana assim como o mel
2C-2, isso pode reforcar a hipétese de que esses dois picos ndo estdo envolvidos na atividade
antimicrobiana da amostra 1C-2, se esses picos correspondessem a compostos que estivessem
atribuindo a atividade antimicrobiana a amostra 1C-2, seria de se esperar que essa atividade

fosse refletida nas outras amostras.
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6.3.1 Deteccio com A de 340nm

Os cromatograma da amostra 1C (figura 26) apresenta cinco picos com tempos
de retencdo distintos na regido de monitoramento dos flavondides e a amostra 1C-2 (figura
27), apresenta trés picos, analisando os tempos de retencdo de cada um desses picos, pode-se
perceber que nenhum deles exibem tempos de retencdo muito préximos, indicando que sdo
possiveis compostos fendlicos especificos de cada mel e que s6 absorvem neste comprimento
de onda. Como a amostra 1C-2 exibiu maior atividade antimicrobiana existe uma grande
possibilidade de que esses picos possam corresponder a compostos fendlicos com maior
atividade. O pico com tempo de retengcao de 22.098 min., na amostra 1C-2 da figura 27, é a
substancia que mais absorve neste comprimento de onda quando comparado com 0s outros
picos das outras amostras indicando uma maior quantidade dessa substincia nesta amostra.
Essa observacao fica mais clara quando se faz a sobreposicao dos cromatogramas dessas duas
amostras na figura 28. Analisando essa figura fica clara a diferenca dos cromatogramas com
nenhum dos picos com tempos de reten¢do proximos, € a maior absor¢do do pico com tempo

de reten¢do 22.098 min., na amostra 1C-2.
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Figura 26. Cromatograma do extrato do mel amostra 1C a 340nm.
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Figura 27. Cromatograma do extrato do mel amostra 1C-2 a 340nm.

Quando se faz a sobre posi¢do dos cromatogramas da amostra 1C-2 nos dois
comprimentos de onda 290 e 340nm na figura 29, pode-se observar uma grande semelhanca

de alguns picos de cada cromatograma.
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Figura 28. Sobreposicdo dos cromatogramas 1C e 1C-2 a 340nm.
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Analisando a figura 29, pode-se observar que alguns picos que absorvem no
comprimento de onda de 290nm também absorvem no comprimento de onda de 340nm. A
maioria dos compostos fendlicos absorve a comprimentos de onda 290nm, porém muitos
estudos recomendam usar comprimentos de onda diferentes utilizando um detector de
photodiode array, para alcancar uma boa sensibilidade dos compostos analisados, e uma
seletividade satisfatéria que depende das combinagdes polifendlicas contida no mel em
questdo (FERRERES et al., 1994, WESTON et al., 2000). O pico com tempo de retencdo
22.376 min., no cromatograma 1C-2 a 290nm, parece ser mais sensivel ao comprimento de
onda de 340nm exibindo um pico bem maior com tempo de retencdo de 22.098min., no

cromatograma a 340nm, ou ainda existe a possibilidade de que sejam compostos diferentes.
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Figura 29. Sobreposicdo dos cromatogramas 1C-2 a 340nm e 1C-2 a 290nm
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As figuras 30 e 31 mostram os cromatogramas das amostras de mel 2C e 2C-2
a 340nm.
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Figura 30. Cromatograma do extrato do mel amostra 2C a 340nm.
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Figura 31. Cromatograma do extrato do mel amostra 2C-2 a 340nm.

Nos cromatogramas acima a amostra 2C exibe dois picos com tempos de
retencao distintos e a amostra 2C-2 apresenta quatro picos a 340nm, dentre essas amostras um
pico parece ser comum entre essas duas amostras com tempos de retencdo de 38.334 min. na
amostra (2C) e 38.331 min., na amostra (2C-2). Quando comparado com o comprimento de
onda de 290nm somente a amostra 2C-2 apresentou trés picos com tempos de retengdo muito

préoximos, indicando que esses compostos absorvem nos dois comprimentos de onda.
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As amostras 5] e 6MC, figuras 32 e 33 respectivamente, ndo apresentaram
nenhum composto na faixa de monitoramento dos flavondides absorvendo no comprimento

de onda de 340nm, quando comparado com os cromatogramas de 290nm.
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Figura 32. Cromatograma do extrato do mel amostra 5J a 340nm.
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Figura 33. Cromatograma do extrato do mel amostra 6MC a 340nm.

A amostra IE que é a amostra de maior atividade entre os méis comerciais,
apresenta quatro picos na faixa de monitoramento de flavondides com diferentes tempos de
retencdo, enquanto que a mesma amostra a 290nm exibiu apenas um pico. Indicando que os

compostos fendlicos desta amostra absorvem melhor nessa faixa de 340nm do espectro
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(figura 34). O Pico com tempo de retencdo 28.074 min. € um pico com tempo de retencao
caracteristico desta amostra, ndo sendo observado em nenhuma outra, e pode estar
relacionado com a maior atividade antimicrobiana desse mel.
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Figura 34. Cromatograma do extrato do mel amostra IE a 340nm.

Foram utilizados trés padroes de flavondides para serem identificados nos méis
avaliados (rutina, apigenina e pinocembrina) cujo cromatogramas sao mostrados nas figuras
35, 36 e 37 respectivamente. A sobreposicdo dos cromatogramas dos padrdes utilizados €

mostrada na figura 38.

Padrao Rutina (340nm)
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Figura 35. Cromatograma do padrao rutina, detec¢io a 340nm.
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Figura 36. Cromatograma do padrao apigenina, detec¢ao a 340nm.
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Figura 37. Cromatograma do padrdo pinocembrina, deteccao a 340nm.
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Figura 38. Sobreposicdo do cromatograma dos padrdes a 340nm.

Os padrdes apresentaram picos maximos de absor¢ao a 340nm com tempos de
retengdo distintos, por esse motivo usamos este comprimento de onda para identificar sua
presenca nos cromatogramas dos méis.

Fazendo a andlise dos cromatogramas, comparando os tempos de retencdo e
fazendo a sobreposi¢do dos cromatogramas, foi observado que em nenhum dos méis foram
identificados os flavondides pinocembrina e apigenina. Porém, foi possivel identificar um
pico na amostra 1C-2 (Melipona compressipes manaosensis) com tempo de retencdo de
22.098 min., figura 27, que € muito préximo ao tempo de retengcdo do padrdo rutina 22.090
min. da figura 35, portanto esse € um pico que provavelmente correspondente ao flavondide
rutina, no comprimento de onda de 340nm.

Para comprovar a hipétese de que este pico poderia corresponder ao flavonéide
rutina utilizamos a técnica de adicdo de padrdo na amostra, onde adicionamos mais 10uL do
padrao rutina a amostra e injetamos outra vez na CLAE, e foi observado que o pico da
amostra aumentou sem deformacdo (figura 39), indicando a grande possibilidade de que
aquele pico poderia corresponder ao flavondide rutina, esse procedimento foi repetido mais

trés vezes.
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Figura 39. Cromatograma da amostra 1C-2, ap6s a utilizacdo da técnica de adi¢cdo do padrao
rutina.

Embora a rutina tenha sido identificada no mel de maior atividade
antimicrobiana, ndo existem ainda relatos cientificos que comprovem sua atividade, porém
esse flavonodide apresenta muitas propriedades terap€uticas associada a melhora nos sintomas
de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos associados com doengas hemorrigicas ou de
hipertensdo, além de uma boa acdo antioxidante (PATHAK et al., 1991)

A rutina € um flavondide glicosilado pertencente ao subgrupo dos flavondis,
junto a apigenina e pinocembrina sdo encontrados na prépolis ou cerimen produzido pelas
abelhas do género Melipona, portanto ndo estdo relacionados a origem floral do mel, pois para
a producgdo de propolis e cerimen estas abelhas usam exudatos e resinas produzidas por outras
partes das plantas, dificilmente o néctar ou pdlen das flores (SOLER et al.,1995; VIT et al.,
1997), sugerindo sua transferéncia da resina para mel. Esta transferéncia € facilitada porque o
mel das abelhas sem ferrdo é armazenado em potes construidos com misturas de resinas e cera
como mostrado na figura 6. Porém, devem ser considerados fatores como tempo de contato e
temperatura ao estudar as proporcdes de transferéncia de flavondides glicosilados de certimen
para mel, e observar se a idade do mel ird variar o perfil de combinagdes de flavondides.

Estas observacdes estdo de acordo com resultados obtidos em pesquisas
realizadas com vdrias espécies de abelhas sem ferrdo da Venezuela (VIT et al., 1997). Mas
esse € o primeiro relato da presenca do flavondide rutina no mel de abelha sem ferrdao do

Brasil.
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Sdo exigidos varios fatores para explorar a ligacdo entre os flavonodides
caracteristicos de méis de abelha sem ferrdo e o papel provdvel deles nas propriedades
antibacterianas destes méis. Controles precisos deveriam considerar a acdo sinérgica de
flavonodides estritamente com outros componentes do mel, por causa da complexidade deste
produto natural.

A maior quantidade de picos possivelmente correspondente a compostos
fendlicos foi observada nos méis de abelha sem ferrdo, indicando o uso de uma maior
diversidade de recursos florais ou uma composi¢do de flavondides mais rica do néctar
explorado, quando comparado com méis de A. mellifera.

O potencial antimicrobiano de combinag¢des fendlicas ao invés de utilizar
moléculas fendlicas isoladas, de um modo geral, ja € bem conhecido, extratos de fendis totais
podem ser mais ativos do que utilizar componentes isolados, desde que a bioatividade de um
componente individual possa mudar na presenca de outro componente nas combinagdes do
extrato (BORCHERS et al., 2004), correspondendo a um efeito sinérgico (RAUHA et al.,
2000; PEREIRA et al., 2006). Neste trabalho os méis foram estudados sem que houvesse
fracionamento para determinar a atividade antimicrobiana. Visto que o mel integro pode ser
mais ativo que seus componentes isolados, exercendo assim um possivel efeito sinérgico.

Hoje em dia a qualidade do mel e da propolis depende de sua composi¢ao
quimica e origem floral. O contetido de seus compostos fendlicos como flavondides e dcidos
fendlicos sao fortemente afetados pela sua origem floral, geografica e caracteristicas
climéaticas do local. Por isto argumenta-se hoje, que a identificacdo e quantificacdo dos seus
compostos fendlicos sdo de grande interesse. Além disso, eles tém uma capacidade
antioxidante e antimicrobiana muito importante que pode ser proveniente de seus polifendis

como flavondides e acidos fendlicos.
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7. CONCLUSOES

- O mel da espécie de abelha Melipona compressipes manaosensis, mostrou
uma boa atividade frente a uma cepa Gram-positiva e as cepas Gram-negativas comparado ao
mel comercializado IE, que inibiu somente as cepas Gram-negativas.

- Todas as amostras de mel que apresentaram atividade antimicrobiana no teste
de macrodiluicdo em tubo, demonstraram uma concentracdo minima bactericida, indicando
que a atividade exercida por essas amostras de mel sdo do tipo bactericida.

- O método de macrodiluicdo em tubo apresentou maior sensibilidade nos
testes antibacterianos comparado com o método de difusdo. Indicando a possivel atividade
antimicrobiana associada a compostos mais apolares, que tem dificuldade de se difundir no
agar.

- O flavonoide rutina foi identificado por CLAE apenas na amostra de mel da
abelha Melipona compressipes manaosensis, esse € o primeiro relato da presenca desse
flavon6ide no mel de abelhas no Brasil, e a primeira tentativa de caracterizacdo fendlica do
mel dessas duas espécies de abelha sem ferrdo. No entanto, varios picos foram revelados na
regido considerada de monitoramento doa flavondides nos cromatogramas, e podem estar
relacionados a possiveis compostos fendlicos.

- Picos caracteristicos nas amostras 1C-2 e IE, méis com maior atividade
antimicrobiana revelados nos nossos estudos, podem estar relacionados com a atividade
antimicrobiana desses méis, porém para comprovar isso teriamos que retirar as fracdes de
cada pico e testar separadamente.

- Nossos resultados apontam para uma possivel acdo sinérgica dos varios
fatores antimicrobianos encontrados no mel como a osmose, pH 4cido, presenca de compostos
fendlicos e producdo de peréxidos de hidrogénio, contra as cepas bacterianas avaliadas neste

trabalho.
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