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Resumo

Este estudo busca caracterizar, através dos grios de polen, a origem botinica de
amostras de mel produzido por Apis mellifera, Melipona scutellaris e Tetragonisca angustula,
identificando recursos vegetais partilhados e analisando também a capacidade antimi-
crobiana das amostras. Trinta amostras foram analisadas e 13 apresentaram atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus anrens. Foram identificados 154 tipos polinicos
compondo o espectro polinico dos méis analisados; 133 tiveram sua afinidade bota-
nica inferida. Desses tipos polinicos, 82 foram observados nos méis de M. scutellaris,
75 nos méis de A. mellifera e 56 nos de T. angustula. Vinte tipos polinicos foram com-
partilhados nos méis das trés espécies de abelha, merecendo destaque, por sua repre-
sentatividade, as familias Myrtaceae e Fabaceae. Apenas sete tipos ocuparam a classe
de frequéncia de pélen dominante. A partir dos dados levantados, observa-se que os
méis estudados se caracterizam como multiflorais e apenas alguns deles apresentam

atividade antimicrobiana contra S. aureus.

Abstract

This study aimed to characterize, throngh pollen grains, the botanical origin of honey samples produ-

ced by Apis mellifera, Melipona scutellaris, and Tetragonisca angustula, identifying shared plant
resources and also analyzing the antimicrobial capacity of the samples. Thirty samples were analyzed
and 13 showed antimicrobial activity against Staphylococcns aurens. One hundred fifty-four pollen
types were identified composing the pollen spectrum of the analyzed honey; 133 had their botanical
affinity inferred. Of these pollen types, 82 were observed in the honey of M. scutellaris, 75 in A.
wmellifera and 56 in 1. angustula. Twenty pollen types were shared in the honey of all bee species; the

Myrtaceae and Fabaceae families standing out for their representativeness. Only seven types were

classified as predominant pollen. The honey samples are characterized as multifloral, and only some

of them have antimicrobial activity against S. anreus.
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Introdugao

A longa coevolucio de abelhas e angiospermas resultou em
uma relacio abelha-planta intrincada e mutuamente benéfica. Para
as abelhas, o néctar das plantas e o pdlen sdo as principais fontes
alimentares de carboidratos e proteinas. Por outro lado, as plantas
precisam de polinizadores (Etler; Moritz, 2016; Bankova et al,,
2018). Para que essa coevolu¢do mantenha sucesso ¢ imprescindivel
que as plantas fornecam alimentos livres de patdgenos para as abe-
lhas. Assim, o néctar oferecido por uma flor nao deve ser fermenta-
do, nem o pdlen deve estar contaminado com patdgenos fungicos.
Portanto, nio ¢ surpreendente que as plantas adicionem metaboli-
tos especializados ao néctar para impedir a degradagio microbiana
(Stevenson et al., 2017; Bankova et al., 2018).

Dessa forma, enquanto forrageiam para satisfazer sua deman-
da nutricional basica, as abelhas inevitavelmente coletam metabdli-
tos especializados das plantas como parte do néctar e do pélen. Em
geral, estes compostos possuem atividade biolégica que pode ser
relevante para combater pragas e patégenos nio sé na colmeia
(Bankova et al., 2018).

Utilizado ha séculos como alimento natural e como medica-
mento, o mel é resultado da desidratacio e transformacio do néc-
tar, a partir da combinacio com substincias proprias das abelhas.
Geralmente, o mel é composto por uma complexa mistura de car-
boidratos, apresentando outras substancias menos frequentes, co-
mo acidos organicos, aminodcidos, proteinas, vitaminas, lipidios,
compostos aromaticos, flavonoides, grios de pdlen e outras subs-
tancias (Almeida-Muradian et al., 2013).

Os efeitos bactericida e bacteriostatico do mel sobre diversos
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos ja sdo bem
documentados na literatura, assim como seus efeitos antifingicos.
A possiblidade de eliminar esses microrganismos ¢ atribuida a os-
molaridade, ao pH, a concentracio de H2O: (peréxido de hidroge-
nio) e a presenga de outros compostos fitoquimicos naturais, i.e.
seu conteido de derivados da tetraciclina, peroxidases, amilases,
acidos graxos, fendis, acido ascorbico, flavonoides, estreptomicina,
sulfatiazol, terpenos, alcool benzilico e acidos benzéicos (Molan,
1992; Mulu et al., 2004; Montenegro; Mejias, 2013).

Um dos principais problemas para aplicagio do mel em dife-
rentes usos — e.g. como parte de cosméticos, aditivos alimentares,
dispositivos médicos ou medicamento — é a necessidade de padro-
nizagio do produto. Sem duvidas, o problema mais significativo
atrelado a isto ¢ a variabilidade de sua composi¢do quimica, deter-
minada em maior grau pelas diversas plantas utilizadas e pelas espé-
cies de abelhas transformadoras.

Nesse contexto, a melissopalinologia apresenta-se como uma
importante ferramenta, pois atua na obten¢io de dados sobre o
comportamento de forrageamento das abelhas, 2 medida que desem-
penha papel eficaz na avaliacdo da origem botanica e até geografica
do mel, assegurando sua qualidade (Jones; Bryant Jr., 2004). Assim,
os dados gerados a partir das andlises palinolégicas do mel sdo extre-
mamente valiosos no processo de padronizacio do produto.

O presente estudo tem como objetivo identificar o espectro
polinico presente nos méis produzidos por uma mesma colmeia, de

trés espécies diferentes de abelhas — _Apis mellifera Linnaeus, 1758,

Melipona scutellaris Latreille, 1811 e Tetragonisca angustnla Latreille,
1811 — durante o periodo de um ano, avaliando também o poten-

cial antimicrobiano das amostras.

Material e Métodos

Area de estudo

A pesquisa foi conduzida em um fragmento florestal ombrofi-
lo denso localizado no municipio de Alagoinhas, Bahia, sob as
coordenadas 12°10’42”’S; 38°24> 43\, altitude de 150 m, com 4rea
de 150 ha, pertencente a Universidade do Estado da Bahia
(UNEB), campns 11 — Alagoinhas. Nessa area sao mantidas as colo-

nias de abelhas cujos méis foram extrafdos para analises (Figura 1).

Figura 1. Localizagdo da area de estudo, municipio de Alagoinhas, Bahia,
Brasil. a. Mapa do Brasil com destaque no estado da Bahia. b. Mapa da
Bahia com destaque no Municipio de Alagoinhas c. Municipio de Alagoi-
nhas com indica¢do da drea de estudo.
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Amostragem

As amostras de mel utilizadas neste trabalho foram coletadas
mensalmente durante o periodo de outubro de 2016 a setembro de
2017, totalizando 30 amostras analisadas. Nos meses de junho e
julho de 2017, as colmeias nio apresentaram producio de mel sufi-
ciente para retirada das amostras. A codificagao das amostras foi
realizada utilizando-se as letras iniciais da espécie de abelha, do

produto estudado e do més de coleta.
Preparagio das amostras de mel para andlise microbioligica

A umidade das amostras de mel foi mensurada por refratome-
tria a 20 °C e a interpretagdo dos resultados feita através da tabela
de Chataway (Instituto Adolfo Lutz, 2008). Apds este processo,
aliquotas de mel foram pesadas e, considerando seus teores de
umidade e sélidos dissolvidos, diluidas em agua ultrapura — essa
medida visou a equilibrar a maior umidade presente nos méis de
abelhas-sem-ferrdo. A mistura foi filtrada utilizando-se membrana
com poros de 0,22 um de didmetro. Os méis foram testados em

concentragdes que variaram de 10 2 0,1 mg/mL.
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Apndlise da atividade antimicrobiana das amostras

As amostras de mel foram avaliadas quanto a atividade antimi-
crobiana aplicando-se testes de microdilui¢do em caldo, segundo os
protocolos e adaptagbes propostos por Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI (2008; 2012). As amostras foram testa-
das em triplicata contra os microrganismos Escherichia coli (Migula)
Castellani and Chalmers (ATCC® 25922™) Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter) Migula (ATCC® 27853™), Staphylococcus anrens subsp.
anrens Rosenbach (ATCC® 25923™) e a levedura Candida albicans
(Robin) Berkhout (ATCC® 10231™). A concentragio inibitoria
minima (MIC), pardimetro adotado para avaliar a atividade antimi-
crobiana, foi realizada segundo as sugestdes do CLSI expressas nos
documentos M27-A3 (CLSI, 2008) e M07-A09 (CLSI, 2012).

O inéculo bacteriano foi ajustado a partir da escala 0.5 Ma-
cFarland (1 X 108 UFC/mL) para obtengio da concentragio final
no pogo de 5 X 105 UFC/mL. Para C. albicans, o in6culo foi ajusta-
do a uma concentracio final de 0,5 X 103 a 2,5 X 103 UFC/mL). As
placas de microdilui¢do inoculadas com bactérias foram incubadas
a 35 °C, durante um periodo de 24 horas em estufa bacteriolégica, e
as placas contendo leveduras, incubadas a 35 °C, durante petiodo
de 48 horas, em incubadora B.O.D.

Para auxilio na leitura dos resultados, a substancia cloreto de
2, 3, 5-trifeniltetrazélio na concentragio de 0,5% — que atua como
revelador do crescimento microbiano —, foi utilizada apds o petio-
do de incubacio, procedendo-se a leitura das placas uma hora de-
pois de acrescentada a substincia. Como controles negativos foram
utilizados os antibiéticos cloranfenicol (30 pg/mL) e gentamicina
(10pg/mL) para as bactérias e o antifungico nistatina (100000 U.L./

ml) para a levedura.
Processamento palinoldgico

O processamento palinolégico das amostras de mel seguiu o
método proposto por Louveaux et al. (1978), com adogio da disso-
lugdo da mistura de mel e 4gua em etanol a 95 % (proporcio 1:1:5),
adaptacao sugerida por Jones e Bryant Jr. (2004) que visa a minimi-
zar a perda de graos de pélen. Apds este processo, o sedimento
polinico resultante foi submetido a acetélise conforme Erdtman
(1960). Cada amostra de mel teve seu conteddo polinico preparado
em cinco laminas contendo gelatina glicerinada, uma delas conten-
do gelatina glicerinada com safranina. Essa dltima, utilizada apenas
para a realizagio de fotomicrografias e observacio de estruturas
que se apresentem melhor evidentes quando coradas, fornecendo

dados para a correta identificacio do grio de pdlen.
dentificagao e contagem polinicas

A identificacio dos tipos polinicos encontrados nas quatro
laminas preparadas com gelatina glicerinada ndo corada foi realiza-
da a partir de comparagio com as laminas de referéncia depositadas
na palinoteca do Laboratério de Micromorfologia Vegetal
(LAMIV) na Universidade Estadual de Feira de Santana (UEES) e
através de comparagio com atlas palinolégicos (Moncada; Salas,
1983; Roubik; Moreno, 1991; Martinez-Hernandez et al., 1993;

Carreira; Barth, 2003; Melhem et al., 2003; Silva et al., 2016, Loren-
te et al., 2017). Os tipos polinicos relacionados as espécies do géne-
ro Mimosa (Fabaceae) estio em concordancia com Lima et al.
(2008). Todos os tipos polinicos identificados foram organizados
conforme o sistema de classificagio das Angiospermas APG IV
(2016). O conceito de tipo polinico adotado seguiu as recomenda-
¢bes dos autores Joosten e de Klerk (2002) e Santos (2011). Foram
quantificados 500 griaos de pdlen por amostra de mel, utilizando as
quatro laminas preparadas em gelatina glicerinada nio corada. Em
seguida, adotaram-se as classes de frequéncia para tipos polinicos

estabelecidas por Louveaux et al. (1978).

Abndlise estatistica

Para realizagio da andlise de componentes principais (PCA)
foi utilizado o software livre PAST versido 4.02 (Hammer et al.,

2001). Apenas dados palinoldgicos foram utilizados na analise.

Resultados e Discussio

Inumeros méis de diferentes dominios fitogeograficos, origens
florais e abelhas vem sendo testados ao longo do tempo contra
uma grande diversidade de microrganismos. No entanto, é desco-
nhecido um trabalho anterior a este que acompanhe uma col6nia de
trés diferentes espécies de abelhas durante um ano de produgao,
avaliando o potencial antimicrobiano do mel produzido e seu es-
pectro polinico. Incontaveis também sao as dilui¢des testadas que
produzem resultados singulares para cada um dos méis, que em sua
maioria ndo possuem uma origem botanica identificada. Esse é um
ponto no qual os estudos melissopalinolégicos tornam-se ferra-
mentas indispensaveis, revelando dados importantes sobre a flora
visitada pelas abelhas para composicao do mel.

Cabe ressaltar, ainda, que os poucos estudos que buscam ava-
liar e comparar o potencial antimicrobiano de amostras pontuais de
méis de diferentes espécies de abelhas, e identificar a concentragio
inibitéria minima (MIC) das amostras, desconsideram o fato das
amostras de mel terem umidades diferentes, principalmente no que
se refere a amostras de abelhas sem ferrio. Estas, em sua maioria,
apresentam umidade superior as encontradas em amostras de 4.
melifera, produzindo, assim, dilui¢bes finais maiores do que as espe-
radas e nio equivalentes para comparagio.

A andlise polinica das amostras em estudo revelou um total de
154 tipos polinicos compondo o espectro polinico dos méis. Se-
gundo Jesus et al. (2017), a flora identificada da regido ao redor das
colmeias ¢ composta por 277 espécies de plantas. Assim, mais da
metade das plantas localizadas no entorno das colmeias sio utiliza-
das para a fabricagdo dos méis. Do total de tipos polinicos, 133
tiveram sua afinidade boténica inferida (Figura 2), merecendo des-
taque, por sua representatividade nos méis, as familias Myrtaceae e
Fabaceae, também apontadas como detentoras dos maiores nime-
ros de espécie na flora da regido (Jesus et al., 2017).

Entre os tipos polinicos identificados, 75 foram observados
nos méis de A. mellifera (Tabela 1, Figura 3), 82 nos méis de M.
scutellaris (Tabela 2, Figura 3) e 56 nos de T. angustula (Tabela 3,
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Tabela 1. Concentragio (%) de tipos polinicos encontrados nos méis de Apis mellifera.

Tipos polinicos AMO AMN AMD AM] AMF AMM AMA AMMa AMAg AMS

Anacardiaceae

Schinus terebinthifolins - 4,4 13 13 - - 24 - - 0,4
Spondias tuberosa - - - - 3 - 1,6 1,3 - -
Tapirira guianensis - - - - 36,6 14,4 23,4 51,2 _ 0,9
Arecaceae

Bactris - - - 0,2 - 0,4 - - - -
Cocos nucifera - - - - - - - 0,8 - 3,2
Syagrus - - - - - - 0,2 - - -
Asteraceae

Asteraceae 1 0,2 - - - - 0,6 - - - -
Asteraceae 2 0,2 - - - - 0,2 - _ _ _
Baccharis retusa - - 0,9 - - - - - - -
Chaptalia nutans - - - 0,8 - - - - - -
Elephantopus - - 0,2 - - - - - - -
Eremanthus - 0,4 - - - - - - - -
Mifkania micrantha 11,3 1,6 1 0,6 - - 0,2 - - 0,2
Trichogonia - - - - - - - 0,4 - -
Vernonanthura brasiliana - - - - - - - 0,2 0,4 0,6
Begoniaceae

Begonia 0,2 - - - - - - - _ -
Bignoniaceae

Handroanthus - - - - - - - 1,3 - -
Burseraceae

Protium heptaphylium - 0,4 - - 0,4 - - - - -
Cactaceae

Cactaceae - - 0,2
Cleomaceae

Tarenaya - - - - - - - 47 - -
Commelinaceae

Commelina erecta 0,3 0,2 - 0,2 - - - _ _ _
Dilleniaceae

Doliocarpus dentatus - - - - - - 1,2 - - _
Euphorbiaceae

Ricinus commmunis - 0,6 - - - - 1,2 0,6 2,6 0,6
Fabaceae

Aeschynomene paniculata - - - - - - - - - 11,3
Anadenanthera - - - 0,2 - - - _ - _
Dioclea - 0,2 - - - - - - - _
Fabaceae 0,2 - - 0,2 - - - _ _ _
Machaerium - 2 0,2 1,8 - - - 0,2 _ _
Mimosa acutistipnla 1 1 0,7 24 - - 30 - - 0,2
Mimosa arenosa - - - - - 8,4 - _
Mimosa caesalpiniifolia - - - - 0,8 - - 17,5 - -
Mimosa pudica/ sensitiva 12 17 15 25 1,8 45,4 31 5,1 77,4 67,2
Mimosa guadrivalvis - - - - - R _

Mimosa tenniflora - - -
Mimosa ulbrichiana 0,2 - 0,2 1 - - - - _ _
Senna - 1,6 0,4 - - - - - - 0,4
Lamiaceae

Hyptis 1 46,8 1,2 0,2 - 0,4 0,2 - 0,2 1,7 1,5
Hyptis 2 6,6 0,4 0,2 - - - - - -

Rhaphiodon echinns 7,1 0,2 0,2 - - - - - . -
Lythraceae

Cuphea - - 0,2 - - - - - _ _
Malpighiaceae

Heteropterys - - - - - - - _ _ 0,2
Malvaceae

Malvaceae - - 0,2 - - - - - _ _
Waltheria americana - - - - - - - - - 0,2
Myrtaceae

Euncabyptus 1 - 10 63 25 2,8 2,2 0,4 4,2 0,6 -
Eucalyptus 2 - - - - - 0,4 - - - _
Eungenia 1 - 6,5 - 0,2 - - - - _ _
Eugenia 2 - - 0,2 - - 0,8 - - - -
Eugenia 3 - - - - - 0,2 - - - -

Tabela 1. Continua.
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Tabela 1. Continuagio.

Tipos polinicos

AMO

AMN

AMD

AM]  AMF

AMM

AMMa

AMAg ___AMS

Myreia 1

Myreia 2

Myrcia 3

Myrcia 4

Myrcia 5

Myrcia 6

Myreia 7

Myreia 8
Myrtaceae
Prsidium

Syzyginm jambolannm
Piperaceae

Piper divaricatum
Poaceae

Poaceae
Polygalaceae
Polygala paniculata
Portulacaceae
Portulaca halimoides
Rubiaceae
Borreria

Borreria verticillata
Mitracarpus
Richardia grandiflora
Psychotria
Sapindaceae
Cupania

Serjania
Sapotaceae
Chrysophyllum
Pounteria
Turneraceae
Turnera chamaedrifolia
Urticaceae
Cecropia 1

Cecropia 2
Indeterminados

1
1,7

0,2

7,5

1,2

0,2

0,2

8,5
13
14

0,9

0,4

0,8

0,4 41,4
0,4 .
1,6 -

0,6

14
0,2
0,6
1,6
0,8

0,2

0,4

9,8

0,2

>

58
0,4
32

0,6

0,2

2,5

0,9

1,1

13,1 23

0,6 0,9

0,2 0,2

1,7 3,6

1,5 2,3

Tabela 2. Concentragio (%) de tipos polinicos encontrados nos méis de abelha urucu (Me/ipona scutellaris).

Tabela 1. Fim.

Tipos polinicos

UMO

UMN

UMD

UM]  UMF

UMM

UMA

UMMa

UMAg  UMS

Amaranthaceae
Amaranthus viridis
Anacardiaceae
Anacardinm ocidentale
Schinus terebinthifolins
Spondias tuberosa
Tapirira gnianensis
Asteraceae
Elephantopns
Eupatorinm

Mikania micrantha
Veernonanthura brasiliana
Begoniaceae
Begonia
Bignoniaceae
Handroanthus
Tabebuia
Boraginaceae
Cordia nodosa
Brassicaceae
Brassica
Bromeliaceae
Bromeliaceae
Burseraceae
Protinm heptaphyllum

0,2

>

2

04 -

Tabela 2. Continua.
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Tabela 2 Continuagio.

Tipos polinicos

UMM

UMA  UMMa

UMAg _ UMS

Cactaceae
Cactaceae
Cannabaceae
Celtis

Trema
Combretaceae
Combretum
Dilleniaceae
Tetracera
Erythroxylaceae
Erythroxylum
Fabaceae
Acacia

Aeschynomene panicunlata

Anadenanthera
Cacesalpinia
Chamacecrista
Fabaceae 1
Fabaceae 2
Fabaceae 3
Fabaceae 4
Fabaceae 5
Fabaceae 6
Machaerinm
Mimosa
Mimosa acutistipula
Mimosa arenosa
Mimosa misera

Mimosa pudica/ sensitiva

Mimosa subenervis
Mimosa tenuiflora
Piptadenia
Poeppigia

Senna

Zornia
Malpighiaceae
Byrsonima
Melastomataceae
Clidemia

Miconia 1
Miconia 2
Myrtaceae
Calycolpus legrandii
Campomanesia
Eucabyptns
Eugenia 1
Eugenia 2
Eugenia 3
Eugenia 4
Eugenia 5

Myreia 1

Myrcia 2

Myreia 3

Myreia 4

Myreia 5

Myreia 6

Myreia 7

Myreia 8

Myrcia 9

Myreia 10

Myrcia 11

Myreia 12
Myrtaceae
Psidium 1
Psidinm 2
Syzyginm jambolannm
Plantaginaceae
Angelonia
Poaceae
Poaceae

>

0,2

12,2

27 17,8

2,3 0,6
3,1 -
0,8 -
2,7 0,8

2,3 0,4
4.2 5,6

2,7 -
232 14

Tabela 2. Continua.
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Tabela 2 Continuagio.

Tipos polinicos UMO UMN UMD UM] UMF UMM UMA  UMMa UMAg UMS
Rubiaceae = - = - - B - - - _
Mitracarpus - - - - - - - - 0,4 _
Tocoyena - - 0,2 - - - - - - -
Sapindaceae - = = = = - - - - R
Cupania - - 0,2 - - - - - 6,2 10,4
Paullinea racemosa - 0,4 1,4 - - - - _ - -
Serjania - 1 0,4 - - - - - - -
Sapotaceae = - 5 - - - - - - _
Pouteria 48 26,8 34,8 42 - - - - - -
Urticaceae = - = - - - - - - -
Cecropia 1 - 0,6 - 0,6 - - - 0,8 -
Indeterminados - - 2,2 - 13,2 0,6 0,4 0,6 2,6 1

Tabela 2. Fim.

Tabela 3. Concentragio (%) de tipos polinicos encontrados nos méis de abelha jatai (Tetragonisca angustula.

Tipos polinicos JMO JMN JMD JMJ JMF JMM JMA JMMa JMAg JMS
Amaranthaceae - - = = = = - - B -
Alternanthera brasiliana 4,4 1,8 - - - - - - 2,3 38,2
Amaranthus viridis 0,4 - - - - - - - - -
Anacardiaceae - = - - - _
Anacardinm ocidentale - 1,4 - 13,8 26,4 21,6 - -
Schinus terebinthifolins 6,7 - - - - - 77,2 79,4 - 9
Spondias tuberosa 0 1,4 2,9 6,8 3,8 - - - - 0,2
Tapirira guianensis 2,2 63 88,3 32,6 344 72,2 17,4 15,4 - 0,3
Arecaceae - - - - - - - -
Cocos nucifera 0,9 - - - - - - - - _
Asteraceae - - - - = - - - - -
Bidens pilosa 2,2 - - - - - - - - -
Chaptalia nutans 0,9 - - - - - - - . -
Conocliniopsis prassifolia - - 1,2 - - - _ _ _ _
Mikania micrantha - 0,4 - 0,2 - - - - - 0,9
1V ernonanthura brasiliana 0,9 0,2 - - - - - - 0
Bromeliaceae - - = - = - - - - -
Bromeliaceae 0,4 - - - - - - _ _ _
Burseraceae - - - - = - - - - -
Protinm beptaphyllum 1,8 - - - - - - - - 0.2
Cannabaceae - - - - = - - - - -
Celtis - - - - - - - - _ 0.5
Trema - - 0,2 - - - - R - -
Combretaceae - - - - - - - - - _
Combretum - - - - - - - - - 22
Erythroxylaceae - - - - s = - - - -
Erythroxylum - - - - - - 0,4 - - 45
Euphorbiaceae - - - - s = - - - -
Actinostemon -
Euphorbia 15,1 2,8 - - - - - - 2,3 -
Ricinus communis -
Fabaceae - a - o - - - - _
Aeschynomene - - - - - - - - 71,9 -
Aeschynomene paniculata 1,3 3,6 - - - - - - _ _
Cacesalpinia - - - - 0,2 3,6 - - - -
Dioclea - 1,4 - - - _ _ _ _ _
Fabaceae 0,4 32 - - - - - _ - R
Inga - 0,4 - - - - - - R ,
Machaerium - 7,4 - - - - - - - 1,9
Minosa 0,9 - 0,4 - - - - - _ _
Mimosa arenosa - - - - - 0,4 - - - 0,5
Mimosa pudica/ sensitiva 28 - - - - - 0,8 - 8,6 0,9
Mimosa quadrivalvis - - - - 0,2 - - 0,2 - -
Parapiptadenia - - - 0,4 - - - - _ _
Senna 0,4 - 1 - - - - - - 41
Lamiaceae = o = = 5 = - - - -
Hyptis 0,4 - - - - - - - - _
Loranthaceae = o = = 5 = - - - -
Psittacanthus - - - - - - - 0,4 - -
Malpighiaceae - - - = = = - - - -
Banisteriopsis 0,4 - - -
Byrsonima 1 0,4 - 2,5 38,4 35 2 - 1 - -
Byrsonima 2 - - - - R
Malvaceae - - = = = = - - - -
Herissantia tinbae - 0,4 - - - - - - - -

Tabela 3. Continua.
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Tabela 3. Concentra¢io (%) de tipos polinicos encontrados nos méis de abelha jatai (Tetragonisca angustnla).

Tipos polinicos

TMO

TMN

JMD M)

JME

Melastomataceae

Miconia
Myrtaceae
Eucalyptus
Eugenia

Myreia
Oxalidaceae
Oxalis
Peraceae

Pera glabrata
Plantaginaceae
Angelonia
Poaceae
Poaceae
Rubiaceae
Borreria latifolia
Borreria verticillata
Mitracarpus
Sapindaceae
Cupania
Sapindaceae
Sapotaceae
Chrysophyllum
Pounteria
Urticaceae
Cecropia

Indeterminados

0,2
04

JMM

JMA

6

6

Tabela 4. Tipos polinicos dominantes e acessoérios ocorrentes nas amostras de Apis mellifera, Melipona scutellaris e Tetragonisca angustula.

Tabela 3.

i

=

m.

Abelha

Classe

Apis mellifera

Melipona scutellaris

Tetragonisca angustula

Poélen dominante

(>45%)

Polen acessorio
(15-45%)

Eucalyptus 1, Hyptis 1, Mimosa pudica/ sensitiva
e Tapirira guianensis

Eucalyptus 1, Mimosa acutistipula, Mimosa
caesalpiniifolia, Mimosa pudica/ sensitiva, Myrcia
1, Schinus terebinthifolins e Tapirira guianensis

Mpyrcia 1 e Tapirira gnianensis

Tapirira gnianensis

Aeschynomene paniculata, Engenia 1, Engenia 2,
Fabaceae 5, Mimosa acutistipula, Mimosa pudica/
sensitiva, Myrcia 1, Myrcia 11, Ponteria, Psidinm 1 e

Aeschynomene, Schinus terebinthifolins e
Tapirira gnianensis

Alternanthera brasiliana, Anacardinm

ocidentale, Byrsonima 1, Chrysophyllum,
Mimosa pudica/ sensitiva ¢ Tapirira
guianensis

Tabela 5. Concentracdes inibitorias minimas (mg/ml) para as amostras de méis de Apis mellifera, Melipona scutellaris e Tetragonisca angustnla testadas contra Esche-
richia colt, Psendomonas aeruginosa, Staphylococcus aurens ¢ Candida albicans.

Microrganismos
Abelhas Amostras Escherichia coli Pseudomonas aernginosa Staphylococcus anrens Candida albicans
AMO - - 10 -
AMN - - 10 -
AMD - - 10 -
& AMJ . . 10 .
N AMF - - 10 -
\:% AMM - - 10 -
3 AMA - - 10 -
AMMa - - 10 -
AMAg - - - -
AMS - - 10 -
UMO - - - -
UMN - - - -
= UMD = = = =
5 uMJ B . - -
5 UMF . - . .
g UMM . . - -
;g UMA S . . =
2 UMMa - - - -
UMAg - - 10 -
UMS - - 10 -
TMO , , , ,
JMN - - - -
g JMD - - - -
5 Mj - - - -
5 JME - - - -
N JMM - - - -
o3 TMA - - - -
§ JMMa - - 10 -
s JMAg - - - -
JMS - - 10 -
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Figura 2. Alguns dos tipos polinicos registrados nos méis estudados. Escala 10 um.

Schinus terebinthifolius Protium heptaphyllum
) j——-—] L]
Commelina erecta Ricinus communis

Anadenanthera | Mimosa acutistipula M. pudica/ sensitiva
Hyptis 1 Eucalyptus 1

Myreia 1 Psidinm 1 Cecropia 1
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Figura 3), sugerindo que as abelhas da espécie M. seutellaris explo-
ram um maior nimero de recursos para a producio dos méis. Essa
diversidade de tipos polinicos é também reflexo de uma estratégia
alimentar generalista, aceita como padrio entre as abelhas eussoci-
ais da familia Apidae, que possibilita a exploragao de uma grande
variedade de recursos alimentares, permitindo que a espécie se
adeque as variagGes na oferta de alimentos (Ramalho et al., 2007).
Vinte tipos polinicos foram compartilhados nos méis das trés
espécies de abelhas (Figura 3): Aeschynomene paniculata, Cecropia 1,
Cupania, Encalptus 1, Eugenia 1, Fabaceae 1, Machaerium, Mikania
micrantha, Mimosa arenosa, Mimosa pudica/ sensitiva, Mitracarpus, Myrcia
1, Poaceae, Pouteria, Protium heptaphyllum, Schinus terebinthifolins, Senna,
Spondias tuberosa, Tapirira guianensis e Vernonanthura brasiliana. Esses
tipos polinicos sio indicadores de espécies que merecem aten¢io
especial, pois, atendem as necessidades nutricionais das trés espé-

cies de abelhas estudadas.

Figura 3. Numero de tipos polinicos encontrados nas amostras de méis de
Apis mellifera, Melipona scutellaris e Tetragonisca angustula.

Apis mellifera Melipona scutellaris

Tetragonisca angustula

Em meio aos tipos polinicos compartilhados, nove deles sio
indicadores de plantas fornecedoras de pélen e néctar: Aeschynomene
paniculata, Encalptus 1, Fabaceae 1, Mikania micrantha, Mimosa areno-
sa, Mitracarpus, Pouteria, Schinus terebinthifolins, Spondias tuberosa, Tapiri-
ra guianensis; outros quatro, a plantas fornecedoras de néctar: Cupa-
nia, Machaerinm, Vernonanthura brasiliana; e o tipo polinico Protinm
heptaphyllum, apontando espécie produtora de néctar e resina
(Lenza; Oliveira, 2005; Matos; Santos, 2019; RCPOL, 2019).

Tratando das classes de frequéncia dos tipos polinicos encon-
tradas nos méis estudados, as amostras de A. wellifera apresentaram
quatro tipos polinicos na classe dominante, com frequéncia > 45%.
Entre os méis de M. seutellaris, apenas duas amostras apresentaram
tipos polinicos na mesma classe; nos méis de T. angustula, seis
amostras apresentaram um tipo polinico dominante. Sete tipos

polinicos foram classificados como pdlen acessério em ao menos

uma amostra de A. mellifera, 11 nas amostras de M. scutellaris e seis
tipos polinicos nos de T. angustula (Tabela 4).

Todos os demais tipos polinicos encontrados e nao menciona-

Figura 4. Diagrama de ordenagao de amostras de méis de Apis mellifera (X),

Melipona scutellaris (0) e Tetragonisca angustula (0) com base no espectro
polinico, utilizando analise de coordenadas principais.

2

§
g' Al\mh)n{:&w[
o
o
OMF SuMa
XamF
a4
B -150 075 0.00 075 150

dos como pdlen dominante ou acessério, ocuparam a classe de
frequéncia de pdlen isolado, apontando a caracteristica de heteroge-
neidade na composigio dos méis na regiao. Essa heterogeneidade
fica ainda mais clara ao observar a distribuicdo espacial desses méis
quanto aos seus tipos polinicos (Figura 4).

Na PCA aplicada aos dados palinolégicos (Figura 4), obsetva-
se a indistin¢do da maioria das amostras quanto ao espectro polini-
co. A distribui¢io encontrada parece ser influenciada pelo grande
nimero de tipos que ocorreram em baixas frequéncias nos méis da
regido e que os caracterizam como méis heterogéneos — produzidos
a partir de diversas fontes vegetais. Apesar disso, ¢ possivel delinear
quatro grupos de amostras: o grupo A, formado por amostras com
participagio do tipo polinico Mimosa pudica/ sensitiva como polen
acessorio; o grupo B, formado por amostras que apresentam o tipo
polinico Tapirira. gnianensis como dominante; o grupo C, formado
por amostras com o tipo T. guianensis presente na classe de frequén-
cia de pdlen acessério; e o grupo D, composto por todos os demais
méis que nio apresentam nenhum tipo polinico comum a todos os
componentes do agrupamento.

Considerando-se os tipos polinicos encontrados nas classes de
frequéncia representadas por pélen dominante e pdlen acessorio
(Tabela 4) e valores proximos a estes, levando-se em consideragio
também a super e sub-representagdo polinica e o pdlen aneméfilo,
podemos afirmar que a maioria dos méis é heterofloral. Adotando
como critérios para considerar uma amostra como monofloral a
presenca de um tipo polinico dominante, a auséncia de outro tipo
polinico com frequéncia igual ou superior a 10% na amostra — visto
que tipos polinicos com representatividade superior a 10% sugerem
recursos alimentares importantes (Ramalho et al., 1985) —, ¢ o tipo
de recurso disponibilizado pelas plantas, podemos considerar apenas
quatro amostras como monoflorais. A amostra de marco (UMM), da
abelha M. scutellaris, ¢ as amostras de novembro (JMN), dezembro
(JMD) e agosto JMAg), de T. angustula — as trés primeiras, monoflo-

rais de T. guianensis, e a tltima, monofloral de Aeschynomene.
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Baseando-se na anilise da quantidade de grios de pdlen de
cada amostra, nas informacdes sobre a disponibilidade de recurso
das plantas relacionadas aos tipos polinicos e na presenca de dois
tipos polinicos com frequéncias superiores a 10% e que somadas
correspondam a uma frequéncia superior a 75% na mesma amostra,
foram classificados sete amostras como biflorais: duas amostras de
A. mellifera (AMAg e AMS), uma de M. scutellaris (UMMa) e quatro
amostras de 1. angustula JMM, JMA, JMMa e JMS) (Tabelas 1-3).

Quanto as familias botanicas, 26 foram representadas nos
méis de A. mellifera, 25 nos méis de 1. angustula e 24 nos méis de
urucu (M. scutellaris). A familia com maior nimero de tipos polini-
cos nos méis de A. mellifera e M. scutellaris foi Myrtaceae, enquanto
nos méis de jatai (T. angustula), Fabaceae ocupou esta posicio
(Figura 5).

Quanto a anilise do potencial antimicrobiano, os méis em
questdo nio apresentaram atividade antimicrobiana, nas concentra-
¢oes de 10 mg/mL a 0,1 mg/ml., contra os microrganismos Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa e a levedura Candida albicans (T'abela
5). Apenas o microrganismo Staphylococcus anrens foi inibido por
amostras (13) dos méis testados (Tabela 5). Segundo Theunissena
et al. (2001), S. aurens é um dos organismos incluido na maioria dos
estudos comparativos, sendo considerado um dos mais sensiveis a
acdo antibacteriana do mel. Ressalta-se que S. aurens é um dos prin-
cipais responsaveis por infecgGes de feridas e septicemia em hospi-
tais, tendo grande importancia médica.

Frente a S. anreus, com excegio da amostra de agosto de 2017
(AMAg), todas as amostras de mel de A. mellifera apresentaram ativida-
de antimicrobiana na concentragio de 10 mg/mL. Apenas dois méis de
M. scutellaris — agosto (UMAg) e setembro (UMS) — e dois de T. angustu-
la — maio (JMM) e setembro (JMS) — apresentaram o mesmo resultado
contra esta bactéria. As demais amostras nio foram capazes de inibir o
microrganismo em nenhuma das concentragdes testadas.

Basualdo et al. (2007), testando 15 méis em concentra¢bes muito
superiores as testadas em nosso estudo, observaram que apenas nas
concentragdes de 75 e 100% (ndo diluido) alguns méis conseguiram
inibir o crescimento de . aureus. Somente a 100%, trés das amostras
testadas por eles conseguiram inibir o crescimento de P. aeruginosa, ao
passo que quatro interferiram no crescimento de E. co/.

Wahdan (1998) também verificou que E. cw/, S. anrens e C.

albicans tiveram crescimento inibido na presen¢a do mel em concen-

tragdo 100%, sendo P. aernginosa resistente a todas as concentragoes
testadas. Concentragdes menores foram testadas por Sherlock et al.
(2010), analisando méis em dilui¢des de 0,02 a 50% (v/v), quando
as concentracoes inibitérias minimas para E. clie P. aeruginosa fo-
ram 12,5% (v/v). Wilkinson e Cavanagh (2005) observaram inibi-
cdo das mesmas bactérias em todas as amostras de mel com con-
centragdes inibitorias variando de 2,5 a 10% (p/v). Ainda segundo
Wilkinson e Cavanagh (2005), os méis em concentragio de 1% (p/
v) ndo inibiram nenhum dos microrganismos usados em seu estu-
do, o que diverge de nosso trabalho, que apresenta amostras com
concentra¢io inibitéria minima de 10 mg/mL, o equivalente a uma
diluigdo de 1% (p/v).

Avaliando o potencial fungicida de 28 diferentes méis iranianos
contra espécies patogenas de Candida, Khosravi et al. (2008) conse-
guiram a inibicdo do crescimento de C. albicans em méis em concen-
tracbes de 25 a 47% (v/v). B importante ressaltar que todos os estu-
dos apresentados, que revelam resultados positivos dos méis em
combate aos microrganismos enfocados, conseguiram tais feitos
utilizando concentragdes do produto superiores as testadas por nos.

Apesar de existir uma crenga que o mel de abelhas nativas sem
ferrdo é mais poderoso medicinalmente que o produzido por A
mellifera, essa alegacido nao pode ser fundamentada por nés ou por
Demera e Angert (2004). Miorin et al. (2003) também nio notaram
a presenca de uma diferenca significativa entre as MIC dos méis de
A. mellifera e T. angustula. Todas essas situagdes sdo diferentes dos
achados de Ewnetu et al. (2013), os quais constataram que os méis
de abelhas-sem-ferrio se destacaram em relacio aos méis de A.
mellifera no combate de S. aureus.

Os méis produzidos no més de setembro, que compartilharam
a capacidade de inibir S. aureus, apresentaram trés tipos polinicos
em comum: Cupania, Mikania ¢ Mimosa pudica/ sensitiva, em diferen-
tes propor¢oes. Entre esses trés tipos, apenas Cupania tem afinidade
botinica a plantas nectariferas. O género Cupania apresenta plantas
endémicas do Brasil com reconhecido potencial medicinal (Silva et
al., 2014; Pereira et al., 2016; Ricardo et al., 2017; Lucena et al.,
2018), fatos que, associados as propriedades antimicrobianas en-
contradas nos méis avaliados, podem indicar um produto de desta-
que com uso potencial na medicina, como ocorre com os méis de
ulmo e manuka (Sherlock et al., 2010; Bridi; Montenegro, 2017).

Figura 5. Distribuicdo dos tipos polinicos entre as familias que se destacaram na composicao dos méis de Apis mellifera, Melipona scutellaris e Tetragonisca angustula

produzidos em um fragmento de floresta ombrofila densa, no municipio de Alagoinhas, Bahia.
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Conclusio

Quanto a origem botanica, os méis analisados caracterizam-se
majoritatiamente pela vatiedade de recursos florais utilizados para a
sua constituicdo, sendo a maior parte deles composta por griaos de
polen na classe de frequéncia de pélen isolado. A avaliacio da ativi-
dade antimicrobiana das amostras demonstrou que a maioria dos
méis de Apis mellifera pode ser um importante inibidor de cresci-
mento de S. aurens. Esse mesmo resultado foi encontrado apenas
em duas outras amostras de méis de M. seutellaris e T. angustula.

Os resultados aqui apresentados salientam a importincia da
investigacdo dos méis antes do seu uso como tratamento alternati-
vo as infec¢des causadas por microrganismos ou na elaboracio de
produtos com finalidade antimicrobiana. A partir do espectro poli-
nico ndo foi possivel separar os méis quanto as espécies que os
produzem ou por seu potencial antimicrobiano, sendo observada

uma organizac¢io intricada na anélise de ordenamento.
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kK
Caracterizacion botdnica y evaluacion del po-
tencial antimicrobiano de la miel producida por

Apis mellifera L, Melipona scutellaris Latreille y

Tetragonisca angustula Latreille (Hymenoptera:

Apidae) en un fragmento de la densa selva tro-
pical del estado de Bahia, Brasil

Este estudio busca caracterizar, a través de los granos de polen, el ori-
gen botdnico de muestras de miel producidas por Apis mellifera, Meli-
pona scutellaris y Tetragonisca angustula, identificando recursos vegeta-
les compartidos y analizar la capacidad antimicrobiana de las nmes-
tras. Se analizaron 30 muestras y 13 mostraron actividad antimicro-
biana contra Staphylococcus aureus. Se identificaron 154 tipos de po-
len; 133 fenian su afinidad botinica inferida. De estos tipos, 82 se
observaron en las mieles de M. scutellaris, 75 en mieles de A. mellifera
V56 en mieles de L. angustula. Se compartieron 20 tipos de polen en

las mieles de las tres especies de abejas, donde las familias Myrtaceae y
Fabaceae se destacaron por su representatividad. Sdlo siete tipos ocupa-
ron la clase de frecuencia de polen dominante. De los datos recopilados,
se observa que las mieles estudiadas se caracterizan como multiflorales y

$6lo algunas de ellas.

Palabras clave: Melisopalinologia. Polen. MIC.

kK
Caractérisation botanique et évaluation du
potentiel antimicrobien du miel produit par

Apis mellifera L., Melipona scutellaris Latreille

et Tetragonisca angustula Latreille

(Hymenoptera: Apidae) dans un fragment de
forét dense humide de I'Etat de Bahia, Brésil

Llorigine  botanique des grains de pollen a été vérifiée dans des

échantillons de  miel d'Apis  mellifera, Melipona scutellaris et

Tetragonisca angustula, pour en déduire les espeéces partagées et leur

capacité antimicrobienne. 30 échantillons ont été analysés, dont 13

inbibaient Staphylococens anrens. Cent cinguante-quatre types ont été

identifiés, dont 133 tubes d'origine botanique présumée. Quatre-vingt
denx types observés dans des échantillons de miel de M. scutellaris, 75
dans des échantillons d'A. mellifera et 56 dans T. angustula. 1 ingt
types de miel étaient communs dans les échantillons de miel des trois
espéces. Les familles botaniques Myrtaceae et Fabaceae se distinguent
par lenr représentativité. Sept types de pollens avaient une fréquence
dominante. Les données des échantillons prélevés indiquent que les miels
étudiés sont multifloranx et certains d'entre enx ont wune activité

antimicrobienne contre S. aureus.

Mots clés: Mélissopalinologie. Pollen. MIC.



