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Relacio entre colorac¢ao e atividade antibacteriana do mel da Bahia
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Resumo — O mel ¢ um alimento de consisténcia e coloragdo variada elaborado pelas abelhas a partir de matéria-prima coletada nas flores, o
néctar. Possui uma composigdo quimica complexa, a qual depende de varios fatores, principalmente de origem botanica e climatica, ¢ uma
escala de cores para o mel foi estabelecida. Neste estudo, avaliamos a relagdo entre a cor de 10 amostras de méis coletados no estado da Bahia
e sua atividade contra trés espécies de bactérias: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Verificou-se potencial
antibacteriano em todas as amostras e uma relagdo significativa entre coloragdo e atividade microbiana frente a Staphylococcus aureus,
revigorando a hipotese de que méis mais escuros tendem a apresentar maior potencial antibacteriano.

Palavras-chave adicionais: Apis mellifera, bactericida, resisténcia.

Abstract (Relationship between color and antibacterial activity of honey from Bahia, Brazil) — Honey is a material of varied consistency and
color, produced by bees from material collected in flowers, the nectar. It has a complex chemical composition, which depends on several
factors, mainly of botanical and climatic origin, and a color scale for honey has been established. In this study, we evaluated the relationship
between the color of 10 honey samples collected in the state of Bahia and their activity against three species of bacteria: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. The antibacterial potential was verified in all samples and a significant relationship
between color and microbial activity against Staphylococcus aureus was obtained, reinforcing the hypothesis that darker honeys tend to have

greater antibacterial potential.
Additional key words: Apis mellifera, bactericidal, resistance.

Resultado da desidratagdo ¢ transformagdo do
néctar a partir da combinagdo com substancias proprias
das abelhas, o mel é uma mistura de carboidratos,
acidos orgénicos, aminoacidos, proteinas, vitaminas,
lipidios, compostos aromaticos, flavonoides, graos de
polen e outras substancias menos frequentes (Almeida-
Muradian et al. 2013; Israili 2014; Rao et al. 2016).
Diretamente relacionadas a sua composi¢do quimica,
as propriedades bioldgicas do mel variam com as
espécies florais da qual se originam (Kolayli et al.
2013; Rao et al. 2016). A composi¢do do mel também
pode variar de acordo com a espécie de abelha
produtora, conferindo-lhe caracteristicas especificas
(Mendes et al. 2009; Israili 2014; Lira et al. 2014;
Almasaudi et al. 2017).

O aspecto sensorial de maior importincia na
aceitabilidade do mel é a coloracdo (Lacerda et al. 2010;
Rocha et al. 2010; Jesus et al. 2014). Essa ¢ uma das
caracteristicas que mais atraem o consumidor, com
grande relevancia no mercado internacional (Mendes et
al. 2009). A coloragdo do mel esta relacionada com a
origem floral, o processamento, 0o armazenamento e a
fatores climaticos (Smith 1967; Moreti et al. 2006;
Abadio Finco et al. 2010; Vieira et al. 2014). Acredita-
se que minerais estejam entre os fatores responsaveis
pela cor dos méis, observando-se que quanto maior a
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quantidade de minerais, mais escuro sera o mel (Alves
et al. 2005). Além do armazenamento prolongado, a luz,
0 aquecimento e a colheita também podem escurecer o
mel (Alves et al. 2005).

A cor do mel pode variar de branco-agua a ambar-
escuro, passando por extra branco, branco, extra ambar-
claro, o ambar-claro ao ambar (Rocha et al. 2010;
Peralta et al. 2015). No mercado mundial, a cor do mel
¢ um fator determinante. Méis mais claros sdo os
preferidos pelos consumidores, consequentemente,
possuem um valor comercial agregado maior (Sodré
2005; Lacerda et al. 2010; Rocha et al. 2010; Jesus et al.
2014). No entanto, os méis escuros sao mais ricos em
sais minerais, em vitaminas B e C, e possuem um aroma
mais acentuado que os méis de cor clara (Lacerda et al.
2010; Rocha et al. 2010; Vieira et al. 2014).

Usado por milénios na medicina tradicional, o mel é
referido como uma alternativa de uso para fins
medicinais e antibacterianos para diversos tipos de
cepas, entre elas Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (Grzegozeski
2015; Peralta et al. 2015; Medeiros et al. 2016; Amaral
et al. 2017). Os componentes antimicrobianos do mel
possuem multiplos sitios de agdo contra bactérias e
fungos, diferenciando-se dos antibidticos e antifungicos
no mercado, que detém apenas um sitio de a¢do contra
determinado microrganismo (Maddocks & Jenkins
2013; Almasaudi et al. 2017). A habilidade do mel em
eliminar ou controlar esses microrganismos ¢ atribuida
a inimeros fatores, entre eles a presenga de fenois,
flavonoides e terpenos (Molan 1992; Mulu et al. 2004;
Montenegro & Mejias 2013; Israili 2014; Rao 2016).
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Desde que a utilizagdo de antibioticos foi amplamente
difundida, ha cinco décadas, as bactérias tém
desenvolvido gradativamente resisténcia. Esta resisténcia
bacteriana aos antibidticos ¢ uma constante preocupagio
na area da satide (WHO 2001). Por essa razdo, estudos
tém buscado desenvolver compostos que possam ser
usados com finalidade antimicrobiana além da terapia
antibidtica convencional (Borsato et al. 2009). O estado
da Bahia ¢ deficiente em estudos acerca do mel. Embora
existam estudos sobre a qualidade e composi¢do do mel
na regido (Oliveira 2009; Lacerda et al. 2010; Castro-
Filho et al. 2017), ainda sdo escassas as pesquisas que
avaliaram sua atividade antimicrobiana (Lucchese et al.
2006; Peralta et al. 2015). Assim, nosso objetivo
principal aqui foi identificar a atividade antibacteriana
de diferentes méis produzidos por Apis mellifera L.,
buscando avaliar uma possivel relagdo entre as cores do
mel e seu potencial antibacteriano.

METODOLOGIA

Amostras. Foram utilizadas dez amostras de mel
produzido por Apis mellifera Linnacus, 1758
(Hymenoptera: Apidae) no estado da Bahia (M1-M10).
As amostras pertencem a nove municipios: Conceicao
do Coité (M3), Feira de Santana (M6), Ipupiara (M2),
Juazeiro (M9), Queimadas (MS8), Serrinha (M10), Uaua
(M4), Valente (M1) e Capela do Alto Alegre (M5 e M7),
este ultimo com duas amostras. Os méis foram
adquiridos em pontos comerciais e com produtores,
entre agosto e outubro de 2019. Todas as amostras foram
acondicionadas em geladeira até o inicio dos testes.

Microrganismos. Os microrganismos utilizados no
estudo foram obtidos na Colecdo de Cultura de
Microrganismos da Bahia, Universidade Estadual de
Feira de Santana (CCMB/UEEFS). Sdo cepas-padréao das
espécies Escherichia coli (CCMB261), Pseudomonas
aeruginosa (CCMB268) e Staphylococcus aureus
(CCMB262).

Determinac¢ao da cor. A cor das amostras de mel
foi determinada com um espectrofotdometro ajustado
em 560 nm, usando células de 1 cm, utilizando
glicerina pura como branco. A leitura foi comparada a
escala de cores de Pfund (Brasil 1981). Amostras com
valores < 0,44 nm foram classificadas como mel claro
e > 0,44 nm, como mel escuro. Todas as amostras
foram testadas em triplicata, obtendo-se a média da
absorbancia.

Concentrac¢ao inibitoria minima (CIM). A técnica
de microdiluicao foi utilizada para estimar a CIM do mel
contra as bactérias estudadas, segundo os protocolos e
adaptacdes propostos pela Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI (2003; 2012). Para o teste,
foram pesadas 5 g de cada amostra, que foram diluidas
em 5 mL de agua destilada autoclavada e filtrada com
membrana de celulose estéril (0,22 pm), resultando em
uma solu¢@o com concentracao de 50% (1000 mg.mL).
A suspensdo bacteriana foi padronizada em solugdo

salina (0,85%) com turvagdo de 0,5 na escala
McFarland.

Em uma microplaca de titulagdo com 96 pocgos e
fundo em forma de “U” (fabricante KASVI) foram
acrescidos 150 pL de caldo Miiller-Hinton (CMH) e 150
pL de cada amostra de mel realizando a dilui¢do seriada
em oito concentragdes: 500 mg.mL, 250 mg.mL, 125
mg.mL, 62,5 mg.mL, 31,3 mg.mL, 15,6 mg.mL, 7,8
mg.mL e 3,9 mg.mL. Ap6s a diluigdo, foram aplicados
20 pL da suspensdo bacteriana, apresentando ao final
47,5% (v/v) de mel. As placas foram homogeneizadas e
levadas a estufa a 37°C por 24 h. Apos o periodo de
incubagdo, foi acrescido 10 puL do revelador cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% em cada poco,
esperando-se 3 h para a leitura dos resultados, em que o
transparente caracteriza a inatividade bacteriana e a cor
vermelha/rosa, a atividade.

Como controle positivo para crescimento bacteriano
foi utilizado 150 pL do meio de cultura e 20 pL da
suspensdo bacteriana; nos controles negativos, foram
utilizados 150 pL do meio de cultura com 20 pL do
antibiotico gentamicina 40 mg.mL (GEN) e 20 puL da
suspensao, bem como 150 uL do meio de cultura (CMH)
puro. Foram realizadas triplicatas para confirmagdo dos
resultados.

Concentracao bactericida minima (CBM). A
determinacdo da CBM foi realizada apds o crescimento
bacteriano nas microplacas. Antes da adicdo do
revelador, em cada po¢o que a olho nu ndo era
observado crescimento bacteriano, como turvagdo no
pogo, foram retiradas trés aliquotas de 20 pL cada e
despejadas em trés placas de Petri com Agar Miiller-
Hinton (AMH), sendo espalhada por toda a placa com a
ajuda de cotonetes estéreis. Posteriormente, foi
adicionado o revelador nas microplacas e levadas a
estufa, como citado acima. As placas para observacao
de crescimento bacteriano foram incubadas em estufa
(37 °C) e, ap6s o periodo de 24 h, foi verificado se havia
crescimento bacteriano ou se a concentracdo testada
tinha efeito bactericida.

Analise estatistica. Os resultados dos testes
aplicados foram submetidos a analise estatistica do
coeficiente de correlagdo (rs) Spearman, utilizando o
parametro da coloragdo e as concentragdes inibitérias
minimas das amostras contra 0S microrganismos
estudados no programa Paleontology Statistics Software
Package for Education and Data Analysis (PAST)
versdo 2.17 (Hammer et al. 2001).

RESULTADOS

Coloracio. A analise da cor dos méis demonstrou a
média da absorbancia das amostras variando entre extra
ambar-claro (0,121 — 0,188 nm), ambar-claro (0,189 —
0,440 nm) e ambar-escuro (> 0,946). Cinco amostras
foram classificadas como ambar escuro, representando
50% do total, seguidas por trés como ambar claro (30%)
e duas como extra ambar claro (20%).
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Microdiluicio em caldo. Na técnica de
microdiluicdo em caldo para determinar CIM e CBM,
todas as amostras apresentaram atividade antibacteriana
frente a Pseudomonas aeruginosa (Tabela 1). Das dez
amostras, oito tiveram ag¢do bactericida: M1 (500
mg.mL), M2 (250 mg.mL), M3 (250 mg.mL), M4 (250
mg.mL), M5 (500 mg.mL), M7 (500 mg.mL), M8 (500
mg.mL) e MIO (500 mg.mL). Todas as amostras
tiveram concentragdes bacteriostaticas de 250 mg.mL,
125 mg.mL, 125 mg.mL, 125 mg.mL, 250 mg.mL, 250
mg.mL, 250 mg.mL, 250 mg.mL, 500 mg.mL e 250
mg.mL, respectivamente.

Escherichia coli foi sensivel para oito das dez
amostras testadas (Tabela 1). As amostras M2 e M4
apresentaram atividade bactericida nas concentragdes
500 mg.mL e 250 mg.mL e bacteriostatica em 250
mg.mL e 125 mg.mL, respectivamente. J4 as amostras
M1, M3, M5, M6, M8 e M10, demonstraram apenas
atividade bacteriostatica na concentragdo 500 mg.mL.
Para Staphylococcus aureus, apenas a amostra M4 foi
bactericida na concentragdo 250 mgmL e
bacteriostatica em 125 mg.mL, e as amostras M2, M6,
MS8 e M10 foram bacteriostaticas na concentragdo 500
mg.mL (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de absorbancia (Abs) e de concentragdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) das amostras de mel
produzidas pela abelha Apis mellifera no estado da Bahia entre agosto e outubro de 2019 contra as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Coloragio Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
Absseo (nm) CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(mg.mL) (mg.mL) (mg.mL) (mg.mL) (mg.mL) (mg.mL)
MI 0,154 500 - 250 500 - -
M2 2,327 250 500 125 250 250 -
M3 0,131 500 - 125 250 - -
M4 2,500 125 250 125 250 125 250
M5 0,215 500 - 250 500 - -
M6 1,646 500 - 250 - 500 -
M7 0,207 - - 250 500 - -
M8 1,061 500 - 250 500 500 -
M9 0,327 - - 500 - - -
MI10 2,021 500 - 250 500 250 -

- concentragdo minima ndo determinada entre as concentragdes testadas.

Analise estatistica. A correlacdo entre absorbancia
¢ CIM dos méis foi significativa contra S. aureus [(rs) =
0,8834 ¢ (p) = 0,0006]: quanto mais escuro o mel, menor
a concentragdo inibitéria minima contra 0 microrganismo.
Essa correlagdo, no entanto, ndo foi significativa contra E.
coli [-0,0297 (p) = 0,9349] e P. aeruginosa [-0,1468 (p)
=0,6856] (Figura 1).

DISCUSSAO

Nossos resultados indicaram uma correlagao entre a
coloragdo e a atividade microbiana das amostras de
méis, ainda que ela tenha sido estatisticamente
significativa apenas frente a bactéria Staphyloccocus

aureus, mas nao para Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Méis mais escuros, portanto, apresentaram
maior capacidade de inibicdo de S. aureus. A amostra
M4 foi a tnica bactericida para os trés microrganismos
na concentracdo de 250 mg.mL, sendo a amostra mais
escura do estudo, com ABSs¢ = 2,500 nm. Peralta
(2010) sugeriu que essa relagdo entre cor e atividade
biologica poderia estar associada aos teores de minerais
ou compostos do metabolismo secundario das plantas
constituintes do mel. A maior resisténcia de E. coli e P.
aeruginosa (bactérias Gram-negativas) a antimicrobianos
quando comparadas a S. aureus (Gram-positiva) pode ser
causada pela baixa permeabilidade da membrana
plasmatica composta por lipopolissacarideos (Slama
2008; Peralta et al. 2015) e pela bomba de efluxo, um
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Figura 1. Relag@o entre absorbancia (Abs) e concentragdo inibitoria
minima (CIM) de méis de A. melifera do estado da Bahia contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
(Tabela 1).

mecanismo especializado que expulsa substincias
estranhas da célula (Slama, 2008; Mercés et al. 2013).
Os resultados deste estudo estdo de acordo com outras
pesquisas que mostraram a eficacia do mel, mesmo na
concentragdo de 50% (v/v) contra microrganismos
(Almasaudi et al. 2017; Hawkins 2015; Peralta et al.
2015). Como ja relatado, os méis mostraram efeito tanto

contra bactérias Gram-positiva como Gram-negativas.
Neste estudo, cada microrganismo mostrou uma
sensibilidade diferenciada as amostras, variando de
altamente sensivel (Pseudomonas aeruginosa) a menos
sensivel  (Staphylococcus — aureus).  Pseudomonas
aeruginosa foi sensivel a todos os méis testados, que
portanto  apresentaram  efeito  bactericida  e/ou
bacteriostatico. Neves et al. (2011), Lucchese et al. (2006)
e Peralta et al. (2015) ja haviam relatado a grande
sensibilidade de P. aeruginosa a méis de A. mellifera.
Escherichia coli foi a segunda bactéria mais sensivel
neste estudo, sendo inibida por oito das dez amostras.
Pseudomonas aeruginosa e E. coli ttém mostrado maior
resisténcia a antimicrobianos quando comparadas a
Staphyloccocus aureus devido a natureza Gram-negativa
desses microrganismos (Slama 2008; Peralta et al. 2015),
¢ Peralta et al. (2015) observaram que ambas foram
menos inibidas por méis classificados como &ambar-
escuro. Nossos resultados, no entanto, indicaram que o
crescimento de P. aeruginosa e E. coli foi inibido por
todos ou quase todos os méis amostrados na Bahia, sejam
eles claros ou escuros, diferente de S. aureus, que por
apresentar correlagdo com a coloragdo dos méis, foi
sensivel apenas para cinco amostras, as mais escuras.

O mel possui intmeras atividades bioldgicas,
bioquimicas e fisioldgicas e a eficacia das propriedades
presentes no mel depende de sua composigdo. Diferentes
tipos de mel tém sido investigados quanto as suas
propriedades antimicrobianas, anticancer, antidiabéticas,
anti-inflamatorias, antioxidantes e cicatrizantes. As
informacgdes fornecidas aqui evideciam a necessidade de
avaliacOes sobre as atividades bioldgicas e os potenciais
do mel. Estudos futuros devem se concentrar no uso de
méis no combate a resisténcia antimicrobiana, uma vez
que este produto se encontra disponivel na maior parte do
pais e ¢ relativamente barato em comparacdo com
antibioticos convencionais. Além disso, os estudos
devem identificar a composi¢do dos méis, incluindo
analises palinologicas e de metabolitos secundarios, para
determinar os fatores responsaveis pela sua atividade
antimicrobiana.
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