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CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DA GEOPROPOLIS DA ABELHA
SOCIAL SEM FERRAO URUCU (Melipona scutellaris Latreille, 1811)
PROVENIENTE DA BAIA DO IGUAPE-BA

Autor: Renata de Lima
Orientador: Profa. Dra. Geni da Silva Sodré
Coorientador: Prof. Dr. Carlos Alfredo Lopes de Carvalho

RESUMO: Este estudo teve por objetivo avaliar a producdo da geoprépolis de
Melipona scutellaris na Baia do Iguape, Bahia, bem como sua composicao
microbiolégica e sua atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e
Salmonella Enteritidis. Para isso o trabalho foi dividido em trés etapas. Na primeira
etapa inicialmente foram instalados dois Meliponarios na Baia do Iguape, utilizando
dez colbnias de M. scutellaris. Durante doze meses, as abelhas foram estimuladas a
produzir geoproépolis utilizando o método dispositivo coletor de geopropolis.
Semanalmente a geopropolis produzida foi coletada e o coletor substituido. Foi
verificada a influéncia dos parametros climéaticos sobre o potencial produtivo da
geopropolis de M. scutellaris. A producéo da geopropolis por M. scutellaris, no periodo
estudado, esta correlacionada com as variaveis radiacdo, vento direcdo e vento rajada.
Na segunda etapa foi realizada a avaliagdo quanto a quantificacdo microbiolégica
frente a presenca de microrganismos contaminantes, de acordo com as estac¢des do
ano, utilizando 24 amostras da geoprdépolis colhidas no periodo de um ano. Para tanto,
determinou-se: microrganismos aerobios mesofilos, microrganismos aerobios
psicrotroficos, bolores e leveduras, Clostridium sulfito redutores, coliformes totais,
Escherichia coli, presenca e auséncia para Salmonella sp. e Staphylococcus
coagulase positiva. A geoproépolis apresentou carga microbiolégica média méaxima de
10° UFC.g}, no entanto, auséncia para Clostridium sulfito redutores e Salmonella sp.
Na terceira etapa foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da
geopropolis da M. scutellaris, frente a bactéria Gram-positiva e Gram-negativa. Foi
determinada concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracao bactericida minima
(CBM), utilizando o método de microdiluicdo. O extrato hidroalcoodlico da geopropolis,
apresentou atividade antimicrobiana frente ao crescimento de microrganismo S.

aureus e Salmonella Enteritidis.

Palavras-chave: Producdo da geoproépolis, quantificagdo microbiologica, atividade

antimicrobiana



BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF PROPOLIS BEE SOCIAL
STINGLESS URUCU (Melipona scutellaris Latreille, 1811) FROM THE
BAY IGUAPE-BA

Autor: Renata de Lima
Orientador: Profa. Dra. Geni da Silva Sodré
Coorientador: Prof. Dr. Carlos Alfredo Lopes de Carvalho

ABSTRACT: This study had since objective valued the production of geopropolis of
Melipona scutellaris at the Bail of the Iguape, Bahia as well as his microbiological
composition and his antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and
Salmonella Enteritidis. For this reason the work was divided into three stages. In the
first step were initially installed two Meliponarios in Bay of Iguape, using ten colonies
of M. scutellaris. During twelve months, the bees were stimulated to produce
geopropolis using the method collector device geopropolis. Weekly to geoproépolis
produced was collected and replaced. The influence of climatic parameters on the
productive potential of geoprépolis M. scutellaris was verified. The production of
geopropolis by M. scutellaris during the study period, is correlated with the variable
radiation, wind direction and wind gust. In the second stage evaluation was performed
on the microbiological quantification front the presence of contaminating
microorganisms, according to the seasons, using 24 samples of geoprépolis collected
within one year. Therefore, it was determined: aerobic mesophilic, psychrotrophic
aerobic bacteria, molds and yeasts, Clostridium sulphite reducing, total coliforms,
Escherichia coli, presence and absence for Salmonella sp. and coagulase positive
Staphylococcus. Geoprépolis has an average maximum microbial count of 10*° UFC.g-
!, however, absence sulphite reducing Clostridium and Salmonella sp. In the third step
we evaluated the antimicrobial activity of the hydroalcoholic extract of geoprépolis M.
scutellaris front of Gram-positive and Gram-negative bacteria. Was determined by
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC)
using the microdilution method. The hydroalcoholic extract of geoprépolis, presented
antimicrobial activity against the growth of microorganism S. aureus and Salmonella
Enteritidis.

Key words: Production of geoprépolis, quantificacdo microbiological, antimicrobial

activity



INTRODUCAO

A Meliponicultura € uma atividade antiga, exercida ha muitos séculos, com
relatos dessa pratica desde os primordios das civilizagGes antigas, no Egito Antigo
(PALAZUELOS BALLIVIAN, 2008). A criacdo de meliponineos desenvolvida pelos
indios, aqui no Brasil, ao longo do tempo vem sendo praticada de forma tradicional
por pequenos e médios produtores, principalmente por aqueles que usavam méao
de obra familiar nas atividades agropecuarias, sendo considerada uma atividade
econdmica complementar (COLETTO-SILVA, 2005).

Apesar do desenvolvimento e do crescimento desta atividade, a
Meliponicultura no Brasil ainda € carente de outras praticas tecnoldgicas que
aprimorem o processo de extracdo dos produtos, tornando-os mais valorativos, e,
principalmente, pela auséncia de uma legislacdo condizente com as suas
necessidades (COLETTO-SILVA, 2005; SILVA e PAZ, 2012). Diferentemente do
gue ocorre no caso da Apicultura, a Meliponicultura sofre de um vazio legal,
particularmente na parte sanitaria, o que dificulta a ampliacdo do mercado dos seus
produtos, especialmente no que se refere a exportacdo e comercializacdo (LOPES
et al., 2005).

As abelhas da subfamilia Meliponinae (Hymenoptera: Apidae) sé&o
conhecidas como “abelhas sociais sem ferrdo”, pelo fato de possuirem o ferréo
atrofiado, sendo, portanto, incapazes de ferroar. Taxonomicamente sao agrupadas
na superfamilia Apoidea, que dispde de algumas familias, incluindo a familia
Apidae. Essa familia tem a subfamilia Apinae, que esta dividida em diversas tribos,
as mais conhecidas sdo: Euglossini (conhecidas como abelhas das orquideas),
Bombini (mamangavas grandes e peludas), Apini (abelhas meliferas, Apis
mellifera), Meliponini (abelhas popularmente conhecidas como abelhas sociais sem
ferrdo) que consolida varios géneros incluindo o género Melipona (MICHENER,
2000).

Segundo Nogueira-Neto (1997), Gonzaga (2004), Carvalho et al. (2005) e
Kerr et al. (2005) existem por volta de 300 espécies de abelha social sem ferréo,
para Witter e Blochtein (2009) sdo aproximadamente 400 e para Ximenes (2011)

s&o aproximadamente 380. E certo que com os avangos em investigacdes das



abelhas sociais sem ferrdo, progressivamente novas espécies ou subespécies
serdo reclassificadas em espécies distintas.

As abelhas sociais sem ferrdo ocupam grande parte das regifes de clima
tropical no planeta, especialmente a América do Sul (KERR et al., 1996). Além do
mel, essas abelhas podem fornecer, para exploracdo comercial, o pélen, a cera e
a geoproépolis (DUTRA, 2006; SANTOS, 2010).

A geoprépolis proveniente da espécie M. scutellaris Latreille, 1811
(Hymenoptera: Apidae) conhecida como abelha urugu € encontrada no nordeste do
Brasil e produz um tipo diferente de prépolis composto pela mistura de resina, cera
e terra (BARTH, 2006). Sendo considerada uma resina vegetal ndo toxica coletada
por abelhas em diferentes fontes vegetais, cuja capacidade € essencial para
garantir a protecdo da colmeia (SALATINO et al., 2011).

A coloracdo presente na prépolis depende de seus materiais que o
constituem e é utilizada para vedar frestas, embalsamar insetos mortos bem como
proteger a colmeia contra ataques de microrganismos (GHISALBERTI, 1979). Em
geral, as amostras da geopropolis apresentam-se como componentes distintos,
com granulos de consisténcia heterogénea e inodoros, coloragdo marrom escura e
sabor amargo (CUNHA et al., 2009).

A geoproépolis é produzida naturalmente pelas abelhas sociais sem ferrdo e
segundo Santos et al. (2009) as funcdes que ela exerce nas coldnias dessas
abelhas sdo mais amplas do que a prépolis nas colénias de abelhas A. mellifera,
servindo para a construcao de estruturas externas (tubos de entrada) e internas
(discos de cria, lamelas de invélucro e potes de alimento) das colbnias de
Meliponas e para defesa contra inimigos.

O processo de producao de geoprépolis é realizado pelos meliponicultores
de forma empirica, sendo coletada por meio de raspagem de partes da colmeia
como tampa e frestas. Além da baixa produtividade, a geopropolis coletada por
esse meio é de baixa qualidade e apresenta grandes quantidades de impurezas, 0
gue limita sua comercializag&o.

Para que as col6nias produzam em quantidade e qualidade é preciso que
sejam estabelecidas técnicas para os meliponicultores que estimulem a producéo
da geoprépolis pelas abelhas sociais sem ferrdo. Com isso, 0 método de coleta
utilizado é de grande importancia na producédo da geopropolis e tem como objetivo

nao contaminar o mel. Pesquisas vém sendo realizadas para determinar qual o



melhor método de coleta e tipo de coletor para se ter uma producéo da geoproépolis
de abelhas sociais sem ferrao (ALVES et al., 2011; SOUZA et al., 2011).

Para a abelha urucu ndo € usado nenhum tipo de coletor de geoprépolis
pelos meliponicultores. Essa pesquisa € inédita e de extrema importancia para a
conservacdo dessa espécie nativa e para a melhoria da produtividade da
geoproépolis. A geopropolis € mais um produto que pode ser explorado para fins
comerciais gerando mais renda para os meliponicultores.

Estudos voltados aos compostos bioativos da propolis e geopropolis
produzidas por diferentes espécies de abelhas tém proporcionado uma maior
procura pelo produto in natura, alcancando resultados positivos, no entanto, ainda
sd0 escassos 0s estudos voltados a avaliagdo microbiolégica da geopropolis.

Além de analises quimicas e fisicas € de suma importancia a realizacao de
ensaios microbioldgicos nas amostras da geopropolis. As andlises microbiolégicas
realizadas no presente estudo, foram baseadas no regulamento técnico da
gualidade microbiolégica para prépolis, onde é recomendando apenas que sejam
seguidas as praticas de higiene, considerando que € necessario instituir medidas
gue normatizem a industrializacdo de produtos de origem animal, garantindo
condi¢cOes de igualdade entre os produtores e assegurando a transparéncia na
producéo, processamento e comercializacao (BRASIL, 2001).

Durante a coleta do material bioldgico a contaminacao pode estar associada
a veiculacdo de microrganismos pela manipulacdo inadequada do produto da
colmeia até mesmo no beneficiamento por meio da separacdo de contaminantes
macroscopicos (folhas, madeiras, insetos, etc.), ou pelas préprias abelhas. Além
de més condi¢cdes de armazenamento (temperatura, umidade), ou até mesmo por
ser um produto composto por barro, prejudicando assim o valor comercial do
produto (MATSUDA, 2002).

Os microrganismos encontrados em propolis e geopropolis estao relatados
na literatura, tais como: coliformes totais e termotolerantes (SOUZA et al., 2011),
coliformes totais, microrganismos aerébios mesofilos, bolores e leveduras
(MATSUDA, 2002) e Bacillus (SANTOS, 2007).

A importancia destes estudos é reforcada pela atividade antimicrobiana da
geopropolis, que é pouco descrita na literatura, entretanto, nos ultimos anos tem
crescido o numero de pesquisas sobre sua atividade contra microrganismos

patogénicos ao ser humano.



Sao relatadas atividades antimicrobianas da geoprépolis contra
Staphylococcus aureus (KUJUMGIEV et al., 1999; VELIKOVA et al., 2000; CUNHA
et al., 2013) Etreptococcus orais (DUALIBE et al., 2007) Streptococcus mutans
(LIBERIO et al., 2011; CUNHA et al., 2013) Candida Albicans e virus influenza
(KUJUMGIEV et al., 1999).

A composicdo da geopropolis é intensamente influenciada pela: fauna, flora,
clima, temperatura, época da colheita entre outros. A flora da Baia do Iguape, BA
€ rica em diversidade de espécies de plantas podendo gerar uma geoprépolis com
composicédo diferenciada com atividade biol6gica que pode ser usada no controle
de microrganismos patogénicos pela medicina farmacoldgica.

Com relacdo a variacdo sazonal, o declinio em alguns componentes
biologicamente ativos pode ser acompanhado pela expanséao de outros (NUNES et
al., 2009). Os estudos realizados com variagdes sazonais sao fundamentais para
a caracterizagao do produto final de um determinado local, uma vez que parametros
climaticos variam em funcao da regido onde o produto natural € obtido (SIMOES-
AMBROSIO et al., 2010). A composi¢cdo quimica da geoprépolis é variavel,
dependendo da biodiversidade da regido visitada pelas abelhas, podendo possuir
compostos da classe dos flavonoides, diterpenos, acidos graxos e benzofenonas
polipreniladas (SALATINO et al., 2005; DUARTE et al., 2006; CASTRO et al.,
2009).

Nesse sentido o objetivo desse trabalho foi avaliar a producdo da
geopropolis de Melipona scutellaris na Baia do Iguape-Bahia, sua composicéo
microbiolégica e atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e

Salmonella Enteritidis.
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INFLUENCIA DE PARAMETROS CLIMATICOS NA PRODUCAO DA
GEOPROPOLIS DE Melipona scutellaris Latreille, 1811 NA BAIA DO IGUAPE-
BA

RESUMO: A producéo da geopropolis depende de varios fatores podendo variar
em qualidade e quantidade em funcao da espécie de abelha que a produziu, da
origem boténica, da fitogeografia, do método de producdo, das condi¢cbes
climaticas da regido durante o seu processo de producdo, dentre outros.
Considerando que caracteristicas biologicas da espécie de abelha podem
determinar diferengas na sua produtividade, procurou-se encontrar uma explicacéo
correlacionando os parametros climéticos (ponto de orvalho, precipitacdo, presséao
atmosférica, pressdo maxima, pressao minima, radiacdo, vento velocidade, vento
direcdo, vento rajada, temperatura, temperatura maxima, temperatura minima,
temperatura orvalho maxima, temperatura orvalho minima, umidade maxima,
umidade minima, umidade relativa do ar) com os dados de producdo da
geopropolis. O objetivo desse trabalho foi investigar a influéncia dos parametros
climaticos sobre o potencial produtivo da geoprépolis de Melipona. scutellaris
produzida na Baia do Iguape, Bahia. A pesquisa foi desenvolvida em dois
Meliponarios (M1 e M2), totalizando 10 colénias de M. scutellaris, sendo utilizadas
cinco colbnias por Meliponario. Com o intuito de induzir a producdo da geoproépolis
foi utilizado o dispositivo coletor de geopropolis, o qual semanalmente foi retirado
e substituido por um novo coletor de geoprépolis. A partir do material coletado foi
avaliada a producdo semanal da geoproépolis, por meio do peso e em seguida,
armazenado em refrigeracdo. As cinco colénias em um periodo de doze meses
produziram estatisticamente juntas um total de 1.494 g para M1 e 1.405 g para M2,
apresentando média anual de 124,27 g para M1 e 117,10 g para M2. A correlacéo
entre a producdo da geopropolis e os parametros climaticos foram: a) radiacéo (r?
=0,6368 e P =0,0260), b) vento direcéo (r>=-0,7698 e P = 0,0034), c) vento rajada
(r? = 0,5135 e P = 0,0877). Conclui-se que a producdo da geoprépolis por M.
scutellaris, teve uma boa aceitacdo ao dispositivo coletor de geoproépolis, afirmando

o potencial de producéo por parte dessas abelhas.

Palavras-chave: Meliponicultura, sazonalidade, coletor de geoprépolis
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INFLUENCE OF CLIMATIC PARAMETERS IN THE PRODUCTION OF
GEOPROPOLIS OF Melipona scutellaris Latreille, 1811 IN THE BAY OF THE
IGUAPE-BA

ABSTRACT: The production of geoprépolis depends on several factors and can
vary in quality and quantity depending on the species of bee that produced it, the
botanical origin, phytogeography, the method of production, the climatic conditions
of the region in their production process, among others. Whereas biological
characteristics of bee species may lead to differences in productivity, we tried to find
an explanation correlating the climatic parameters (dew point, precipitation,
atmospheric pressure, maximum pressure, minimum pressure, radiation, wind
speed, wind direction, wind wind, temperature, maximum temperature, minimum
temperature, maximum temperature dew, dew minimum temperature, maximum
moisture, minimum moisture, relative humidity) with the geoprdpolis production
data. The objective of this study was to investigate the influence of climatic
parameters on the productive potential of geoprépolis of Melipona. scutellaris
produced in Iguape Bay, Bahia. The research was conducted in two Meliponarios
(M1 and M2), totaling 10 colonies of M. scutellaris being used five colonies per
Meliponary. In order to induce the production of geoprépolis was used pickup device
geopropolis weekly, which was removed and replaced by a new geopropolis
collector. The material collected from the weekly production geoprépolis was
performed by means of the weight and then stored under refrigeration conditions.
The five colonies in a twelve-month period produced statistically together a total of
1,494 g to 1,405 g M1 and M2, with an annual average of 124.27 gto 117.10 g M1
and M2. The correlation between the production of geopropolis and climatic
parameters were: a) radiation (r2 = 0.6368 and P = 0.0260), b) the wind direction
(R2 =-0.7698 and P = 0.0034), c) wind gust (r2 = 0.5135 and P = 0.0877). It is
concluded that the production of geopropolis by M. scutellaris, had a good
acceptance to geopropolis collection device, stating the production potential by
these bees.

Key words: Meliponiculture, seasonality, collector of geoprépolis
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INTRODUCAO

A Meliponicultura, que consiste na criagéo de abelhas sociais sem ferréo, se
tornou uma atividade significativamente importante em diversas regiées do pais. O
investimento em pesquisa e melhoramento das técnicas de manejo, vem
favorecendo a difusdo do conhecimento e o interesse para polinizacdo agricola,
especialmente nas regibes norte e nordeste do Brasil, contribuindo para o
desenvolvimento da criacdo racional dessa atividade (CAMPOS, 2003).

As abelhas sociais sem ferrdo pertencem ao reino Animalia Filo
Arthrophoda; Classe Insecta; Ordem Hymenoptera; Subordem Aprocrita,;
Superfamilia Apoidea; Familia Apidae; Subfamilia Meliponinae; Tribo Meliponini,
(PIANARO, 2007). Sado popularmente conhecidas como “abelhas sociais sem
ferrdo”, pelo fato de possuirem o ferrdo atrofiado (MICHENER, 2000).

A abelha social sem ferrdo Melipona scutellaris Latreille, 1811 também
conhecida como urugu é encontrada no nordeste do Brasil e produz uma variedade
de propolis popularmente conhecido como geopropolis. Geopropolis consiste da
mistura de resina, cera e solo (BARTH, 2006). Dessa forma, a composicao deste
produto pode variar de acordo com as fontes vegetais utilizadas pelas abelhas, bem
como época do ano, ocorrendo variagdes principalmente nos seus constituintes
quimicos e atividades farmacolégicas. E um produto natural utilizado para vedar
frestas bem como proteger a colmeia (SIQUEIRA et al., 2014).

A coloracédo da geoprépolis depende do material que a constitui, ou seja, das
fontes resiniferas e do solo coletadas pelas abelhas, as quais diferem dependendo
da regido em que as colonias foram instaladas (AGUERO et al., 2010; SIQUEIRA
et al., 2014).

De modo geral, as amostras da geoprépolis apresentam-se como
fragmentos rigidos e com diferentes tamanhos, com granulos de consisténcia
heterogénea e inodoro, coloragdo marrom escura e sabor amargo (CUNHA et al.,
2009).

Cordeiro (2014) em estudo com capacidade produtiva da geopropolis
proveniente de trés espécies de Melipona, constatou que a espécie que se mostrou
mais produtiva foi a Melipona flavolineata, por ser uma espécie nativa da regido da

Amazonia Oriental, adaptada as condi¢cdes climaticas.
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Para Dutra (2006) geopropolis formada em regides de ecossistemas
heterogéneos, consistem em uma associacdo da origem botanica aos fatores
climaticos da regido implicando na variacao existente destes constituintes quimicos
no produto final. Portanto, a caracterizagcdo e a padronizacdo dos compostos
quimicos da geopropolis, por meio das condicbes ambientais em que s&o
produzidos sao fundamentais para melhorar a qualidade desse produto.

Segundo Souza (2011) a sazonalidade possui influéncia na atividade de
producdo da geopropolis independentemente do método de coleta utilizado. Em
estudo desenvolvido pelo referido autor, a producao alcangou valores satisfatorios,
entretanto, ele menciona que a producdo da geopropolis pode ser elevada,
estimulada por programas de melhoramento genético de abelhas rainhas
direcionadas a producédo desse produto.

Dessa maneira, estudos que levem em consideracdo as condicdes
edafoclimaticas para a potencializagdo da producdo sdo fundamentais para
producéo racional, rentavel e de qualidade para este produto. Nesse contexto, o
objetivo do trabalho foi investigar a influéncia dos parametros climéaticos sobre o
potencial produtivo da geoprépolis de M. scutellaris produzida na Baia do Iguape,
Bahia.

MATERIAL E METODOS

Local de coleta

O estudo foi desenvolvido em dois Meliponarios (M1 e M2) instalados nas
extremidades de Apiarios de agricultura familiar, situado na Baia do Iguape (BI)
pertencente a Baia de Todos os Santos (BTS) situada cerca de 100 km a leste de
Salvador (Figura 1).
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Figura 1: Localizacdo geogréfica da Baia do Iguape, pertencente a Baia de
Todos 0s Santos-BA.

A Baia do Iguape abrange uma area que se estende sobre aguas interiores,
cuja principal origem é o Rio Paraguacu. Se estende sobre 8.117,53 hectares,
sendo 2.831,24 de manguezais e 5.286,29 de 4guas internas brasileiras (PROST,
2012).

A Baia do Iguape, um apéndice da Baia de Todos os Santos (CARVALHO,
2000), no ponto central a paisagem é marcada por colinas e planicies fluvio-
marinhas e pela presenca de mangues.

A cobertura vegetal, na area da Baia do Iguape, contribui para o equilibrio

de um sistema natural, principalmente por ter uma diversidade paisagistica, sendo
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composta por vegetacdo litordnea, de mangue e vegetacdo da zona da mata
(SANTANA, 2008).

Producéao e Coleta

As colbnias de M. scutellaris utilizadas no desenvolvimento do estudo foram
provenientes do Nucleo de Estudos dos Insetos (INSECTA) da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia. Foram realizados ensaios prévios de avaliacdes
das colbnias visando a producao de geoprépolis, por meio do dispositivo coletor de
geoproépolis, logo apds as coldnias foram levadas a campo.

Foram instalados dois Meliponarios na Baia do Iguape-BA, distantes entre
si cerca de 1 km em linha reta, sendo um deles em local sombreado e outro em
local com insolagédo indireta. Cada Meliponario foi constituido com cinco col6nias
de M. scutellaris. As colbénias foram alojadas em caixas Modelo INPA, onde foram
mantidas durante 30 dias no Meliponarios para adaptacdo da regido e
periodicamente realizadas inspec¢fes sobre as condicbes de desenvolvimento, por
meio de revisdes e avaliacfes das colbnias.

Durante os meses de agosto de 2013 a julho de 2014, as abelhas foram
estimuladas a produzir geoprépolis utilizando o método de coleta adaptado do
coletor do tipo CPI® (Coletor de Propolis Inteligente), desenvolvido pelo apicultor
Sr. Adomar Jesus de Carvalho. O método utilizado para inducéo da geoprépolis foi
por meio de uma abertura frontal no centro das melgueiras, com dimensodes de 11,5
X 2 cm, onde as pegas laterais foram de 10 x 2 cm na parte interna e 24,5 x 1,0 cm
na parte externa com profundidade da barra superior e inferior de 2,0 cm, sendo

este um dispositivo movel (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 - A. Detalhe da colénia com dispositivo coletor de geoprépolis. B. Esquema
para montagem da régua coletora.

o

ara encaixe da régua

Figura 3 - A a C. Melgueira adabta'd 'c.:c‘).m~ frestafrontal p
coletora de geoprépolis.
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Foi utilizado o dispositivo coletor de geopropolis (DCG) (Figura 3), sendo
retirado e substituido semanalmente. Utilizou-se form&o para facilitar a retirada da
régua coletora de geopropolis e sacos plasticos atoxicos para acondicionar as
amostras de forma higienicamente correta. Os materiais coletados foram
etiquetados e encaminhados ao Nucleo de Estudos dos Insetos (INSECTA) da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.

A coleta de geopropolis foi realizada semanalmente totalizando 96 amostras
as quais constituiram-se em um blande mensal, compondo 12 amostras por
Meliponario. A partir do material coletado foi avaliada a producdo semanal da
geoproépolis, onde era pesado em balanca analitica e armazenado em freezer
vertical -20°C no Laboratorio do Grupo de Pesquisa INSECTA.

Parametros climéaticos

Os parametros climatico (ponto de orvalho, precipitacdo, pressao
atmosférica, pressdo maxima, pressao minima, radiacdo, vento velocidade, vento
direcdo, vento rajada, temperatura, temperatura maxima, temperatura minima,
temperatura orvalho maxima, temperatura orvalho minima, umidade maxima,
umidade minima, umidade relativa do ar) foram obtidos na Estacdo Meteoroldgica
da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas — BA e do Instituto

Nacional de Meteorologia (http://www.inmet.gov.br).

Analises estatisticas

Os dados de producdo da geoprépolis foram submetidos a analise de
variancia (FERREIRA, 2000). Para os dados encontrados foram submetidos a
correlacdo de Pearson (r) da producdo da geoprépolis com as variaveis climaticas
(ponto de orvalho, precipitacdo, pressdo atmosférica, pressdo maxima, presséo
minima, radiacdo, vento, vento direcdo, vento rajada, temperatura, temperatura
maxima, temperatura minima, temperatura orvalho maxima, temperatura orvalho
minima, umidade maxima, umidade minima, umidade relativa do ar), utilizando-se
o procedimento “Proc corr” e a regressao das variaveis climaticas com a producao

utilizando o procedimento “Stepwise do pacote estatistico (SAS, 2008).


http://www.inmet.gov.br/
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RESULTADOS

Producado da Geopropolis

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os Meliponarios em
um periodo de 12 meses produziram estatisticamente um total de 1.494 g para M1
e de 1.405 g para M2, apresentando a média anual de 124,279 para M1 e 117,10
g para M2 (Tabela 1). De acordo com os resultados obtidos, constatou-se a maior
producdo nos meses de agosto, setembro, outubro, novembro, dezembro e
fevereiro para (M1), enquanto para M2 a maior producao foi constatada no més de
novembro, seguido pelos meses de agosto, outubro, janeiro e fevereiro.

A diferenca observada da producédo média da geopropolis pelas colénias M1
instaladas em local sombreado e M2 instaladas em local com insolacdo indireta,
provavelmente, esta relacionada com o microclima dos dois locais onde os
meliponérios foram montados, assim apresentando uma maior umidade e
temperaturas mais amenas.

No periodo de marco a julho houve baixa producéo da geopropolis, devido
algumas coldnias ficarem com o coletor fechado sem a presenca de frestas. Essa
pratica fez parte do manejo durante periodo sem ocorréncia de producdo da
geopropolis, nesse periodo 0s enxames se apresentavam com namero reduzido de
abelhas. Neste contexto colbnias fracas sao, geralmente, consequéncia da falta de
alimento disponivel no campo, sendo alvo facil de pragas e doencas. Para evitar
esses, problemas foi realizada intervencao vedando alguns dispositivos, para que
as colbnias se recuperassem.

Com relacdo a producédo mensal da geoproépolis, verificou-se que no més de
setembro destacou-se o M1 com produgdo de 249,68 g, enquanto para M2
destacou-se 0 més de novembro com producéo de 257,53 g.
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Tabela 1. Média de producdo mensal da geopropolis (em gramas) de

Melipona scutellaris, no periodo de agosto de 2013 a julho de 2014 na Baia

do Iguape — BA.

Producéo (g)
Més Meliponario 1 Meliponario 2
Agosto 157,28 Aa 136,32 Ab
Setembro 249,68 Aa 102,80 Bb
Outubro 189,77 Aa 141,18 Ab
Novembro 204,36 Aa 257,53 Aa
Dezembro 239,34 Aa 145,13 Bb
Janeiro 86,64 Bb 158,19 Ab
Fevereiro 195,85 Aa 143,84 Ab
Marco 64,66 Ab 76,47 Ac
Abril 49,79 Ab 62,48 Ac
Maio 22,50 Ab 69,61 Ac
Junho 20,64 Ab 61,16 Ac
Julho 13,71 Ab 50,44 Ac
Média anual 124,27 117,10

CV (%) 42,86

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas e mindsculas nas colunas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Parametros climaticos

Apés a analise de produgdo da geopropolis, constatou-se que ndo ouve
diferenca significativa entre M1 e M2. Entdo foi feita uma média dos dados de
producédo, onde o mesmo foi submetido a analise de correlacdo com as variaveis
climaticas, constatando-se correlagcdo. As correlagbes entre a producdo da

geopropolis e as variaveis climaticas estdo apresentadas nas Tabelas 2A e 2B.
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A média anual de ponto de orvalho registrada foi de 18,6 °C, para
precipitacdo foi de 97,9 mm, pressdo atmosférica 989,8 hPa, pressdo maxima
990,1 hPa, pressdo minima 989,6 hPa, radiacdo 1240,2 KJ/m?, vento 2,5 m/s, vento
direcdo 141,3 graus, vento rajada 5,3 m/s, temperatura 23,7 °C, temperatura
maxima 24,2 °C, temperatura minima 23,2 °C, temperatura orvalho maxima 19,2 °C,
temperatura orvalho minima 18,8 °C, umidade méaxima 78,2%, umidade minima
74,3%, umidade relativa do ar 76,1%.

Nas tabelas 3A e 3B demostram as unicas correlacdes entre a producéo da
geoproépolis e as variaveis climéaticas por meio do teste de correlagdo foram: a)
radiacdo (r>= 0,6368 e P = 0,0260), b) vento direcédo (r?= - 0,7698 e P = 0,0034),
c) vento rajada (r*= 0,5135 e P = 0,0877).
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Na Tabela 4, descreve-se o modelo final selecionado para a variavel
geoproépolis. A andlise de regressdo multipla mostrou que a variavel vento direcéo

teve acdo sobre a producéo da geopropolis.

Tabela 4. Andlise de regressdo Step Wise, valor de F, probabilidade e R2 com
amostras da geopropolis de Melipona scutellaris produzidas no periodo de agosto de
2013 a julho de 2014 na Baia do Iguape — BA.

Modelo final selecionado Valorde F  Probabilidade R?ajustado

Geoproépolis = 540.71527-2.97229 14,55 0,0034 0,5518

Vento direcéo

DISCUSSAO

O método de coleta de geopropolis popularmente utilizado por meio de
raspagem das partes internas da colbnia, tem como desvantagem apresentar
contaminacao natural comprometendo sua qualidade.

A abelha social sem ferrdo estudada teve uma boa aceitacdo ao coletor de
geoproépolis utilizado. Porém, foi observado no presente trabalho que nos meses
com fortes chuvas as abelhas diminuiram o seu ritmo de producao de geoproépolis,
nao vedando por completo o coletor. Em época de escassez de alimento foi
fornecido alimentagao artificial, no entanto, pelo fato das colonias estarem dentro
de um apiario, havia saque por parte das abelhas Apis mellifera enfraquecendo a
Melipona. Portanto, foi necessario vedar a entrada da fresta do coletor com fita
transparente evitando o ataque por outras abelhas.

Foi observada que a producdo média da geopropolis pelas colbnias M1
instaladas em local sombreado destacacaram-se com melhor producéo comparada
com M2 instaladas em local com insolagdo indireta, provavelmente, esta
relacionada com o microclima dos dois locais onde os meliponarios foram
montados, assim apresentando uma maior umidade e temperaturas mais amenas

para M1.
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Santana (2003) estudou a producéo de propolis por A. mellifera, constatou
gue houve diferenca significativa entre as coldnias, independentemente do local
onde elas estavam instaladas. Onde a capacidade de producéo entre as colonias,
localizadas na sombra foi de 58,7 g e no sol de 31,43 g, provavelmente esta
relacionada com o microclima, mostrando a influencia na propolizagao.

A utilizacdo da geopropolis na vida da coldnia esta relacionada com a
protecdo, sendo utilizada para fechar pequenas frestas e proteger da invaséo de
insetos e microrganismos, garantindo um ambiente protegido (GONZAGA, 2004).
Levando em consideracdo que o dispositivo coletor de geopropolis, deixa uma
abertura frontal na colbnia, tendo como objetivo garantir uma producdo da
geopropolis regular, para aqueles que forem utilizar desse método para produzir
geopropolis. Tendo em vista que nao foi observado neste método de coleta nenhum
fato que vinhesse a causar um ambiente desprotegido prejudicando as colonias de
M. scutellaris.

Souza (2011) ao comparar diversos métodos de coleta de geoprdpolis de M.
scutellaris, constatando a média mensal utilizando o método de coleta “palito entre
a tela e a tampa” de 49,37 g e a producéo total de 987,34 g. Inoue et al. (2007)
utilizando o método de coleta tela plastica, comprovou uma média mensal de 24,2
g/colmeia.

Diante dos resultados obtidos neste estudo, por meio do dispositivo coletor
de geoprépolis por M. scutellaris, comprovou-se boa aceitacdo do coletor de
geoproépolis, afirmando o potencial de producédo por parte dessas abelhas.

Para Souza (2011) independentemente do método de coleta utilizado, o
efeito da sazonalidade exerceu influéncia sobre a atividade de producdo da
geopropolis havendo maior produtividade na estacdo do inverno num total de
883,38 g.

Para o presente estudo a variagéo na producao esta relacionada a radiacao
solar, vento direcdo e vento rajada, mostrando que a variavel teve correlagdo sobre
a producdo da geoprépolis. Constatou-se que a variavel radiacdo tem forte
correlacdo positiva com as variaveis temperatura, temperatura maxima e
temperatura minima, no entanto, observou-se correlagéo negativa com as variaveis
precipitacdo, pressdo atmosférica, pressdo maéaxima, pressdo minima, vento
direcdo. A variavel vento direcdo tem forte correlagdo positiva com as variaveis

pressao atmosfeérica, pressdo maxima e pressdo minima, no entanto, observou-se



25

correlacdo negativa com a variavel radiagdo. A varidvel vento rajada tem forte
correlagéo positiva com as variaveis vento velocidade, no entanto, ndo observou-
se correlacdo negativa com as demais variaveis.

A chuva, intensidade luminosa, temperatura, umidade relativa, velocidade
do vento, sdo fatores que podem influenciar a atividade de voo dessas abelhas
(IWANA, 1977; HEARD e HENDRIKZ,1993), essas variaveis climaticas podem
modificar, modular ou até mesmo suprimir a atividade das abelhas. Dessa forma
provavelmente podera ocacionar alteracdo e até mesmo influenciar na atividade
diarias de forrageamento por parte das abelhas M. scutellaris. Roubik (1989)
constatou que o efeito do vento é provavelmente similar ao efeito da chuva, fazendo
com que as abelhas selecionem recursos florais mais préximos as suas colmeias.

Além da variavel vento direcéo, € inegavel a influéncia direta ou indireta de
outros fatores climéticos e ambientais, inclusive a posi¢céo das fontes vegetais, cuja
capacidade é essencial para garantir a protecdo da colmeia, certamente, as
abelhas utilizam muitas informacdes na atividade de forrageamento.

Em estudos realizados por Filho (2013) com producdo de propolis por
Frieseomelitta varia utilizando coletor adaptado do coletor de A. mellifera,
constatou-se uma boa adaptacdo, porém a sazonalidade afetou a producédo de
prépolis diminuindo o ritmo até mesmo o ndo preenchimento por completo do
coletor no decorrer do trabalho. A média de producdo para Frieseomelitta
constatada foi de 26,46 g (+£11,60) no intervalo de 15 dias, para a A. mellifera
tiveram média de producéo de 6,08 g (+9,72) (FILHO, 2013).

Com relagcédo aos resultados obtidos no presente trabalho da producédo da
geoproépolis por M. scutellaris, teve média de 62,14 g no intervalo de 15 dias para
amostra M1 e de 58,55 g para amostra M2. Diante dos resultados da producédo da
geopropolis por abelha M. scutellaris, comprovou-se o seu potencial utilizando o
meétodo de coleta do dispositivo coletor de geoproépolis.

Ao avaliar a producéo média anual de propolis de Scaptotrigona aff. postica
(abelha tubi) durante doze meses obteve 1.359,5 + 80,8 g/colmeia (SOUZA, 2013),
resultado esse considerado mais baixo quando comparado com estudo realizado
com abelhas M. scutellaris representado uma média anual de 1.494 g para amostra
M1 e uma média de 1.405 g para amostra M2 da geopropolis.

O forrageamento das abelhas € influenciado pelos fatores meteorolégicos.

Estudos revelam que cerca de 80% da energia metabolizada pelos musculos
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durante o voo é perdida sob forma de calor (ROUBIK, 1989) e a temperatura
corporal letal varia entre 45° e 50°C para as abelhas (HEINRICH, 1979). A
temperatura da colonia variara de acordo com a temperatura ambiente (ROLDAO,
2011), sendo que outros autores (ROUBIK e PERALTA, 1983; MOO-VALLE et al.,
2000; HILARIO, 2005; LOLI, 2008) comentaram que essa temperatura nao
depende ou ndo estava relacionada com a temperatura ambiente. Acredita-se que
as abelhas muda seu ritmo de forrageamento influenciadas pelas condi¢cdes
climaticas, principalmente pela temperatura (ROUBIK, 1989).

Com excegao da umidade relativa do ar, todos os outros parametros
climaticos néo tiveram ac¢éo sobre a producdo da geoprépolis. A umidade relativa
do ar mostrou-se um fator inversamente proporcional em relacdo a producao da
geopropolis, ou seja, enquanto uma variavel tende a aumentar a outra tende a
diminuir, semelhante ao que ocorreu nos experimentos de Souza (2013) para
Scaptotrigona aff. Postica no periodo de 12 meses de estudo, correlacionada com
a umidade relativa do ar.

Entretanto, dados de producdo representado nessa pesquisa foram
satisfatérios, tendo em vista a escassez de estudos cientificos mais aprofundados
gue complementam os valores referente a producédo da geoprépolis, uma vez que
as colbnias utilizadas nao foram selecionadas geneticamente quanto a producéo
da geopropolis. Diante dos resultados obtidos € sugerido que seja ampliado o
conhecimento basico sobre a producdo da geopropolis das abelhas sociais sem

ferrdo, para poder se ter uma melhor base literéria.

CONCLUSAO

A abelha social sem ferrdo (Melipona scutellaris) apresenta uma boa
aceitacao ao dispositivo coletor de geopropolis, afirmando o potencial de producéo
por parte dessas abelhas. A producdo da geopropolis por M. scutellaris, tem

correlagcdes com a radiacao, vento direcéo e vento rajada.
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QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE AMOSTRAS DA GEOPROPOLIS DE
Melipona scutellaris Latreille, 1811 DA BAIA DO IGUAPE-BA

RESUMO: Geopropolis € uma substancia obtida pelas abelhas sociais sem ferréo
da tribo Meliponini, constituida da mistura de resinas de plantas enriquecidas de
secrecdes salivares, enzimas, cera e polen, além de utilizarem terra e/ou barro na
constituicdo do produto final. A aplicacdo desse importante produto meliponicola
tem apresentado uma demanda crescente de mercado mas que, a despeito de seu
consumo medicinal, ainda possui poucos estudos que possibilitem definir padrdes
microbiolégico desse produto. O objetivo deste trabalho foi quantificar a presenca
de microrganismos contaminantes, de acordo com as estacdes do ano em
amostras da geopropolis de Melipona scutellaris Latreille, provenientes da Baia do
Iguape, Bahia. Vinte e quatro amostras da geoprépolis colhidas no periodo de um
ano, foram avaliadas quanto a quantificagdo microbiolégica. Para tanto,
determinou-se: microrganismos aerébios mesofilos, microrganismos aerobios
psicrotréficos, bolores e leveduras, Clostridium sulfito redutores, coliformes totais,
Escherichia coli, presenca e auséncia Salmonella sp. e Staphylococcus coagulase
positiva. Dentre as amostra da geoprépolis avaliadas, constatou-se com relagéo
aos dados para microrganismos aerébios mesofilos uma média de contagem de
microrganismos para M1 de 9,6x10° UFC.g!, enquanto para M2 foi encontrada uma
contagem de 1,0x10° UFC.g!. Com relacdo as médias encontradas para
microrganismos aerébios psicrotréficos, em M1 (2,6x102 UFC.gt) e M2 (2,4x108
UFC.g!) apresentou valor de contaminacédo préximo. Para bolores e leveduras foi
encontrada uma média de contagem de microrganismos para M1 de 1,1x108
UFC.g?!, enquanto para M2 de 6,6x10’ UFC.g'. Com relacdo a andlise das
amostras da geopropolis de Melipona scutellaris coletas na regido da Baia do
Iguape, Bahia, Brasil, apresentaram carga microbiolégica, no entanto,
apresentaram auséncia microbiolégica para microrganismo Clostridium sulfito

redutores e Salmonella sp.

Palavras chave: Andlise microbiolégica, quantificagdo microbioldgica,

microrganismos contaminantes
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MICROBIOLOGICAL QUALITY OF SAMPLES OF GEOPROPOLIS OF
Melipona scutellaris Latreille, 1811 OF THE BAY OF THE IGUAPE-BA

ABSTRACT: Geoproépolis is a substance obtained by the social bees without goad
of the tribe Meliponini, constituted of the mixture of resin of plants made rich of
salivary secretions, enzymes, wax and pollen, besides they use land and / or clay
in the constitution of the final product. The application of this important product
meliponicola has been presenting a growing demand of market but what, in spite of
his consumption you medicate, it still has few studies what they make possible to
define standards microbiologically of this product. The objective of this study was to
qguantify the presence of contaminating microorganisms, according to the seasons
in geopropolis samples of Melipona scutellaris Latreille, from Iguape Bay, Bahia.
Twenty-four samples of geopropolis harvested within one year, were evaluated for
microbial quantification.Therefore, it was determined: aerobic mesophilic,
psychrotrophic aerobic bacteria, molds and yeasts, Clostridium sulphite reducers,
coliformes totals, Escherichia coli, Salmonella sp. and Staphylococcus coagulase
makes positive. Among the evaluated sample of geopropolis, it was found with
respect to data for an average aerobic mesophilic microorganisms count for M1 de
9,6x10° UFC.g?, while M2 was found to count 1,0x10%° UFC.g?. Regarding the
means found to psychrotrophic aerobic microorganisms in M1 M1 (2,6x10% UFC.g
1) and M2 (2,4x108 UFC.g') showed a value of next contamination. For molds and
yeasts found an average of count for microorganisms M1 1,1x10% UFC.g-1, while
for M2 6,6x107 UFC.g-1. Regarding the analysis of geoprépolis samples of Melipona
scutellaris collected in the region of the Bay of Iguape, Bahia, Brazil, showed
microbiological load, however, showed no microbiological for microorganism

Clostridium sulfite reducers and Salmonella sp.

Key words: Microbiological analysis, microbiological quantification, contaminating

micro-organisms
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INTRODUCAO

A prépolis € uma substancia de composi¢cdo complexa, formada a partir de
resinas de plantas coletada pelas abelhas (SILVA et al., 2008) além dessas, na
colmeia as abelhas enriquecem este material adicionando secrecdes salivares,
enzimas, cera e polen para a elaboracéo do produto final (GHISALBERTI, 1979).
As abelhas sociais sem ferrdo produzem a propolis, porém quando elaborada pela
tribo Meliponini é popularmente conhecido como geoprépolis (CUNHA et al., 2009).

A propolis elaborada pelas Meliponini difere daquela produzida pelas
abelhas sociais sem ferrdo da tribo Trigonini e pelas abelhas do género Apis por
utilizarem terra e/ou barro na constituicdo do produto, além de constituir numa
mistura de resinas de plantas e cera (FREITAS, 2002).

Geoproépolis de abelhas sociais sem ferrdo tem se destacado pelas suas
propriedades biologicas e quimicas, porém, a sua utilizacdo terapéutica ainda é
incipiente. A variabilidade da composi¢ao quimica é explicada por meio da funcéo
de sua origem geogréfica, visto que em diferentes ecossistemas principalmente em
regioes tropicais, as abelhas recorrem as diversidades vegetais como fontes de
matérias-primas empregadas em sua elaboracdo (BANKOVA et al., 2000).

A prépolis e geoprépolis de abelhas sociais sem ferrdo sédo utilizadas
popularmente para tratamento de diferentes doencas, com varias atividades
biol6gicas (CUNHA et al., 2013; FRANCHIN et al., 2013), véarios estudos tem
relatado a eficiéncia destes produtos em tratamentos na area medica (CARVALHO
etal., 2011; FRANCHIN et al., 2013). Entretanto, CUNHA et al. (2009) ressalta que
para o uso no sistema de saude publica é necesséria a padroniza¢do quimica do
produto, garantia da qualidade, eficacia e seguranca.

Estudos voltados aos compostos bioativos da propolis e geopropolis
produzidas por diferentes espécies de abelhas tém proporcionado uma maior
procura pelo produto in natura, esses estudos vém aumentando substancialmente,
alcancando resultados positivos, no entanto, ainda sdo escassos 0s estudos
voltados a avaliagdo microbiologica, como propolis e geoprépolis.

Durante a coleta do material bioldgico a contaminagéo pode estar associada
a veiculacdo de microrganismos pela manipulacdo inadequada do produto da

colmeia até mesmo no beneficiamento por meio da separacdo de contaminantes
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macroscopicos (folhas, madeiras, insetos, etc.), ou pelas proprias abelhas. Além
de més condi¢Bes de armazenamento (temperatura e umidade), ou até mesmo por
ser um produto composto por barro, prejudicando assim o valor comercial do
produto (MATSUDA, 2002).

Para assegurar que um produto com qualidade chegue as méos dos
consumidores, o mercado consumidor exige cada vez mais um produto que seja
bem elaborado e de qualidade, sendo necessaria a realizacdo de analises
microbiolégicas que assegurem a qualidade do produto. Desta forma, o objetivo do
presente estudo foi quantificar a presenca de microrganismos contaminantes, de
acordo com as estacbes do ano em amostras da geoprépolis de Melipona

scutellaris Latreille, provenientes da Baia do Iguape, Bahia.

MATERIAL E METODOS

Amostras da Geopropolis

Foram instalados os Meliponarios na Baia do Iguape-BA, utilizando 10
colénias de M. scutellaris, sendo selecionadas cinco colonias por Meliponario. As
colonias foram alojadas em caixas Modelo INPA, onde foram periodicamente
realizadas inspecdes sobre as condicdes de desenvolvimento, por meio de
revisoes e avaliagbes das colbnias.

Durante os meses de agosto de 2013 a julho de 2014, as abelhas foram
estimuladas a produzir geoprépolis utilizando o método de coleta adaptado do
coletor do tipo CPI® (Coletor de Propolis Inteligente), desenvolvido pelo apicultor
Sr. Adomar Jesus de Carvalho. O método utilizado para inducédo da geoprépolis foi
por meio de uma abertura frontal no centro das melgueiras, com dimensodes de 11,5
X 2 cm, onde as pegas laterais foram de 10 x 2 cm na parte interna e 24,5 x 1,0 cm
na parte externa com profundidade da barra superior e inferior de 2,0 cm, sendo
este um dispositivo movel.

A coleta da geopropolis foi realizada na segunda semana de cada més
totalizando 24 coletas, portanto 24 amostras. Utilizou-se embalagem individual

atOxica para acondicionar as amostras de forma higienicamente correta.
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Os materiais coletados foram etiguetados e encaminhados ao Nucleo de
Estudos dos Insetos (INSECTA) do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Biologicas (CCAAB) da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, em Cruz
das Almas-BA. A partir do material coletado, as amostras foram homogeneizadas
e armazenadas em frasco estéril em temperatura ambiente no periodo de 24 horas
e em seguida foram realizadas as analises microbioldgicas. Para correlacionar os
dados encontrados foi utilizado parametro climatico, de acordo com as estacdes do

ano para as amostras da geoprépolis da Baia do Iguape.

Andélise microbiolégica da geopropolis

As amostras da geopropolis foram submetidas as seguintes analises
microbiolégicas: microrganismos aerébios mesofilos, microrganismos aerébios
psicrotréficos, bolores e leveduras, Clostridium sulfito redutores, coliformes totais,
Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus coagulase positiva. A analise
microbiolégica foi realizada de acordo com a metodologia descrita no manual da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005) e no Manual de métodos
de analise microbioldgica de alimentos (SILVA et al., 2010). Para o preparo das
amostras para andlise utilizou-se 5 g de cada amostra da geoprépolis, onde foram
homogeneizadas em 45 mL de agua peptonada 0,1% (Merck), obtendo-se uma
diluicdo de 10!, apdés esse procedimento realizaram-se diluicGes seriadas
sucessivas até a diluicdo 1012, com transferéncias sucessivas de aliquotas de 1
mL entre tubos de ensaio contendo 9,0 mL do diluente para obtencédo das

concentracoes.

Aerébios mesofilos

A contagem das bactérias aerobias mesofilas foi realizada em placas de
Petri contendo Plate Count Agar (PCA). Foi inoculado 1 mL das diluigbes por
profundidade, o indculo foi espalhado por incorporacéo. As placas foram incubadas
a 35 °C durante 48h. Utilizou-se contador de colonias para contagem das unidades
formadoras de coldnias (col6nias entre 15 e 150 UFC) e o numero de UFC foi
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calculado a partir da média dos valores obtidos. Os resultados foram expressos em
UFC.g! (BAM, 1998).

Aerébios Psicrotréficos

A contagem das bactérias aerobias psicrotréficas foi realizada em placas de
Petri contendo Plate Count Agar (PCA). Foi inoculado 0,1 mL das diluicbes por
superficie, o inoculo foi espalhado cuidadosamente por toda superficie dos meios,
até sua completa absorcao. As placas foram incubadas a 7 °C durante 10 dias. A
contagem das unidades formadoras de colbnias foi realizada utilizando contador de
colénias (colbnias entre 15 e 150 UFC) e o niumero de UFC foi calculado a partir da
média dos valores obtidos. Os resultados foram expressos em UFC.gt (BAM,
1998).

Bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi realizada em placas de Petri contendo
agar batata dextrose (BDA) acidificado com &cido tartarico. Foi inoculado 0,1 mL
das diluicdes por superficie, o inéculo foi espalhado cuidadosamente por toda
superficie dos meios, até sua completa absorcdo. As placas foram incubadas a
25°C durante cinco dias. A contagem das unidades formadoras de colonias foi
realizada utilizando contador de col6nias (col6nias entre 15 e 150 UFC) e o nimero
de UFC foi calculado a partir da média dos valores obtidos. Os resultados foram
expressos em UFC.gt (BAM, 1998).

Clostridium sulfito redutores

A contagem de Clostridium sulfito redutores foi realizada em placas de Petri
contendo &gar triptose sulfito cicloserina (TSC). Foi inoculado 1 mL das diluigcbes
por profundidade, o inéculo foi espalhado por incorporacdo. Em cada placa
inoculada foram adicionados 15 mL do meio TSC, previamente preparada,

enriquecido com gema de ovo e suplemento S.F.P. e arrefecido. As placas foram
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incubadas em jarra de anaerobiose a 46 °C durante 24h. A contagem das unidades
formadoras de colbnias s foi realizada utilizando contador de colbnias (colonias
entre 15 e 150 UFC) e o numero de UFC foi calculado a partir da média dos valores

obtidos. Os resultados foram expressos em UFC.g* (SILVA et al., 2010).

Coliformes totais e Escherichia coli

As contagens para coliformes totais e Escherichia coli foram realizadas
utilizando o método Simplate. Colocou-se um 1 mL de cada amostra das diluicbes
seriadas (101,102,10%) em tubos de ensaio e adicionou-se 9 mL de Meio Simplate
Hidratado, previamente adicionado a 100 mL de &gua estéril, por cada placa de
contagem. Inoculou-se cada amostra na placa de contagem, removeu-se 0 excesso
de liquido no algodé&o e incubou-se a 35°C na estufa durante 24h. Confirmaram-se
os resultados apds as 48h. Consideram-se positivos 0s po¢os que mudaram de

cor. Os resultados foram expressos em UFC.g* (AOAC 2005).

Salmonella sp.

A deteccado foi realizada utilizando o método 1-2 TEST. Preparou-se a
amostra (diluicdo 101) pré-enriquecida com agua peptonada e incubou-se a 24+2h
na estufa a 35-37°C. Passadas as 24h, posicionou-se 0 1-2 Test com a tampa preta
para cima, retirou-se a tampa e adicionou-se 1 gota de reagente # 1 (Solugéo de
lodo- lodeto) na camara e agitado suavemente. Reposicionou-se o0 1-2 Test com a
tampa preta para cima e retirou-se a tampa do plug da camara de inoculacao
usando uma pinca estéril para retirar o plug. O plug foi retirado para que a amostra
incubada fosse capaz de se mover desde a camara de inoculagéo até a camara de
mobilidade. Antes da inoculacdo a amostra foi agitada suavemente. Transferiu-se
0,1mL da amostra na camara de inoculagcdo. Em seguida, posicionou-se o 1-2 Test
com a tampa branca para cima, retirou-se a tampa. Cortou-se a tampa branca com
uma tesoura. O corte foi realizado no local em que a ponta se encontrava com a
base do vacuo do gel anterior. Adicionou-se 1 gota de Reagente #2 (Preparacéo
com Anticorpo) no poco de gel formado pela ponta da tampa, na camara de

mobilidade.Uma gota do Reagente #2 encheu uniformemente dois-tercos do vacuo
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do gel. Isto foi determinado observando a solucdo azul do anticorpo no véacuo.
Colocou-se o inoculado 1-2 Test com a tampa branca para cima e incubou-se entre
14 a 30 horas a 35°C na BOD. Os resultados foram expressos por meio da

presenca ou auséncia de Salmonella sp. (AOAC, 2005).

Staphylococcus coagulase positiva

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada em placas
de Petri com agar Baird-Parker (BP), previamente preparada, enriquecido com
gema de ovo e arrefecido. Foi inoculado 0,1 mL das diluicdes por superficie, o
in6culo foi espalhado cuidadosamente por toda superficie dos meios, até sua
completa absorcdo. As placas foram incubadas a 35°C durante 48h. A contagem
das unidades formadoras de coldnia foi realizada utilizando contador de coldnias
(colbnias entre 15 e 150 UFC) e o numero de UFC foi calculado a partir da média
dos valores obtidos. Os resultados foram expressos em UFC.g? (SILVA et al.,
2010).

Analise Estatisticas

Os dados microbiolégicos foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis,

utilizando o programa estatistico (SAS, 2008).

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados obtidos para a quantificagao
microbiana das amostras da geoprépolis da abelha M. scutellaris provenientes da
Baia do Iguape.

Com relacéo aos dados obtidos para microrganismos aerobios mesofilos, foi
encontrada uma média de contagem de microrganismos para M1 de 9,6x10°
UFC.g?, enquanto para M2 foi encontrada uma contagem de 1,0x10%° UFC.g2.
Com relacéo as médias encontradas para microrganismos aerobios psicrotroficos,
em M1 (2,6x108 UFC.g') e M2 (2,4x108 UFC.g') apresentou valor de
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contaminacdo préximo. Para bolores e leveduras foi encontrada uma média de
contagem de microrganismos para M1 de 1,1x108 UFC.g?, enquanto para M2 de
6,6x10" UFC.g!. Valores obtidos para os parametros microbiolégicos coliforme
totais, E. coli e Staphylococcus coagulase positiva das amostras da geoprépolis M2
avaliadas, obtiveram média de contagem UFC.g'! maiores que nas amostras
encontradas na geopropolis M1. Os microrganismos Clostridium sulfito redutores e
Salmonella sp. foram considerados ausentes nas amostras das geoprépolis
estudadas.

A legislacdo brasileira para produtos apicolas, estabelece que Salmonella
deve estar ausente em 25 g da amostra (BRASIL, 2001). Entretanto, € conveniente
realizar um controle microbiolégico para maior controle e garantia de qualidade por
exigéncias do mercado internacional e seguindo tendéncias de aprimoramento da

gualidade do produto nacional.

Tabela 1. Valores obtidos para os parametros microbiolégicos de amostras da
geopropolis de Melipona scutellaris produzidas no periodo de agosto de 2013 a
julho de 2014 na Baia do Iguape — BA.

Contagem Meliponario 1 (M1) Meliponério 2 (M2)
UFC.g*

Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
Aerdbio Mesofilo 9,6x10° 3,3x10%0 1,0x1010 3,6x1010
Aerébio 2,6x108 5,8x108 2,4x108 4,8x108
Psicrotroficos
Bolores/leveduras  1,1x108 2,5x108 6,6x107 6,3x107
Coliforme totais 9,1x10’ 2,0x108 2,8x108 4,4x108
E. coli 8,1x107 1,5x108 1,4x108 3,6x108
S. coagulase 5,0x107 2,0x107 1,3x108 2,6x108
positiva
Clostridium sulfito <101 <101 <101 <101
redutores

Salmonella sp. <1071 <101 <10t <101
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Na Tabela 2, utilizando o teste estatistico Kruskal-Wallis demonstrou haver
diferenca significativa (p > 0,05) para a bactérias aerdbias psicrotréficos quando
comparado os diferentes periodos de coletas (diferentes estacdes do ano),
observa-se que todas as amostras de acordo com a estacdo do ano apresenta
percentuais elevado de UFC.g?!, exceto para as analise de Salmonella sp. e
Clostridium sulfito redutores que apresentaram auséncia em todas as amostras da

geopropolis.

Tabela 2. Valores obtidos para os parametros microbiolégicos, de acordo com as estacfes do
ano paraas amostras da geopropolis de Melipona scutellaris produzidas no periodo de agosto
de 2013 a julho de 2014 na Baia do Iguape — BA.

Contagem Inverno? Outono? Primavera3 Verao*
UFC.g?

Média DP Média DP Média DP Média DP Pr >
Mesdfilo 1,2x108  1,2x108 3,6x107 6,5x107 3,3x107 5,9x107 4,0x10° 6,2x10° 0,1608"

Psicotréficos 9,3x107 6,3x107 1,2x107 3,6x108 9,1x10® 4,1x105 9,0x10%8 7,5x108 0,0006*

Bol./leveduras 5,2x107  7,3x10” 7,9x107 7,7x107 2,6x107 3,9x107 2,0x10%8 3,5x10® 0,5878"s

Coliforme 2,7x108 5,6x108 1,5x108 2,8x10%8 7,8x107 1,0x10%8 2,5x108 3,7x10®8 0,8630"
totais
E. coli 1,6x108 1,9x10®8 0,0 0,0 6,6x10¢ 1,0x107 2,7x108 4,9x108 0,2738"s

S.coagulase 2,0x108  3,7x10® 5,6x107 2,6x107 5,1x10" 2,1x10° 5,5x107 2,8x107 0,9532"

positiva

Clostridium <101 <101 <101 <101 <101 <101 <101 <101 <101

Salmonella <101 <101 <101 <101 <101 <101 <101 <101 <101
sp.

Meses referente as estagdes do ano :* Julho, Agosto, Setembro. 2 Abril, Maio, Junho. 2 Outono, Novembro, Dezembro,
Janeiro, Fevereiro, Marco. * Teve diferenca significante pelo teste Kruskal-Wallis. ns = ndo significante.

DISCUSSAO

Os resultados das analises microbioldgicas da geopropolis ndo podem ser
comparados a nenhum padrao microbiolégico, pois a legislagéo brasileira € omissa

e inespecifica em relacdo aos critérios de qualidade microbiologica para este
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produto das abelhas sociais sem ferrdo. No entanto, existe o regulamento técnico
gualidade microbiolégica para propolis, recomendando apenas que sejam seguidas
as praticas de higiene considerando que é necessario instituir medidas que
normatizem a industrializacdo de produtos de origem animal, garantindo condi¢des
de igualdade entre os produtores e assegurando a transparéncia na producéo,
processamento e comercializagdo (BRASIL, 2001).

Em estudo realizado com propolis de Tetragonisca angustula e geoprépolis
de M. scutellaris, Melipona quadrifasciata antothidioide e Melipona asilvai
produzidas em uma area restrita no Recéncavo da Bahia (SOUZA, 2011) encontrou
nas amostras de propolis de T. angustula um percentual de 50% para contagem de
coliformes totais, obtendo-se resultados entre <3,0 e > 1100 NMP.g! e nenhuma
das amostras foi positiva para presenca de coliformes termotolerantes.

Diante dos resultados obtidos neste estudo, para a quantificagcdo e
gualificacdo microbiana das amostras da geopropolis da abelha M. scutellaris
provenientes da Baia do Iguape, foi demonstrado a presenca de microrganismos
aerobios mesofilos, microrganismos aerébios psicrotréficos, bolores e leveduras,
coliformes totais, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva, no entanto,
nao apresentou carga microbiolégica para microrganismo Clostridium sulfito
redutores e Salmonella.

Sousa (2011) em estudos com amostras de geoprépolis de M. scutellaris
constatou um percentual de 40% para contagem quanto a presenca de coliformes
totais, obtendo-se valores entre <3,0 e > 1100 NMP.g!, bem como foram
detectados em 100% das amostras da geoprépolis de M. asilvai, obtendo valores
entre 23 e >1100 NMP.g*.

Em geral, microrganismos indicadores, como o grupo dos coliformes, séo
utilizados para avaliar a sanificacdo dos alimentos. Esses indicadores podem ser
usados para avaliar aspectos gerais de qualidade, ou seja, 0s microrganismos
indicadores sao rotineiramente empregados para avaliar a qualidade do produto
final e a higiene empregada no seu processamento (SANT’ANA, 2003). Coliformes
totais indicam cuidados com a higiene dos materiais e manipulagéo (ALVES et al.,
2011). No entanto, a presenca de coliformes termotolerantes indica a contaminagéo
com matéria organica de origem fecal. Diante de estudos de contaminantes
microbioldgicos, o presente trabalho se revela importante, investigacdo de

microrganismo presente nas amostras avaliadas de geopropolis, afirma a
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necessidade da manipulacéo desse material de forma adequada seguindo as boas
praticas de fabricagcdo, dessa forma, evitando contaminac¢do nos demais produtos
dentro da coldnias.

Entre as amostras da geopropolis de M. scutellaris foi apresentado para M1
5,0x107 UFC.g*! para Sthaphylococcus coagulase positiva, 9,6x10% UFC.g*! para
microrganismos aerébios mesofilo, bem como para M2 6,6x107 UFC.g*! para
bolores e leveduras, 1,0x10%° UFC.g? para microrganismos aerébios mesofilos.
Santos (2007) constatou para identificacdo da flora microbiana, presente no mel,
prépolis, polen, cera e alimento larval de M. scutellaris e T. clavipes, somente
espécies de Bacillus tendo contagem microbiana de 1x10%a 4x10°e de 1x 103 e 9x
10* UFC.mL™1, respectivamente. Entre os produtos estudado, a propdlis foi o que
apresentou maior nimero de microrganismos, 1,8 x 10° e 9 x 10* UFC.mL™.

Avaliando a qualidade microbiologica de amostras de propolis produzida em
Tras-os-Montes no extremo nordeste de Portugal (DIAS, 2012) encontrou
resultados representados com média = desvio padrdo para microrganismos
aerdbios mesofilos, 71.666,70+ 51.661,11 UFC.g?! e 106.76 + 23.09 UFC.g! dados
este para amostra de duas regides Mogadouro e Mirandela, respectivamente.

A legislacao brasileira, em sua Resolu¢cdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de
2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2001) nédo
estabelecer parametros para a contagem padrdo em placas de microrganismos
heterotréficos aerébios mesofilos. Embora os microrganismos mesofilos aerdbios
nado estejam diretamente ligados a presenca de patégenos ou suas toxinas, estes
sdo (teis na avaliacdo da inocuidade, indicando deficiéncias nas condicdes
sanitarias ou nas etapas de processamento (SILVA, 2010).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, os valores
guantitativos de microrganismos indicadores avaliados foram elevado na maioria
dos critérios microbiolégico exceto para Salmonella sp. e Clostridium. Nao existem
estudos sobre a quantidade de bactérias presente na geopropolis de M. scutellaris,
mas essa alta incidéncia pode ser explicada, considerando que as abelhas sociais
sem ferrdo (M. scutellaris) coletam solo para produzir a geoprépolis, que € comum
nas colmeias da espécie estudada.

Barth (2004) argumenta que, em periodos de escassez, as abelhas podem
forragear nos mais diversos substratos, desde colénias fungicas passando por solo,

argila e até mesmo matéria organica de origem fecal.
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A populagédo microbiana presente neste referido trabalho realizado com
geoprépolis de M. scutellaris demonstrou elevada carga microbiolégica UFC.g?
para alguns critérios microbiologico, isso se deve, provavelmente, ao fato deste
produto ser composto por solo ou argila. A abundancia, a composicdo e a
diversidade dos organismos do solo sao fortemente dependentes da sua
profundidade (HANSEL et al., 2008). No entanto, a presenca de um microrganismo
especifico em determinado solo € funcao das condi¢cdes ambientais dominantes e
dos limites de sua bagagem genética (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Eltz (2002) citando diversos autores, ressalva que a coleta de fungos por
abelhas em substituicdo ao pélen, foi verificada em espécies dos géneros Apis,
Trigona e Partamona. Espécie de levedura foi isolada em abelhas sem ferrdo, e
associada aos alimentos (mel e pdlen), prépolis, detritos e abelhas adultas, das
espécies M. quadrifasciata, M. rufiventris, T. angustula e Trigona fulviventris
(TEIXEIRA et al., 2003).

Segundo Matsuda (2002) técnicas de irradiacdo gama para preservacao de
prépolis, permitiu a diminuicdo da carga microbiana para niveis ndo detectaveis,
devendo ainda ser utilizada como ressalva por ser um tratamento capaz de reduzir
adequadamente a carga microbiana sem, contudo, afetar as propriedades que a
caracterizam. Outros trabalhos relacionados a quantificacdo de microrganismos na
prépolis foram desenvolvidos, porém foram trabalhos analisando propolis
produzida por A. mellifera, sendo ainda poucos trabalhos com geopropolis de

abelhas sociais sem ferrdo.

CONCLUSOES

A geopropolis de Melipona scutellaris coletas na regido da Baia do Iguape,
Bahia, Brasil, apresentaram carga microbiolégica, no entanto, apresentaram
auséncia microbiolégica para microrganismo Clostridium sulfito redutores e

Salmonella sp.
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AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DA GEOPROPOLIS FRENTE A Staphylococcus aureaus

e Salmonella Enteritidis

RESUMO: A geopropolis € uma substancia resinosa coletada pelas abelhas de
diversas partes das plantas, a qual elas acrescentam cera e barro. Sendo utilizada
como um medicamento popular, devido as suas propriedades tidas como bioldgicas
e farmacéuticas. Assim este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da geoprépolis da Melipona scutellaris,
frente a bactéria Gram-positiva e Gram-negativa. No presente estudo, foi avaliada
a atividade antimicrobiana de amostras da geopropolis, proveniente da Baia do
Iguape, Bahia. Extratos hidroalcodlico da geopropolis foram preparados para
determinar concentra¢cdes minima inibitéria (CMI) e concentracdes bactericidas
minima (CBM) frente ao crescimento de microrganismo Staphylococcus aureus e
Salmonella Enteritidis usando o método de microdiluicdo em placas de 96 pocos.
O extrato hidroalcodlico mostrou atividade antimicrobiana para concentragcao
bactericida minima (CBM) demostrando acéo bactericida entre as concentracdes
0,5% a 4% para microrganismo S. aureus e acdo bacteriostatico entre as
concentracfes 0,125% a 1%. Com relacdo a concentracdo bactericida minima
(CBM) demostrando acéo bactericida entre as concentracdes 0,5% a 4% para
microrganismo Salmonella Enteritidis e acdo bacteriostatico entre as
concentracbes 0,125% a 1%. Desta forma pode-se concluir que o extrato
hidroalcodlico da geopropolis de M. scutellaris demonstrou ser uma fonte natural
promissora contra S. aureus e Salmonella Enteritidis. Concentragdes reduzidas de

extrato hidroalcodlico da geoprépolis é capaz de inibir o crescimento microbiano.

Palavras chave: Melipona scutellaris, atividade antimicrobiana, bactericida,

bacteriostatico
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EVALUATION IN VITRO OF THE ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF THE
HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF GEOPROPOLIS IN FRONT OF THE

Staphylococcus aureaus and Salmonella Enteritidis

ABSTRACT: The geoprépolis is a resinous substance collected by bees from
different parts of the plants, which they add wax and clay. Being used as a folk
medicine due to their properties taken as biological and pharmaceutical. So this
study was to evaluate the antimicrobial activity of the hydroalcoholic extract of
geopropolis of Melipona scutellaris, against Gram-positive and Gram-negative
bacteria. In the present study, we evaluated the antimicrobial activity of geoprépolis
of samples, the Bay of the Iguape, Bahia. Hydroalcoholic extracts of geoprdopolis
were prepared to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimal
bactericidal concentrations (MBC) against the growth of Staphylococcus aureus and
Salmonella Enteritidis using the microdilution method in 96-well plates.The
hydroalcoholic extract showed antimicrobial activity for minimum bactericidal
concentration (MBC) demonstrating bactericidal concentrations between 0.5% to
4% for microorganism S. aureus and bacteriostatic action between 0.125% to 1%
concentration. Regarding the minimum bactericidal concentration (MBC) showing
bactericidal concentrations between 0.5% to 4% for Salmonella Enteritidis
microorganism and bacteriostatic action between 0.125% to 1% concentration.
Thus it can be concluded that the hydroalcoholic extract of geopropolis M. scutellaris
proved to be a natural promising source against Staphylococcus aureus and
Salmonella Enteritidis. Reduced concentrations of geoprépolis hydroalcoholic

extract is able to inhibit microbial growth.

Key words: Melipona scutellaris, antimicrobial, bactericidal Activity, bacteriostatico
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INTRODUCAO

A geoprépolis proveniente da espécie Melipona scutellaris Latreille, 1811
(Hymenoptera: Apidae) da tribo Meliponini, também conhecida como abelha urucu
€ encontrada no nordeste do Brasil e produz um tipo diferente de propolis composto
pela mistura de resina, cera e terra (BARTH, 2006), difere daquela produzida pelas
abelhas sociais sem ferrdo da tribo Trigonini e pelas abelhas do género Apis por
utilizarem terra e/ou barro na constituicdo do produto final (FREITAS, 2002).

A composigdo quimica da prépolis e geopropolis € complexa podendo variar
em relacdo a qualidade e quantidade em funcéo das caracteristicas fitogeograficas
da regido onde esta localizada as colbnias e origem botanica de suas resinas
(TEIXEIRA et al., 2003; BANKOVA, 2005; GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).

O constituinte quimico da geopropolis € varidvel, dependendo da
biodiversidade da regido visitada pelas abelhas, podendo possuir compostos da
classe dos flavonoides, diterpenos, acidos graxos e benzofenonas polipreniladas
(SALATINO et al., 2005; DUARTE et al., 2006; CASTRO et al., 2009). Contudo
destacam-se como componentes predominantes os compostos fendlicos, tais
como os flavonoides, acidos fendlicos e ésteres de &cidos fendlicos (BANKOVA et
al., 1998; SOUZA et al., 2013).

Durante séculos, a prépolis tem sido utilizada como um medicamento
popular, devido as suas propriedade biologicas e farmacéuticas, destacam-se
diversas atividades como, antimicrobiana (LIBERIO et al., 2011), antioxidante
(SOUZA et al., 2013), atividade antinociceptiva (FRANCHIN et al., 2012) anti-
inflamatoria (FRANCHIN et al., 2012) e antitumoral (CUNHA et al., 2013).

Embora um grande numero de estudos sobre a prépolis foi publicado, a
maior parte deles sado relacionados a da abelha Apis mellifera. No entanto, apesar
do grande numero de meliponineos no Brasil e de seu uso medicinal, muito pouco
se sabe sobre a composi¢ao quimica e o potencial biol6gico da geopropolis, assim,
este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico da geopropolis da Melipona scutellaris, frente a bactéria Gram-

positiva e Gram-negativa.
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MATERIAL E METODOS

Coleta

As amostras in natura da geopropolis de abelha M. scutellaris foram
coletadas em dois Meliponério localizado na Baia do Iguape, Bahia. As
amostragens foram realizadas semanalmente no periodo de um ano. Um total de
96 amostras foi coletado, sendo realizado um blande mensal, portanto, constituindo
24 amostras. Apos as coletas as amostras foram identificadas e encaminhadas ao
Nucleo de Estudos dos Insetos (INSECTA) do Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Biologicas (CCAAB) da Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia, em Cruz das Almas-BA. Inicialmente as amostras foram homogeneizadas e
inspecionadas a fim de encontrar resto de abelhas, madeira, plantas, entre outros.
As principais impurezas visiveis foram removidas das amostras e em seguida foram
armazenados em freezer a uma temperatura de -20°C, para posteriormente

realizacdo do extrato e andlises antimicrobiana.

Extrato

Para a obtencao do extrato da geopropolis, as amostras foram maceradas e
submetidas a extracdo com etanol 70% em temperatura ambiente em banho
ultrassénico em seguida centrifugada. Apés esse processo, foi realizada a filtragem
para separacao da parte inorganica (terra), onde o sobrenadante foi evaporado sob
baixa pressdo para produzir o extrato bruto em etanol (Figura 1 e 2). Todos os
extratos seco foram acondicionados em frascos de cor ambar e tampa de rosca,
armazenados em freezer a uma temperatura de -20°C, para posteriormente realizar
as analises antimicrobiana (CABRAL et al., 2009). Foram preparados 24 extratos
hidroalcodlicos de amostras da geopropolis de acordo com o més de coleta,
respectivamente de Agosto de 2013 a Julho de 2014. Utilizaram-se duas amostras

da geopropolis de M. scutellaris (M1 e M2).
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Figuras 1 e 2 — Extrato seco (A) e extrato hidroalcodlico (B). De amostras da geopropolis de
Melipona scutellaris produzidas no periodo de agosto de 2013 a julho de 2014 na Baia do Iguape —

BA (fotografias tiradas pela autora).

Preparo e obtencéo do inéculo microbiano

Os microrganismos utilizados nos ensaios foram provenientes do
Laboratério de Nutricdo de Organismos Aguaticos e Microbiologia do Pescado da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia. Foram utilizadas bactérias Gram-
negativas (Salmonella Enteritidis) e Gram-positivas, (Staphylococcus aureus ATCC
6538). Os microrganismos utilizados foram mantidos em conservacao a -80°C, para
sua reativacao foi utilizado a técnica de estriamento em placa com o meio de agar
nutritivo (AN), onde foram colocadas nhuma BOD a temperatura de 37°C, durante
24 horas. Ap6s 24 horas as colbnias foram transferidas para meio liquido caldo
nutriente (5 g de peptona e 3 g de extrato de carne). Em seguida, o in6culo foi
preparado pela suspensao das colonias em solugéo salina até a turbidez de uma

solucdo padrédo de McFarland de 0,5.

Analise antimicrobiana

O parametro utilizado para determinar os efeitos inibidores nos
microrganismos pelo geoproépolis foi a concentracdo minima inibitéria (CMI) e
concentracdo bactericida minima (CBM). Todos 0s ensaios antimicrobianos foram
realizados em triplicata. Nas analises de identificacdo da atividade antimicrobiana,

foi utilizado o método de microdiluicio em placas, onde foi pesado 0,20 g do
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respectivo extrato seco da geopropolis e em seguida ressuspendido em 5 mL de
alcool 70%. Foram utilizadas seis concentracdes (4%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25% e
0,125%). As microplacas estéreis (96 pocos), foram colocados 200 puL de amostra
(concentracdo conhecida) nos pocos da coluna 1, nos pocos 2 a 6, 8 e 12
colocaram-se 100 pL de meio (caldo nutritivo). As colunas 8 a 12 da placa de 96
pocos mostraram 0s controles realizados. Em seguida, efetuaram-se diluicdes
sucessivas dos pocos da coluna 1 até aos pocos da coluna 6 (volume de 100 pL),
de modo a obter uma concentracdo decrescente do extrato da amostra. Em
seguida, adicionaram-se 20 pL de cada um dos microrganismos em estudo a todos
0S pocos exceto nos das colunas 7 e 12. Posteriormente, as placas foram seladas
com um filme respiravel e incubadas a 35°C durante 24 horas. Ao fim das 24 horas
colocou-se em todos 0s poc¢os exceto na sétima coluna, 20 pL de cloreto de trifenil
tetrazolium (TTC). As microplacas foram reincubadas por mais 4 horas a mesma
temperatura e, por fim, observou-se visualmente a mudanca de cor. Este
procedimento foi efetuado em triplicata para cada microrganismo. O parametro
utilizado para determinar os efeitos dos extratos foi pela concentracdo minima
inibitéria (CMI) onde foi definido a concentracdo de extrato minima capaz de
impedir o crescimento do microrganismo e consequentemente, 0 aparecimento de
coloracéo rosa. Para confirmac&o de morte bacteriana (CBM), retirou-se 20 uL dos
pocos controles e de todas as situacdes em que nao houve crescimento bacteriano
aparente e plaqueou-se o contetido em Agar Mueller Hington, sendo o mesmo
incubado por 24 horas a 37°C. A auséncia de crescimento bacteriano indicou a
concentracdo bactericida minima (CORDEIRO, 2004; CLSI, 2006). Solucdes de
DMSO (dimetilsulfoxido) e alcool 70% foram utilizadas para controle negativo e
solucdo do antibiético gentamicina para controle positivo. Além de utilizar meio
+inoculo e meio sem inoculo.

A CIM foi interpretada como sendo o simbolo (+) indicando o crescimento do
microrganismo na concentragdo correspondente e (-) significando que o
microrganismo ndo cresceu na concentracdo correspondente. O CBM foi
interpretado como sendo o simbolo (+) Bacteriostatico, (-) Bactericida. Os controles
testados (DMSO e Hidroalcodlico) foram bacteriostatico frente as bactérias S.

aureus e S. Enteritidis.
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RESULTADOS

Os resultados do estudo para concentracdo minima inibitéria (CIM) e
concentracdo minima bactericida (CBM) do extrato hidroalcodlico da geoproépolis
frente as cepas de Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis, foram dispostos
nas Tabelas 1 e 2. A CIM foi interpretada como sendo a menor concentracao do
extrato hidroalcodlico da geopropolis capaz de inibir o crescimento visivel do
microrganismo apos o periodo de incubacdo, enquanto que a CBM referiu-se a
concentracdo capaz de impedir o crescimento do microrganismo em cultura
(Tabelas 1 e 2).

Tratando-se da CIM (Tabelas 1 e 2) a inibicdo total de crescimento
bacteriano foi conseguida com extrato hidroalcodlico da geoprépolis, para as
amostras codificadas de M1 e M2 na concentragdo a 1,0%, bem como na
concentracdo 2% e 4% para 0 microrganismo S. aureus. Além disso, para as
amostras codificadas de M1 e M2, foram verificados valores de CIM nas
concentracgdes 1,0%, 2% e 4% para 0 microrganismo Salmonella Enteritidis.

O extrato hidroalcodlico mostrou atividade antimicrobiana para concentracéo
bactericida minima (CBM) demostrando acéo bactericida entre as concentracdes
0,5% a 4% para microrganismo S. aureus e acdo bacteriostatico entre as
concentracfes 0,125% a 1%. Com relacdo a concentracdo bactericida minima
(CBM) demostrando acéo bactericida entre as concentracdes 0,5% a 4% para
microrganismo Salmonella Enteritidis e acdo bacteriostatico entre as
concentragfes 0,125% a 1% (Tabelas 1 e 2).

Com relacédo aos controles utilizados, os mesmos indicaram esterilidade das
solucBes utilizadas, bem como solvente utilizado para solubilizar as amostras de
70%, inibiu o crescimento dos microrganismos testado. O controle (meio)
respondeu conforme esperado, ndo havendo nenhum tipo de crescimento
microbiano, no entanto (meio + inoculo) respondeu conforme esperado, houve

crescimento microbiano.
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Tabela 1. Concentragcdo minima inibitéria (CIM) e concentragdo minima bactericida (CBM) do
extrato hidroalcodlico da geopropolis contra Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis
da amostra M1 da geoprépolis proveniente dos meses de agosto de 2013 a julho de 2014 da

Baia do Iguape- Ba.

0,125% 0,25% 0,5% 1% 2% 4%

CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM

AGO STA + + + + + - - - - - - -
SAL + + + + + - - - - - - -
SET STA + + + + + + - - - - - -
SAL + + + + + - - - - - - -
ouT STA + + + + + - - - - - - -
SAL + + + + + - - - - - - -
NOV STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + - - - - - - -
DEZ STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
JAN STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
FEV STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - - - - - -
MAR STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
ABR STA + + + + + + - - - - - -
SAL + + + + + + - - - - - -
MAI STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
JUN STA + + + + + + - - - - - -
SAL + + + + + + - - - - - -
JUL STA + + + + + + - - - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -

CMI = (+) indica o crescimento do microrganismo na concentragdo. (-) significa que o microrganismo ndo cresceu na concentracio

correspondente. CBM = (+) Bacteriostatico (-) Bactericida. STA= (Staphylococcus aureus) e SAL= (Salmonella Enteritidis).
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Tabela 2. Concentracdo minima inibitoria (CIM) e concentracdo minima bactericida (CBM)
do extrato hidroalcodlico da geoprdpolis contra Staphylococcus aureus e Salmonella
Enteritidis da amostra M2 da geoprépolis proveniente dos meses agosto de 2013 a julho de

2014 da Baia do Iguape- Ba.

0,125% 0,25% 0,5% 1% 2% 4%

cMlI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM

AGO STA + + + + + - - - - - - -
SAL + + + + + - - - - - - -
SET STA + + + + + - - - - - - -
SAL + + + + + - - - - - - -
OouT STA + + + + + - - - - - - -
SAL + + + + + - - - - - - -
NOV STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
DEZ STA + + + + + + - - - - - -
SAL + + + + + + - - - - - -
JAN STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - - - - - -
FEV STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
MAR STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
ABR STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
MAI STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
JUN STA + + + + + + - + - - - -
SAL + + + + + + - + - - - -
JUL STA + + + + + + - - - - - -
SAL + + + + + + - - - - - -

CMI = (+) indica o crescimento do microrganismo na concentragdo. (-) significa que o microrganismo n&o cresceu ha concentragéo

correspondente. CBM = (+) Bacteriostatico (-) Bactericida. STA= (Staphylococcus aureus) e SAL= (Salmonella Enteritidis).
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DISCUSSAO

A geopropolis é um produto natural complexo podendo ocorrer variagdes em
seus constituintes quimicos e atividades farmacoldgicas em funcéo da sua origem
botanica, época do ano que foi produzida, espécie de abelhas responsavel pela
coleta, dentre outras (TEIXEIRA et al., 2003; BANKOVA, 2005; GOMEZ-
CARAVACA et al., 2006).

No presente estudo, constatou-se que a atividade antimicrobiana dos
extratos hidroalcodlico da geopropolis proveniente da abelha M. scutellaris,
apresentou valor minimo capaz de inibir o crescimento para o microrganismo S.
aureus nas concentracdes respectivamente, de 10 a 40 ug / mL, mas também
apresentou valor minimo capaz de inibir o crescimento para 0 microrganismo
Salmonella Enteritidis na concentracdo de 10 a 40 ug / mL. Trabalho realizado por
(VELIKOVA et al.,, 2000) afirmam que amostras da geoprépolis apresentam
atividade significativa contra S. aureus, no entanto, apresenta uma atividade fraca
contra E. coli.

Cunha et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana e antiproliferativa
da geoprépolis da abelha social sem ferrdo M. scutellaris, frente a seis
microrganismos. Os resultados demonstraram que o0 extrato etanolico da
geopropolis (EEGP) inibiu  significativamente o crescimento de S.
aureus e S. mutans em concentragdes mais baixas do que 50 ug / mL. A CMI para
S. aureus, foi respectivamente, de 25 e 50 ug / mL, os valores de CBM mostram
gue EEGP apresentou atividade bactericida para concentragdes acima de 1600 ug
/ mL contra microrganismos testados por meio da técnica de microdiluicao.

Tal como foi referido pelo estudo realizado por Costa et al. (2014), foi
possivel comprovar que o extrato bruto etandlico da geoprépolis da Melipona
guadrifasciata apresenta uma excelente atividade antimicrobiana frente as cepas
bacterianas: Enterococcus faecalis (ATCC 10100) e Kocuria rhizophila (ATCC
9341).

A prépolis brasileira mostrou acéo bacteriostatica contra Salmonella typhi,
enquanto a propolis da Bulgaria apresentaram uma atividade bactericida e um
efeito sinérgico com os trés antibidticos testados (ORSI, 2006). Estudos realizados
no estado do TO, com propolis testando sua acdo antibacteriana para as bactérias

Gram-negativas (Salmonella e E.coli) e bactérias Gram-positivas (S. aureus e S.
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epidermides), demonstrou atividade antimicrobiana, apresentando melhor
atividade na cepa de S. epidermides (PORTILHO, 2013).

Segundo Umthong et al. (2011) em estudos preliminares obtidos a partir
de avaliag@es in vitro, a geoprépolis de M. scutellaris parece ser uma promissora
fonte de compostos bioactivos antitumor, que mostram inibicdo moderada ou forte
de uma ampla gama de linhas de células. Além de indicam que 0s compostos
presentes no extrato etanolico da geopropolis e fracdo de hexano podem ser
usados para tratar varios tipos de infeccbes e tumores, sem causar danos
significativos para as células normais testadas. Portanto, as concentra¢des de
EEGP podem afetar as linhas de células normais onde foram mais elevados do que
aquelas eficaz contra algumas bactérias ou linhas celulares de tumor.

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, mais de 70% das bactérias
gue causam infeccdes hospitalares sao resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos respectivamente prescritos no tratamento dos pacientes. No
entanto, paciente infectado com cepas resistente pode apresentam maior
permanéncia hospitalar e requerem tratamento com drogas de segunda ou terceira
linha que é caro, frequentemente mais toxico ao paciente, e progressivamente
ineficaz devido a velocidade com que organismos mutantes desenvolvem
resisténcia (MARTINS,1998).

Assim o resultado deste trabalho apresenta um potencial promissor para
futuras prospeccBes com a geopropolis, uma vez que diversos ensaios prévios
demonstraram o potencial antimicrobiano (DUAILIBE et al., 2007; LIBERIO et al.,
2011), antioxidante (SOUZA et al., 2013), antinociceptiva (FRANCHIN et al., 2012),
anti-inflamatéria (FRANCHIN et al., 2012) e antitumoral (CUNHA et al., 2013;
CINEGAGLIA et al., 2013) da geoproépolis de diversos Meliponideos.

CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico da geopropolis de Melipona scutellaris demonstrou
ser uma fonte natural promissora contra S. aureus e Salmonella Enteritidis.
Concentragfes reduzidas de extrato hidroalcoodlico da geopropolis é capaz de inibir

0 crescimento microbiano.
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CONSIDERACOES FINAIS

A criagdo racional de abelhas constitui-se de uma atividade em que se
consegue obter bons resultados econdmicos, ecoldgicos e sociais, atualmente o
nordeste principalmente o estado da Bahia apresenta um forte potencial
principalmente pela abelha urucu, sdo poucas ou escassas pesquisas
experimentais que visem estudar flora da regido local dos Meliponineos, analisar
0S constituintes presentes na geopropolis para desenvolvimento de novos
medicamentos, bem como a correlacdo do parametro climatico. Neste contexto, a
geopropolis sendo um produto natural tem demonstrado varios tipos de atividades
biolégicas, que sdo informacdes de grande importancia para se ter um aumento na
producéo e exploragao racional da Meliponicultura.

A abelha social sem ferrdo (Melipona scutellaris) teve boa aceitacdo ao
dispositivo coletor de geopropolis, afirmando o potencial de producdo por parte
dessas abelhas. A producao da geoproépolis por M. scutellaris, no periodo dos 12
meses de estudo, esta correlacionada com as variaveis radiagdo, vento direcao e
vento rajada.

As amostras da geopropolis de M. scutellaris coletas na regido da Baia do
Iguape, Bahia, Brasil, apresentaram carga microbiolégica, no entanto,
apresentaram auséncia microbiolégica para microrganismo Clostridium sulfito
redutores e Salmonella sp.

O extrato hidroalcoodlico da geopropolis de M. scutellaris demonstrou ser
uma fonte natural promissora contra S. aureus e Salmonella Enteritidis.
Concentra¢des reduzidas de extrato hidroalcoodlico da geoprépolis € capaz de inibir
0 crescimento microbiano.

Este estudo é de grande importancia para a Meliponicultura, pois tem um
grande apelo econémico, além de contribuir com informacgdes de relevancia para a
Meliponicultura. Além de ser uma proposta cientifica voltada para os interesse de
industrias farmacéuticas devido principalmente as suas caracteristicas biologicas
frente a varios microrganismos. Nos Ultimos anos, a industria farmacéutica tem
procurado por fontes naturais para o desenvolvimento de medicamentos. A
geopropolis de abelhas sociais sem ferrdo tem se destacado por seus efeitos

farmacologicos.
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As perspectivas futuras dependem dos investimentos em organizagéo
produtiva, comercializacdo, pesquisa e desenvolvimento de tecnologias associadas
para gerar informacdes sobre as caracteristicas do produto associadas as suas
condi¢Bes ambientais. O mercado consumidor exige cada vez mais produtos bem
elaborados e de qualidade, por isso que nesse estudo conta com informacdes que
auxiliam no conhecimento da geoproépolis produzidas por espécie de abelha social

sem ferrdo na regido da Baia do Iguape —Bahia.
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Figura 1- (A) Amostra da geopropolis “in natura” proveniente da Baia do Iguape-BA. (B)

Extrato seco e (C) extrato hidroalcodlico. (Fotografias tiradas pela autora)
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Figura 2 — (A) Mesdfilos em placa de Petri, para amostras da geopropolis proveniente da
Baia do Iguape-BA. (B) Psicrotréficos em placa de Petri, para amostras da geopropolis
proveniente da Baia do Iguape. (C) Resultado positivo e negativo (D) coliformes totais,
para amostras da geoprépolis proveniente da Baia do Iguape. (Fotografias tiradas pela
autora)




ANEXO C

69



70

Figura 3— (E) Bolores e Leveduras, para amostras da geopropolis proveniente da Baia do
Iguape -BA. (F) Clostridium sulfito redutores, para amostras da geopropolis proveniente da
Baia do Iguape —-BA. (G) Salmonella sp. negativa, para amostras da geopropolis

proveniente da Baia do Iguape. (Fotografias tiradas pela autora)




