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RESUMO

MACEDO, Livia Nolasco. Propriedades Prebidticas e Antimicrobianas de Mel de
Abelha. 2007. 58p. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Microbiologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica- RJ, 2007.

Os prebidticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente
o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo ou atividade de populacdes de
bactérias desejaveis no célon, as chamadas bactérias probidticas, como bifidobactérias e
lactobacilos. Presume-se que o mel de abelha possa exercer efeito prebidtico sobre a
microbiota coldnica intestinal, por conter uma série de oligossacarideos, compostos
reconhecidos como prebidticos. Por outro lado, o mel apresenta propriedades antimicrobianas
inerentes que limitam a sobrevivéncia e o desenvolvimento da grande maioria dos
microrganismos, como alta pressdo osmética e baixo pH, entre outros. O presente estudo teve
como objetivo estudar as propriedades prebidticas e antimicrobianas do mel de abelhas
brasileiras e européias. Foram utilizadas as culturas probidticas Lactobacillus acidophilus
LA-5, Lactobacillus casei-01 e Bifidobacterium BB-12 (Christian Hansen®), Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis (Sacco®), e L. casei Shirota. O crescimento e a
viabilidade destas culturas durante o armazenamento foi determinada em leite em pé
desnatado reconstituido a 12% adicionado de 3% (p/v) de mel de Apis mellifera previamente
pasteurizado. Foram preparados controles sem mel. Em intervalos de 23; 35 e 46 dias, foram
coletadas amostras para determinagdo do nimero de células vidveis, pH e acidez tituldvel.
Todos os cultivos mantiveram-se vidveis por 46 dias a 7°C independente da adicdo de mel. A
adicdo de mel ao leite ndo resultou em efeito prebidtico sobre as linhagens de lactobacilos.
Por outro lado, as linhagens de bifidobactérias, produziram mais 4dcido na presenca de mel
(p<0,05) e mostraram capacidade de adaptacdo em pH reduzido e altos niveis de acidez,
maior que aquela normalmente aceita como limite para crescimento de bactérias bifidas,
especialmente a linhagem B. lactis Sacco®. O maior ndmero de células vidveis foi observado
nos cultivos de L. casei-01 e L. casei Shirota contendo mel (> 9,0 log;o UFC/mL) e o menor
crescimento (6,11 log;o UFC/mL) e a menor acidificagdo (0.30% ) no 46° dia foi observada
nos cultivos de B. BB-12, sem adicdo de mel. Para o teste de resisténcia a sais biliares foi
utilizado caldo MRS adicionado de 0,3% oxgall e 3% de mel. Em intervalos de 3, 6, 12, 24,
30 e 36 horas foram feitas leituras da densidade otica. Todos os probidticos foram
parcialmente inibidos pela presenca de sais biliares durante as primeiras 6 horas de incubagao.
O mel ndo contribuiu para aumentar significativamente (p>0,05) o crescimento das bactérias
probidticas na presenga de sais biliares. A atividade antimicrobiana dos diferentes tipos de
mel foi determinada pela técnica de difusdo em agar, utilizando mel de Apis e de Melipona
com diferentes tratamentos (filtrado e pasteurizado). As culturas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e Listeria inocua foram resistentes,
enquanto as culturas de Salmonella Typhimurium e E. coli ATCC 25922 apresentaram
sensibilidade, sendo o efeito do mel de Apis resultante do aumento da pressao osmdtica, ja
que os controles com glicose apresentaram efeito similar.

Palavras - chave: mel, lactobacilos, bifidobactérias, prebiotico.
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ABSTRACT

MACEDO, Livia Nolasco. Prebiotic and Antimicrobial Properties of Honey Bee. 2007. 58p.
Dissertation (M.Sc. in Food Science and Technology, Food Microbiology). Institute of

Technology, Department of Food Technology. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica- RJ, 2007.

The prebiotics are non-digestible food components that improve host health by
selectively stimulating, the growth and/or activity of desirable bacteria populations in the
colon, such as bifidobacteria and lactobacilli. It is believed that honey bee may exert a
prebiotic effect on the microbial population of the colon as it contains a series of
oligosaccharides, which are well known prebiotic compounds. On the other hand, the honey
presents inherent antimicrobial properties that limit the survival and the development of the
great majority of the microorganisms, such as high osmotic pressure, low pH, among others
factors. The aim of the work was to study the prebiotic and antimicrobial properties of honeys
from Brazilian and European bees. The probiotics cultures employed were Lactobacillus
acidophilus 1LA-5, Lactobacillus casei-01 e Bifidobacterium BB-12 (Christian Hansen®),
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis (Sacco®), and L. casei Shirota. Growth
and viability of the cultures along the storage, was determined in reconstituted nonfat dry
milk, containing 3% (wt/vol) of Apis mellifera pasteurized honey. Controls without honey
were prepared. At 23, 35 and 46 day interval, samples were collected for determination of the
viable cell number, pH and titrable acidity. All cultures remained viable for up 46 days at 7°C
despite of being added of honey. The addition of honey to milk did not result in prebiotic
effect for lactobacili. However, bifidobacteria strains produced more acid in the presence of
honey (p<0,05) and shown an ability to adapt at low pH and high acidic conditions higher
than that is normally accept as a limit for bifidobacteria growth, especially the strain B. lactis
Sacco®. At the 46° day of storage, the higher cell counts was observed with L. casei-01 e L.
casei Shirota (>9,0 log;o CFU/g) cultures in the presence of honey, whereas the lowest growth
(6.11 log CFU/mL) and acidity (0,30%) was observed with B. BB-12 in the absence of honey.
Probiotic resistance to bile salts, was evaluated using MRS broth added of 0,3% oxgall and
3% honey. Optical density was measured at 3, 6, 12, 24, 30 and 36 hours intervals. All
probiotics were partially inhibited by bile salts during the first 6 hours of incubation. The
honey did not contribute for a significant increase (p>0,05) on growth of probiotic bacteria in
the presence of bile salts. The antimicrobial activity of different types of honey was
determined by agar diffusion technique, using Apis and Melipona honeys (filter sterilized and
pasteurized). Staphylococcus aureus ATCC 25923, enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)
and Listeria inocua were resistant, whereas Salmonella Typhimurium and E. coli ATCC
25922 cultures were sensible. However the effect of Apis honey was due only the result of the
increase of osmotic pressure, as the controls with glucose showed similar response.

Key-words: honey, lactobacilli. bifidobacteria, prebiotic.
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1 INTRODUCAO

Os consumidores vém se tornando cada vez mais conscientes da importancia da
alimentacdo para a saide, buscando consumir alimentos que além de sauddveis, sejam
capazes de prevenir doengas.

Alimento funcional é todo alimento que oferece um efeito benéfico, além do valor
nutritivo inerente a sua composi¢do quimica podendo contribuir na prevencgéo e tratamento de
doencas (ANJO, 2004). Os prebidticos e probidticos podem ser citados como um dos
principais ingredientes responsaveis pela funcionalidade desses produtos.

Os probidticos sdo definidos como uma cultura simples ou mista de microrganismos
vivos, os quais beneficiam o homem ou os animais por meio da melhoria das propriedades da
microbiota intestinal (HOLZAPFEL e SCHILLINGER, 2002).

Os prebidticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente
o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo ou atividade de populacdes de
bactérias desejdveis no célon. Adicionalmente, o prebidtico pode inibir a multiplicacdo de
patogenos, garantindo beneficios adicionais a saide do hospedeiro (SAAD, 2006).

Os simbidticos sdao produtos que contém a mistura de probidtico e prebidtico. Por
exemplo, fruto-oligossacarideos + bifidobacteria, lactitol + lactobacilos.

Dentre os principais prebidticos que tém recebido maior atengdo, destacam-se a
inulina e os oligossacarideos, especialmente os frutooligossacarideos (USTUNOL, 2005).

Crittenden e Playne (1996) definem os oligossacarideos como glicosideos que contém
entre trés e dez monossacarideos. Entretanto, outros autores definem oligossacarideos como
carboidratos que possuem um baixo grau de polimerizacio (de 2 a 20) e conseqiientemente,
baixa massa molecular (ROBERFROID e SLAVIN, 2000).

Os oligossacarideos sdo agticares encontrados como componentes naturais em muitos
alimentos como frutas, vegetais, leite e mel. Alguns desses ndo apresentam apenas a funcdo
nutricional ou de adocante, mas também exibem atividade fisiolégica, sendo assim
denominados de alimento funcional (ALMEIDA e PASTORE, 2004).

Sugere-se que o mel possa exercer efeito prebidtico sobre a populacdo de lactobacilos
e bifidobacterias do colon, por conter uma série de oligossacarideos (LEITE et al., 2000).
Segundo Anjo (2004), o mel é um alimento funcional que exerce a atividade de prebidtico e
tem como efeito, a regulagcdo do transito intestinal, regulagdo da pressdo arterial, redugdo do
risco de cancer e dos niveis de colesterol. Por outro lado o mel apresenta propriedades
antimicrobianas inerentes que limitam a sobrevivéncia e o desenvolvimento da grande maioria
dos microrganismos. Vérios fatores contribuem para a atividade antimicrobiana do mel, por
exemplo, alta pressdo osmotica, baixa atividade de 4dgua (Aa), baixo pH, baixo contetido
protéico, alta taxa carbono nitrogé€nio, baixo potencial de redox (Eh) devido ao alto contetido
de acticares redutores e baixo teor de oxigénio dissolvido devido a alta viscosidade que
impede a formac@o de correntes de conveccdo e limita a aeragdio (MOLAN, 1992).

Ao mel de abelha sem ferrdo, além de propriedades antimicrobianas, t€m sido
atribuidas propriedades terap€uticas. Entretanto, sdo poucos os trabalhos publicados nesta
drea e muitas destas atribui¢des ainda carece de comprovacao cientifica.

O mel poderia exercer dois tipos de efeito prebidtico, um direto e um indireto.
Primeiramente poderia estimular o crescimento de bactérias probidticas por conter vdrias
cadeias de oligossacarideos e, a0 mesmo tempo poderia inibir microrganismos indesejdveis.
Portanto, além de suas caracteristicas medicinais e nutricionais possuem também
caracteristicas funcionais importantes. Contudo o estudo dessas propriedades benéficas devem
ser melhor estudadas.



2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo Geral

Estudar as propriedades prebidticas e antimicrobianas de mel de abelhas brasileiras e
européias.

2.3 Objetivos Especificos

e Estudar o efeito do mel de Apis mellifera sobre o crescimento e viabilidade das
culturas probidticas em leite fermentado durante 46 dias armazenados a 7°C.

e Determinar o crescimento e resisténcia aos sais biliares de lactobacilos e
bifidobactérias em caldo MRS adicionado de mel de Apis mellifera.

e Verificar a atividade antimicrobiana de mel de Apis mellifera e Melipona
quadrifasciata sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Salmonella Typhimurium e Listeria
inocua.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Alimentos Funcionais

Os consumidores vém se tornando cada vez mais conscientes da importancia da
alimentagcdo para a saide, buscando consumir alimentos que além de sauddveis, sejam
capazes de prevenir doengas. Assim, se estabeleceu em muitos paises o mercado dos produtos
funcionais (BISTROM e NORDSTROM, 2002).

O alimento funcional, além de suas fungdes nutricionais como fonte de energia e de
substrato para a formacdo de células e tecidos, possui em sua composicdo uma ou mais
substancias que atuam modulando e ativando os processos metabdlicos. Conseqiientemente,
melhora as condi¢des de saide pelo aumento da efetividade do sistema imunoldgico,
promovendo o bem-estar das pessoas e prevenindo o aparecimento precoce de alteracdes
patoldgicas e de doengas degenerativas (PARK, KOO e CARVALHO, 1997; SGARBIERI e
PACHECO, 1999).

Os principais ingredientes responsdveis pela funcionalidade desses produtos sdo as
fibras soliveis e insoldveis, flavondides, carotendides, dcido orginico v-3 e v-6, prebidticos e
probidticos (TAIPINA et al., 2003). Entretanto, deve ser enfatizado que os alimentos
funcionais sdo utilizados com o intuito de prevengdo e promogdo da saide e ndao a cura de
doencas (SANDERS, 1998).

O termo alimento funcional foi primeiramente introduzido no Japdo em meados da
década de oitenta (HASLER, 1996). Desde entdo, observa-se um crescente interesse pelos
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alimentos que apresentam componentes ou substincias funcionais, ou seja, aqueles que
ajustam ou modulam o sistema fisiolégico do organismo de modo a promover a saide
(PARK, KOO e CARVALHO, 1997).

Segundo Stanton et al., (2005) o mercado global dos alimentos funcionais abrange
crescimento significativo, com um rendimento anual estimado em mais de 50 bilhdes de
dolares. O maior segmento desse mercado encontra-se na Europa, Japdo e Austrilia e
compreende alimentos contendo probidticos, prebidticos e simbidticos. No Japdo pode-se
encontrar mais de 53 tipos de produtos lacteos contendo microrganismos probiéticos (SHAH,
2000).

No Brasil estima-se um consumo de 120 mil toneladas por ano de leites fermentados
contendo microrganismos probidticos (LEITES, 2000 citado por CORREA, 2006). Em 1994,
o mercado global dos probidticos movimentou 6,6 bilhdes de ddlares, liderado pelo Japdo,
responsdavel por mais de 3,3 bilhdes. Em 2000, ultrapassou 17 bilhdes, com maior
disponibilidade desses produtos nos Estados Unidos da América, onde a legislacdo para esses
produtos é mais favordvel do que na Europa e Japdo. Atualmente, o mercado global
movimenta mais de 20 bilhdes de délares (FERREIRA, 2003).

A inddstria de laticinios estd entre as que apresentam maior crescimento na
disponibilizagdo de produtos funcionais, em especial iogurte, bebidas a base de soro de leite, e
outros leites fermentados, em que essa funcionalidade é efetivada por meio da utilizacdo de
culturas probidticas efou adicdo de substincias prebidticas, como por exemplo,
oligossacarideos (BRANDAO, 2002; SAARELA et al., 2000).

Entretanto, o uso de culturas probidticas em leites fermentados € limitado, devido as
substancias produzidas por estes microrganismos responsaveis por sabores estranhos ou “off-
flavors” nos produtos finais, além de serem extremamente sensiveis a uma série de fatores,
como pH éacido e a presenca de oxigénio (KAILASAPATHY e RYBKA, 1997; SHAH, 2000).

3.2 Bactérias Acido-Lacticas

As bactérias lacticas conhecidas também como acido-lacticas compreendem um grupo
amplo de microrganismos que apresentam diversas caracteristicas morfolégicas, metabdlicas
e fisioldgicas comuns. Sdo microrganismos Gram-positivos na forma de coco ou bacilo, ndo
apresentam motilidade, ndo formadores de esporos, anaerébios facultativos ou microaerofilos,
fastidiosos, 4cido tolerantes, com metabolismo estritamente fermentativo, que apresenta o
dcido lactico como principal produto da fermentagdo de carboidratos (CATHY, 1994;
MARTINS et al., 2006).

Sdo microrganismos quase sempre catalase negativos, pois algumas espécies podem
produzir uma pseudo-catalase. Sdo organismos unicelulares e se reproduzem por fissdo
binaria por um curto periodo, entre trinta e noventa minutos em condigdes Otimas de
crescimento (FERREIRA, 2003; CATHY, 1994).

As bactérias lacticas estdo amplamente difundidas na natureza, particularmente em
ambientes ricos em nutrientes. Algumas delas também fazem parte da microbiota dos tratos
respiratério e intestinal do homem e animais, podendo influenciar beneficamente o
ecossistema microbiano desses locais. (HOLZAPFEL e SCHILLINGER, 2002).

Virias espécies de bactérias lacticas sdo utilizadas comercialmente para a producao de
leites fermentados, produtos cdrneos, iogurtes, queijos, salames, picles, entre outros. Os
produtos licteos fermentados com bactérias lacticas tém sido utilizados no tratamento de
doencas do trato gastrintestinal como: intolerincia a lactose, gastroenterites agudas, efeitos
adversos da radioterapia, constipacdo, alergias alimentares, entre outras (FONDEN et al.,
2000).



As bactérias licticas sdo basicamente mesoéfilas (com algumas linhagens termofilas) e
sdo capazes de crescer num intervalo de temperatura de 5 a 45°C. Além da produgdo de acido
lactico, outros compostos antimicrobianos sdo produzidos, incluindo &cidos orgénicos,
peréxido de hidrogénio e bacteriocinas. A producido do perdxido de hidrogénio deve-se a
caréncia da enzima catalase (FORSYTHE, 2002).

Por vérias décadas, foram considerados como verdadeiros componentes do grupo
lactico os géneros Streptococcus, Lactobacillus, Pediococcus e os recém denominados
Lactococcus. Levando em consideragdo as desagregacdes, as agregagdes, aparecimento de
novos géneros, atualmente s@o 15 os constituintes desse grupo Aerocococcus, Atopobium,
Bifidobacterium, Brochothrix, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella (FERREIRA, 2003).

As bactérias dcido-lacticas sdo divididas em dois grupos: as homofermentativas e as
heterofermentativas. As homofermentativas produzem duas moléculas de 4cido lactico para
cada molécula de glicose fermentada, por exemplo, Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus,
e alguns lactobacilos. J4 as heterofermentativas produzem uma molécula de 4cido lactico,
etanol e CO,, por exemplo, Weisella, Leuconostoc e alguns lactobacilos (FORSYTHE, 2002).

Bactérias lacticas isoladas do intestino do homem e dos animais constituem
atualmente uma subdivisdo do grupo bactérias probidticas que, consumidas em ndmeros
elevados, tém a propriedade de repor a microbiota intestinal desbalanceada pela dieta, por
tratamentos com antibidticos/quimioterapia ou por estresse do hospedeiro (MADDEN et al.,
2005). As bactérias probidticas favorecem a saide do homem de vdrias maneiras, como
diminuicdo do colesterol sérico, aumento da resposta do sistema imunoldgico, e prevengdo de
doencas intestinais como, por exemplo, diarréia (AMORES et al., 2004).

Os beneficios nutricionais dos probidticos t€m sido estudados principalmente em
produtos lacteos fermentados com bifidobactérias e lactobacilos. Segundo Gomes e Malcata
(1999), os leites fermentados por probidticos, contém grande variedade de compostos
dependendo do tipo de leite usado (leite de vaca, de ovelha, de cabra), do tipo de
microrganismos adicionados e dos processos de fabricacio empregados. Eles sdo
caracterizados por niveis mais baixos de lactose residual e niveis mais altos de aminoacidos
livres em relagdo ao leite comum, além da presenca de certas vitaminas. Além disso, os leites
fermentados pelas bifidobactérias contém, preferencialmente, mais acido lactico L(+) que é
mais facilmente metabolizado pelos seres humanos que o 4cido lactico D (-). O acido lactico
L(+) absorvido no intestino € usado como fonte de energia (FONDEN, et al., 2000).

3.3 Principais Géneros de Bactérias Lacticas Utilizadas como Probiéticos:
3.3.1 Género Lactobacillus:

Os lactobacilos foram isolados pela primeira vez por Moro em 1900 a partir de fezes
de lactentes amamentados ao peito materno. Esse pesquisador atribuiu-lhes o nome de
Bacillus acidophilus, designacdo genérica dos lactobacilos intestinais (GOMES e
MALCATA, 1999). Essas bactérias sdo bastonetes, Gram-positivos, em geral facultativos,
porém preferem condi¢des reduzidas de oxigé€nio. Sdo incapazes de formar esporos e ndo
possuem flagelos (MERK, BORELLI e KORTING, 2005).

Atualmente o género Lactobacillus compreende 56 espécies oficialmente
reconhecidas. Sendo que as mais utilizadas para fins funcionais sdo Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei e Lactobacillus rhamnosus (GOMES e MALCATA, 1999).



Os lactobacilos tém sido geralmente considerados seguros para o consumo humano e
sao tradicionalmente utilizados como probiéticos (MERK, BORELLI e KORTING, 2005). Os
probidticos sd@o microrganismos vivos benéficos ao hospedeiro, os quais proporcionam
equilibrio & microbiota intestinal (HOOLIHAN, 2001). Entretanto, os alimentos contendo
probidticos nem sempre garantem a reposicdo ideal da microbiota intestinal, principalmente
porque muitas vezes as bactérias ndo estdo vidveis no produto, no momento do consumo.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2000a)
para se obter os beneficios proporcionados pelos probidticos é necessirio que 0os mesmos
estejam vidveis e disponiveis em concentracdes de no minimo 10° UFC/g. Entretanto, vérios
fatores como acidificag¢@o do produto final, 4cidos produzidos durante o armazenamento, nivel
de oxigénio no produto, permeagdo do oxigénio através da embalagem, compostos
antimicrobianos e a perda de nutrientes do leite podem reduzir a viabilidade e
conseqilentemente, as propriedades probidticas das culturas serdo prejudicadas
(ANDRIGHETTO e GOMES, 2003).

As espécies pertencentes ao género Lactobacillus, crescem em temperaturas que
variam de 2°C a 53°C, com valores 6timos, geralmente de 30°C a 40°C. Sdo acidiricos, com
pH o6timo entre 5,5 e 6,2 sendo que o crescimento pode ocorrer em pH 5,0 ou menor. O
crescimento € freqiientemente reduzido em meios neutros ou alcalinos (SNEATH et al.,
1986). Os lactobacilos fazem parte da microbiota colonica da vagina, boca e trato intestinal
(MERK, BORELLI e KORTING, 2005). Em estudo realizado por Ahrne et al., (1998)
verificaram que as contagens de L. plantarum, L. rhamnosus e L. paracasei na microbiota
intestinal foram similares aos nimeros de microrganismos da familia Enterobacteriaceae e
maiores que enterococcus.

Segundo Stiles e Holzapfel (1997), o género Lactobacillus é classicamente composto
por espécies homofermentativas obrigatdrias (produzem somente 4cido lactico como principal
produto da fermentacdo da glicose); heterofermentativas obrigatdrias (produzem outros
compostos desta fermentagdo) e heterofermentativas facultativas (produzem outros compostos
além de acido férmico, succinico, lactico e acético).

3.3.2 Género Bifidobacterium

As bifidobactérias sdo caracterizadas como microrganismos Gram-positivos, nao
formadores de esporos, catalase negativo e anaerdbio estrito. Podem apresentar varias formas,
como bacilos curtos e curvados, bacilos com forma de bastido e bacilos bifurcados.

As espécies do género Bifidobacterium, sdo heterofermentativas, produzindo acido
acético e lactico na propor¢do molar de 3:2. A temperatura 6tima de crescimento oscila entre
37°C — 41°C. Em relacdo ao pH étimo verificam-se valores entre 6,0 e 7,0 com auséncia de
crescimento a valores de pH 4cidos de 4,5-5,0 ou valores de pH alcalinos de 8,0-8,5 (RASIC e
KURMANN, 1983; DANONE, 1997).

Tradicionalmente, as bifidobactérias sdo consideradas como membros das bactérias
dcido lacticas. Entretanto, essa classificagdo ndo € unanime entre os pesquisadores (WERF e
VENEMA, 2001). O género Bifidobacterium foi primeiramente isolado de fezes infantis por
Tissier em 1900. Este primeiro isolado recebeu o nome de Bacillus bifidus communis. Desde
entdo, vdrias designacdes genéricas foram propostas para sua denominacio, e finalmente a
espécie foi reconhecida como um género a parte (POUPARD, HUSSAIN, e NORRIS, 1973).

Atualmente, hd 30 espécies diferentes no género Bifidobacterium, 10 das quais sao de
origem humana, 17 de origem animal, 2 de efluentes e 1 de leite fermentado (GOMES e
MALCATA, 1999). As espécies do género Bifidobacterium podem ser observadas no
Quadrol.



Quadro 1. Espécies que integram os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus.

Lactobacillus

Bifidobacterium

. acetotolerans
. acidophilus *
agilis
alimentarius
amylophilus
. amylovorus

. avarius

. bifermentans
brevis
buchneri”

. casei subsp. casei :
. collinoides
confusus

. coryniformis
. crispatus .

. curvatus

. delbrueckii

. farciminis

. fermentum ’
fructivorans
fructosus

. gallinarum

. gasseri :
graminis
halotolerans
hamsteri

. helveticus
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. hilgardii

*

L. jensenii
L. johnsonii

L. kandleri

L. kefir

L. kefiranofaciens
L. malefermentans
mali

. minor

. murinus

oris

. parabuchneri
. paracasei :

. pentosus

. suebicus

. sharpeae

. sanfrancisco

. salivarius
sake

. Tuminis

. rhamnosus

. reuteri

. plantarum :
pontis

. viridescens

. vaginalis ’

. vaccinostercus

. intestinalis
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. homohiochii
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. adolescentis "
. angulatum :

. animalis

. asteroides

. bifidum~

boum

*

breve

. catenulatum
. choerinum

. coryneforme
. cuniculi

. dentium”

. gallicum

. gallinarum

. globosum :

. indicum

. .k
infantis
lactis

longum

magnum

. merycicum

. minimum

*
pseudocatenulatum

. pseudolongum

. pullorum

ruminantium

. saeculare
. subtile
. SULs

. thermophilum

* Espécies isoladas de fonte humana.

Fonte: Gomes e Malcata, 1999.



Dentre as bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium, cinco t€ém despertado
maior interesse para a producdo de leite fermentado para uso terapéutico. Sdo elas, B. longum,
B. bifidum, B. breve, B. infantis e B. adolescentis (TAMIME, MARSHALL e ROBINSON,
1995).

Segundo Gomes, Malcata e Klaver, (1998a) e Gomes, Teixeira e Malcata, (1998b),
produtos fermentados com bifidobactérias de origem animal tém sido bastante utilizadas em
produtos destinados a alimentacdo humana. Essas culturas sdo mais facilmente cultivadas que
as culturas de origem humana e podem resistir as condi¢des adversas durante a producdo
industrial, como baixo pH e presenca de niveis baixos de oxigénio. Recentemente, a cultura B.
lactis, tem sido considerada como promissora, pois possui boa tolerdncia ao oxigé€nio e ao
acido.

Entretanto, foi verificado em estudo realizado por Boylston et al., (2004) que, sob
condicdes tipicas de digestdo, onde o pH varia de 1,5 a 3,0, espécies como Bifidobacterium
longum 1971 e Bifidobacterium pseudolongum 20097 sdo tolerantes as condigdes dcidas
quando comparadas 4s outras 7 linhagens pesquisadas. Foi observado que apds 3 horas de
incubacdo a contagem dessas duas linhagens édcido-tolerantes decresceu menos que 1 ciclo
logaritmico, enquanto a contagem das células vidveis das outras linhagens analisadas
decresceu até 7 ciclos logaritmicos.

Segundo Ferreira (1996), os maiores problemas com bactérias bifidas em laticinios sao
as suas caracteristicas de anaerobiose e exigéncias de grande porcentagem de indculo, em
torno de 10%.

As bifidobactérias habitantes do trato gastrintestinal t€ém grande importancia na sadde
do hospedeiro. Sua reducdo no intestino pode estar relacionada a um estado nido saudavel.
Porém ¢é sabido que a contagem de bifidobactérias diminui com o avango da idade do
hospedeiro, como um resultado da diminuicio da secrecdo de sucos gastrintestinais que causa
a perda de imunidade e doengas como cincer (TOMOMATSU, 1994). Sendo assim, torna-se
de extrema importancia ingerir produtos probidticos como forma de reposi¢do da microbiota
intestinal.

O aumento do ndmero de bactérias benéficas como as bifidobactérias no intestino
pode ser conseguido também com o uso de prebidticos, que sdo componentes da dieta ndo
digeriveis que passam através do c6lon e estimulam a atividade de bactérias desejaveis in situ
(CUMMINGS e MACFARLANE, 2002).

3.4 Ecologia Microbiana do Trato Gastrintestinal Humano e sua Relacdo com os
Probiéticos e Prebidticos

O trato intestinal € dividido em vdrias regides: boca, esdfago, estdmago, intestino
delgado, intestino grosso e dnus (FORSYTHE, 2002).

O trato gastrintestinal representa um ecossistema de alta complexidade, composto por
mais de 500 diferentes espécies, sendo ainda limitado o entendimento desse sistema e de suas
interacdes (CUMMINGS e MACFARLANE, 1991). A microbiota colonizadora tem um papel
fundamental na saide do hospedeiro. Entretanto, o equilibrio dindmico dos microrganismos
colonizadores do trato gastrintestinal pode ser alterado por diversos fatores, como por
exemplo, dieta alimentar, medicamentos, estresse e fatores ambientais. (HOLZAPFEL e
SCHILLINGER, 2002).

A superficie da mucosa intestinal é provida de uma grande drea para aderéncia e
colonizacdo de microrganismos. O trato gastrintestinal humano ¢é colonizado por
aproximadamente 10" células microbianas, é 10 vezes mais que todas as células do tecido
humano (LUCKEY e FLOCH, 1972).



A microbiota intestinal exerce influéncia considerdvel sobre uma série de reagdes
bioquimicas do hospedeiro. Paralelamente, quando em equilibrio, impede que
microrganismos potencialmente patogénicos nela presentes, exercam seus efeitos maléficos.
Por outro lado, quando em desequilibrio, o nivel de bactérias benéficas decresce no trato
intestinal, conseqiientemente, bactérias potencialmente patog€nicas encontram espago para
multiplicarem e causar enfermidades (ZIEMER e GIBSON, 1998).

Segundo os autores, Guarnier (2006) e Picard, Fioramonti e Frangois (2005) a
microbiota intestinal colOnica divide-se em: microbiota dominante, contendo entre 10° e 10"
UFC/mL, inclui nesta categoria as bifidobactérias; microbiota subdominante, contendo entre
107 e 108 UFC/mL, inclui nesta categoria os lactobacilos, e microbiota residual, contagem <
10’ UFC/mL, em que sdo incluidos Clostridium, Pseudomonas e Klebsiella. A microbiota
residual é considerada potencialmente patogé€nica e € mantida em niveis mais baixos gragas a
acdo inibitdria exercida pelas bactérias ndo patogénicas como bifidobactérias e lactobacilos.

Segundo Holzapfel et al., (1998) as bactérias probioticas s@o distribuidas em regides
especificas do trato gastrintestinal de acordo com as condi¢des de cada regido, como
disponibilidade de nutrientes, pH, potencial redox, fatores quimicos e fisicos. Em funcio
disso, os lactobacilos colonizam o intestino delgado, enquanto as bactérias bifidas colonizam
0 intestino grosso.

A modulagdo do ecossistema intestinal pelos microrganismos probidticos ocorre
através de um mecanismo denominado exclusdo competitiva. Através desse mecanismo, 0S
probidticos impedem a colonizagdo da mucosa pelos microrganismos potencialmente
patogénicos, através da competicdo por sitios de adesdo, competicio por nutrientes
necessdrios a multiplicacdo de microrganismos indesejaveis e/ou os efeitos antagdnicos, e
através da producdo de compostos antimicrobianos (GUARNER e MALAGELADA, 2003).

E possivel aumentar o nimero de microrganismos promotores da saide no trato
gastrintestinal através da introducdo de probidticos pela alimentacdo ou pelo consumo de
suplemento alimentar prebidtico, o qual modificard seletivamente a composicdo da
microbiota, fornecendo ao probidtico vantagem competitiva sobre as outras bactérias do
ecossistema (GIBSON e ROBERFROID, 1995).

3.5 Prebiéticos: Definiciao e Efeitos Benéficos

Os prebidticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis benéficos ao hospedeiro
por estimularem seletivamente a proliferacio ou atividade de populacdes de bactérias
desejaveis no célon. Adicionalmente, o prebidtico pode inibir a multiplicagdo de patdégenos, o
que garante beneficios adicionais a saide do hospedeiro (SAAD, 2006).

Os prebiodticos,quando ingeridos, resistem a hidrélise salivar, pancredtica e intestinal e
também ao suco gastrico. Por essa razdo, chegam ao intestino na sua forma original, intactos,
e sdo fermentados por bactérias naturalmente presentes no intestino. Conseqiientemente,
exercem efeito positivo na saide do hospedeiro apresentando um efeito prebidtico
(ROBERFROID, GIBSON e DELZENNE, 1993).

No intestino grosso, os prebidticos sdo eficazmente fermentados por bactérias
intestinais gerando dcidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o butirato, o acetato e o
propionato. Os AGCC, em especial o butirato, constituem o combustivel da célula epitelial do
co6lon, sendo responséveis pela geragdo de energia para o metabolismo celular (ROEDIGER,
1989). Também ha reducdo do pH coldnico, o que reduz o crescimento de bactérias
potencialmente patogé€nicas como os géneros Clostridium e Pseudomonas (KOLIDA,
TUOHY e GIBSON, 2002).

Dentre os principais prebidticos que tém recebido maior atengdo, destacam-se a
inulina e os oligossacarideos, especialmente os frutooligossacarideos (USTUNOL, 2005).



Crittenden e Playne (1996) definem oligossacarideos como glicosideos que contém
entre trés e dez monossacarideos ligados entre si. Entretanto, muitos dissacarideos apresentam
propriedades similares. Outros autores definem oligossacarideos como carboidrato que
possuem um baixo grau de polimerizacao (de 2 a 20) e conseqiientemente, baixa massa
molecular (ROBERFROID e SLAVIN, 2000).

Os oligossacarideos sdo agticares encontrados como componentes naturais em muitos
alimentos como frutas, vegetais, leite e mel. Alguns desses ndo apresentam apenas a funcdo
nutricional ou de adocante, como também exibem atividades fisioldgicas, sendo assim
denominados de alimento funcional (ALMEIDA e PASTORE, 2004).

Ha varias classes de oligossacarideos, como por exemplo, os galacto-oligossacarideo.
Esses tém atraido atencdo, por estarem presente em leite materno. A presenca de galacto-
oligossacarideos no leite materno tem influéncia no estabelecimento da microbiota bifida no
trato gastrintestinal de recém-nascidos (GOPAL, SULLIVAN e SMART, 2001).

Os oligossacarideos s@o soliveis em 4dgua, levemente doces e apresentam de 0,3 a 0,6
vezes a dogura da sacarose. Esse baixo poder adocante ¢ dependente da estrutura quimica e
massa molecular dos oligossacarideos e da concentracdio de mono e dissacarideos na mistura
(CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). Segundo os autores Playne e Crittenden (1996), devido
as caracteristicas fisico-quimicas e fisioldgicas dos oligossacarideos, esses tém tido grande
aplica¢@o na industria de alimentos, em produtos utilizados para alimentacdo humana, como
por exemplo, bebidas, adogantes, leite em p6 infantil e para alimentagdo animal, como, por
exemplo, em racdo, assim como aplicacdo em cosméticos, produtos farmacéuticos e produtos
para diabéticos. A utilizacdo de oligossacarideo como alimento funcional é proposta desde
1980, sendo que sua importancia consiste no estimulo da producdo de bifidobactérias no
intestino. Portanto, sdo denominados prebidticos.

Por conter uma série de oligossacarideos, tem sido sugerido que o mel possa exercer
efeito prebidtico sobre a microbiota coldnica intestinal, como lactobacilos e bididobactérias.
(LEITE et al., 2000).

Segundo Anjo (2004), o mel € um alimento funcional, pois contém oligossacarideos e
tem como efeito regulagdo do trinsito intestinal, da pressdo arterial, reducdo do risco de
cancer, dos niveis de colesterol, e também a redugdo da intolerancia a lactose.

Os prebidticos identificados até o momento sdo carboidratos ndo digeriveis incluindo
lactulose, inulina e vérios tipos de oligossacarideos que fornecem uma fonte de carboidrato
fermentescivel pelas bactérias benéficas do c6lon (MARTINI, KUKIELKA e SAVAIANO,
1991).

Ao contrario do amido e dos monossacarideos, os oligossacarideos ndo sio utilizados
pela microbiota bucal para formar dcidos e poliglucanas. Conseqiientemente, sdo usados como
acucares de baixa cariogenicidade em confeitos, gomas de mascar, iogurtes e bebidas
(TOMOMATSU, 1994).

Os frutooligossacarideos (FOS) estio presentes como compostos de reserva energética
em mais de 36.000 espécies de vegetais, sendo que muitos destes sdo utilizados na
alimentagdo humana (PASSOS e PARK, 2003). As principais fontes naturais de
frutooligossacarideos incluem trigo, cebola, banana, alcachofra, alho e raizes de chicoria
(GIBSON, WILLIS e VAN LOO, 1994; ROBERFROID, GIBSON e DELZENNE, 1993;
VAN LOO et al., 1995).

Os frutooligossacarideos sdo os principais oligossacarideos da classe dos
bifidogénicos, agtcares formados de 1 a 3 moléculas de frutose ligadas & uma molécula de
sacarose na posicdo B(2-1). Apresentam propriedades fisicas e fisiolégicas que os tornam
compostos de grande potencial de aplicagdo em alimentos para nutri¢do humana e animal. Sdo
acticares ndo digeridos pelo organismo humano que passam através do intestino delgado sem



serem absorvidos e vao direto para o intestino grosso, onde sdo seletivamente utilizados pelas
bifidobactérias na microbiota intestinal (MITSOUKA, 1990).

Moro et al.,, (2002) estudaram o efeito de uma mistura de dois prebidticos: os
frutooligossacarideos (FOS) e os galactooligossacarideos (GOS) adicionados em férmulas
infantis, sobre o crescimento de Bifidobacterium e Lactobacillus. Foram testadas duas
férmulas infantis, as quais foram suplementadas com 0,4g/ kg corpéreo e 0,8g/kg corporeo da
mistura de oligossacarideos. Para a avaliacdo do crescimento dos microrganismos probioticos,
amostras fecais foram coletadas de 90 criangas alimentadas com a mistura de prebidticos. A
dose de 0,8g/Kg foi a mais adequada em relacdo a férmula placebo (a base de
maltodextrina). A mistura de GOS e FOS teve efeito estimulante no crescimento de
Bifidobacterium e Lactobacillus, no intestino, sendo bastante promissora ao uso como
suplementos em férmulas infantis.

A inulina e a oligofrutose sdo frutanas polidispersas, de origem vegetal, com grau de
polimerizacdo de 2 a 60 e de 2 a 20, respectivamente. Devido a conformagdo estrutural das
suas ligacOes osidicas 3(2-1), ambas resistem a hidrdlise pelas enzimas digestivas. A fra¢do de
baixo grau de polimerizacdo (GP) da inulina (2 a 20) pode ser classificada como oligofrutose
ou fruto-oligossacarideo (ROBERFROID, 1993; ROBERFROID e SLAVIN, 2000).

As diferencas no tamanho das cadeias da inulina e das oligofrutoses sdo também
responsdveis pelas diferencas entre suas propriedades. Devido as cadeias mais longas, a
inulina é menos solivel que as oligofrutoses e possui a capacidade de formar microcristais
quando misturada com dgua e leite (GIBSON, WILLIS e VAN LOO, 1994).

A inulina (inulo-oligofrutose) e os frutooligossacarideos sdo considerados como
alimentos, ingredientes alimentares ou fibras em diferentes paises. Eles t€ém recebido muita
aten¢do devido ao seu efeito sobre a flora intestinal. A inulina contém em média 30 unidades
de frutose, enquanto os frutooligossacarideos (também denominados oligofrutose) contém de
2 a 9 unidades de frutose que sdo ligadas a uma unidade de glicose terminal (MAKINO,
2004).

Além dos oligossacarideos, as fibras alimentares tém sido bastante utilizadas como
prebidticos. Segundo Roberfroid (1993), fibra dietética € um termo utilizado para descrever
uma grande variedade de substincias que resistem a hidrélise enzimética do sistema digestivo
humano, porém sdo fermentadas pela microbiota intestinal. Quimicamente falando, essas
substancias pertencem ao grupo dos carboidratos e podem ser classificadas como fibras
soldveis (inulina), fibras insoldveis (celulose) ou mistas.

As fibras soliveis, como por exemplo, a inulina é fermentada por uma grande
variedade de bactérias anaerdbias, o que provoca aumento da biomassa bacteriana e da massa
fecal, mudanca no pH intestinal e producdo de acidos orginicos de cadeia curta como
produtos metabdlicos finais. As fibras insoliveis, por sua vez, sdo apenas parcialmente
fermentadas. Elas atuam quase exclusivamente como agentes formadores de volume, o que
resulta em um menor tempo de trinsito e maior massa fecal (CARABIN e FLAMM, 1999;
ROBERFROID, 1993). Dessa forma, os alimentos ndo digeriveis com maior capacidade de
reterem agua (fibra alimentar solivel e amido resistente) geralmente s@o mais facilmente
fermentados do que aqueles com menor capacidade de reter 4gua (fibra alimentar insoluvel),
estando a inulina e frutooligossacarideos classificados em substincias semelhantes as fibras
soliveis em sua maioria (ALMEIDA e PASTORE, 2001).

Rao (2001) investigou o efeito da ingestdo didria de 5g de oligofrutose em individuos
sauddveis e comparou com o controle placebo (sacarose). Amostras fecais dos individuos
sauddveis foram avaliadas antes de comegar o tratamento. Os individuos mantiveram a dieta
normalmente, e durante 3 semanas consumiram 5g didrias de sacarose e apds este periodo fez-
se 0 mesmo para oligofrutose. Apds 11 dias de tratamento e apds 3 semanas, amostras fecais
foram avaliadas quanto ao nimero de bifidobactérias. Foi verificado que apds 11 dias de
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tratamento com oligofrutose, o nimero de bifidobactérias aumentou em 1 ciclo logaritmo, e
nos proximos dias ndo foi observado novo aumento de bifidobactérias. O tratamento com
placebo ndo teve efeito sobre o crescimento de bifidus, dessa forma os autores concluiram que
os resultados s@o bastante promissores.

Estudo realizado por Gopal, Prasad e Gill (2003), relataram que individuos que
consumiram leite reconstituido 12% suplementado com 2,4g de galacto-oligossacarideo por
dia, como também aqueles que consumiram leite reconstituido 12% adicionado com o 3 x 10
'Y UFC/mL de B. lactis HNO19, exibiram um aumento significativo das contagens fecais de
bifidobactérias e lactobacilos quando comparados com o grupo controle, onde os individuos
consumiram leite reconstituido sem galacto-oligossacarideo e sem B. lactis.

3.6 Probioticos: Definicao e Efeitos Benéficos

As observagdes do microbiologista Metchnikoff no inicio do século XX sobre a
importancia do consumo de grandes quantidades de iogurte para manutencdo da satde, e
conseqiientemente, a longevidade das pessoas, despertou o interesse cientifico pelas bactérias
como agentes protetores as enfermidades. Metchnikoff propds que o consumo de iogurte rico
em bactérias lacticas eliminava as bactérias patogénicas do trato gastrintestinal (ALVAREZ-
OLMOS e OBERHELMAN, 2001).

Desde entdo, pesquisadores t€ém se esfor¢cado para conhecer melhor as distintas
funcdes e mecanismo de agdo dos microrganismos benéficos a satdde.

Os probidticos sao definidos como microrganismos vivos administrados em
quantidades adequadas que conferem beneficios a satide do hospedeiro (SANDERS, 2003).

Virias funcdes benéficas tém sido atribuidas a ingestdo de bactérias probidticas, por
exemplo, producdo de vitaminas, disponibilidade de minerais; producdo de importantes
enzimas digestivas, ex. -galactosidase; diminui¢do do colesterol; estimulagdo do sistema
imunolégico; melhoria da motilidade do intestino, ou seja, alivio da constipacdo; aderéncia e
colonizagdo no epitélio intestinal, mantendo assim a integridade da mucosa (HOLZAPFEL et
al., 1998).

As bactérias probidticas produzem uma importante enzima responsdvel pela
metabolizacdo da lactose, a B-galactosidase, a qual é benéfica, principalmente, as pessoas
intolerantes a lactose. Os individuos intolerantes a lactose devido a reducdo ou auséncia da
enzima [3-galactosidase, ndo podem consumir a lactose pois ela ndo € hidrolisada pela enzima
em glicose e galactose. Conseqiientemente a lactose ndo consegue atravessar a parede
intestinal para ir a corrente sanguinea. A lactose entdo, continua dentro do intestino e chega ao
intestino grosso onde é fermentada por bactérias, produzindo dcido lictico e gases (PRETTO
et al., 2002; PINTO e COLLARES, 1997).

Em vias normais, a lactose € hidrolisada no intestino delgado, em monossacarideos
(glicose e galactose), por agdo da enzima lactase ou B-galactosidase existentes nas células
epiteliais da mucosa intestinal, a qual absorve os produtos da decomposicio (TRONCO,
2003).

Segundo Bannan e Levitt (1996), a utilizacdo da lactose pela microbiota intestinal
resulta na producdo de 4cido lactico e na diminui¢do do pH, o que promove o
desenvolvimento da microbiota intestinal desejavel, inibindo o desenvolvimento de bactérias
putrefativas e patogé€nicas. A lactose exerce também um importante papel no intestino, ou
seja, melhora a absor¢do do célcio no organismo. Esse fato é explicado pela reducdo do pH
intestinal que leva a solubilidade e a disponibilidade notavelmente maiores dos compostos de
célcio constituida para absorg¢do.
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As bactérias lacticas presentes no iogurte, Lactobacillus delbrueckii bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, produzem B-galactosidase no préprio iogurte. Entretanto, essas
bactérias ndo sobrevivem durante a passagem pelo trato intestinal, devido a intolerdncia a bile.
Em contraste, bactérias como Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum podem
sobreviver durante a passagem intestinal e colonizar as células epiteliais, produzindo entéo 3-
galactosidase (KRASAEKOOPT, BHANDARI e DEETH, 2003).

Segundo Amores et al., (2004) sdo varios os mecanismos de atuacido dos probidticos,
como por exemplo: competicio com 0s microrganismos patogénicos por nutrientes e espaco
fisico; producgdo de substincias antimicrobianas como bacteriocinas, dcidos graxos volateis de
cadeia curta, peréxido de hidrogé€nio e acido lactico. Dentre os mecanismos de acdo dos
probidticos destacam-se a “exclusdo competitiva”, através da qual as bactérias probidticas
impedem a coloniza¢do da mucosa por microrganismos potencialmente patogénicos, por meio
de competicdo por sitios de adesdo na mucosa, competicio por nutrientes, e através da
produgdo de compostos antimicrobianos (GUARNER e MALAGELADA, 2003).

Segundo Mitsuoka (1992), as bactérias nocivas presentes no trato gastrintestinal,
podem formar uma série de compostos tdxicos ao homem. Entre esses compostos podemos
citar as substancias putrefativas (amonia, H,S, aminas, fenol, indol, escatol e outros) e acidos
biliares secundérios. Essas substancias podem prejudicar o intestino diretamente e sdo
também parcialmente absorvidas, contribuindo ao longo da vida do hospedeiro, para o
processo de envelhecimento, cancer entre outros.

Sendo assim, a incorporacdo dos probidticos na alimentagdo do homem torna-se de
extrema importancia, sendo uma das formas para reduzir ou excluir a microbiota prejudicial
habitante do intestino.

Os microrganismos probidticos, para serem efetivos, devem ser selecionados, uma vez
que necessitam transpor vdrias barreiras até o local em que deverdo atuar. Segundo Kurmann
(1998), a selecdo de culturas probidticas destinadas 4 alimentacdo humana deve atender ao
requisito de serem isoladas do trato gastrintestinal, pois geralmente sdo mais adaptadas as
necessidades fisioldgicas do homem e podem colonizar mais facilmente o intestino do que
culturas origindrias do c6lon de animais.

Alguns critérios gerais podem ser listados para selecio desses microrganismos
candidatos ao uso de probidticos para a espécie humana, sendo os principais: serem isolados
do trato gastrintestinal humano; serem indcuos, manter-se vidveis por longo tempo durante a
estocagem e transporte; tolerar o baixo pH do suco géstrico e resistir a acdo da bile e das
secrecOes pancredtica e intestinal. Além disso, os microrganismos probiéticos ndo devem
transportar genes transmissores de resisténcia a antibidticos e possuir propriedades anti-
mutagénicas e anticarcinogénicas, assim como resistir a fagos e ao oxigénio (SALMINEN,
OUWEHAND e ISOLAURI, 1998; SAARELA et al, 2000; HOLZAPFEL e
SCHILLINGER, 2002).

Os lactobacilos e as bifidobactérias s@o freqiientemente utilizados como probidticos
em alimentos destinados ao consumo humano, uma vez que t&m sido isolados de todas as
porc¢des do trato gastrintestinal do homem saudavel. O {leo terminal e o c6lon parecem ser
respectivamente, os locais de preferéncia para coloniza¢do intestinal dessas bactérias
(CHARTERIS et al., 1998; BIELECKA, BIEDRZYCKA e MAJKOWSKA, 2002).

A capacidade de algumas linhagens probidticas de aderirem as paredes do epitélio
intestinal € considerada importante, embora a ndo adesdo de microrganismos nao impeca sua
proliferacdo, mas sim a colonizacdo (ZIEMER e GIBSON, 1998).

Segundo Gomes e Malcata (1999), os produtos fermentados no momento do consumo,
devem conter no minimo 10°UFC/mL de células probidticas vidveis, devido a dose minima
terapéutica didria ser de 10%-10° células vidveis em 100g do produto fermentado.

Entretanto, Shah et al., (1995) sugerem que para efeito terapéutico o produto deve
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conter > 10°células/mL. J4 para Vinderola e Reinheimer (2000) o consumo de 10%-10'"UFC/
dia é o recomenddvel para alcangar os beneficios propostos pelos microrganismos probiéticos.
A legislacdo brasileira estabelece o limite minimo de 10°UFC/mL de células probidticas em
produtos fermentados até o momento de serem consumidos (BRASIL, 2000a).

Além dos probidticos e prebidticos, um novo conceito tem chamado a atencdo de
pesquisadores. O termo simbidtico alia o fornecimento de microrganismos probidticos
juntamente com substancias prebidticas especificas (JAIN et al., 2004).

Um estudo realizado por Jain et al., (2004), teve como objetivo determinar a influéncia
de um produto simbiodtico, administrado oralmente, sobre a colonizagdo de patdgenos
intestinais em 90 pacientes em estado critico de saide. O produto simbidtico continha
Lactobacillus acidophilus La5, Bifidobacterium lactis Bbl2, Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus bulgaricus e oligofrutose. Apds uma semana de terapia com o simbidtico
preparado, os pacientes tiveram uma significante diminui¢do da incidéncia de bactérias
patogénicas colonizadoras do trato gastrintestinal humano quando comparados ao grupo
controle.

3.7 Mel:
3.7.1 Definicao e composicao fisico-quimica

Entende-se por mel, o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir
do néctar das flores ou das secrecdes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecdes
de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substincias especificas proprias, armazenam e
deixam maturar nos favos da colméia (BRASIL, 2000).

E a partir do néctar que é produzido a maior parte dos méis do mundo. O néctar é uma
solug@o de agicar e dgua, podendo conter sacarose pura; uma mistura de sacarose, glicose e
frutose; ou apenas glicose e frutose. O néctar € transportado para a colméia, onde ird sofrer
mudangas fisicas e quimicas responsdveis por sua maturacdo (CRANE, 1983).

Segundo Lengler (2007), o processo quimico sofrido pelo néctar é caracterizado pela
acdo de enzimas como invertase, diastase, glicose oxidase, catalase e fosfatase, adicionadas
durante o transporte do néctar para a colméia, por meio das secrecdes de vdrias glandulas
ligadas ao aparelho digestivo das abelhas, deixando o produto pronto para ser regurgitado nos
alvéolos do favo. O processo fisico é caracterizado pela desidratagdo (evaporacdo na colméia
e absorcdo no papo), ou seja, perda de dgua, com concentracdo dos componentes sélidos do
mel.

Existem dezenas de variedades de mel de abelhas que podem ser diferenciadas pela
florada, pelo local ou época de colheita, ou ainda, segundo as técnicas de preparacdo
(BASTOS et al., 2002).

Segundo Doner (1991), o mel é um alimento bastante apreciado por seu sabor
caracteristico e por seu valor nutricional. A qualidade nutricional do mel como as vitaminas,
minerais, valor energético elevado, suas propriedades medicinais como, por exemplo, acio
antioxidante e antisséptica relacionada aos compostos fendlicos e suas propriedades sensoriais
tem atraido milhares de consumidores (ZUMLA e LULAT, 1989).

Segundo Pereira et al., (2003), a produ¢do mundial de mel situa-se em torno de um
milhdo e duzentas mil toneladas, sendo a China o maior produtor. Os maiores exportadores
mundiais sdo China, Estados Unidos e Argentina. O Brasil destaca-se com uma produgdo de
aproximadamente 22 toneladas. Entretanto, dimensionar o volume de mel produzido e
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comercializado é uma tarefa dificil, pois os poucos dados confidveis sobre o assunto sdo
conflitantes.

O mel é um produto complexo de alta qualidade, de fécil digestdo e assimilacgao,
constituindo-se numa fonte de energia que contribui para o equilibrio dos processos
biolégicos por conter em propor¢des adequadas, fermentos, vitaminas, dcidos, aminodcidos,
substancias bactericidas e aromaticas (KOMATSU, MARCHINI e MORETI, 2002).

Os carboidrados presentes no mel representam a maior por¢do de matéria seca, sendo
eles os principais responsdveis pela qualidade e propriedades fisicas do mel, como por
exemplo, viscosidade, higroscopicidade, tendéncias a cristalizacdo, valor energético e
atividade antibacteriana (CRANE, 1975; WHITE, 1979).

Os niveis de frutose e glicose estdo diretamente ligados a qualidade do mel, como
também as suas caracteristicas fisico-quimicas. A glicose € o monossacarideo responsavel
pela cristalizagdo do mel. A conseqiiéncia dessa precipitacdo da glicose é o aumento do teor
de umidade, o que permite a multiplicacdo das leveduras osmofilicas presentes naturalmente
no mel, levando a fermentacdo do produto. Méis com elevados teores de frutose e baixos
teores de glicose sdo menos suscetiveis a cristalizacdo, fendmeno este que diminui a aceitacao
do mel pelos consumidores (MOREIRA e MARIA, 2001).

A glicose determina a tendéncia a cristalizacdo, devido a sua baixa solubilidade,
enquanto a frutose tem alta higroscopicidade. Geralmente, a frutose é predominante na
maioria dos méis (WHITE, 1979; MOREIRA e MARIA, 2001).

Segundo Shin e Ustunol (2005), o mel é um xarope natural contendo principalmente
frutose 38,5% e glicose 31,3%. Outros agticares no mel incluem maltose 7,2%, sacarose 1,5%
e uma variedade de oligossacarideos 4,2%. Além da mistura complexa de carboidratos,
encontram-se enzimas, minerais, pigmentos, cera e grdos de pdlen. Ao todo ji foram
encontradas mais de cento e oitenta substincias em diferentes tipos de mel (CRANE, 1983).

A presenca de uma série de dissacarideos e trissacarideos tém sido relatadas por
diversos autores (LEITE et al., 2000; SANZ, SANZ e MARTINEZ, 2004).

Dentre os dissacarideos, a sacarose representa cerca de 2 a 3% dos carboidratos, sendo
que valores superiores a esses podem indicar adulteragdo do mel ou colheita precoce do
mesmo, ou seja, mel verde. A sacarose pertence aos oligossacarideos (VIDAL e FREGOSI,
1984 citados por ARRUDA, 2003). Os oligossacarideos presentes no mel podem estimular o
crescimento de bactérias benéficas no trato gastrintestinal, uma vez que s@o considerados
substancias prebidticas.

Estudo realizado por Leite et al., (2000), constataram vérios di e trissacarideos em
méis brasileiros. Entre os aguicares encontrados, a maltose apresentou-se em maiores niveis
nos méis pesquisados. Outros 5 principais dissacarideos como turanose, nigerose, melibiose,
sacarose, isomaltose e 4 trissacarideos, maltotriose, panose, melezitose e rafinose foram
quantificados.

Em pesquisa realizada por Sanz, Sanz e Martinez (2004), com o objetivo de identificar
di e trissacarideos em méis espanhdis, constataram a presenca de 16 dissacarideos e 9
trissacarideos.

Segundo Moreira e Maria (2001), a composicdo de glicidios no mel era considerada
como uma mistura de glicose, frutose e sacarose. Entretanto, a partir da década de 20, varios
estudos foram conduzidos com o objetivo de detectar di e trissacarideos em mel. Ao todo,
quinze dissacarideos foram descritos como constituintes do mel, como também varios
trissacarideos.

O mel por conter uma série de oligossacarideos, pode estimular o crescimento,
atividade e viabilidade de bactérias probidticas.

Muitas enzimas estdo presentes no mel, entre elas destacam-se a invertase, diastase e
glicose-oxidase, todas elas produzidas pelas glandulas das abelhas. A invertase atua sobre a
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sacarose, transformando-a em glicose e frutose. A diastase quebra o amido, sendo sua funcdo
na fisiologia da abelha ainda ndo claramente compreendida. Entretanto sua presenca no mel é
um indicativo de qualidade. Esta enzima apresenta sensibilidade a tratamentos térmicos. Sua
presenga ou auséncia pode estar relacionada ao possivel aquecimento do mel. A glicose-
oxidase reage com glicose formando acido gluconico e peréxido de hidrogénio (EMBRAPA,
2003).

Segundo White e Rudyj (1978), as proteinas presentes no mel estdo em quantidades
traco. Os 4cidos orgénicos representam uma pequena por¢ao nos méis, menos que 0,5% dos
solidos, tendo uma influéncia direta no “flavor” do mel, sendo também importantes na
inibi¢do do crescimento de microrganismos (EMBRAPA, 2003).

A composicdo quimica do mel, como também aroma, coloracdo e propriedades
medicinais, estdo diretamente relacionadas com a fonte de néctar que o originou, com a
espécie de abelha que o produziu, com as zonas geogrificas e condigdes climaticas. Todos
esses fatores contribuem para a grande variagdo encontrada em méis (SILVA, QUEIROZ e
FIGUEIREDO, 2004; EMBRAPA, 2003).

Campos et al., (1987) citam que a composi¢cdo média do mel pode ser resumida em
trés fragdes principais: actcares, d4gua e outros componentes minoritrios. Afirmam ainda que
por trds dessa aparente simplicidade, esconde-se um dos mais complexos produtos bioldgicos.
A composi¢do basica do mel pode ser observada no Quadro 2.

Quadro 2: Composic¢ao basica do mel

Componentes Valores Médios Valores extremos

Agua (%) 17,20 13,4-23,9
Frutose (%) 38,20 27,2-44,3
Glicose (%) 31,30 22-40,8
Sacarose (%) 1,31 0,350-7,57
Maltose (%) 731 2,74-16,0
Polissacarideos (%) 1,50 0,130-8,49
Outros (%) 3,10 0-13,2
Nitrogénio (%) 0,04 0-0,133
Minerais (%) 0,170 0,0200-1,03
Acidos livres (meq/Kg) 22,0 6,75-47,2
Lactonas (meq/Kg) 7,11 0-18.,8
Acidos totais (meq/Kg) 29,10 8,68-59.5
pH 3,91 3,42-6,10
Indice de diastase (U/g)* 20,80 2,10-61,2

* Ulg = g de amido desdobrado/100g de mel por hora a 40°C.
Fonte: Campos et al., (1987).

3.7.2 Propriedade antimicrobiana e outras aplicacoes do mel
Conhecido desde a antiguidade, o mel sempre foi considerado um produto especial,

ndo somente por suas qualidades como alimento, mas também por indmeras propriedades
terapéuticas (EMBRAPA, 2003).
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O uso do mel na medicina é uma tradicdo antiga. Os assirios, egipcios e chineses
utilizavam o mel na cicatrizacio de ferimentos e na cura de doencas intestinais (ZUMLA e
LULAT, 1989).

A administragdo oral de mel contra infec¢des gastrintestinais como, gastrites,
duodenites e tlcera gastrica causada por bactérias e rotavirus € relatada por vérios autores
(TALLET etal., 1977; HAFFEJEE e MOOSA, 1985; SOMAL et al., 1994; TOPHAM, 2002).

Segundo Somal et al., (1994) o mel possui grande eficicia na prevencdo do
crescimento de Helicobacter pylori no estdbmago, na reducdo de gastrites alcodlicas, e de
processos cancerigenos.

Alieve et al., (2007), relataram que a utilizacdo de métodos para conservacgdo de 0ssos,
como congelamento, liofilizacdo e tintura de iodo a 2%, sdo eficientes. Entretanto, requerem
equipamentos sofisticados e de alto custo. Esses autores revelaram que o mel foi uma opcao
vidvel e de facil obtencao para conservar osso cortical alégeno para implantes 6sseos.

O mel ja foi utilizado na conservacdo de pele, cornea e pequenos segmentos Gsseos
obtendo resultados satisfatérios (GUPTA, 1977, ABRAMOV e MARKICHEVA, 1983;
AMENDOLA, 2001 citados por ALIEVE et al., 2007).

Segundo Efem (1988), dentre as propriedades atribuidas ao mel, a atividade
antimicrobiana tem recebido grande destaque entre os pesquisadores.

Na literatura, vérios fatores sdo mencionados como responsdveis pela atividade
antimicrobiana do mel. Sdo eles: formagdo de perdxido de hidrogénio pelo sistema glicose
oxidase; alta pressdo osmotica; baixa atividade de dgua; pH baixo; baixo teor de proteinas;
alta relacdo carbono — nitrogénio; baixo potencial redox; alta viscosidade; presenca de
lisozima; acidos fendlicos e flavonéides (WHITE e SUBERS, 1964; MOLAN, 1992).

Segundo Molan (1992), o perdéxido de hidrogénio pode ser destruido pelos proprios
componentes do mel, como na reagdo com acido ascorbico e fons metélicos e pela acdo da
enzima catalase, procedente do pdlen e do néctar.

A enzima catalase esta relacionada aos niveis de peréxido de hidrogénio presente no
mel. Quanto maior a quantidade da enzima glicose-oxidase produzida pelas glandulas das
abelhas, maior serd a quantidade de peréxido de hidrogénio e menor a quantidade de catalase.
E quando a catalase estiver presente em altos niveis, menor serd a quantidade de perdxido de
hidrogénio no mel (WESTON, 2000).

Uma pesquisa realizada por Alnaqdy et al., (2005), com o objetivo de avaliar o efeito
inibitério in vitro do mel sobre a aderéncia de Salmonella enteritidis em células epiteliais
intestinais, verificaram que em diluicdes superiores a 1:8 reduziram a capacidade de aderéncia
da bactéria Salmonella enteritidis nas células intestinais.

Segundo Raupach et al., (1999) um dos pré-requisitos para patdgenos causarem
infec¢des intestinais € a capacidade de adesdo e colonizag¢do desses microrganismos & mucosa
intestinal.

Pesquisas sugerem que o mel é efetivo contra enfermidades causadas por bactérias,
incluindo Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella enteritidis. A atividade
antimicrobiana de mel é principalmente atribuida a acidez, a osmolaridade e a geracdo
enzimdtica de peréxido de hidrogénio via glicose oxidase (MUNDO, ZAKOUR e WOROBO,
2004).

Shin e Ustunol (2005) avaliaram a capacidade de inibi¢do de diferentes méis sobre o
crescimento de Clostridium perfringens e Eubacterium aerofaciens. As culturas foram
crescidas em caldo MRS suplementados com 5% p/v de mel. Em intervalos de 12 horas foi
verificado o crescimento através de densidade Optica. Os resultados obtidos revelaram
reducdo do crescimento.
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O mel contém indmeros componentes que agem como preservativos, como por
exemplo, a-tocoferol, dcido ascérbico, flavondides e outros fendlicos, além de enzimas como
a glicose oxidase, catalase, e peroxidase (CRANE, 1975; FERRERES et al., 1993).

Antony et al., (2002), avaliaram o efeito de mel granulado sobre a oxidacdo em carne
de peru. Os resultados obtidos revelaram que a adicdo de 15% de mel inibiu o
desenvolvimento de compostos oxidativos no peito de peru. Os autores sugerem que o mel
pode atuar como antioxidante natural.

Resultados obtidos por Nagai et al., (2006), revelaram que amostras de carnes tratadas
com 5% de mel v/v e estocadas em camaras frias a 10°C dentro de sacos de polietileno
tiveram sua carga microbiana reduzida. Os autores sugerem que vdrios tipos de mel de
diferentes origens florais possuem forte atividade antioxidativa e antibacteriana.

Segundo Effem (1988) a osmolaridade do mel é um importante fator, o qual ird
determinar a eficiéncia do mel como agente antimicrobiano em ferimentos da pele.

Vargas (2006) avaliou a atividade antimicrobiana de sete méis de diferentes fontes
florais contra S. aureus e E. coli. O autor relatou que todas as amostras de méis exibiram
efeito inibitério contra os microrganismos testados, sendo que o maior halo de inibicdo
(44mm) de diametro foi encontrado para S. aureus.

3.8 Mel de Abelhas Brasileiras

A maior parte do mel produzido e comercializado no mundo vem da producdo das
abelhas Apis mellifera, as quais foram introduzidas no Brasil a partir da Europa e Africa
(LOPES, FERREIRA e SANTOS, 2005). Entretanto, o mel de abelhas sem ferrdo tem
merecido destaque devido as vdrias propriedades atribuidas a este mel.

As abelhas nativas brasileiras possuem um ferrdo atrofiado e por isso ndo apresentam
riscos aos individuos. Portanto sdo conhecidas como “abelhas sem ferrdao”. Taxonomicamente
sao subdivididas em duas tribos: Meliponini formada apenas pelo gé€nero Melipona, e
Trigonini que agrupa um grande nimero de géneros. O mel das abelhas sem ferrdo apresenta
composicdo diferente do mel de Apis mellifera. Sao mais fluidos e cristalizam lentamente
(UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA, 2007).

Os meliponineos, classificacao dada as abelhas sem ferrdo, sdo doceis, de facil manejo
e necessitam de pouco investimento para a sua criacdo. E uma atividade que pode ser
integrada aos plantios florestais, de fruteiras e de culturas de ciclo curto, podendo contribuir,
através da polinizacdo, com o aumento da producdo agricola e regeneracdo da vegetacdo
natural (VENTURIERI, RAIOL e PEREIRA, 2003).

Segundo Couto (1998), varios estudos comprovam a contribuicdo das abelhas no meio
ambiente, na preservacdo da vida vegetal e também na manutencdo da variabilidade genética
das espécies vegetais. Abelhas ndo significam somente lucro procedente de seus produtos
(propolis, mel, geléia real, veneno, cera) e sim preservacdo da vida.

As abelhas nativas brasileiras, conhecidas também como abelhas sem ferrdo, possuem
ninhos que sdo verdadeiras obras de arte. Essas abelhas se alojam em ocos de velhas arvores,
cip6s ou bambus, tijolos ocos, frestas nas paredes, cabagas, panelas, entre outros. Apés se
alojarem, utilizam como matéria-prima o barro, a cera e a resina para o acabamento. A
combinag@o cera e resina chamada de cerume ndo € casual pois une as caracteristicas de
maleabilidade e isolamento térmico da cera ao poder antibidtico das resinas. A entrada dos
ninhos varia de acordo com a espécie, podendo ser enormes aberturas feitas de barro ou
canudos de cera, estes sdo fechados a noite (ALONSO, 1998).

Na criagdo de abelhas existem duas grandes linhas de estudos: a apicultura e a
meliponicultura. Dentro da apicultura, o conhecimento sobre o mel ja vem sendo estudado em
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varias regides do Brasil. No entanto na meliponicultura sdo poucos os estudos publicados
sobre as propriedades do mel dessas abelhas (RODRIGUES et al., 2005).

A meliponicultura é o nome dado a criacdo de abelhas indigenas sem ferrdo. Ela foi
desenvolvida inicialmente pelos indios e com o passar do tempo vem despertando interesse de
pequenos e médios produtores, assim como produtores de base familiar. Essa atividade ndo
apresenta riscos de acidentes com enxames e proporciona lazer e satisfacdo ao criador. Pode
ainda representar uma renda extra através da comercializacdo de produtos das abelhas sem
ferrdo (LACERDA, 2006).

A meliponicultura € praticada principalmente na Regido Nordeste. Os
meliponicultores conseguem coletar de 5 a 8 litros de mel por/colonia ao ano nessa regido, o
que, segundo os especialistas, estd muito abaixo do potencial de producio dessas abelhas. O
preco, porém, é compensador, cujo litro de mel é vendido por R$ 40,00 no Nordeste, podendo
alcancar até R$ 100,00 na regido Sudeste do pais. (DRUMOND, 2007).

Segundo Kerr, Carvalho e Nascimento (1996) o mel das abelhas sem ferrdo é um
produto que tem apresentado uma demanda crescente de mercado, obtendo precos mais
elevados que o das abelhas do género Apis em diferentes regides do Brasil. Entretanto, pouco
se sabe sobre as caracteristicas fisico-quimicas que possibilitam definir padroes de qualidade
para a sua comercializacao.

Na Figura 1, pode-se observar a colonia e a abertura do ninho, respectivamente, de
Melipona quadrifasciata, mais conhecida como mandacaia, nome vulgar.

o
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Figura 1: Colonia de mandacaia (A); abertura feita de barro por abelha mandacaia (B).
Fonte: autora

Segundo Alonso (1998), vérios aspectos das abelhas sem ferrdo e suas criacdes, tém
atraido a sociedade em geral, como por exemplo: mel de excelente qualidade; facilidade de
criacdo, podendo ser até na cidade; docilidade da maioria das espécies, entre outros.

O mel produzido pelas abelhas sem ferrdo contém os nutrientes bésicos necessdrios a
saide, como agucares, proteinas e vitaminas. Esse mel possui, também, uma elevada atividade
antibacteriana e € tradicionalmente usado contra doencas pulmonares, resfriados, gripe,
fraqueza e infeccdes de olhos em vdrias regides do pais (DRUMOND, 2007).

Wiese (1986) atribui a este mel efeitos antiinflamatérios, analgésico, sedativo,
expectorante e hiposensibilizador.

As abelhas sem ferrdo perfazem aproximadamente 300 espécies. Dentre elas, a jatai
(Tetragonisca angustula), a mandacaia (Melipona quadrifasciata), a urugu amarela (Melipona
rufuventris e monduri), a tidba (Melipona compressipes), a jandaira (Melipona subnitida), e
bord (Tetragona clavipes) s@o as mais populares e t€ém destacado maior interesse pelos
criadores. No entanto, o desmatamento, o uso indiscriminado de agroquimicos e a agdo
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predatdria de meleiros estdo ameacando de extingdo muitas espécies dessas abelhas no Brasil
(KERR, CARVALHO e NASCIMENTO, 1996).

Sendo assim, tornam-se de extrema importancia acdes educativas sobre a preservacio
das abelhas, destacando-se a prevenc¢do das queimadas, o controle do lixo, o extrativismo da
madeira bem como outras formas de preservar as abelhas e o ambiente, garantindo um
desenvolvimento sustentdvel e uma melhoria na qualidade de vida.

Dentre as espécies de abelhas indigenas, a mandacaia (Melipona quadrifasciata) foi o
alvo deste estudo.

Mandacaia, do Tupi significa “vigia bonito”, manda = vigia e ¢aia = bonito. Essa
abelha possui cor negra com quatro listras amarelas em seu abddmen e entre as antenas possui
pélos negros. E uma espécie de aspecto robusto, medindo aproximadamente 12mm de
comprimento. Trata-se de um dos mais bonitos meliponineos e pode ser encontrada em ocos
de arvores, cupinzeiros, ninhos de Jodo-de-barro entre outros locais. Essas abelhas podem ser
encontradas em Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia (LACERDA,
2006).

Segundo Monteiro (1998), o mel produzido pela Mandacaia ¢é procurado
principalmente por seu sabor agraddvel e ndo enjoativo. E um mel bastante fluido com alto
teor de umidade. Portanto estd susceptivel a fermentacdo, por isso é recomendével que fique
sob temperaturas de refrigeracdo. Na natureza a Mandagaia pode produzir de 1,5 a 2,0 litros
de mel em épocas de boa florada, criada racionalmente, a producdo pode aumentar.

Ao mel de abelhas indigenas atribuem-se vérias propriedades terapéuticas. Entretanto
sdo pouquissimos os trabalhos publicados quanto aos constituintes e as propriedades desses
méis.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao e Caracterizacio das Amostras de Mel

Mel de Apis mellifera: Foram utilizadas duas floradas distintas de mel, sendo uma
amostra de florada silvestre colhida em 26 de julho de 2006 e uma amostra de florada assa-
peixe colhida em 17 de novembro de 2006, fornecidas pelo Apidrio Barra Limpa, localizado
em Barra do Pirai-RJ.

Mel de abelha sem ferrao: Foi utilizado mel de abelhas brasileiras nativas da espécie
Melipona quadrifasciata, conhecido como Mandacaia colhido em abril de 2007 e fornecido
pelo Melipondrio de José Dias Lacerda, localizado em Xerém, RJ.

4.2 Microrganismos Probidticos

Foram utilizadas as seguintes culturas probidticas: Lactobacillus acidophilus 1LA-5,
Lactobacillus casei-01 e Bifidobacterium BB-12, doadas pela Christian Hansen®,
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis doadas pela Sacco®, Lactobacillus casei
Shirota isolada da bebida lactea comercial Yakult.

As culturas na forma liofilizada foram diluidas em caldo MRS (Himedia®) e re-
isoladas por estriamento em agar MRS (Himedia®) adicionado de 0,05% de cisteina
(Vetec®) e incubadas a 36°C por 72 horas. Para a incubacio de bifidobactérias foi utilizado
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jarra de anaerobiose, utilizando o sistema comercial de geracdo de atmosfera anaerdbica
(Anaerobac da Probac do Brasil). Para a incubagdo de lactobacilos as placas foram colocadas
dentro de sacolas pldsticas na qual o oxigénio foi removido parcialmente por meio de bomba
pléstica a vicuo e em seguida foram amarradas.

As linhagens de bifidobactérias foram mantidas sob congelamento a -18°C em leite em
p6 desnatado (Molico, Nestlé), reconstituido 12% p/v esterilizado a 121°C por 10 minutos
acrescido de glicerol (15%) (GANCEL, DZIERSZINSKI e TAILLIEZ 1997). As linhagens de
lactobacilos foram mantidas refrigeradas & 7°C em meio MRS (Himedia®) semi-sélido (0,7%
agar-agar) suplementado com 0,05% cisteina-HCI (Vetec®) e 1,5% de carbonato de célcio.

4.3 Outros Microrganismos

Para verificar atividade antimicrobiana do mel foram utilizados os seguintes
microrganimos: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) HI10407 sorotipo O78:HI11
produtora de enterotoxina termol4bil tipo I e de uma enterotoxina termoestavel (LT/ST —
CFA/T") procedente do laboratério de Bacteriologia da Universidade Estadual do Rio de
Janeiro (UERJ); Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram
obtidas na forma liofilizada da colecdo de culturas do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Satde (INCQS); Salmonella Typhimurium pertencente a colecdo de culturas do
DTA/UFRRIJ, sendo isolado de petisco de peixe; Listeria innoccua fornecida em um meio
semi-solido (caldo Triptose contendo 0,4% de agar), pelo Laboratério de Zoonoses
Bacterianas do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Todos esses microrganismos foram
mantidos em agar estoque inclinado a 7°C.

4.4 Analises Fisico-Quimicas dos Diferentes Tipos de Mel
4.4.1 Acucares redutores

Foram determinados segundo o método do CAC (2001), baseado na capacidade dos
acticares redutores, como glicose e frutose, reduzirem o cobre presente na solucdo
cuproalcalina (solugdes de Fehling A + Fehling B, modificadas por Soxhlet) sob ebuli¢do,
utilizando-se azul de metileno como indicador. As anélises foram feitas em duplicata.

4.4.2 Acidez titulavel

A anélise de acidez foram realizadas de acordo com o método 962.19 (AOAC, 2000),
que se baseia na determinagdo da acidez livre lactdnica, com a titulagio da amostra, com
solugdo de NaOH 0,05M, até atingir o pH 8,5. O pH foi determinado utilizando o
potencidometro 300M da marca Analyser®. As andlises foram feitas em duplicata e os
resultados expressos em miliequivalente por kg (meq/kg).

4.4.3 Atividade de agua (Aa)
As andlises de atividade de 4dgua foram realizadas em equipamento previamente

calibrado da marca AQUALAB da Decagon® a temperatura de 26°C. As analises foram
feitas em triplicata.
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4.4.4 Umidade

A determinacdo da umidade das amostras de mel foi realizada pelo método
refratométrico (AOAC, 2000). O principio desse método consiste na determinacio do indice
de refragdo do mel a 20°C. A medida refratométrica fornece o teor de substincia seca presente
na amostra. Para obtencdo da umidade do mel, aplica-se o indice de refracdo a uma tabela de
referéncia, a qual fornece os dados de umidade (%) em relacdo ao indice de refragdo (IR)
encontrado nas amostras. O refratometro de ABBE da marca Carl Zeiss® foi utilizado para as
andlises. As andlises foram feitas em duplicata.

4.5 Avaliacao do Desempenho de Bactérias Probioticas em Leite Desnatado Adicionado
de Mel.

4.5.1 Mel

Para este teste foi utilizado mel de Apis mellifera florada assa-peixe. O mel foi diluido
a 50% (p/v) e pasteurizado a 78°C por 6 minutos em banho maria. Utilizou-se frasco
testemunho no controle da temperatura. O bindmio tempo/temperatura de 78°C/6’ é uma boa
condicdo de pasteurizagdo para eliminar patégenos no mel (GONNET, LAVIE e
LOUVEAUX, 1964).

4.5.2 Preparacio dos leites fermentados

Leites fermentados foram preparados com o0s microrganismos probidticos
separadamente, sendo eles: Lactobacillus acidophilus LA-5, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus  casei-01, Lactobacillus  casei  Shirota, Bifidobacterium BB-12 ¢
Bifidobacterium lactis. Inicialmente as culturas foram reativadas por tré€s transferéncias
sucessivas em leite em pd desnatado (Molico, Nestlé), reconstituido a 12%, esterilizado a
121°C por 10 minutos. Tanto as linhagens de bifidobactérias como as de lactobacilos foram
incubadas a 36°C por até 72horas em atmosfera normal.

Frascos contendo 200mL de leite em pd desnatado (Molico Nestlé) reconstituido a
12% pl/v e esterilizados a 121°C por 10 minutos foram adicionados de 12mL da solugdo de
mel & 50% de forma a obter uma concentracdo final de 3% de mel. Os frascos foram
inoculados com 2% de cada cultura probidtica separadamente.

Foram preparados frascos controles para cada cultura, ou seja, sem adicdo de mel,
acrescidos com 12mL de dgua destilada esterilizada. Em seguida os frascos foram incubados a
36°C por 24 horas. Foi estabelecido o tempo de 24 horas para o término da fermentacdo, uma
vez que as culturas comportam-se de forma diferente. O tempo de 24 horas para a
fermentacdo foi caracterizado como tempo zero (0) e apds este periodo os frascos foram
mantidos a temperatura de 7°C por até 46 dias, sendo avaliados nos seguintes intervalos de
tempo: 0; 23; 35 e 46 dias quanto ao pH, acidez titulavel e determinacdo da viabilidade. Esse
teste foi realizado em trés repeticdes.

4.5.3 Determinacio de pH e acidez dos leites fermentados
O pH foi determinado utilizando o potencidometro 300M da marca Analyser®. A

acidez tituldvel foi determinada de acordo com a metodologia da Federacdo Internacional de
Laticinios - FIL (1991).
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Calculo: % de 4cido latico =V x N x £ x 0,09 x 100
v

Onde:

V = volume da solu¢ao de hidréxido de soédio 0,1 N gasto na titulacdo, em mL;
N = normalidade da solugdo de hidréxido de sddio;

f = fator de corre¢fo da solucdo de hidroxido de sédio 0,1 N;

0,09 = fator de conversdo para acido lactico;

v = volume da amostra, em mL.

4.5.4 Quantificacoes dos microrganismos probio6ticos

Para verificar a influéncia do mel sobre o crescimento dos microrganismos
probidticos, 10 mL das amostras de leite fermentado foram diluidas em 90mL de 4gua
peptonada obtendo-se a diluicio 107, e sucessivamente até 10°® em 9mL de dgua peptonada
0,1% (MicroMed®).

Em seguida foram semeadas, em duplicata, utilizando o método de espalhamento em
superficie de 0,1mL das dilui¢des 10, 10° ¢ 10° em agar MRS (Himedia®) acrescido com
0,05% de cisteina (Vetec®) com auxilio de alca de Drigalsky. Em seguida foram incubadas a
36°C por 72 horas em sacolas plasticas com oxigénio reduzido para as culturas de lactobacilos
e em jarra de anaerobiose para as bifidobactérias. Os resultados foram expressos em Log
UFC/mL.

4.6 Avaliacao do Crescimento e Resisténcia a Sais Biliares das Culturas Probidticas em
Caldo MRS adicionado de Mel

As culturas testadas neste experimento foram Lactobacillus acidophilus LA-5,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei-01, Bifidobacterium BB-12 e Bifidobacterium
lactis. Foram inoculados 2% de cada cultura probidtica separadamente, em caldo MRS
(Himedia®) adicionado ou ndo de 0,3% de sais biliares (Ox Gall) com ou sem adi¢do de 3%
de mel de Apis mellifera florada silvestre.

Inicialmente as culturas foram reativadas por trés transferéncias sucessivas em caldo
MRS (Himedia®) suplementado com 0,05% de cisteina. Tanto as linhagens de lactobacilos e
de bifidobactérias foram incubadas a 36°C por 24 horas, porém estas tltimas foram mantidas
em frascos sob anaerobiose obtida por purga com nitrogénio seguida de imediata recravagao,
e posteriormente esterilizacao.

4.6.1 Efeito do mel e dos sais biliares sobre lactobacilos

Para as linhagens de lactobacilos, os testes com mel filtrado e pasteurizado foram
feitos separadamente.

Mel pasteurizado: Frascos contendo 50 mL de caldo MRS contendo ou nio 0,3% de
sais biliares foram esterilizados a 121°C por 15 minutos, resfriados, e adicionados de 3 mL de
uma solu¢do 50% de mel previamente pasteurizada de modo a obter uma concentragdo final
de 3,0% de mel. Na pasteurizacdo da solucdo 50% de mel utilizou-se frasco esterilizada e
dgua destilada esterilizada e aqueceu a 78°C por 6 minutos em banho-maria, usando um
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frasco testemunha. Para verificar o efeito dos acticares redutores foi feito um controle
contendo uma concentragdo final de 1, 89% de glicose considerando a adicdo de 3% de um
mel com 63% de actcares redutores. Para tanto preparou-se uma solucéo a 31.5% de agucar
redutor (glicose) esterilizada a 121°C por 15 minutos. Posteriormente adicionou-se 3 mL
dessa solugdo ao frasco contendo 50 mL de caldo MRS. Também foram preparados frascos
controle contendo apenas MRS e/ou MRS + sais biliares aos quais foram adicionados 3mL de
dgua destilada esterilizada.

Os frascos foram inoculados com 2% da cultura probidtica. O contetido de cada frasco foi
distribuido assepticamente em tubos estéreis que foram incubados a 36°C. Em intervalos de 3,
6, 12, 24, 30 e 36 horas um tubo foi retirado para avaliacdo do crescimento celular pela
medida da densidade 6tica a 620nm em espectrofotdmetro Spectronic 2.0 da marca Bausch &
Lomb®. A densidade dtica foi lida até 1,5 de absorbancia, devido a precisd@o do aparelho.
Tubos ndo inoculados serviram como branco.

Mel filtrado: Como algumas substincias existentes no mel sdo termoldbeis, utilizou-se
também mel esterilizado por filtragio. Dada a impossibilidade de filtragdo de solugdes
concentradas de mel, devido a alta viscosidade, foram preparadas solugdes contendo 6% de
mel. Essas solu¢gdes foram entdo filtradas em membrana de 0,22 pm. Volumes de 25 mL das
solugdes de mel foram adicionadas ao frasco contendo 25mL de caldo MRS em dupla
concentragdo previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos. Dessa forma foi obtido
concentragdo final de 3% de mel. Foram preparados frascos controle sem mel e com uma
concentragdo final de 1.89% de glicose, considerando o teor de acucares redutores de uma
solugdo 3% de mel com 63% de agtcar redutor. Para tanto preparou-se solucdo de glicose a
3.8% que foi esterilizada separadamente a 121°C por 15 minutos e adicionado 25mL desta
solugdo ao frasco contendo 25mL de caldo MRS em dupla concentracdo. Também foram
preparados frascos controle contendo apenas MRS e/ou MRS + sais biliares em concentragio
dupla aos quais foi adicionado igual volume de dgua destilada esterilizada.

O contetddo de cada frasco foi distribuido assepticamente em tubos estéreis que foram
incubados & 36°C. Em intervalos de 3, 6, 12, 24, 30 e 36 horas um tubo foi retirado para
avaliacdo do crescimento celular pela medida da densidade o6tica a 620nm em
espectrofotdmetro Spectronic 2.0 da marca Bausch & Lomb®. A densidade 6tica foi lida até
1,5 de absorbancia, devido a precisdo do aparelho. Tubos ndo inoculados serviram como
branco.

4.6.2 Efeito do mel e dos sais biliares sobre bifidobactérias

Para as linhagens de Bifidobacterium, os testes com mel filtrado e pasteurizado foram
feitos simultaneamente. Quantidades de 25 mL do caldo MRS em dupla concentracdo foram
transferidas para frascos de 50 mL provido de tampa de borracha. Em seguida foram purgados
com nitrogénio para expulsar o oxigénio presente e imediatamente recravados (Figura 2).
Posteriormente, os frascos foram esterilizados a 121°C por 15 minutos. A adi¢do de 25mL das
solugdes de mel (filtrado ou pasteurizado), glicose ou dgua esterilizada foram feitas com
auxilio de seringa esterilizada. Da mesma forma, a inoculagdo dos frascos com 2% de cada
cultura bifida com 24 horas de crescimento foi feita com auxilio de seringa esterilizada de 1
mL. A seguir os frascos foram incubados a 36°C. Em intervalos de 3, 6, 12, 24, 30 e 36 horas
volumes de aproximadamente 3mL foram retirados com auxilio de seringa esterilizada em
fluxo laminar, para leitura da densidade dtica.
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Figura 2. Purgacdo com nitrogé€nio (A); Recravagéo dos frascos (B).

4.7 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana de Diferentes Tipos de Mel

4.7.1 Mel

Para esse teste foi utilizado mel de Apis mellifera florada assd-peixe e mel de
Mandacaia (abelha sem ferrao). Foram preparadas solucdes de mel a 15% e 25% p/v.

As solucdes de mel foram submetidas a pasteurizacio a 78°C por 6 minutos em banho
maria utilizando frasco testemunho e também filtradas em membranas com porosidade de
0,22um.

4.7.2 Solucoes de glicose

O mel de Apis mellifera florada assi-peixe apresentou 80% de agucares redutores e o
mel de Mandacaia 63%. Com base nesses valores foram preparadas solugcdes de glicose a 12%
e 20% p/v que serviram de controle para o mel de assa-peixe e 9,45% e 15,75% p/v que
serviram como controle para o mel de Mandacaia. As solucdes foram esterilizadas a 121°C
por 15 minutos.

4.7.3 Avaliacao do efeito de inibicao

A técnica de difusdo em agar empregada nesta pesquisa, foi uma modificacdo daquela
desenvolvida por Rogers e Montville (1991) para determinacdo de nisina. Inicialmente os
microrganismos Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC),
Salmonella Typhimurium foram reativadas por trés transferéncias sucessivas em caldo
triptona soja (Merck®) e as culturas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria inoccua
em caldo infuso cérebro coracio — BHI (Ox0id®) com incubacdo a 36°C por 24 horas, com
excecdo desta dltima cuja temperatura de incubacao foi de 30°C.

A seguir semeou-se 0,2mL da cultura ativa na superficie de tubos contendo 15mL de
agar BHI (Ox0id®) inclinado e posteriormente incubados a 36°C por 24 horas, com excecdo
de cultura de Listeria inoccua que foi a 30°C. Em seguida, com o auxilio de alca de niquel
cromo foi recolhido o crescimento celular da superficie dos tubos com solu¢do tampao fosfato
e posteriormente transferidos para um tubo esterilizado. A turbidez da suspensdo foi ajustada
na escala quatro de MacFarland.
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Foram preparados frascos erlemayer contendo 200mL de agar Mueller Hinton
(Merck®) esterilizados a 121°C por 15 minutos, resfriados e posteriormente inoculados com
ImL da suspensdo das culturas microbianas. A seguir, a suspensdo foi homogeneizada e
quantidades de 20 mL foram vertidos em placas de Petri com auxilio de pipeta graduada
esterilizada. Ap6s a solidificacdo do meio, foram feitos 4 a 5 pocinhos em cada placa com
auxilio de furador de metal esterilizado de 6,8 mm (Figura 3). Em seguida, os pocos foram
preenchidos com 50pL de cada uma das solugdes de mel, como também com seus respectivos
controles de solugdo de glicose e dgua destilada esterilizada, em triplicata.

As placas foram mantidas a 7°C por 12 horas, com o objetivo de dispersar as solugdes
no agar. Apés este periodo foram incubadas a 30°C por 24 horas para a cultura de L. innocua
e 36°C por 24 horas para as demais culturas testadas. Os halos de inibi¢do foram medidos com
paquimetro da borda do pogo até a borda do halo onde ndo houve crescimento (Figura 4). A
medi¢do dos raios foi expressa em centimetro. O experimento foi repetido duas vezes.

Figura 3. Processo de perfuracdo dos pogos na placa de Petri (A); Distribuicao das solucdes
de mel e glicose nos pocos da placa de Petri (B).

Figura 4. Formacdo de halos de inibicdo de mel de Mandacaia sobre Salmonella
Typhimurium (A); Medicao dos halos de inibi¢do com auxilio de paquimetro (B).

4.8 Analise Estatistica

A partir dos resultados obtidos procedeu-se a Andlise de Varidncia (ANOVA) e
aplicou-se o teste de Tukey, mediante o programa Statistica 6.0. Em todas as andlises o valor
de (p < 0.05) foi considerado como significante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas Fisico-quimicas das Amostras de Mel

Os valores médios dos principais pardmetros fisicos e quimicos das amostras de mel
de Apis e Melipona (Mandagaia) estdo apresentados na Tabela 1. A principal diferenca
observada entre os méis de Apis e mandacaia foi o teor de umidade e atividade de 4gua bem
superiores neste ultimo. O mel de abelhas nativas também apresentou uma acidez duas vezes
maior que o mel de Apis florada assa-peixe, caracteristica certamente importante para a sua
conservagdo, compensando a maior atividade de dgua. Foi observado que o mel de mandacaia
€ mais fluido e de cristalizacdo lenta quando comparado com o mel de Apis mellifera,
caracteristica também observada por outros autores (ALVES et al., 2005; SOUZA et al.,
2004a; SOUZA et al., 2004b).

Tabela 1. Valores médios de agticares redutores, umidade, atividade de dgua e acidez tituldvel
de mel de Apis e Melipona.

Mel
Melipona
Legislacdo Apis mellifera quadrifasciata
' (Inst. Normativa n°

Andlises 11 de 20/10/00)  Silvestre = Assa-peixe Mandacaia
Acticar redutor (%) Minimo 65% 63,00 80,0 63,00
Umidade (%)** Maiximo 20% 18,3 17,4 21,0
Atividade de dgua (Aa)*** nd 0,59 0,57 0,79
Acidez (meq/Kg)** Miximo 50meq/kg 42,94 36,69 77,50

**Médias de trés repeti¢des em duplicata; ***médias de trés repeticdes em triplicata; Ndo determinado (nd).

Os valores encontrados para o mel de Apis mellifera florada assa-peixe, atendem aos
parametros da legislacdo. O mel florada silvestre nio atendeu a legislacio somente para a
porcentagem de agtcares redutores, a qual preconiza um valor minimo de 65%, maximo de
20% para umidade e maximo de 50meq/kg de acidez titulavel para mel floral (BRASIL,
2000).

A Legislacdo Brasileira regulamenta apenas a padronizagdo do mel de Apis mellifera
para fins de comercializacdo. Nao existe padronizacdo para o mel de meliponineos, e estes por
apresentarem caracteristicas bem diferentes necessitam de novos estudos para o
estabelecimento de uma futura legislacdo especifica. Relacionando os valores do mel de
mandacaia com os padrdes estabelecidos na legislacdo para o mel de Apis mellifera, pode ser
observado que, estdo fora dos padrdes estabelecidos para acucares redutores, umidade e
acidez tituldvel, como apresentados na Tabela 1.

Komatsu, Marchini e Moreti (2002), relataram valores médios de 72,65% para
acticares redutores em diferentes tipos de mel. Estes valores sdo superiores aos encontrados
nessa pesquisa para mel silvestre, o que pode estar relacionado a diferencas na umidade
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ambiental das regides produtoras. Vargas (2006) encontrou valores médios de 58,75% a
82,37% para agucares redutores em mel.

Segundo Estupinan et al. (1998), mel com niveis de umidade igual ou superior a 20%,
estdo susceptiveis a fermentac@o por leveduras osmofilicas. Os mel do tipo “verde”, ou seja,
que é colhido dos favos antes de terem seus alvéolos devidamente operculados pelas abelhas,
estd mais propenso a sofrer fermentagcdo, uma vez que nessa condi¢do apresenta alto teor de
dgua. A umidade é uma das caracteristicas mais importantes do mel e exerce grande
influéncia sobre a sua preservagdo, granulacdo e viscosidade.

Os carboidratos presentes no mel representam a maior por¢do de matéria seca, sendo
eles os principais responsdveis pela qualidade e propriedades fisicas do mel, como por
exemplo, viscosidade, higroscopicidade, tendéncias a cristalizacdo, valor energético e
atividade antimicrobiana (CRANE, 1975; WHITE, 1979).

Segundo Alves et al. (2005), o excesso de dgua encontrado no mel dos meliponineos é
devido a baixa taxa de desidratacdo do néctar durante o processo de transformagdo em mel.

Diferentemente do mel de Apis florada silvestre e assa-peixe, cujo indice de acidez
estava dentro dos parametros da legislacdo, o mel de mandacaia, apresentou acidez elevada,
podendo vir a constituir-se num fator de inibicdo de microrganismos. Zumla e Lulat (1989)
sugerem que o baixo pH do mel pode contribuir para o rompimento da parede celular
bacteriana.

Segundo Horn (1996) os diferentes tipos de mel sdo 4cidos, sendo o dcido glucdnico
produzido pela enzima glicose-oxidase sobre a glicose o mais comum. A acidez € um fator
importante para a manutencdo da estabilidade do mel, reduzindo o risco de desenvolvimento
de microrganismos.

Os dados obtidos nesta pesquisa para o mel de mandacaia sdo diferentes daqueles
encontrados por Alves et al. (2005) os quais relataram valores médios de 28,76% de umidade,
74,82 de actcares redutores e 43,48 meq/kg de acidez. Da mesma forma Souza et al. (2004a)
relataram amostras de mel de Melipona asilvai, contendo 41,64 meq/kg para acidez, 68,89%
de acucares redutores e 29,49% de umidade, enquanto Souza et al. (2004b), observaram
valores médios de 28,6% de umidade para mel de abelhas sem ferrdo. Estes valores de
umidade sdo altos para um teor relativamente elevado de actcares redutores. Entretanto, estes
autores ndo determinaram a atividade de dgua das respectivas amostras, oque possibilitaria
comparar o teor de dgua livre disponivel para o crescimento microbiano.

Rodrigues et al. (2005), estudando a composicio fisico-quimica do mel de abelhas
Apis mellifera e Melipona scutellaris produzidos em duas regides no Estado da Paraiba,
relataram que o mel de abelha nativa apresenta um maior teor de dgua (umidade de 25,25%)
quando comparado com o mel de abelha africanizada (18,76%). A acidez total foi de 41,6
meq/kg e 28,3 meqg/kg de mel, respectivamente para o mel de abelha africanizada e de abelha
nativa.

5.2 Potencial Prebiotico de Mel Sobre o Desempenho de Bactérias Probidticas em Leite
Fermentado.
Os resultados obtidos referentes a pH, acidez tituldvel e contagem de células vidveis

nos leites fermentados por Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. durante 46 dias de
estocagem a 7°C, estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3 respectivamente.
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Tabela 2. Valores médios* de contagem de células vidveis em placas, acidez tituldvel e pH
obtidos durante armazenamento de 0, 23, 35 e 46 dias, de leite fermentado por lactobacilos.

Tempo (dias)
0 23 35 46
Analises Lactobacillus acidophilus SACCO ®
Contagem de células vidveis com mel (Log
UFC/mL) 8,38a 8,30a 8,35a 8,33a
Controle (sem mel) 8,48a 8,70a 8,13a 7,25b
Acidez Titulavel com mel (%) 1,39a 1,58a 1,69a 1,64a
Controle (sem mel) 1,33a 1,60a 1,71a 1,66a
pH com mel 3,64a 3,42a 3,57a 3,53a
Controle (sem mel) 3,63a 3,37a 3,52a 3,44a
Lactobacillus acidophilus LA-5 Christian
Hansen®
Contagem de células vidveis com mel (Log
UFC/mL) 8,69a 8,17a 8,25a 8,24a
Controle (sem mel) 8,60a 8,36a 8,29a 7.45a
Acidez Titulavel com mel (%) 0.91a 1,052 1,22a 1,182
Controle (sem mel) 0,69a 1,20a 1,05a 1,13a
pH com mel 4,40a 3,87a 4,06a 4,01a
Controle (sem mel) 4,87a 3,94a 4,14a 4,06a

Lactobacillus casei-01 Christian Hansen®

Contagem de células vidveis com mel (Log

UFC/mL) 9,25a 9.21a 9,22a 9.21a

Controle (sem mel) 9,14a 9.01a 9,14a 8,79a
Acidez Titulavel com mel (%) 0,81a 1,10a 1,24a 1,44a
Controle (sem mel) 0,54a 1,13a 1,02a 1,18a

pH com mel 4.47a 3,62a 3,95a 3,80a
Controle (sem mel) 5,25b 4,06a 4,18a 4,03a

Lactobacillus casei Shirota (Yakult)

Contagem de células vidveis com mel (Log

UFC/mL) 9,26a 8,63a 8,84a 9,16a

Controle (sem mel) 9,18a 8,71a 8,77a 8,86a
Acidez Titulavel com mel (%) 0,70a 1,24a 1,24a 1,43a
Controle (sem mel) 0,38a 0,94a 0,84b 0,85b

pH com mel 4,65a 3,73a 3,85a 3,80a
Controle (sem mel) 5,32b 4,13a 4,14a 4,04a

*Valores médios de 3 repeticdes. Letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p<0,05) para
a mesma andlise quando comparada com seu respectivo controle
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Tabela 3. Valores médios* de contagem de células vidveis em placas, acidez tituldvel e pH
obtidos durante armazenamento de 0, 23, 35 e 46 dias, de leite fermentado por bifidobactérias.

Tempo (dias)
0 23 35 46
Analises Bifidobacterium BB-12 Christian Hansen®
Contagem de células vidveis com mel (Log
UFC/mL) 8,12a 8,09a 7,84a 7,63a
Controle (sem mel) 6,71a 6,93a 6,60a 6,11a
Acidez Titulavel com mel (%) 0,51a 0,59a 0,57a 0,61a
Controle (sem mel) 0,27b 0,27b 0,28b 0,30b
pH com mel 4,93a 5,39a 5,37a 4.92a
Controle (sem mel) 5,51a 6,11a 6,19b 5,76b

Bifidobacterium lactis Sacco®

Contagem de células vidveis com mel (Log

UFC/mL) 8,94a 8,61a 8,73a 9,11a

Controle (sem mel) 8,80a 8,21a 8,13b 8,78a
Acidez Titulavel com mel (%) 0,56a 0,85a 1,02a 1,11a
Controle (sem mel) 0,40a 0,80a 0,73b 0,84b

pH com mel 4,82a 4,68a 4,22a 4,11a
Controle (sem mel) 5,38b 4,87a 4,83b 4,65b

*Valores médios de 3 repeti¢des. Letras diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes (p<0,05) para
a mesma andlise quando comparada com seu respectivo controle.

Um microrganismo para ser considerado probidtico deve atender uma série de
requisitos, sendo a viabilidade um dos principais. As células vidveis do(s) probidtico(s)
devem estar presentes em concentragdes minimas exigidas até o momento de consumo.

Todas as culturas mantiveram-se viaveis durante os 46 dias de armazenamento a 7°C,
independente de terem sido cultivadas com ou sem mel (Tabelas 2 e 3). Dessa forma todos os
microrganismos atenderam os pardmetros exigidos pela legislacdo vigente, que preconiza
contagem minima de 10’ UFC/mL para leite acidéfilo e 10° UFC/mL para leite fermentado ou
cultivado (BRASIL, 2000a).

Resultados semelhantes foram obtidos por Vinderola et al, (2000) com L. casei, L.
acidophilus e bifidobactérias, porém utilizadas no processamento de queijo fresco argentino,
0s autores observaram sobrevivéncia satisfatoria das culturas utilizadas durante 60 dias, em
niveis superiores a 10° UFC/g.

Lankaputhra, Shah e Britz (1996a) e Samona e Robinson, (1991), sugerem que os
alimentos ou suplementos contendo probidticos, devem conter acima de 10°UFC/g durante
todo o periodo de validade do produto. Outros autores sugerem que os produtos fermentados,
no momento do consumo, devem conter no minimo 10°UFC/mL células probidticas vidveis,
devido a dose minima terapéutica didria ser de 10%-10° células vidveis em 100g do produto
fermentado. (GOMES e MALCATA, 1999).

O maior nimero de células vidveis aos 46 dias de armazenamento a 7°C foram obtidos
com linhagens de L. casei com adi¢do de 3% mel (p/v), sendo 9,21 log;g UFC/mL para L.
casei-01 e 9,16 log;o UFC/mL para a linhagem de L. casei Shirota (Tabela 2). Entretanto, a
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influéncia do mel sobre o crescimento e viabilidade destas culturas ndo foi significativamente
maior que no controle (p>0,05).

Varga (2006) verificou que a adicio de 1,0 e 5,0% (p/v) de mel em iogurtes
refrigerados por 6 semanas a 4°C, ndo tiveram influéncia significativa nas caracteristicas
sensoriais do produto ou na viabilidade da cultura composta de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Virios fatores como acidificagdo do produto final, 4cidos produzidos durante o
armazenamento, nivel de oxigénio no produto, permeagédo do oxigé€nio através da embalagem,
compostos antimicrobianos, e a perda de nutrientes do leite podem reduzir a viabilidade e,
conseqiientemente, as propriedades probidticas dos microrganismos (ANDRIGHETTO e
GOMES, 2003).

Ao longo de 46 de armazenamento a 7°C a acidez dos leites fermentados pelas
linhagens de L. casei foi aumentando. Essas culturas mostraram boa capacidade de pos-
acidificagdo, cujos valores de acidez nas fermentagées com mel atingiram 1,44% e 1,43%
respectivamente para L. casei-01 e L. casei Shirota, no entanto, sem efeitos inibitérios para a
viabilidade celular. Nao houve inibi¢do do crescimento no cultivo de L. casei Shirota cujos
niveis de acidez foram significativamente maiores (p<0,05) na presenga de mel com 35 e 46
dias de armazenamento. Portanto, o mel contribuiu para acelerar o metabolismo (fermentag@o)
sem interferir na viabilidade da célular (Tabela 2).

Os valores de pH dos leites fermentados pelos cultivos de L. casei com adi¢do de mel
mostraram-se ser significativamente menores que o pH dos controles, porém apenas no tempo
zero, com valores de 4,47 e 5,25 respectivamente para L. casei-01 e 4,65 e 5,32 para L. casei
Shirota (Tabela 2).

Na Tabela 2 pode ser observado que o probidtico L. acidophilus Sacco® no 46° dia
mostrou um crescimento significativamente maior (p<0,05) na presenca de mel. Dessa forma,
o mel contribuiu para o crescimento e manuten¢do da viabilidade, com valores em torno de
8,33 logjo UFC/mL durante os 46 dias, enquanto no controle houve reducdo de um ciclo
logaritmico. Mesmo nos controles as contagens deste microrganismo foram superiores a 10°
UFC/mL. Estes resultados foram mais satisfatérios que os obtidos por Bozanic, Rogeli e
Tratnik (2001). Estes autores relataram que o L. acidophilus permaneceu viavel em torno de
10° UFC/ g, por 21 dias de estocagem a 4°C em leites fermentados.

Os resultados obtidos neste estudo, contradizem aos de Oliveira et al, (2002)
considerando que as duas linhagens de L. acidophilus pesquisadas, mantiveram-se vidveis
com contagens superiores a 10° UFC/mL em ambas as fermentagdes (com e sem mel).

Contudo, trabalhos apontam a perda de viabilidade desses microrganismos quando
estocados por longos dias sob temperatura de refrigeragc@o. Oliveira et al, (2002) relataram a
reducdo de 1,0 ciclo logaritmico nas contagens de L. acidophilus apds 28 dias de estocagem a
4°C em fermentacao apenas com este microrganismo.

Apesar da viabilidade dos probidticos observados neste trabalho, o mel nio estimulou
significativamente o probidtico L. acidophilus LA-5 Christian Hansen® (Tabela 2).

A constante producdo de 4cidos, chamada também de pds-acidificacdo (OLIVEIRA e
DAMIN, 2003) foi principalmente observada para as linhagens de L. acidophilus e L. casei,
(Tabela 2) enquanto que as linhagens de bifidobactérias com menor capacidade de pods-
acidificagdo. O leite fermentado pela linhagem de B. BB-12 adicionado de mel apresentou
0,61% de acidez com 46 dias de armazenamento, e a linhagem de B. lactis 1,11%, dados que
podem ser observados na Tabela 3.

O 4cido lactico € o principal produto do metabolismo das bactérias lacticas (cerca de
70 a 90% dos compostos gerados) e € sintetizado durante todo o processo de fermentacdo da
lactose (FERREIRA, 2003). A producdo de 4cido latico nos leites fermentados, contribui para
a desestabilizacdo das micelas de caseina e, conseqiientemente, para a formacgdo do gel, além
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de proporcionar o seu sabor dcido caracteristico, podendo também acentuar o aroma do
produto. Durante a estocagem refrigerada dos produtos licteos fermentados, pode haver
aumento da acidez tituldvel. Estas mudancas na acidez estdo relacionadas com vdrios fatores,
por exemplo: temperatura de refrigeracio, tempo de armazenamento e poder de pds-acidifica-
¢do das culturas utilizadas (GURGEL e OLIVEIRA, 1995).

Nesta pesquisa pode ser observado, que a maior producdo de acido lactico entre todos
os microrganismos testados, ocorreu com L. acidophilus Sacco®, que com 46 dias de
estocagem atingiu 1,64% de acidez e pH 3,53. Sendo assim, este microrganismo possui
facilidade de adaptacdo em meios dcidos, ja que manteve-se em niveis de 8,33 log;p UFC/mL
durante os 46 dias de estocagem (Tabela 2).

Nio houve diferencas significativas de acidez e pH nos intervalos de tempo de 0, 23,
35 e 46 dias de armazenamento para as duas linhagens de L. acidophilus em relagdo aos seus
controles sem mel. Foi observado um aumento constante da acidez e reducdo do pH em
ambas as fermentacdes (com e sem mel) até o trigésimo quinto dia, havendo reducdo dos
niveis de acidez com e sem mel no 46° dia. A acidez ndo interferiu no crescimento dos
lactobacilos, pois mesmo em niveis elevados, 0s microrganismos mantiveram sua viabilidade
em torno de 8,0 log;p UFC/mL na presenca de mel e em torno de 7,0 log;o UFC/mL na
auséncia. Os valores médios de acidez nos leites acidéfilos (com e sem adigdo de mel)
atenderam os parametros da legislacdo, a qual preconiza 0,6-2,0g de 4cido ldctico/100g
(BRASIL, 2000a) (Tabela 2).

Estudos similares foram realizados por Curda e Plockova (1995), que avaliaram o
efeito do mel em concentragdes de (0, 1, 3, 5 e 10%) adicionados em leite sobre o crescimento
de Lactobacillus acidophilus e cultura de bactérias mesofilas consistindo de Lactococcus
lactis, subsp. lactis, Lactococcus lactis, subsp. cremoris e Lactococcus lactis, subsp. lactis,
biovar. diacetylactis, através da técnica de impedancia. O mel foi esterilizado a 121°C por 15
minutos e como controle utilizou-se o mel sem tratamento. Os resultados revelaram que L.
acidophilus foi inibido em concentracdes superiores a 5% de mel, independente do
tratamento, enquanto as culturas mesoéfilas foram inibidas somente pela concentracdo 10% de
mel ndo tratado, ndo sendo inibidas por nenhuma das concentracdes de mel esterilizado.

Barreto et al, (2003) avaliaram a viabilidade de Lactobacillus acidophilus,
bifidobactérias e bactérias totais em 177 amostras de 15 marcas de produtos probidticos
comercializados no Brasil. Em 52% dos produtos contendo o probidtico L. acidophilus, as
contagens estavam abaixo de 10° UFC/g e em 64% das amostras apresentaram contagens de
bifidobactérias abaixo de 10° UFC/g.

O mel exerceu efeito positivo significativo (p<0,05) sobre a cultura de Bifidobacterium
lactis Sacco® com 35 dias de armazenamento a 7°C. A acidez dos leites fermentados
adicionados de mel com 35 e 45 dias foi significativamente maior em relacdo ao controle. E
quanto aos valores de pH, o mel exerceu efeito positivo nos tempo 0, 35 e 46 dias de
armazenamento (Tabela 3).

A acidez dos leites adicionados de mel fermentados por Bifidobacterium BB-12, durante
os 46 dias de armazenamento foi significativamente maior em relagdo ao controle (Tabela 3).

Os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com os resultados relatados por
Kajiwara, Gandhi e Ustunol (2002) que verificaram o crescimento de bifidobactérias em meio
de cultura suplementado com 5% de mel por 48 horas de incubagdo a 37°C sob anaerobiose.
Esses autores relataram que houve aumento do crescimento das culturas em meio
suplementado com mel ou oligossacarideos.

Ustunol e Gandhi (2001) verificaram a viabilidade de linhagens de Bifidobacterium
spp. em leites adicionados de mel, sacarose, frutose ou glicose. Os resultados obtidos pelos
autores revelaram que a viabilidade de Bifidobacterium spp foi maior comparada aos
controles dos agticares comerciais, por um periodo de 14 dias de estocagem sob refrigeragao.

31



Os menores valores quanto ao numero de células vidveis com 46 dias foram
encontrados para Bifidobacterium BB-12, que passou de 8,12 log;o UFC/mL no tempo zero
para 7,63 ap6s 46 dias de armazenamento nos cultivos com mel e de 6,71 a 6,11 logg
UFC/mL nos cultivos sem mel (Tabela 3).

Por outro lado, nos cultivos de Bifidobacterium lactis Sacco® nio foi detectada
reducdo da viabilidade. O nimero de células vidveis passou de 8,94 log;o UFC/mL no tempo
zero para 9,11 apds 46 dias de armazenamento nos cultivos com mel e de 8,80 a 8,78 logo
UFC/mL nos cultivos sem mel. Aos 46 dias de estocagem a 7°C, o pH destes cultivos foi de
4,11 e 1,11% de acidez (Tabela 3). Pode-se concluir que estd linhagem possui boa capacidade
de adaptacdo em pH reduzido e niveis altos de acidez. Entretanto a linhagem BB-12, apesar
de ser da mesma espécie, teve um comportamento bem diferente. Dessa forma podemos
concluir que a selecdo de linhagens especificas é de suma importancia para a utilizagdo em
produtos probidticos. Esses dados corroboram com aqueles relatados por Gomes, Malcata e
Klaver, (1998a) e Gomes, Teixeira e Malcata, (1998b). Estes autores relataram que algumas
espécies de bifidobactérias de origem animal, sdo mais facilmente cultivadas e podem resistir
ao baixo pH como também a baixos niveis de oxigé€nio. Citam ainda que B. lactis, é
considerada uma das mais promissoras, pois possui boa tolerdncia ao oxigénio e ao 4cido.

Os oligossacarideos exercem efeitos comprovadamente prebidticos sobre a microbiota
benéfica intestinal. Com esse intuito, Villaluenga et al, (2006) avaliaram a influéncia da
raffinose, um trissacarideo, sobre a sobrevivéncia de Bifidobacterium lactis Bb-12 e
Lactobacillus acidophilus La-5 em leites fermentados durante 21 dias refrigerados a 4°C. A
cultura de Bifidobacterium lactis Bb-12 provou ser mais sensivel que o L. acidophilus La-5. O
aumento da resisténcia dos probidticos a temperatura de 4°C foi mostrado na presenca de
rafinose, com médias de aproximadamente 7 log;y células vidveis com 21 dias e 6,2 log;y sem
a rafinose.

Na Tabela 3, pode ser observado que no 35° dia de armazenamento a 7°C, tanto os
resultados das contagens como os de acidez titulavel e o pH obtidos com Bifidobacterium
lactis foram significativamente diferentes (p<0,05) dos obtidos nos controles. Estes resultados
comprovam que esta cultura apresenta boa tolerancia a acidez, j4 que o metabolismo mais
acentuado em presenca de mel ndo interferiu, e até estimulou o crescimento.

A cultura Bifidobacterium BB-12, apesar de também ser da espécie lactis, apresentou
maior sensibilidade a acidez comparada a linhagem de B. lactis Sacco®. A acidez foi
aumentando ao longo dos 46 dias, porém os valores obtidos nio atendem a legislagdo, a qual
estabelece valores de 0,6 - 2,0 gramas de acido lactico/100g (BRASIL, 2000a), e somente no
quadragésimo sexto dia a acidez produzida na fermentagdo com mel atendeu aos pardmetros
da legislagdo, com valor de 0,61% (Tabela 3).

O mel por conter um alto teor de carboidratos fermentaveis, propicia maior producio
de 4cido e conseqiiente abaixamento do pH. Os valores médios de pH obtidos nos cultivos de
Bifidobacterium BB-12 em presenca de mel foram significativamente diferentes dos controles
sem mel (p<0,05). Entretanto, os valores de pH e acidez nédo afetaram a viabilidade deste
probidtico (Tabela 3).

As espécies de bifidobactérias apresentam baixa capacidade de pds-acidificacdo
durante estocagem (GOMES e MALCATA, 1999). Os relatos desses autores corrobam com
os dados observados nesta pesquisa com as duas linhagens de bifidobactérias, principalmente
por Bifidobacterium BB-12 Christian Hansen.

Segundo Rasic e Kurmann (1983) e Danone (1997), os valores 6timos de pH para o
crescimento de bifidobactérias estdo entre 6,0-7,0, com auséncia de crescimento em valores
de pH 4cidos de 4,5-5,0. Os dados obtidos nesta pesquisa contradizem os relatos desses
autores, considerando que Bifidobacterium BB-12 , permaneceu vidvel com 7,63 logjo
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UFC/mL em pH 4,92 e 0,61% de acidez e Bifidobacterium lactis com 9,11 log;o UFC/mL em
pH 4,11 e 1,11% (Tabela 3).

Chick, Shin e Ustunol (2001) avaliaram a influéncia do mel e outros agtcares quanto a
acidez e viabilidade de quatro -culturas: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrukeii subsp bulgaricus, e Bifidobacterium bifidum. Os
microrganismos foram inoculados em leite reconstituido 12% suplementado com 5% de mel,
5% de frutose e 5% de sacarose, separadamente. As amostras foram analisadas nos tempos 0 e
24h. Todas as culturas permaneceram vidveis na presenca de mel e nos outros acticares,
porém a viabilidade ndo foi significativamente diferente entre os meios. A adi¢cdo de 5% de
mel nos leites ndo foi inibitério para as culturas. A producdo de 4cido lactico por
Bifidobacterium bifidum foi significativamente maior na presenga de mel, quando comparado
com outros agucares. Segundo os dados obtidos, os autores descartaram a hipétese de que a
frutose presente no mel possa ser um fator contribuinte para o aumento da produgéo de acido
lactico por bifidobactéria, sugerindo que os oligossacarideos presentes no mel sdo os
responséveis pelo aumento da produgdo de 4dcido lactico.

Em estudo realizado por Ustunol (2005), foi verificado que a adicao de 3% e 5% de
mel em leites fermentados por Bifidobacterium Bf-1 e Bifidobacterium Bf-6 Bifidobacterium
infantis (Rhone Poulenc Inc.), Bifidobacterium infantis (Chr.Hansen) Bifidobacterium longum
e Bifidobacterium bifidum, aumentaram a taxa de crescimento durante a fermentacdo e a
viabilidade quando comparados com o controle e outros agicares na maioria das linhagens.
Foi também comparado com oligossacarideos comerciais, como inulina, frutooligossacarideo
e galactooligossacarideo. A viabilidade foi testada durante 28 dias sob refrigeragdo a 4°C. O
autor concluiu que a influéncia do mel no crescimento e viabilidade € especifica para cada
linhagem e que ndo houve diferengas significativas no crescimento das seis linhagens na
presenca de mel comparados com oligossacarideos comerciais.

Zacarchenco e Massaguer-Roig (2004) avaliaram o pH, acidez tituldvel e contagens de
células vidveis de trés leites fermentados armazenados por 21 dias a 4°C. A maior acidez e
menor pH foram obtidos no leite fermentado por S. thermophilus, enquanto o leite fermentado
por B. longum apresentou a menor acidez e maior pH. As contagens de células vidveis de S.
thermophilus foi de (10° e 10*ufc/ml) e B. longum (10%ufc/ml), tanto no leite fermentado
elaborado pela mistura como nos isolados, mantiveram-se constantes por 21 dias de
estocagem. Houve reducdo um ciclo logaritmico, nas contagens L. acidophilus que
permaneceu em 10" UFC/mL por 21 dias.

Por outro lado, Lankaputhra, Shah e Britz (1996b) relataram que a viabilidade de
Bifidobacterium infantis em leite reconstituido 12% a pH 4,3 mostrou uma diminuicdo de
30% no crescimento com 12 dias de estocagem a 4°C e mais de 82% de reduc@o com 24 dias.

5.3 Crescimento e Resisténcia a Sais Biliares em Caldo MRS adicionado de Mel
5.3.1 Crescimento e resisténcia de lactobacilos
Os resultados de crescimento e resisténcia aos sais biliares de lactobacilos na presenca

de mel filtrado estdo apresentados na Tabela 4 e Figuras 5, 6 e 9, e na presenca de mel
pasteurizado na Tabela 5 e Figuras 7, 8 e 10.
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Tabela 4. Valores médios* de densidade Otica referente ao crescimento de lactobacilos em
presencga de mel filtrado com e sem sais biliares e sua resisténcia aos sais.

Tempo
Microrganismos 3h 6h 12h 24h 30h 36h
L. acidophillus (Sacco) em 0,3%
de sais Densidade 6tica (620nm)
3% de mel 0,08a 0,10a 0,10a 0,12a 0,12a 0,14a
1,89% de glicose 0,12a 0,13a 0,14a 0,24a 0,26a 0,29a
Controle 0,10a 0,15a 0,17a 0,60a 0,60a 0,61a
L. acidophillus (Sacco) na
auséncia de sais
3% de mel 0,40a 0,74a 1,05a 1,50a 1,09a 1,26a
1,89% de glicose 0,48a 0,88a 1,29a 1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,49a 0,95a 1,36a 1,50a 1,50a 1,50a
L. acidophillus LA-5 (Chr. Han.)
em 0,3% de sais
3% de mel 0,01a 0,02a 0,08a 0,55b 0,71b 0,80b
1,89% de glicose 0,01a 0,05a 0,25a 1,41a 1,42a 1,48a
Controle 0,02a 0,06a 0,33a 1,44a 1,46a 1,50a
L. acidophillus LA-5 (Chr. Han.)
na auséncia de sais
3% de mel 0,01a 0,07a 0,43a 1,43a 1,49a 1,49a
1,89% de glicose 0,03a 0,08a 0,45a 1,16a 1,08a 1,25a
Controle 0,01a 0,11a 0,45a 1,11a 1,14a 1,13a
L. casei -01 (Chr. Han.) em 0,3%
de sais
3% de mel 0,16a 0,16a 0,17a 0,46b 0,62b 0,60b
1,89% de glicose 0,16a 0,22a 0,32a 1,49a 1,50a 1,50a
Controle 0,21a 0,35a 0,70a 1,50a 1,50a 1,50a
L.casei-01 (Chr. Han.) na auséncia
de sais
3% de mel 0,54a 1,07a 1,45a 1,50a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,61a 1,13a 1,46a 1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,69a 1,19a 1,50a 1,50a 1,50a 1,50a

*Valores médios de 3 repeticdes. Letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes (p<0,05) para cada
microrganismo na presencga ou auséncia de sais biliares.
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Tabela 5. Valores médios* de densidade ética referente ao crescimento de lactobacilos em
presencga de mel pasteurizado com e sem sais biliares e sua resisténcia aos sais.

Tempo
Microrganismos 3h 6h 12h 24h 30h 36h
L. acidophillus (Sacco) em 0,3%
de sais Densidade 6tica (620nm)
3% de mel 0,00a 0,01a 0,02a 0,05a 0,05b 0,06b
1,89% de glicose 0,01a 0,03a 0,05a 0,06a 0,05b 0,07b
Controle 0,00a 0,03a 0,03a 0,07a 0,66a 0,71a
L. acidophillus (Sacco) na
auséncia de sais
3% de mel 0,02a 0,09a 0,91a 1,36a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,02a 0,11a 1,00a 1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,03a 0,09a 1,03a 1,50a 1,50a 1,50a
L. acidophillus (Chr. Han.) em
0,3% de sais
3% de mel 0,01a 0,12a 0,90a 1,40a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,01a 0,14a 1,01a 1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,01a 0,16a 1,11a 1,50a 1,50a 1,50a
L. acidophilus (Chr. Han.) na
auséncia de sais
3% de mel 0,02a 0,19a 1,02a 1,50a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,03a 0,20a 1,03a 1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,04a 0,39a 1,16a 1,50a 1,50a 1,50a
L. casei (Chr. Han.) em 0,3% de
sais
3% de mel 0,04a 0,15a 0,87a 1,50a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,02a 0,17a 1,12a 1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,02a 0,23a 1,15a 1,50a 1,50a 1,50a
L.casei (Chr. Han.) na auséncia de
sais
3% de mel 0,05a 0,45a 1,50a 1,50a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,08a 0,53a 1,50a 1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,09a 0,55a 1,50a 1,50a 1,50a 1,50a

*Valores médios de 3 repeticdes. Letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p<0,05) para
cada microrganismo na presencga ou auséncia de sais biliares.
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De maneira geral, ndo foi observada influéncia significativa do mel, tanto pasteurizado
como filtrado sobre o crescimento dos lactobacilos, tanto na presenca como na auséncia de
sais (Tabelas 4 e 5). Nenhum dos méis com diferentes tratamentos (filtrado e pasteurizado)
tanto na presenca como auséncia de sais biliares estimularam o crescimento das espécies de
lactobacilos. Excecdo para L. acidophillus (Chr. Han.), que na presenca de mel filtrado sem
sais biliares apresentou maior crescimento a partir de 24 horas de incubacio, porém estas
diferengas nao foram significativas (p>0,05) (Tabela 4).

Os cultivos de L. acidophilus (Chr. Han.) (Figura 5A) e L. casei (Figura 7A), foram
inibidos pela presenca de sais e mel filtrado a partir de 24 horas de incubacio. Este efeito foi
significativo  (p<0,05) denotando presenca de componente termolabil com acdo
antimicrobiana neste mel, j4 que o mesmo ndo foi observado em presenca de mel
pasteurizado.

Entre os fatores antimicrobianos existentes no mel, o peréxido de hidrogénio é um dos
mais importantes. Este é formado pelo sistema glicose oxidase, cuja enzima glicose oxidase,
origindria das glindulas hipofaringeanas das abelhas (EMBRAPA, 2003) converte a glicose
em gliconalactona, esta ultima € entdo metabolizada a &cido gliconico e perdxido de
hidrogénio, um comprovado agente antimicrobiano (MOLAN, 1992). A enzima glicose
oxidase é termoldbel e pode ser destruida através do tratamento térmico de pasteurizagdo, que
comumente é aplicado ao mel (WHITE, SUBERS e SCHEPARTZ, 1962).

E possivel que o maior crescimento observado em presenca de mel pasteurizado deva-
se ao menor teor de perdxido de hidrogénio neste mel reduzido pelo tratamento térmico ao
qual foi submetido (Tabelas 4 e 5 e Figuras 6 e 8).

Crescimento de L. acidophillus (Chr. Han.) frente
a sais biliares e mel pasteurizado

Crescimento de L. acidophillus (Chr. Han.)
frente a sais biliares e mel filtrado
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Crescimento de L. acidophillus (Chr. Han.) na
presenca de mel pasteurizado sem sais biliares

Crescimento de L. acidophillus (Chr. Han.) na
presenca de mel filtrado sem sais biliares
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Figura S: Crescimento de L. acidophilus (Chr. Han.)
frente a 0,3% de sais biliares na presenca de mel
filtrado e controles com e sem glicose (A); em
presenca de mel filtrado e controles com e sem glicose
na auséncia de sais (B).

Figura 6: Crescimento de L. acidophilus (Chr.
Han.) frente a 0,3% de sais biliares na presenga de
mel pasteurizado e controles com e sem glicose (A);
em presenca de mel pasteurizado e controles com e
sem glicose na auséncia de sais (B).
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Crescimento de L. casei - 01 (Chr. Han.)
frente a sais biliares e mel filtrado
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Crescimento de L. casei-01 (Chr. Han.) frente a
sais biliares e mel pasteurizado
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Crescimento de L. casei-01 (Chr. Han.) na
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Figura 7: Crescimento de L. casei - 01 (Chr. Han.)
frente a 0,3% de sais biliares na presenca de mel
filtrado e controles com e sem glicose (A); em
presenca de mel filtrado e controles com e sem glicose

Figura 8: Crescimento de L. casei -01 (Chr. Han.)
frente a 0,3% de sais biliares na presenca de mel
pasteurizado e controles com e sem glicose (A); em
presenca de mel pasteurizado e controles com e sem

na auséncia de sais (B). glicose na auséncia de sais (B).

A bile € uma solucdo aquosa de cor amarela esverdeada composta por substancias
organicas e inorgdnicas e seu pH varia de 7,5-8,0. Os principais componentes da bile sdo:
acidos biliares, colesterol, fosfolipideos e pigmentos biliares. Sua principal fungdo no
organismo € atuar como um detergente bioldgico, o qual emulsifica e solubiliza gorduras
(BEGLEY, GAHAN e HILL, 2005).

Os é4cidos biliares constituem aproximadamente 50% dos componentes orginicos da
bile. Eles sdo sintetizados no figado a partir do colesterol através de processos multi-
enzimdticos. Os 4cidos biliares primdrios (c6lico e chenodeoxicélico) sdo sintetizados no
figado pelo colesterol, estes podem ser modificados pelas enzimas bacterianas presentes no
intestino a acidos biliares secundarios (dcido deoxicélico e litocdlico) (BEGLEY, GAHAN e
HILL, 2005).

Os écidos biliares secundarios podem prejudicar o intestino diretamente e sdo também
parcialmente absorvidos, contribuindo ao longo da vida do hospedeiro, para o processo de
envelhecimento, cancer entre outros (MITSUOKA, 1992).

Os probidticos utilizados como adjuntos da dieta devem ser linhagens que sobrevivam
as condicdes do estomago e do duodeno, para posteriormente chegar ao intestino. Dessa
forma, a tolerincia a bile € considerada uma importante propriedade de bactérias probidticas,
pois possibilita que o microrganismo sobreviva durante o longo trinsito intestinal, para
subsequentemente, crescer e colonizar o epitélio intestinal (ZAVAGLIA et al., 2002).

O mecanismo da tolerdncia e o nivel minimo aceito para os microrganismos
probidticos permanecem desconhecidos segundo Klaenhammer e Kullen (1999). A maioria
das bactérias € destruida quando passa pelo estdbmago humano em funcdo da presenga do suco

gastrico que € um dos nossos melhores mecanismos de defesa contra microrganismos
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patogénicos. A motilidade intestinal e o efeito inibitério dos sais biliares dificultam a
colonizagdo no intestino delgado (NAIDU, BIDLACK e CLEMENS, 1999).

Segundo Goldin, Gorbach e Saxelin (1992) e Neumann e Ferreira (1995), o
microrganismo probidtico deve ser capaz de crescer em concentracdes de 0,15 a 0,3% de sais
biliares, visto que o intestino delgado e o célon, um dos principais habitats desses
microrganismos apresentam altas concentragdes de acidos biliares, os quais podem inibir ou
inativar os probidticos.

O mel por conter uma série de oligossacarideos e outros solidos soluveis, poderia
proteger a célula microbiana da acdo dos sais biliares e assim contribuir para aumentar a
resisténcia dos probidticos frente aos mesmos. Para tanto, empregou-se tanto mel pasteurizado
como filtrado, tendo em vista a possibilidade de inativa¢do de algum componente importante
ou a formag@o de compostos téxicos durante o aquecimento.

Em presenca de sais biliares as culturas probidticas ndo apresentaram crescimento
suficiente para atingir o valor minimo de absorbancia sugerido por Neumann e Ferreira (1995)
de 0,3 de absorbancia com 6 horas de incubacdo, tanto na presenca como na auséncia de mel.
Com excecdo dos controles sem mel ou glicose de L. casei-01, que com 6 horas de incubacio
apenas o controle atingiu densidade 6tica de 0,3 na presenca de sais, e s6 apds 24 horas na
presencga de mel filtrado (Figura 7A) e apds 12 horas na presencga de mel pasteurizado (Figura
8A). Dessa forma ndo houve contribuicdo do mel filtrado e pasteurizado sobre o crescimento
de L. casei- 01 (Tabelas 4 € 5).

Por outro lado, na auséncia de sais biliares, esta cultura atingiu valores maiores que
0,3 ja nas 3 primeiras horas (Figuras 7B e 8B).

A cultura de L. acidophilus Sacco® mostrou crescimento cuja densidade otica foi
maior que 0,3 a partir de 6 horas, enquanto a linhagem L. acidophilus LLA-5 levou 12 horas
para uma resposta de crescimento equivalente (Tabela 4).

A linhagem L. acidophillus Sacco® , mostrou a maior sensibilidade aos sais biliares
quando comparados com os outros probidticos testados. Este microrganismo nio atingiu
absorbincia minima de 0,3 ao longo de 36 horas de incubag¢do na presenca de mel
(filtrado/pasteurizado) ou de glicose com 0,3% de sais. Inclusive nos controles, valores de
densidade 6tica maiores que 0,3 s6 foram alcancados com 24 horas de incubacdo quando em
presencga de sais biliares (Tabelas 4 e 5; Figuras 9 e 10). Como esta inibicdo foi observada
também com glicose, conclui-se que seja resultado do aumento da pressdao osmotica.
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Crescimento de L. acidophillus (Sacco) frente a
sais biliares e melfiltrado

Crescimento de L. acidophillus (Sacco) frente a
sais biliares e mel pasteurizado
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Figura 9: Crescimento de L. acidophilus (Sacco)
frente a 0,3% de sais biliares na presenca de mel
filtrado e controles com e sem glicose (A); em

Figura 10: Crescimento de L. acidophilus (Sacco)
frente a 0,3% de sais biliares na presenga de mel
pasteurizado e controles com e sem glicose (A); em

presenca de mel pasteurizado e controles com e sem
glicose na auséncia de sais (B).

presenca de mel filtrado e controles com e sem
glicose na auséncia de sais (B).

Gilliland, Staley e Bush (1984) avaliaram a resisténcia de sete linhagens de
lactobacilos isolados de bezerros a 0,3% de sais biliares (Oxgall). Os autores relataram que
todas as linhagens pesquisadas foram sensiveis a bile, pois ndo alcangaram 0,3 de absorbancia
depois de seis horas de incubacio a 37°C.

A cultura L. acidophillus (Chr. Han.) mostrou-se sensivel aos sais biliares, ¢ mesmo
nos controles, valores de densidade dtica maiores que 0,3 s6 foram verificados a partir de 12
horas de incubagdo. Em presenca de sais biliares, a adicdo de mel causou inibigdo
significativa do crescimento (p<0,05), que foi maior em presenca de mel filtrado, e ndo
significativa em presenca de mel pasteurizado (p>0,05) (Tabelas 3 e 4 e Figuras 5e 6 ). Além
do alto teor de carboidratos, no mel existem outras substidncias com poder inibitério, como
por exemplo, peréxido de hidrogé€nio, um comprovado agente antimicrobiano (WHITE e
SUBERS, 1964; MOLAN, 1992).

Pereira, Luchese e Valadao (2004) avaliaram o comportamento de L. plantarum, L.
casei Shirota, L. acidophilus e L. fermentum na presenga de 0,3% de sais biliares (Oxgall). Os
autores relataram que na auséncia de sais, a densidade 6tica variou de 0,9 a 0,85, quando em
presengca de sais biliares o crescimento foi reduzido para 0,75 a 0,53 apds 6 horas de
incubacdo, e ap6s 12 horas de incubagdo variou de 1,35-1,95 na auséncia de saise de 1,0 a 1,2
na presenga de sais biliares. Desta forma, concluiram que houve redugdo significativa do
crescimento em presenca de sais biliares.

Jacobsen et al. (1999), estudaram a atividade de 47 culturas de Lactobacillus spp. a
concentracdo de 0,3% de sais biliares. Os autores relataram que o crescimento de 16 culturas
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foi retardado de 1 para mais de 4 horas. O restante das culturas testadas ndo cresceu, mas
todas as culturas com exce¢do de uma sobreviveram a 4 horas em 0,3% oxgall.

Segundo Tuomola et al. (2001) variag¢des intraespécies da habilidade de crescimento
em presenca de bile sdo freqiientemente observadas entre culturas potencialmente probidticas
e testes in vitro podem ser usados para a selecdo das melhores culturas.

5.3.2 Crescimento e resisténcia de bifidobactérias

Os resultados de crescimento e resisténcia a sais biliares de bifidobactérias na presenca de
mel, tanto pasteurizado como filtrado sdo mostrados na Tabela 6 e Figuras 11 e 12.

Tabela 6. Valores médios* de densidade 6tica referente ao crescimento de bifidobactérias na
presenga de mel pasteurizado ou filtrado com e sem sais biliares e resisténcia na presenca de
sais.

Tempo
Microrganismos 3h 6h 12h 24h 30h 36h
Bifidobacterium BB-12 (Chr. Han.) em 0,3%
de sais Densidade 6tica (620nm)
3% de mel pasteurizado 0,08a 0,22a 0,31a 0,46a 0,51a 0,56a
3% de mel filtrado 0,07a 0,18a 0,32a 0,43a 0,50a 0,62a
1,89% de glicose 0,06a 0,21a 0,3la 043a 0,46a 0,48a
Controle 0,04a 0,21a 0,32a 0,42a 0,46a 0,49a
Bifidobacterium BB-12 (Chr. Han.) na
auséncia de sais
3% de mel pasteurizado 0,15a 0,34b 1,24a  1,50a 1,50a 1,50a
3% de mel filtrado 0,172  0,36ab 1,17a 1,50a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,14a 0,32b 1,24a  1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,17a 0,57a 1,37a  1,50a 1,50a 1,50a
Bifidobacterium lactis (Sacco) em 0,3% de
sais
3% de mel pasteurizado 0,16a 0,23a 1,05a 1,42a 1,50a 1,50a
3% de mel filtrado 0,11a 0,25a 0,98a 1,35a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,14a 0,22a 0,97a 1,40a 1,50a 1,50a
Controle 0,14a 0,21a 1,0la 140a 1,50a 1,50a
Bifidobacterium lactis (Sacco) na auséncia de
sais

3% de mel pasteurizado 0,20a 0,78a 1,31a  1,50a 1,50a 1,50a
3% de mel filtrado 0,22a 0,80a 1,26a  1,50a 1,50a 1,50a
1,89% de glicose 0,20a 0,75a 1,31a  1,50a 1,50a 1,50a
Controle 0,24a 0,90a 1,38a  1,50a 1,50a 1,50a

*Valores médios de 3 repeticdes. Letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p<0,05) para
cada microrganismo na presencga ou auséncia de sais biliares
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Os cultivos de bifidobactérias em presenca de sais biliares ndo chegaram a atingir 0,3
de absorbancia com 6 horas de incubagdo, mas ultrapassou este valor na auséncia de sais
(Figuras 11B e 12B). O crescimento destas bactérias na presenca de mel e sais biliares, ndo
foram significativamente maiores (p>0,05) quando comparados aos respectivos controles ou
com glicose. Dessa forma, o mel ndo exerceu efeito protetor sobre a célula bacteriana na

presenca de sais biliares, dados que podem ser observados na Tabela 6 e Figuras 11 e 12.
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Figura 11: Crescimento de B. BB-12(Chr. Han.)
(A) frente a 0,3% de sais biliares na presenca de
mel (pasteurizado e filtrado) e controles com e
sem glicose; (B) em presenca de mel
(pasteurizado e filtrado) e controles com e sem

Figura 12: Crescimento de B. lactis Sacco® (A)
frente a 0,3% de sais biliares na presenca de mel
(pasteurizado e filtrado) e controles com e sem
glicose; (B) em presenca de mel (pasteurizado e
filtrado) e controles com e sem glicose.

glicose.

Neumann e Ferreira (1995) avaliaram a resisténcia de trés linhagens de lactobacilos
(L. acidophilus NCFM-S, L. acidophilus NCFM-R, e L. acidophilus NCFM-R;) na presenca
de sais biliares (Oxgall). Foi inoculado 1,0% de cada cultura separadamente, em tubos
contendo SmL de caldo MRS suplementados com 0,3% de oxgall, posteriormente os tubos
foram incubados a 37°C e em intervalos de 4 e 8 horas foi feito a avaliacdo do crescimento
celular pela medida da densidade 6tica a 620 nm. Os autores relataram que as trés linhagens
de lactobacilos foram sensiveis a bile, pois somente depois de oito horas de incubacgdo as
linhagens alcangcaram o nivel de absorbancia minima de 0,3. Entretanto, eles ressaltam que
apesar das culturas terem se mostrado sensiveis in vitro ndo quer dizer que serdo também
sensiveis in vivo.

Sanders et al. (1996), avaliaram culturas probidticas de L. acidophilus e
Bifidobacterium frente a sais biliares. Os autores concluiram que todas as culturas de
lactobacilos e a maior parte das culturas de bifidobactérias foram resistentes a concentragdes
de sais biliares (1,0 a 3,0%), e sugerem que a bile ndo foi considerada uma barreira critica
para o crescimento das culturas estudas.
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5.4 Atividade Antimicrobiana de Mel de Apis mellifera e de Abelha sem Ferrao
(Melipona quadrifasciata).

De acordo com os resultados obtidos os microrganismos Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e Listeria innocua, foram resistentes
ao mel de Appis e de Melipona (Mandagaia) em concentragdes de 15% e 25%, assim como
nos controles com glicose.

Os microrganismos Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella Typhimurium
apresentaram sensibilidade ao mel, os resultados desta atividade antimicrobiana estdo
representados na Tabela 7 e Figuras 13 e 14.

O mel de Apis e de Mandacaia apresentou atividade antimicrobiana sobre E. coli e S.
Typhimurium. Aparentemente, o mel de mandagaia apresenta maior potencial antimicrobiano
que o de Apis.

O mel de Apis que apresenta uma maior concentracio de glicose, o efeito de inibicao
parece ter sido decorrente apenas do efeito osmoético, j4 que os controles com glicose
mostraram inibi¢do equivalente ou maior.

Laurino e Gelli (1991) compararam a atividade antimicrobiana de mel de alguns
meliponineos com o mel de Apis mellifera. Os autores relataram que o mel de meliponineos
apresentam uma atividade nitidamente superior aos méis de A. mellifera encontrada na
literatura.

Tabela 7: Valores médios* dos halos de inibi¢do de diferentes concentracdes de méis de Apis
e de Mandagaia em comparagdo com seus respectivos controles contendo diferentes
concentragdes de actcar redutor.

Microrganismos
Escherichia coli Salmonella
ATCC 25922 Typhimurium
Origem do Mel e
Concentragao (%) Tratamentos Halo de inibi¢do (mm)
Filtrado 3,83a 4,08b
Pasteurizado 3,60a 4,86ba
Mel de Apis 15% Controle (glicose 12%)** 3,85a 5,43a
Filtrado 3,00a 3,93a
Pasteurizado 1,86ba 4,80a
Mel de Mandagaia 15% Controle (glicose 9,45%)*** 0,00b 3,23a
Filtrado 4,50a 5,44b
Pasteurizado 5,48a 6,24ba
Mel de Apis 25% Controle (glicose 20%)** 5,41a 6,91a
Filtrado 5,06a 5,63a
Pasteurizado 4,69a 5,80a
Mel de Mandagaia 25% Controle (glicose 15,75%)*** 4,10a 6,41a

*Valores médios de triplicatas de 2 repeti¢des. ** Para o mel de Apis os célculos dos controles contendo glicose
foram realizados com base em 80% de agticar redutor no mel; *** Para o mel de Mandagaia os calculos dos
controles contendo glicose foram realizados com base em 63% de aguicar redutor no mel.

Letras diferentes na mesma coluna sio significativamente diferentes (p<0,05).
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Dos microrganismos que apresentaram sensibilidade, a cultura de Salmonella mostrou-
se mais sensivel, apresentando halos de inibi¢do maiores que os observados com E. coli
(Tabela 7) e (Figuras 13 e 14). Na concentracdo de 15%, o mel de mandacaia foi o que
apresentou maior inibi¢do, seguido do mel filtrado e controle com glicose.

O maior halo de inibi¢do (6,91mm) foi observado para Salmonella Typhimurium em
20% de glicose (controle). Esta inibicdo foi significativamente maior que na presenga de 25%
de mel filtrado de Apis mellifera, porém ndo é significativamente maior quando comparado
com 25% de mel pasteurizado. (Tabela 7 e Figura 13A).

Em relagdo a cultura de Escherichia coli, o maior halo de inibi¢do (5,48mm) foi
observado na presenca de 25% de mel pasteurizado de Apis. E. coli ndo foi inibida por até
9,45% de glicose, diferentemente da cultura de S. Typhimurium que foi inibida em todas as
concentragdes de glicose (Figura 14).

Atividade Antimicrobiana de Mel de Apis mellifera Atividade Antimicrobiana de Mel de Apis
frente a Salmonella Typhimurium mellifera frente a E. coli A
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Figura 13: Atividade antimicrobiana de mel de Figura 14: Atividade antimicrobiana de mel de

Apis (A) e Mandacaia (B) sobre Salmonella Apis (A) e Mandacaia (B) sobre Escherichia coli.
Typhimurium.

Mundo, Zakour e Worobo (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes
tipos de mel sobre sete microrganismos deterioradores de alimentos (Alcaligenes faecalis,
Aspergillus niger, Bacillus stearothermophilus, Geotrichum candidum, Lactobacillus
acidophilus, Penicillium expansum e Pseudomonas fluorescens) e sobre cinco patégenos de
origem alimentar (Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus). A técnica utilizada foi o método de
difusdo em agar, onde discos foram embebidos com 0,1g de mel néo diluido e posteriormente
aplicados sobre meios de cultura em placas de Petri. Estes autores consideraram que as
culturas que apresentaram halos com zonas de inibi¢do maiores que Imm de didmetro foram
sensiveis ao mel.

Os resultados dessa pesquisa corrobam com Mundo, Zakour e Worobo (2004), pois os
halos de inibi¢do encontrados foram maiores que Imm de didmetro.
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Segundo Molan (1992), um dos principais fatores que contribuem para a atividade
antimicrobiana do mel sdo: alta pressdo osmotica, baixa atividade de dgua e perdxido de
hidrogénio.

Niao houve diferengas significativas da inibi¢do causada pelo mel filtrado comparado
com o mel pasteurizado tanto de Appis como de Melipona. Dessa forma o tratamento térmico
utilizado em ambos os tipos de mel, ndo afetou o seu poder inibitério contra Salmonella e
Escherichia coli.

Os resultados obtidos nessa pesquisa, contradizem aos relatos de White e Subers
(1964), os quais constataram que mel aquecido tem sua acdo antimicrobiana reduzida e uma
concomitante reducdo de peréxido de hidrogénio bem como da atividade catalitica da
invertase.

E sabido que o peréxido de hidrogénio é formado pelo sistema glicose-oxidase, esta
enzima por sua vez € termoldbel, portanto quando o mel é tratado termicamente os niveis de
peréxido podem diminuir, e desta forma sua eficiéncia como inibidor € também afetada.

As propriedades antimicrobianas do mel, como as caracteristicas quimicas e fisicas
estdo diretamente relacionadas com a fonte de néctar que o originou, com a espécie de abelha
que o produziu, com as zonas geograficas e condi¢des climdticas. Todos esses fatores
contribuem para a grande variag@o encontrada em diferentes tipos de mel (SILVA, QUEIROZ
e FIGUEIREDO, 2004; EMBRAPA, 2003).

Zumla e Lulat (1989) sugerem que o efeito osmoético e o baixo pH do mel contribuem
para o rompimento da parede celular bacteriana. Neste estudo verificou-se que a cultura de
Salmonella mostrou-se bastante sensivel a pressdo osmotica e possivelmente a compostos
resultantes do aquecimento, jd que o mel pasteurizado teve um efeito inibitério maior que o
filtrado.

Estudo realizado por Martins, et al. (1997) verificaram a acdo antibacteriana de mel de
abelhas Apis e de abelhas sem ferrdes. Estes autores utilizaram a técnica de difusdo em agar,
por meio de discos de 6mm de didmetro embebidos com méis e posteriormente aplicados
sobre placas de Petri contendo agar Muller-Hinton. Os diferentes tipos de mel foram testados
sobre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella cholerasuis. Os
autores relataram que as culturas de S. aureus e E. coli foram as mais sensiveis cujos halos
variaram de 22 a 25mm e de 20 a 28mm de didmetro, respectivamente. Relataram também
que os dois tipos de mel apresentaram atividade antibacteriana em niveis semelhantes, este
ultimo relato vai de encontro aos resultados obtidos nessa pesquisa.

Em pesquisa realizada por Lusby, Coombes e Wilkinson (2005) avaliaram a atividade
antimicrobiana de mel a 0,1%, 1%, 5%, 10% e 20% (m/v) sobre Cdndida albicans,
Alcaligenes faecalis, Citrobacterfreundii, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium phlei, Salmonella california, Salmonella enteritidis,
SalmonellaTyphimurium, Serratia marcescens, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis. Os autores relataram que todos os tipos de mel testados tiveram
acdo antimicrobiana a partir de concentragdes de 5% sobre todos os microrganismos testados,
exceto para C. albicans e S. marcescens. Relatam ainda que a maior inibigdo foi verificada em
solugdes a 20% de mel.

Taormina, Niemira e Beuchat (2001) estudaram a atividade antimicrobiana de seis
tipos de mel de abelhas sobre Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus, Shigella sonnei e Bacillus cereus. O objetivo do estudo
foi comparar solugdes de mel tratados com catalase com aqueles que ndo receberam este
tratamento. Foram testadas solugdes de mel a 0%, 2,5%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25% v/v. Foi
utilizado a técnica de difusdo em agar. Os resultados revelaram que Bacillus cereus foi o
menos afetado, e que a inibicdo do crescimento de Shigella sonnei e Listeria monocytogenes
em solucgdes a 25% de mel tratado com catalase, foram significativamente reduzida, indicando
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que o peréxido de hidrogénio contribui para a atividade antimicrobiana de méis. Dos
microrganismos testados, S. aureus mostrou-se ser o mais sensivel. As populacdes de Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus foram aumentadas significativamente na presenca de
mel tratado com catalase quando comparadas com méis ndo tratados.

Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de mel
de abelha sem ferrdo (Nannotrigona testaceicornis) empregando a técnica de difusdo em agar
sobre microrganismos obtidos de infec¢do clinica (Enterobacter aerogenes,Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus spp. Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp. coagulase-negativa, Streptococcus a-hemolitico
e Streptococcus pyogenes. Resultados revelaram que, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus e Streptococcus a-hemolitico foram
resistentes ao mel de abelha sem ferrdo, j4 as culturas de E. coli, Proteus spp., Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus spp. coagulase-negativa foram sensiveis ao mel. Esses autores
concluiram que o 