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RESUMO

Os produtos apicolas revelam-se como alternativas aos moradores de areas do
Brasil que possuem precérios sistemas de assisténcia médica disponiveis, o que
motiva ainda seu aproveitamento cultural como fonte de renda; existem diversas



espécies de abelhas, entre elas as sociais nativas ou meliponineos, as mesmas habitam
o planeta desde o periodo Creticeo e sua criacdo racional que vem a ser, a
meliponicultura, desenvolve-se principalmente no note e nordeste brasileiro. A abelha
jandaira ¢ um meliponineo tipico do sertdo, sua criacdo por ¢ de facil manejo, que
produz geopropolis e mel sendo de 6tima qualidade com coloracdo que depende de
florada, estocagem e fatores climaticos. Este trabalho visa realizar uma verificacdo da
atividade antimicrobiana in vitro do mel e geoprdpolis de jandaira Melipona Subnitida
Duke bactérias: Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212; Gram negativas Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Proteus mirabilis ATCC 25922. Foram realizados testes de
difusdo em disco e microdiluicdo com diferentes concentragdes de mel e de Geopropolis
de Jandaira, A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o didmetro dos halos, em
mm, formados ao redor dos discos contendo os reagentes que quando maior que 6 mm
torna-se visivel e indica suscetibilidade do micro-organismo a substancia testada,
observamos que a geopropolis foi capas de inibir crescimento de todas as cepas exceto
E. coli e 0 mel ndo apresentou nenhuma atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Semi-drido. Jandaira. Bioprospeccao.



ABSTRACT

Apiculture products are alternatives to the inhabitants of areas of Brazil that
have precarious health care systems available, which also motivates their cultural use as
a source of income; there are several species of bees, among them the native or
meliponineos social, they have inhabited the planet since the Cretaceous period and its
rational creation that comes to be, meliponicultura, is developed mainly in the note and
northeastern Brazil. The jandaira bee is a meliponineo typical of the sertdo, its creation
by is of easy handling, that produces geoprdpolis and honey being of excellent quality
with coloration that depends on flowering, storage and climatic factors. This work aims
to perform a check of the in vitro antimicrobial activity of the honey and geopropolis of
Melanda Sherpa Subnitida Duke bacteria: Gram positive Staphylococcus aureus ATCC
25923 and Enterococcus faecalis ATCC 29212; Gram negative strains Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Proteus mirabilis ATCC
25922. Disk diffusion and microdilution tests with different concentrations of honey
and Geopropolis de Jandaira were performed. The results were measured by measuring
the diameter of the halos , in mm, formed around the disks containing the reagents that
when greater than 6 mm becomes visible and indicates susceptibility of the
microorganism to the substance tested, we observed that the geopropolis was capped to
inhibit growth of all strains except E. coli and honey showed no antibacterial activity.

Key words: Semi-arid. Jandaira. Bioprospecting.
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INTRODUCAO

Desde os tempos remotos as plantas medicinais e seus constituintes derivados
respondem pela maioria dos ingredientes descritos no receituario praticado na cultura
das medicinas tradicionais, atraindo, portanto, o foco dos interesses cientificos
monitorados pelas industrias farmacéuticas, os produtos apicolas revelam-se um
componente integral dos costumes da regido Nordeste brasileira, em especial no semi-
arido, onde, em conjunto, propiciam alternativas aos precarios sistemas de
assisténcia médica disponiveis nessas areas, o que motiva ainda seu
aproveitamento cultural como fonte de renda (ALVES et al., 2008, FERREIRA et al.,
2009).

Desde o periodo cretaceo existem diversas espécies de abelhas, entre elas as
nativas do Brasil que ndo possuem ferrdo e sdo conhecidas como abelhas indigenas , ou
meliponineos. (CARTAXO, 2012). Cerca de aproximadamente 20.000 espécies de
abelhas s3o conhecidas no mundo, sendo que no Brasil estima-se que existam mais de
200 espécies nativas e muitas outras ainda nao descritas, entre as quais se destacam as
abelhas sociais (SILVA, 2016).

As abelhas pertencem a familia Apidae e subfamila Apinae, havendo separagao
das diferentes abelhas a partir da distribuicdo em tribos. Podendo ser classificada em
uma das 20 tribos existentes. As abelhas sem ferrdo ou meliponineos, estdao inseridas na
tribo Meliponini, a qual apresenta mais de 30 gé€neros de abelhas (CAMARGO;
PEDRO, 2013).

A criagdo de abelhas indigenas ¢ chamada de meliponicultira ¢ desenvolve-se
principalmente no Norte e Nordeste brasileiro, onde o manejo das mesmas ocorre ha
bastante tempo com técnicas de manejo hereditarias e consagradas. (QUEIROZ. et al.,
2004). Atualmente, a meliponicultura ¢ uma pratica que alcanga maior destaque nas
regides Norte e Nordeste, sendo em algumas ocasides atividade econdmica
complementar bem estabelecida, pois seus produtos (mel, polen, propolis e geopropolis)
bastante apreciados pela populagdo local devido seus valores nutricionais e terapéuticos,
portanto, valorizados economicamente ¢ uma atividade importante ndo s6 pelo papel
social e econdmico que representa, mas também pelo papel ecoldgico na manutengado de
plantas nativas (SILVA, 2016).

Segundo NOGUEIRA-NETO (1970) a verdadeira jandaira vive no Nordeste e
em outras regides como a Amazonia ha diversas outras abelhas denominadas jandaira,
provavelmente essa designacdo ¢ devida a influéncia dos emigrantes nordestinos, no
interior de Alagoas, ¢ chamada de urucu, os povos pré-colombianos ja conheciam as
abelhas sem ferrdo e as domesticaram, dando-lhes os nomes que ainda hoje perduram na
cultura popular brasileira, sendo alguns deles: jatai, urucu, tiuba, mombuca, irapud,
tataira, jandaira, guarupu, manduri e tantas outras. A utilizacdo de nomes vulgares
varia de regido para regido, dificultando a identificagdo das espécies e sua classificagao
cientifica. A abelha jandaira ¢ um meliponineo tipico do sertdo, sua criagao ¢ de facil
manejo o que lhe confere cultivo seguro nas proximidades de residéncias, essa atividade
contribui para a conservagao dos meliponineos e de seus habitat naturais que sdo em sua
maioria troncos ocos; por este motivo € considerada sustentavel, pois inclui a
restauragdo ambiental através da preservacdo e plantio de arvores que servem de locais
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de nidificagdo, além da atuacdo das abelhas na polinizagdo da flora nativa. Tendo como
principais produtos de interesse comercial: o mel que ¢ apreciado pelas populacdes
nativas, por seu alto valor comercial e possuir bom sabor, cheiro e cor lhe conferindo
otima qualidade nutricional, terapéutica, etc. (QUEIROZ. et al., 2004).

O mel ¢ produzido a partir do néctar das flores, e durante a sua coleta as
abelhas forrageiras ficam com graos de polen aderidos ao corpo, ocasionando o seu
aparecimento nas amostras de mel; Para verificar a origem botanica, ou seja, identificar
o polen coletado pelas abelhas e a partir dai determinar as plantas utilizadas para
produzir o mel, existe a linha de pesquisa chamada melissopalinologia. As andlises das
amostras de mel podem ser realizadas de duas maneiras: qualitativa e quantitativa. A
avaliagdo qualitativa pode fornecer informagdes sobre a caracterizagdo do mel, como:
origem botanica e regional. A andlise quantitativa acrescenta a participacdo de cada
planta na formacdo do mel. A qualidade final do mel também sera influenciada
pela caracteristicas do néctar ¢ o tempo de maturagdo do mel (PINHEIRO, 2016).

De acordo com Bijlsma et al., (2006), a umidade do mel das abelhas sem ferrao
¢ mais alta que a do mel da abelha Apis mellifera; outros fatores, além da espécie de
abelha podem causar variagao na composi¢cdo do mel, sendo os ambientais como solo,
clima e tipo de florada e os de producdo como tempo de maturagdo, processamento e
periodo de armazenamento podem afetar as caracteristicas do mel, principalmente
quando associado com oscilagdes de temperatura sendo a cor a mais comumente
alteradas (PINHEIRO et al., 2016).

Além de produzir mel a abelha jandaira realiza a polinizacdo de plantas,
garantindo assim um equilibrio no ambiente e produz outros compostos para atuarem
como defesas como a propolis que € utilizada nas construgdes, ocorre uma mistura, em
proporcdes variaveis, com outros componentes como cera, fibras e resinas vegetais,
sementes e barro (CRUZ et al., 2004, OLIVEIRA et al., 2012; ARAUIJO, 2013).

A propolis ¢ elaborada pelas abelhas, que utilizam como matéria prima uma
ampla gama de substancias coletadas de diferentes partes das plantas na flora regional,
agregando secrecoes salivares, cera e polen para produzir um material de natureza
resinosa ¢ com variada coloracdo, textura e consisténcia; ¢ utilizada na construgao e
vedacdo da colmeia, como também para embalsamar insetos intrusos daninhos,
prevenindo a decomposi¢do e a proliferacdo de microrganismos que possam infectar a
colonia(SILVA, 2016). A geopropolis € produzida pelas abelhas nativas pertencentes a
tribo Meliponini, no qual € utiliza na construcdo da entrada e das divisorias no local de
nidificacdo da espécie, diferindo da propolis por ser produzida pelas abelhas sociais sem
ferrdo. A elaboragdo da geopropolis € possivel a partir da utilizagdo de terra e/ou barro,
além de resinas de plantas e cera (SAWAYA et al., 2011; CUNHA et al., 2013).

A arquitetura da coldnia reside primariamente em combinagdes de cera-
resina denominadas cerume, moldadas para a formagdo dos notdveis arranjos de tubos
de entrada, além dos favos de cria e potes de mel e podlen, que estabelecem a
configuragdo bésica para o suprimento das necessidades reprodutivas, alimentares e de
defesa. Mais do que um mero material para a constru¢cdo dos ninhos, as resinas
constituem verdadeiras barreiras quimicas ao ataque de organismos invasores sendo elas
induzidas pelo seu comportamento instintivo, abelhas operarias adultas de todo tipo
coletam resinas de &pices vegetativos, como brotos de arvores e arbustos e nos de
folhas, inflorescéncias, exudatos de ferimentos em caules lenhosos retirando porgdes
com suas mandibulas e transferindo, assim como o faz com o polen, (CARTAXO,
2012). As propriedades dissuasivas das resinas vegetais, secretadas por inumeras
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espécies arboreas, naturalmente em estruturas jovens da planta ou em resposta a
injurias e infeccdes (LEONHARDT; BLUTHGEN, 2009), sio devidas a sua
composicdo em terpenos, especialmente, mono-, sesqui- e triterpenos, alguns dos
quais constituem mecanismos de defesa contra herbivoros, parasitas ou
microorganismos, assim como insetos fitofagos, que sdo afastados em razdo das
caracteristicas adesivas e viscosas encontradas nesses exudatos
(DUANGPHAKDEE et al, 2009).

Depositos de resina fresca revestindo o orificio do tubo de entrada do ninho sdo
dispostas como armadilhas para aprisionar e deter podendo até serem combinados com
uma estreita passagem construida para se ajustar ao tamanho das operarias, a invasao de
formigas e cupins (ROUBIK, 2006). As atividades biologicas se estendem também para
uma segunda linha de defesa, ligada a manutengdo de um ambiente interno
asséptico, prevenindo o desenvolvimento e a disseminacdo de infecgdes
bacterianas e fungicas (STEARMAN et al, 2008, CARTAXO, 2012).

O interesse na pesquisa pelas inimeras propriedades terap€uticas da propolis e
geopropolis € crescente. Sendo utilizados extratos etanolicos, hidroalcodlicos e aquosos
em estudados frente a sua avaliagdo farmacognostica, atividade antiviral, antibacteriana,
antifungica e antiparasitaria (DUTRA et al., 2008; SOUZA et al., 2013).

A Geopropolis ¢ uma mistura de resina, cera e solo, e ¢ um tipo pouco comum
de propolis produzidos por abelhas indigenas nativas da tribo Meliponini, que sdo
amplamente distribuidas em areas tropicais e subtropicais em todo o mundo (SFORCIN
e BANKOVA 2011, SOUZA, et. al, 2014).

Nesta perspectiva este trabalho visa avaliar a atividade antimicrobiana in vitro
do mel e geopropolis de jandaira (Melipona subnitida duke), através do teste de difusdo
em disco e teste de microdilui¢dao frente a cinco cepas de bactérias, sendo as mesmas:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Proteus mirabilis ATCC
25922.
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METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia,
Parasitologia e Patologia do Centro de Formagdao de Professores da Universidade
Federal de Campina Grande campus de Cajazeiras, sob orientagdo do professor Doutor
José Cesario de Almeida.

Foram realizados testes em disco de difusdo com diferentes concentracdes de
mel puro, sem aditivos quimicos e Geopropolis apenas diluida em twen 80, ambos de
Jandaira, que foram doados por um meliponicultor do municipio de Sao Jodo do Rio do
Peixe, PB, onde ocorreu a coleta.

O teste de difusdo em disco ¢ aceito pelo FDA (Food and Drug
Administration) e estabelecido como padrao pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute). Este método foi idealizado por Bauer et al. em 1966, e desde entdo
¢ um dos métodos mais utilizados nos laboratorios de microbiologia clinica no Brasil
para testar a suscetibilidade aos antimicrobianos. Esse método ¢ qualitativo, ou seja,
permite classificar a amostra bacteriana em suscetivel, intermedidaria ou resistente ao
antimicrobiano (SANTOS et al 2010; SEJAS et al., 2003).

Os micro-organismos utilizados para os testes foram as cepas bacterianas: Gram
positivas S. aureus e E. faecalis; Gram negativas E coli, P. aeruginosa e P .mirabilis,
respectivamente.

Na execuc¢do dos testes com o material, os meios de cultura utilizados foram: O
AMH e Caldo BHI. Antes de utilizd-los, os meios foram solubilizados em agua
destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Em seguida, foi realizada uma suspensdo dos cinco micro-organismos, cujo
grau de turvacdo obedeceu a escala 0,5 de McFarland, que corresponde a 1 x 108
UFC/mL. Que foi espalhado com um swab de algodao estéril foi mergulhado na
suspensao ajustada, girado varias vezes e apertado firmemente contra a parede interna
do tubo, acima do nivel do liquido, com o intuito de retirar qualquer excesso de in6culo
no swab. A superficie seca da placa de AMH foi inoculada esfregando o swab em toda a
superficie estéril do meio. Repetiu-se o procedimento trés vezes, girando a placa
aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribui¢cdo uniforme do inéculo.
Ao final, passou-se o swab na margem da placa de 4gar, de forma circular por duas
vezes, fechando o inoculo. Apds o semeio cada disco foi impregnado com os reagentes
e pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar contato completo com a
superficie de agar, sendo aplicados individualmente e distribuidos por igual, de forma
que a distancia do centro do disco para borda da placa ndo excedesse 24 mm. As placas
contendo AMH foram invertidas e colocadas numa estufa, a 35° C, por 24 hora apds a
aplicacdo dos discos nas mesmas que foram assepticamente fechadas e incubadas a
35°C por 24 horas, para realizacao da leitura. Apos o tempo de incubagdo, realizou-se a
leitura. Os testes de difusdao em disco foram realizados e os resultados expressos em mm
pela média aritmética do diametro dos halos de inibi¢do formados ao redor dos discos

A determinacao da CIM, também foi testada através da técnica de microdiluicao
em caldo utilizando placas de 96 pocos estéril com tampa. Nos pogos das linhas A, a H,
que sdo numerados de 1 a 12, foram adicionados 100 pL de Caldo BHI concentrado.
Em seguida, realizou-se uma diluicdo seriada em razdo de dois, obteve-se as
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concentragdes de: 100, 50, 25, 12,5, 6,025 pL/mL de mel puro e geopropolis pura
dissolvida em Polissorbato 80 (tween 80) com Formula Molecular: C64H124026, e
Peso Molecular: 1309,7, adquiridos através de doacao; de modo que no primeiro pogo
da linha A encontrou-se a maior concentragdo e, no quinto (F), a menor concentragdo,
contendo também 10 pL do inoculo bacteriano, cujas aliquotas foram retiradas da
suspensao dos micro-organismos.

Também foi adicionado nesta mesma placa um controle positivo € um controle
contendo apenas o meio de cultura e indculo bacteriano de todos os micro-organismos
para teste de viabilidade (CLSI, 2005), como controle positivo foram adicionados 100
pL de Amicacina, cuja concentracdo inicial era 2048 pg/mL, e que sofreu uma diluicao
seriada em razao de dois, obtendo-se as concentragoes 1024, 512, 256, 128 ¢ 64 pg/mL.
As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 horas, para
realizacdo da leitura. Para facilitar a deteccdo de bactérias metabolicamente ativas e
bactérias mortas durante os experimentos, pode-se empregar o uso da resazurina, que ¢
um corante importante em testes de microdilui¢do, pois permite a visualizagdo de
crescimento microbiano em volumes pequenos de solugdo em microplacas. A resazurina
(7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) ¢ um indicador fluorescente e colorimétrico
com propriedade redox (FARIAS et al., 2017). Apds o tempo de incubacdo, realizou-se
a leitura dos resultados e para facilitar, adicionou-se 20 pL da solugdo de resazurina
sodica (0,01%; p/v) (SIGMA), reconhecido como indicador colorimétrico de dxido-
reducdo para bactérias. (FARIAS et al 2017). Deste modo, os pogos que apresentaram a
coloracdo azul ndo identificaram qualquer metabolismo bacteriano, enquanto os pogos
que tiveram sua cor alterada de azul para violeta, foram capazes de evidenciar o
metabolismo bacteriano, indicando a nao inibigdo ou a sobrevivéncia das bactérias
mediante a agdo dos reagentes nas determinadas concentragdes.

Foram utilizadas 3 placas de 96 pocos em que foram adicionados 2 micro-
organismos (S. aureus E. faecalis, E coli, P. aeruginosa e P .mirabilis), contendo ainda
os 3 reagentes (amicacina, mel e geopropolis), e 3 pocos de controle de viabilidade para
cada um dos micro-organismos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o didmetro dos halos, em mm,
formados ao redor dos discos que foram impregnados com os reagentes, que quando
maior que 6 mm se torna visivel e indica suscetibilidade do micro-organismo a
substancia testada como pode ser observado na figura 1 (FARIAS, et al., 2017). Esse
método é qualitativo, ou seja, permite classificar a amostra bacteriana em suscetivel,
intermediaria ou resistente ao antimicrobiano (SANTOS et al 2010; SEJAS et al., 2003).

Figural: Placas com os micro-organismos incubadas em AMH apresentando halos de
inibicao.

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

Como observado na figura 1, houve formagao de halos de inibi¢ao frente alguns
micro-organismos, para facilitar a visualizacdo dos dados obtidos, a tabela a seguir foi
elaborada com o objetivo de indicar os tamanhos dos halos de inibi¢do que formaram-se
ou ndo pelos micro-organismos quando em contato com os reagentes testados e a
sensibilidade aos antibioticos utilizados como controle que ja sdo bem descritos na
literatura, cujos valores representam a média aritmética dos resultados em triplicata,
realizado de forma a Di:D,+D3+3; onde somou se o didmetros de todos os halos

formados pelos reagentes frente ao micro-organismo e a soma foi dividida por trés.

Tabelal: Verificagdo da atividade antimicrobiana frente as cepas no método de disco de difusdo.
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SUBSTANCIAS
Micro-organismos

MEL  EXTRATO TWEN  TETRACICLINA AMICACINA

80
Staphylococcus <6 8 <6 38 40
aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis <6 9 <6 28 43
ATCC 29212
Escherichia coli <6 <6 <6 10 51
ATCC 25922
Pseudomonas <6 9 <6 16 29
aeruginosa ATCC
27853
Proteus mirabilis <6 8 <6 8 28
ATCC 25922

Legenda: < 6 = Didmetro do halo menor/igual 8 6 mm. Fonte: Acervo pessoal, 2018.

Como observado na tabela 1, nota-se que nao ocorreu a inibicao de crescimento
dos micro-organismos testados com o mel, isso mostra que o mesmo ndo foi capaz de
inibir crescimento das cepas; ja que o mel foi coletado em um periodo pds chuvas,
acredita-se que isto tenha influéncia do uma vez que, Pimentel et al. (2013), analisando
amostras de mel de Melipona compressipes manaoensis provenientes de Manaus,
confirmaram a atividade bactericida contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Proteus vulgaris e Klebsiella sp. Esses autores utilizando o mel coletado durante o
periodo chuvoso, realizaram o ensaio de disco-difusdo, e confirmaram a inibicdo do
crescimento de Escherichia coli apenas quando o mel foi testado na forma ndo diluida;
mas quando o mel foi coletado na estagdo seca, o mesmo foi capaz de inibir o
crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e outros micro-organismos,
mesmo em concentragdes mais diluidas, comprovando a influéncia da sazonalidade na
atividade bacteriana do mel.

Guerrini et al. (2009) também confirmam o potencial bacteriano do mel de
abelhas nativas do Equador frente ao Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus. aureus. Entretanto, a atividade contra
Candida mostrou-se limitada. Nishio et al. (2016) avaliaram a ag@o antimicrobiana do
mel de Melipona compressipes manaosensis na estacao da seca e obtiveram resultados
superiores contra a microrganismos Gram positivos quando comparados aos
microrganismos Gram negativos.

Diversos outros fatores podem ter contribuido para esse resultado, como por
exemplo, as caracteristicas quimicas dos reagentes que podem dificultar a dispersdo no
meio de cultura, assim como outras interferéncias do teste adotado. Outros interferentes
foram relatados por Nascimento (2007), que constatou que o método de difusdao em
disco pode ter véarios interferentes, como a volatilidade de solventes, a dificuldade de se
difundir no agar, sua insolubilidade em 4gua e complexidade quimica. Também pode
ser devido a estruturas morfologicas de alguns micro-organismos que dificultam acao de
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constituintes do mel, sdo as membranas externas que acabam por se tornar um obstaculo
para o alcance e a¢ao dos mesmos. Os micro-organismos gram positivos se diferem na
organizagdo de suas estruturas que sdao encontradas externamente a membrana
plasmatica onde existe uma estrutura, que ¢ espessa ¢ apresenta uma larga camada de
peptideoglicanos denominada membrana externa. (CASTRO, 2013). No grafico 1,
veremos a a¢do dos reagentes frente aos micro-organismos testados e comparaciao de
potencial de agdo deles que contra S. aureus e E. coli ficou negativo para o mel, dando a
entender que os micro-organismos se alimentaram dos agucares presentes nele.

Grafico 1: Sensibilidade dos micro-organismos em teste de disco de difusdo frente os
reagentes testados.

O Mel [Extrato

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

Como mostrado no grafico anterior a geopropolis foi capaz de inibir crescimento
bacteriano das cepas S. aureus, P. aeruginosa, P. mirabilis e E. faecalis, demonstrando
um potencial efeito bacteriostatico para algumas cepas.

Ap6s a adicdo da solugdo de resazurina sodica (0,01%; p/v) (SIGMA), a
placa foi incubada em estufa por uma hora a 35° C, em seguida, foi possivel realizar a
leitura dos resultados, que compreenderam a visualizagdo dos pogos com Amicacina
que apresentaram a coloracdo azul, ou seja, ndo identificaram qualquer metabolismo
bacteriano e os pogos que tiveram sua cor alterada de azul para violeta, significando que
foram capazes de evidenciar o metabolismo bacteriano, indicando a ndo inibi¢do ou a
sobrevivéncia das bactérias mediante a acdo dos reagentes em uma determinada
concentragdo como mostra a figura 2 (FARIAS et al., 2017).
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Figura2: Microplacas de 96 pogos no teste de microdiluicdo para leitura apds a
incubagao.

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

A CIM foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir visualmente o
crescimento bacteriano verificado nos orificios, quando comparado com o crescimento
controle ocorrendo apenas nos pogos com Amicacina sendo, portanto, a espécie
estudada sensivel ao controle positivo utilizado no estudo (CLSI, 2005), enquanto que
nos pocos com os outros reagentes foi possivel detectar nos pocos com os reagentes nas
concentragdes de 100, para as cepas S. aureus, P. aeruginosa, P. mirabilis e E. faecalis
um efeito bacteriostatico, que ¢ quando ocorre inibigdo parcial do crescimento
bactériano e a coloragdo fica entre o azul e o violeta (MOTA et al.,, 2010). As
concentragdes imediatamente inferiores a CIM, sdo suficientes para demonstrar o efeito
bactericida dos produtos naturais, visto que o efeito bacteriostatico ¢ determinado pela
auséncia de crescimento na placa de petri (POZZATTI et al., 2009). De acordo com
CLSI (2005), a CBM ¢ considerada a menor concentragdo que impediu o crescimento
visivel das bactérias ou permitiu a formagao de até 3 UFC. Com a leitura dos resultados
pode-se identificar a CIM dos reagentes sendo, portanto, as espécies estudadas sensiveis
aos reagentes utilizados nas maiores concentracdes (100 pg/mL), visto que de acordo o
CLSI (2005), a cepas sdo consideradas sensiveis se a CIM apresentar-se menor ou igual
al6 pg/mL, e apresentaria perfil de resisténcia se fosse acima de 32 pg/mL. Além disso,
avaliando os pogos com os controles foi possivel garantir a segurancga dos resultados,
visto que a viabilidade das cepas estudadas foi confirmada.

Essa pesquisa ¢ pioneira na avaliagdo da atividade antimicrobiana do mel e
geopropolis de jandaira contra a cepa Proteus mirabilis ATCC 25922, tendo em vista
que ndo ha relatos na literatura de estudos com esta bactéria gram-negativas e os
reagentes.
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CONCLUSOES

Neste estudo, observamos que a geopropolis de jandaira exibe efeitos inibitorios
sobre alguns agentes patogénicos, foi possivel constatar a atividade dos reagentes diante
de algumas das espécies testadas, ressaltando a necessidade de estudos permanentes
para determinar possiveis interferéncias ou potencialidade dessa atividade através de
associacao com outros compostos de origem natural ou sintética, para que possa ser um
empregado como nova opg¢do terapéutica em infecgdes oportunistas causadas pelos
micro-organismos estudados.

Sugerem-se novos estudos com maiores concentragoes dos reagentes utilizados e
diferentes solventes para maior gama de opgdes ¢ diferentes resultados. Propde-se a
ampliacdo dos estudos com o mel de diferentes estagdes do ano para a investigacdo do
potencial biologico e farmacoldgico relacionado com clima e pluviosidade.
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longos.

¢) Espagamento: simples entre o titulo, nome(s) do(s) autor(es), resumo ¢ abstract; simples entre item e subitem.

d) Paragrafo: 0,75 cm.

e) Pagina: Papel A4, orientagdo retrato, margens superior e inferior de 2 cm e esquerda e direita de 1,5 cm, no maximo de 20
paginas ndo numeradas.

f) Todos os itens em letras maiisculas, em negrito, alinhados & esquerda. Os subitens deverdo ser em negrito ¢ somente a
primeira letra maituscula.

g) As grandezas devem ser expressas no SI (Sistema Internacional) e a terminologia cientifica deve seguir as convengdes
internacionais de cada area em questao.

h) Tabelas e Figuras (graficos, mapas, imagens, fotografias, desenhos)

* As tabelas e figuras com texto em fonte Times New Roman, tamanho 9-10, e ser inseridas logo abaixo do paragrafo onde
foram citadas a primeira vez. Exemplos de citagdes no texto: Figura 1; Tabela 1. Tabelas e figuras que possuem praticamente
o mesmo titulo deverdo ser agrupadas em uma Unica tabela ou figura criando-se, no entanto, um indicador de diferenciacéo.
A letra indicadora de cada sub-figura em uma figura agrupada deve ser maiuscula ¢ com um ponto (exemplo: A.),
posicionada ao lado esquerdo superior da figura. As figuras agrupadas devem ser citadas no texto, da seguinte forma: Figura
1A; Figura 1B; Figura 1C.

* As tabelas ndo devem ter tracejado vertical e o minimo de tracejado horizontal. Exemplo do titulo, o qual deve ficar acima
da tabela: Tabela 1. Estacdes do INMET selecionadas. Em tabelas que apresentam a comparagdo de médias, mediante analise
estatistica, devera haver um espaco entre o valor numérico (média) e a letra. As unidades deverdo estar entre paréntesis.

» As figuras ndo devem ter bordadura e suas curvas (no caso de graficos) deverdo ter espessura de 0,5 pt, podendo ser
coloridas, mas sempre possuindo marcadores de legenda diversos. Exemplo do titulo, o qual deve ficar acima da figura:
Figura 1. Perda acumulada de solo em funcdo do tempo de aplicagdo da chuva simulada. Para ndo se tornar redundante, as
figuras ndo devem ter dados constantes em tabelas. Em figuras agrupadas, se o titulo e a numerag@o dos eixos x ¢ y forem
iguais, deixar s6 um titulo centralizado e a numerag@o em apenas um eixo. Graficos, diagramas (curvas em geral) devem vir
em imagem vetorial. Quando se tratar de figuras bitmap (mapa de bit), a resolu¢do minima deve ser de 300 bpi. Os autores
deverdo primar pela qualidade de resolugédo das figuras, tendo em vista, boa compreensdo sobre elas. As unidades nos eixos
das figuras devem estar entre paréntesis.

Exemplos de citagdes no texto

As citagcdes devem conter o sobrenome do autor, que podem vir no inicio ou no final. Se colocadas no inicio do texto, o
sobrenome aparece, apenas com a primeira letra em maiuisculo.
Ex.: Segundo Chaves (2015), os baixos indices de precipitagao [...]

Quando citado no final da citacdo, o sobrenome do autor aparece com todas as letras em maiusculo e entre
parénteses.
Ex.: Os baixos indices de precipitacdo (CHAVES, 2015)
Citagdo direta
E a transcrigdo textual de parte da obra do autor consultado.
a) Até trés linhas
As citagdes de até trés linhas devem ser incorporadas ao paragrafo, entre aspas duplas.
Ex.
De acordo com Alves (2015 p. 170) “as regides semiaridas tém, como caracteristica principal, as chuvas irregulares, variando
espacialmente ¢ de um ano para outro, variando consideravelmente, até mesmo dentro de alguns quilometros de distancia e
em escalas de tempo diferentes, tornando as colheitas das culturas imprevisiveis”.

b) Com mais de trés linhas
As citagdes com mais de trés linhas devem figurar abaixo do texto, com recuo de 4 cm da margem esquerda, com letra
tamanho 10, espaco simples, sem italico, sem aspas, estilo “bloco”.

Ex.:
Os baixos indices de precipitacao e a irregularidade do seu regime na regido Nordeste, aliados ao
contexto hidrogeoldgico, notadamente no semiarido brasileiro, contribuem para os reduzidos
valores de disponibilidade hidrica na regido. A regido semiarida, além dos baixos indices
pluviométricos (inferiores a 900 mm), caracteriza-se por apresentar temperaturas elevadas
durante todo ano, baixas amplitudes térmicas em termos de médias mensais (entre 2 °C e 3 °C),
forte insolacdo e altas taxas de evapotranspiragdo (CHAVES, 2015, p. 161).



Citacdo Indireta

Texto criado pelo autor do TCC com base no texto do autor consultado (transcri¢ao livre).
Cita¢do com mais de trés autores
Indica-se apenas o primeiro autor, seguido da expressao et al.

Ex.:
A escassez de agua potavel ¢ uma realidade em diversas regides do mundo e no Brasil e, em muitos casos, resultante da
utilizagdo predatoria dos recursos hidricos e da intensificacdo das atividades de carater poluidor (CRISPIM et al., 2015).

SISTEMA DE CHAMADA
Quando ocorrer a similaridade de sobrenomes de autores, acrescentam-se as iniciais de seus prenomes; se mesmo assim
existir coincidéncia, colocam-se 0s prenomes por extenso.

Ex.:
(ALMEIDA, R., 2015)
(ALMEIDA, P., 2015)

(ALMEIDA, RICARDO, 2015)
(ALMEIDA, RUI, 2015)

As citagdes de diversos documentos do mesmo autor, publicados num mesmo ano, sdo distinguidas pelo acréscimo de letras
minusculas, em ordem alfabética, ap6s a data e sem espacejamento, conforme a lista de referéncias.

Ex.

Segundo Crispim (2014a), o processo de ocupacdo do Brasil caracterizou-se pela falta de planejamento e consequente
destrui¢do dos recursos naturais.

A vegetacio ciliar desempenha funcdo consideravel na ecologia e hidrologia de uma bacia hidrografica (CRISPIM, 2014b).

As citagdes indiretas de diversos documentos de varios autores, mencionados simultaneamente, devem ser separadas por
ponto e virgula, em ordem alfabética.

Viarios pesquisadores enfatizam que a pegada hidrica ¢ um indicador do uso da dgua que considera ndo apenas o seu uso
direto por um consumidor ou produtor, mas, também, seu uso indireto (ALMEIDA, 2013; CRISPIM, 2014; SILVA, 2015).

a) Quando a cita¢@o possuir apenas um autor: Folegatti (2013) ou (FOLEGATTI, 2013).

b) Quando a citag@o possuir dois autores: Frizzone e Saad (2013) ou (FRIZZONE; SAAD, 2013).

¢) Quando a citag@o possuir mais de dois autores: Botrel et al. (2013) ou (BOTREL et al., 2013).

Quando a autoria do trabalho for uma institui¢do/empresa, a citagdo devera ser de sua sigla em letras maitisculas. Exemplo:
EMBRAPA (2013).

Literatura citada (Bibliografia)

As bibliografias citadas no texto deverdo ser dispostas na lista em ordem alfabética pelo Gltimo sobrenome do primeiro autor
e em ordem cronoldgica crescente, ¢ conter os nomes de todos os autores. Citagdes de bibliografias no prelo ou de
comunicagdo pessoal ndo sdo aceitas na elaboracdo dos artigos.

A seguir, sdo apresentados exemplos de formatacao:

a) Livros
NAAS, I. de A . Principios de conforto térmico na produgio animal. 1.ed. Sdo Paulo: fcone Editora Ltda, 2010. 183p.

b) Capitulo de livros

ALMEIDA, F. de A. C.; MATOS, V. P.; CASTRO, J. R. de; DUTRA, A. S. Avaliacdo da qualidade e conservagdo de
sementes a nivel de produtor. In: Hara, T.; ALMEIDA, F. de A. C.;CAVALCANTI MATA, M. E. R. M. (eds.).
Armazenamento de graos e sementes nas propriedades rurais. Campina Grande: UFPB/SBEA, 2015. cap.3, p.133-188.

c¢) Revistas

PEREIRA, G. M.; SOARES, A. A.; ALVES, A. R.; RAMOS, M. M.; MARTINEZ, M. A. Modelo computacional para
simula¢ao das perdas de dgua por evaporacao na irrigagdo por aspersao. Engenharia Agricola, Jaboticabal, v.16, n.3, p.11-26,
2015. http://dx.doi.org/10.18378/rebes.v7i2.4810.

d) Dissertagdes e teses



DANTAS NETO, J. Modelos de decisdo para otimizacdo do padrdo de cultivo em 4reas irrigadas, baseados nas fungdes de
resposta da cultura & agua. 2015. 125f. Dissertacdo (Mestrado em Sistemas Agroindustriais) — Universidade Federal de
Campina Grande, Pombal. 2015.

e) Trabalhos apresentados em congressos (Anais, Resumos, Proceedings, Disquetes, CD Roms)

WEISS, A.; SANTOS, S.; BACK, N.; FORCELLINI, F. Diagndstico da mecanizag@o agricola existente nas microbacias da
regido do Tijucas da Madre. In: Congresso Brasileiro de Engenharia Agricola, 25, e Congresso Latino-Americano de
Ingenieria Agricola, 2, 1996, Bauru. Anais ... Bauru: SBEA, 2010. p.130.

f) Informagdes do Estado
BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria da Vigilancia Sanitaria. Portaria n° 216, de 15 de setembro de 2004. Aprova o
regulamento técnico de boas praticas para servigos de alimentagdo. Diario Oficial da Unido; Poder Executivo, 2004.

No caso de CD Rom, o titulo da publicac¢do continuard sendo Anais, Resumos ou Proceedings mas o numero de paginas sera
substituido pelas palavras CD Rom.

Outras informacdes sobre normatizagdo de artigos

a) Na descrig@o dos parametros e variaveis de uma equagdo devera haver um trago separando o simbolo de sua descrigdao. A
numeracdo de uma equacdo devera estar entre paréntesis e alinhada a direita: exemplo: (1). As equagdes deverdo ser citadas
no texto conforme os seguintes exemplos: Eq. 1; Egs. 3 e 4.

b) Todas as letras de uma sigla devem ser maitsculas; ja o nome por extenso de uma instituigdo deve ter maiuscula apenas a
primeira letra de cada palavra.

¢) Nos exemplos seguintes de citagdes no texto de valores numéricos, o formato correto é o que se encontra no lado direito da
igualdade:

10 horas = 10 h; 32 minutos = 32 min; 5 1 (litros) =5 L; 45 ml =45 mL; I/s = L s-1; 270C = 27 oC; 0,14 m3/min/m = 0,14
m3 min-1 m-1; 100 g de peso/ave = 100 g de peso por ave; 2 toneladas = 2 t; mm/dia = mm d-1; 2x3 = 2 x 3 (deve ser
separado); 45,2 - 61,5 =45,2-61,5 (deve ser junto).

A % ¢ a tinica unidade que deve estar junto ao nimero (45%). Quando no texto existirem valores numéricos seguidos, que
possuem a mesma unidade, colocar a unidade somente no Gltimo valor (Exemplos: 20 m ¢ 40 m =20 e 40 m; 56,1%, 82,5% ¢
90,2% = 56,1, 82,5 ¢ 90,2%).

d) Quando for pertinente, deixar os valores numéricos no texto, tabelas e figuras com no maximo trés casas decimais.

f) Os titulos das bibliografias listadas devem ter apenas a primeira letra da primeira palavra maitscula, com exce¢do de
nomes proprios. O titulo de eventos devera ter apenas a 1? letra de cada palavra maiuscula.

RECOMENDACAO IMPORTANTE: Recomenda-se aos autores a consulta na pagina da Revista
(http://revista.gvaa.com.br/) de artigos publicados, para suprimir outras dividas relacionadas a normatiza¢ao de artigos, por
exemplo, formas de como agrupar figuras e tabelas.

DECLARACAO DE CONCORDANCIA

Declaramos que concordamos com a submissdo e eventual publica¢do na Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento

Sustentavel (RVADS), do artigo intitulado: , dos autores abaixo relacionados, tendo como
Autor Correspondente o Sr. , que ficara responsavel por sua tramitag@o e corregao.
Declaramos, ainda, que o referido artigo se insere na area de conhecimento: , tratando-se

de um trabalho original, em que seu contetido nio foi ou ndo esta sendo considerado para publicagdo em outra Revista, quer
seja no formato impresso e/ou eletronico.
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