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"Quando chove as abelhas
Comecgam a trabalhar:
Moga-branca e a pimenta,
Mandacaia e manganga;
Canudo, Mané-de-Abreu,
Tubiba e irapua.”

"Ronca a tataira,

Faz boca o limdo,
Zoa o0 sanharéo,
Trabalha a jandaira,
Busca flor a cupira
Faz mel o enxa,

Zoa o capuchd,

Vai a fonte a jatai,
Campeia 0 enxuli,

Faz mel a urucu.”

Francisco Romano (1840-1891)



RESUMO

Obijetivou-se identificar a evolugédo tecnologica dos produtos derivados de abelhas sem ferrdo
e caracterizar o mel fresco e maturado, a geoprépolis e o saburé de abelha jandaira (Melipona
subnitida). Foram consultados quatro bancos de dados de escritorios de patentes, Patentscope,
Espacenet, LATIPAT, INPIl. Também foram coletadas 30 amostras de mel, 10 amostras de
geopropolis e 6 amostras de saburd de abelha jandaira em diferentes municipios da regido
semiérida do Rio Grande do Norte, Brasil. Avaliou-se as caracteristicas fisico-quimicas,
microbiologicas e sensoriais das amostras de geopropolis in natura, dos extratos
hidroetanolicos de geoprdpolis produzidos, das amostras de mel in natura e do sabura. Também
foram avaliados mensalmente as caracteristicas do mel durante o processo de maturacao de 120
dias. Foram encontradas 58 patentes publicadas relacionadas a produtos meliponicolas. O Brasil
se destacou por apresentar 41,4 % de todas as patentes depositadas analisadas. A analise dos
codigos de classificacdo IPC demonstrou que 29,3 % dos documentos de patentes foram
registrados na subclasse A61K 35/644 de preparacdes medicinais contendo cera de abelha,
propolis, geleia real ou mel. O teor de matéria mineral nas amostras de geopropolis in natura
variou de 37,5 a 82,0 g/100 g. Foi possivel observar nos extratos variacdes de pH entre 4,15 a
5,9, densidade entre 0,796 a 0,859 g/cm3, teor de residuo seco entre 1,0 a 17,9 g/100 ml, teor
de compostos fenolicos totais 3,2 a 41,7 mg EAQ/g, de flavonoides 1,2 a 49,0 mg EQ/g e CEso
0,16 a 4,16 pg/ml. Em relacdo a atividade antimicrobiana dos extratos foi possivel identificar
maiores valores de inibicdo frente a microrganismos gram-positivos quando comparado a cepas
gram-negativas, porém a maioria dos extratos conseguiram inibir total ou parcialmente o
crescimento microbiano. Quanto as caracteristicas sensoriais, tanto a geoprépolis in natura
quanto os extratos hidroetandlicos de geoprépolis mostraram caracteristicas sensoriais diversas.
Os Unicos microrganismos com crescimento detectado nas amostras de mel in natura foram os
bolores e leveduras com valores de contagem microbiana variando entre < 1,18 e 4,85 Log1o
UFC/g. Nas amostras in natura foram encontrados valores médios de umidade 26,5 g/100 g;
pH 3,5; acidez livre 36,14 mEq/kg; hidroximetilfurfural 6,15 mg/kg; aclcares redutores 67,58
9/100 g; sacarose aparente 2,89 g/100 g; solidos insoltveis em agua 0,1 g/100 g, cinzas 0,27
g/100 g e 44 % das amostras analisadas apresentaram coloragdo branco d’agua (0 a 8 mm
Pfund). No tempo inicial da maturacdo, o mel apresentou presenca de bolores e leveduras, 3,6
+ 0,4 Logio UFC/g, bactérias mesofilas totais 4,1 + 0,2 Logio UFC/g e bactérias acido laticas
4,3 = 0,1 Logio UFC/g, porém ap0s primeiro més de maturacdo a presenca desses
microrganismos nas amostras foi praticamente zero (< 1,2 e < 1,5 Logi0 UFC/g). Observou-se
que o pH do mel é uma importante medida para acompanhar as alteracfes nele ocorrem durante
0 processo de maturacdo. Durante os 120 dias do processo o pH se tornou mais acido
gradativamente, enquanto o teor de acidez se elevava (r = -0,945; p<0,001), o teor de agucares
redutores reduzia (r = 0,962; p<0,001) e o mel se tornava mais denso (r = -0,861; p<0,001).
Apbs 120 dias do processo de maturacao, o mel apresentou aroma &cido, sabor agridoce, cor e
consisténcia liquida inalteradas. N&o houve detec¢do de microrganismos nas amostras de sabura
analisadas, indicativo de que os processos bioquimicos e microbianos gerenciados pelas abelhas
séo eficientes em inibir a deterioragdo deste produto. Quanto aos parametros fisico-quimicos as
amostras de sabura apresentaram teores médios de umidade de 27,2 g/100 g; proteina bruta 31,1
9/100 g; acuUcares totais 55,2 g/100 g; pH 3,5 e acidez 1023,7 mEg/kg. Os produtos
meliponicolas da abelha jandaira demonstraram possuir potencial de mercado devido as suas
caracteristicas diferenciadas e propriedades bioldgicas.

Palavras-chave: Meliponini; Propriedade Intelectual; Bioativos naturais; Processos

fermentativos



ABSTRACT

The objective of this study was to identify the technological evolution of the stingless bees’
products and to characterize the fresh and matured honey, the geopropolis and the saburé of
Melipona subnitida. Four patent databases were consulted, Patentscope, Espacenet, LATIPAT,
INPI. Thirty honey samples, ten geopropolis samples and six saburd samples were also
collected in different cities in the semi-arid region of Rio Grande do Norte state, Brazil. The
physical-chemical, microbiological, and sensory characteristics of the geopropolis samples, the
hydroethanolic extracts of geopropolis, the fresh honey samples and the saburd samples were
evaluated. The honey characteristics were also evaluated during the 120-day maturation
process. 58 filed patents were found related to stingless bee products in the world. Brazil has
been highlighted for presenting 41,4% of all filed patents analyzed. The analysis of the IPC
classification codes showed that 29,3% of patent documents were registered in subclass A61K
35/644 of medicinal preparations containing beeswax, propolis, royal jelly or honey. The
mineral content in the geopropolis samples in natura varied from 37,5 to 82,0 g/100 g. It was
possible to observe in the extracts pH variations between 4,15 to 5,9, density between 0,796 to
0,859 g/cm?®, dry residue content between 1,0 to 17,9 g/100 ml, content of total phenolic
compounds 3,2 to 41,7 mg EAQ/g, flavonoids 1,2 to 49,0 mg EQ/g and ECs 0.16 to 4.16 pg/ml.
Regarding the antimicrobial activity of the extracts, it was possible to identify higher values of
inhibition against gram-positive microorganisms than gram-negative strains, however most of
the extracts were able to inhibit microbial growth. Both the fresh geopropolis and the
geopropolis hydroethanolic extracts showed a variety of sensory characteristics. The only
microorganisms detected in fresh honey samples were molds and yeasts with microbial count
values ranging between <1,18 to 4,85 Logio CFU/g. In the fresh samples, average values of
humidity were found: 26,5 g/100 g; pH 3,5; free acidity 36,14 mEq/kg; hydroxymethylfurfural
6,15 mg / kg; reducing sugars 67,58 g/100 g; apparent sucrose 2,89 g/100 g; water insoluble
solids 0,1 g/100 g, ash 0,27 g/100 g and 44% of the analyzed samples showed water white color
(0 to 8 mm Pfund). At the initial time of maturation, honey presented molds and yeasts, 3,6 +
0,4 Logio CFU/g, total mesophilic bacteria 4,1 £ 0,2 Logio CFU/g and lactic acid bacteria 4,3
+ 0,1 Logiw CFU/g, but after the first month of maturation, the presence of these
microorganisms in the samples was almost zero (<1,2 and <1,5 Logio CFU / g). It was observed
that the pH of honey is an important measure to identify the changes that occur during the
maturation. During the 120 days of the process, the pH gradually became more acidic, while
the acidity content increased (r = -0,945; p <0.001), the reducing sugar content decreased (r =
0,962; p <0,001) and honey it became denser (r = -0,861; p <0,001). After 120 days of the
maturation process, the honey showed an acidic aroma, bittersweet flavor, the color and the
liquid consistency were unchanged. There was no detection of microorganisms in the analyzed
sabura samples, indicating that the biochemical and microbial processes managed by the
stingless bees were efficient in inhibiting the product deterioration. As for the physical-
chemical parameters, the samples of sabura showed average moisture content of 27,2 g/100 g;
protein 31,1 g/100 g; total sugars 55,2 g/100 g; pH 3,5 and acidity 1023,7 mEqg/kg. The jandaira
products have great market potential due to their different characteristics and biological
properties.

Keywords: Meliponini, Intellectual property, Bioactive potential, Fermentation processes
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1 INTRODUCAO

As abelhas sd@o um grupo de insetos pertencentes a familia Apidae com mais de 20.000
espeécies conhecidas ao redor do mundo, estdo presentes em praticamente todos 0s ecossistemas
terrestres (MICHENER, 2000; SILVEIRA et al., 2002; PEDRO, 2014).

Dentre desse grupo destacam-se as abelhas sem ferrdo, conhecidas como meliponineos,
grupo de insetos eussociais pertencentes a familia Apidae, tribo Meliponini, que possuem o
ferrdo atrofiado (KERR; LELLO, 1962; MICHENER, 2007).

Com mais de 500 espécies ja catalogadas, os meliponineos possuem ampla distribuicdo
na regido tropical e subtropical da América, Africa, Asia e Oceania (MICHENER, 2013).

Desde a antiguidade as abelhas sem ferrdo séo criadas para diversas finalidades. Em
civilizacdes passadas, o pélen, o mel e a propolis dos meliponineos eram utilizadas na medicina,
em rituais religiosos e na alimentacdo humana (KERR, 1980; CRANE, 1999; CORTOPASSI-
LAURINO et al., 2006; QUEZADA-EUAN et al., 2018).

O polen, o mel e a prépolis produzidos por abelhas sem ferrdo sdo denominados produtos
meliponicolas (BORGES, 2011). Estes produtos possuem caracteristicas singulares que podem
variar de acordo com a espécie criada, com o clima e com a origem botéanica e geografica de
cada localidade. As peculiaridades existentes em cada produto meliponicola representam uma
diversidade de compostos quimicos bioativos com potenciais farmacoldgicos e nutricionais
(RAO et al., 2016; LAVINAS et al., 2019; AL-HATAMLEH et al., 2020).

O Brasil possui grande potencial na producdo meliponicola pois abriga uma grande
diversidade de espécies de abelhas sem ferrdo aptas a producdo de mel, pélen e prépolis em
escalas comerciais (PEDRO, 2014; JAFFE et al., 2015).

Dentre a diversidade de abelhas sem ferrdo do Brasil, o género Melipona Illiger 1806
ganhou notoriedade devido ao seu potencial de producdo de mel, pélen e propolis (ALVES,
2013). Uma espécie deste género com grande potencial econémico é a abelha jandaira,
Melipona subnitida Ducke 1910. Essa espécie ocorre na regido semiarida do Nordeste brasileiro
principalmente nos estados do Ceara, Paraiba e Rio Grande do Norte (ZANELLA; MARTINS,
2003; CARVALHO; ZANELLA, 2017).

A jandaira é utilizada com frequéncia na meliponicultura regional desses estados e suas
colbnias sdo amplamente criadas e multiplicadas para a producéo de mel, propolis e pélen. Em
média uma colmeia da espécie pode atingir produgéo 6tima de 1,8 L de mel ao ano (KOFFLER
et al., 2015; AIRES-NETO; CARVALHO, 2017; DANTAS et al., 2020).
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A caracteristicas particulares do mel, da geopropolis e do sabura (pélen fermentado) da
abelha jandaira os distinguem dos produtos apicolas, derivados das abelhas africanizadas (Apis
mellifera), amplamente comercializados e com padrdes de consumo bem estabelecidos por
legislacdo federal (BRASIL, 2000; BRASIL, 2001; ALVES, 2013). A Auséncia de
padronizacéo e de legislacdo especifica destinada a regulamentar a produgédo e comercializacéo
de produtos meliponicolas tornou-se um dos grandes gargalos para a comercializacdo dos
produtos da abelha Jandaira (DANTAS et al., 2020).

A realizacdo de estudos que busquem padronizar os meios de producéo e os parametros
fisico-quimicos e microbioldgicos dos produtos de abelha jandaira sdo de extrema importancia
para a regulamentacdo e consolidacdo da meliponicultura na regido semiéarida brasileira. Diante
desta problematica, esta pesquisa objetivou caracterizar o mel, a geopropolis e o sabura de
abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) da regido semiarida do estado do Rio Grande do

Norte.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o mel, a geopropolis e o sabura de abelha jandaira (Melipona subnitida

Ducke) da regido semiérida do estado do Rio Grande do Norte.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a evolucdo tecnolégica dos produtos derivados de abelhas sem ferro;

e Auvaliar as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais da geopropolis e de
extratos hidroetandlicos de geopropolis de abelha jandaira;

e Analisar o potencial antimicrobiano e antioxidante de extratos hidroetandlicos de
geopropolis de abelha jandaira;

e Caracterizar o mel in natura de abelha Jandaira (Melipona subnitida);

e Caracterizar o método de maturagdo (fermentacdo controlada) do mel de abelha Jandaira
(Melipona subnitida);

e Auvaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do saburé de abelha jandaira

do semiérido potiguar.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Abelhas: Importéancia econémica

As abelhas, grupo de insetos pertencentes a familia Apidae (SILVEIRA et al., 2002) séo
conhecidas principalmente pelo seu produto de maior popularidade e consumo, o mel. Entre
2000 e 2011, as exportacdes de mel natural no mundo atingiram cerca de 4,8 milhGes de
toneladas e um valor real aproximado de US$ 12,5 bilhGes (PAULA et al., 2016). Outros
produtos de alto valor comercial também podem ser obtidos da criacdo de abelhas como a
propolis e o polen (KRELL, 1996).

3.2 Abelhas do Brasil: Género Melipona

As abelhas estdo presentes nas zonas tropicais e temperadas do planeta exibindo grande
diversidade de espécies (PEDRO, 2014). De acordo com Michener (2000), em todo 0 mundo
sdo conhecidas cerca de 20.000 espécies de abelhas.

O Brasil € um pais com extensa biodiversidade de abelhas, dentre elas pode-se destacar
as abelhas sociais nativas, também chamadas de meliponineos, que sdo as unicas a apresentar
ferrdo atrofiado (KERR; LELLO, 1962). A biodiversidade brasileira apresenta cerca de 250
espécies conhecidas e catalogadas desse grupo (PEDRO, 2014). Dentre as abelhas sem ferrédo,
0 género Melipona compreende o de maior nimero em espécies no Brasil, destacando-se pela
grande riqueza em biodiversidade. O género Melipona Illiger (1806) tem ganhado respaldo em
funcdo do seu potencial econémico e ecoldgico, com destaque para a especie Melipona
subnitida Ducke (1910) (jandaira), adaptada a regido semiarida (MAIA-SILVA et al., 2015).

3.2.1 A abelha Jandaira

A Jandaira (Melipona subnitida Ducke) € uma abelha sem ferr&o que ocorre em toda a
regido semiarida do Nordeste brasileiro (ZANELLA; MARTINS, 2003; CARVALHO;
ZANELLA, 2017). A abelha jandaira habita colmeias perenes com uma unica rainha, de
expectativa de vida de 4 a 5 anos e operarias de poucos meses (SOUZA et al., 2018). Segundo
Koffler et al. (2015) essa espécie é utilizada com frequéncia na meliponicultura regional e suas

col6nias sdo amplamente criadas e multiplicadas para a produgéo de mel.
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A convivéncia da abelha jandaira por milhares de anos com o clima semiérido resultou
na evolugdo de varias caracteristicas fisiologicas e comportamentais que permitem a esta
espeécie sobreviver sob condicdes adversas de seca e escassez de alimento (MAIA-SILVA et
al., 2015).

Uma das estratégias desenvolvidas pela M. subnitida consiste na coleta do méximo de
néctar e polen possivel de fontes altamente nutritivas durante a estacdo chuvosa (HRNCIR et
al., 2019). O neéctar coletado passa por modificacdes bioquimicas e microbioldgicas
coordenadas pelas abelhas operarias e é convertido em mel. O polen também passa por
processos microbioldgicos e bioquimicos de fermentagdo e ao final deles recebe o nome de
saburd (VILLAS-BOAS, 2018; ALVES et al., 2018).

3.3 O mel da abelha jandaira

O mel da abelha jandaira é um alimento de cor, aroma, sabor e consisténcia (inicos muito
apreciado pelo mercado consumidor da regido Nordeste do Brasil. Geralmente caracteriza-se
como de sabor meio acido, com textura fina, pouco viscoso, de cor clara e com e aroma
caracteristico (NOGUEIRA-NETO, 1997; DANTAS et al., 2020).

De acordo com Silva e Pinheiro (2017), o mel de Melipona subnitida apresenta
caracteristicas peculiares que o distinguem do mel de abelha africanizada (Apis mellifera),
principalmente em relacdo a umidade, viscosidade, sélidos insoluveis, acidez e acUcares
redutores.

A producdo do mel em si também é peculiar, em média uma colmeia da espécie pode
atingir uma produg&o otima de 1,8 L de mel ao ano (KOFFLER et al., 2017). Devido a isso e
ao conhecimento tradicional que atribui a esse alimento propriedades medicinais (AIRES-
NETO; CARVALHO, 2017), o mel de abelha jandaira possui alto valor agregado
(VENTURIERI et al., 2012; KOFFLER et al., 2017). No estado do Rio Grande do Norte, a
venda desse mel proporciona renda para pequenos produtores e representa uma excelente fonte
de lucro, devido ao elevado valor de mercado do produto e do baixo investimento para criagcao
(KOFFLER et al., 2015; AIRES-NETO; CARVALHO, 2017).

3.3.1 Deterioracdo do mel de abelha jandaira

Apesar de ser considerado um alimento resistente, no mel também podem ocorrer

processos de deterioragdo. Ainda que alguns fatores intrinsecos do mel sejam limitantes ao
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crescimento de microrganismos patogénicos, os fungos e as leveduras osmofilicas podem se
desenvolver (DIAS et al., 2014). O teor de umidade do mel é altamente importante para sua
vida atil (PEREZ-ARQUILLUE et al., 1994). Em geral, o alto teor de umidade causa
fermentacdo do mel, deterioracdo e perda de sabor, levando a perda de qualidade (COSTA et
al., 1999).

Associados a métodos de manejo, colheita e beneficiamento do mel que ndo obedecam
as Boas Praticas de Fabricagdo e a umidade elevada (21% a 45%). A presenca de
microrganismos, podem acarretar problemas de conservacéo do produto, reduzindo sua vida de
prateleira, podendo até mesmo torna-lo improprio para o consumo humano (ALVES et al.,
2011).

Algumas técnicas de conservacao sao indicadas para a conservacao do mel. Dentre 0s
métodos aplicados destacam-se: refrigeracéo logo apés a colheita; desidratacdo, ocasionando a
reducdo da umidade; fermentacdo do mel colhido pela sua propria microbiota, provocando um
aumento da acidez; e processo térmico de pasteurizacao, visando a reducao da carga microbiana
vegetativa (DIAS et al., 2014). Porém, os métodos conservativos aplicados raramente sdo
realizados corretamente e o produto finalizado ndo passa por uma avaliacdo adequada antes de
ser comercializado (CAMARGO et al., 2017).

3.3.2 A técnica de maturacdo do mel das abelhas sem ferrao

Um método de conservacdo que vem ganhando destaque para a preservacao do mel é a
maturacdo (fermentacdo controlada). A maturacdo do mel das abelhas sem ferrdo é uma
metodologia que consiste em propiciar sobre condigdes controladas o processo de fermentacéao
natural que ocorre apoés a extracdo do mel (VILLAS-BOAS, 2018).

O processo de maturagdo do mel de abelhas sem ferrdo esta ligado ao conceito de que
nem todo mel fermentado € mel estragado. Quando extraido através de préaticas higiénicas e
submetido a um periodo de maturacdo que dura em média quatro a seis meses, 0 mel tem sua
vida de prateleira aproximada de dois anos (RIBEIRO et al., 2018).

No mel das abelhas sem ferrdo, a maturacéo incrementa as caracteristicas sensoriais do
produto e é utilizada para preservacdo, pois inibe o desenvolvimento de patégenos e
microrganismos deteriorantes (CAMARGO et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018).

3.4 A Geoprépolis da abelha jandaira
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A prépolis é um produto resinoso produzido por espécies de abelhas eussociais a partir
de substancias coletadas de brotos, casca, botdes florais e exsudatos resinosos de plantas. As
abelhas coletam essas substancias e as modificam na colmeia através da adicéo de cera, pélen,
e produtos do seu metabolismo, como as enzimas salivares (BRASIL, 2001). A geoprépolis é
um tipo especial de propolis, preparada pelas abelhas sem ferrdo e consiste numa mistura de
resinas vegetais, cera e argila (VILLAS-BOAS, 2018).

A composicdo quimica da geopropolis depende da especificidade da flora no local de
coleta. Muitos constituintes foram identificados a partir da geopropolis de meliponineos.
Compostos fendlicos, como flavondides, &cidos fendlicos e ésteres de acido fendlico, foram
relatados como principais constituintes da propolis a partir de zonas tropicais (BANKOVA,
2009; SANTOS et al., 2017; LAVINAS et al., 2019).

A atividade bioldgica da geopropolis normalmente dependente do nimero de compostos
fendlicos presentes, especialmente os flavondides, e estes compostos sdo indicados como sendo
0s responsaveis pela grande variedade de propriedades terapéuticas, tais como atividades
antiinflamatdrias, antimicrobianas e antivirais, e também a caracteristica antioxidante (SILVA
etal., 2013; FERREIRA et al., 2017).

Devido a sua alta concentracdo de compostos fenolicos e outros compostos
antioxidantes, a geoprépolis pode ser considerada um potencial conservante para aumentar a
vida de prateleira de produtos de origem animal. Nesses alimentos a geoprépolis pode atuar
como antioxidante e no controle da carga microbiana deteriorante e patogénica (DUMAN;
OZPOLAT, 2015; KUNRATH et al., 2017; PAYANDAN et al., 2017; KHODAYARI et al.,
2019).

3.5 O sabura da abelha jandaira

As abelhas do género Melipona armazenam o pélen que coletam das plantas em potes.
Este polen e fermentado como estratégia de conservacao e preservacao do seu valor nutricional
e ao final do processo recebe o nome de sabura (ALVES, 2018).

No Nordeste brasileiro vem crescendo a comercializacdo do pélen das abelhas
meliponas devido ao seu alto valor nutricional, propriedades nutricionais e medicinais e seu
sabor unico (ALVES; CARVALHO, 2018).

O sabura da abelha jandaira apresenta grande potencial nutricional. O alto teor de
aminoacidos essenciais, minerais, flavonoides e de acucar D-manitol agregam caracteristicas
funcionais a esse alimento (SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2014).
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Apesar e ser um produto com grande potencial de mercado no Brasil. A producéo e
comercializacdo do saburé de abelha jandaira ainda sofre varios entraves. As caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas do produto ainda permanecem desconhecidas, pois poucos
estudos foram realizados para caracteriza-lo. A falta de conhecimento na area é um impecilho
para o desenvolvimento de técnicas de padronizacdo que impulsionem a regulamentacéo,

producdo e comercializagcdo do produto em larga escala (ALVES; CARVALHO, 2018).
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RESUMO

O polen, o mel e a propolis das abelhas sem ferrdo, também denominados produtos
meliponicolas, podem ser comercializadas de forma direta ou como insumos para fabricacao de
outras mercadorias de maior valor agregado. Uma forma identificar areas estratégicas de
tecnologias emergentes com potencial de inddstria e de mercado é atraves do estudo e analise
de documentos de patentes. Até o presente momento ndo foram realizados estudos de
prospeccdo tecnoldgica que avaliassem o panorama mundial e as tendéncias de mercado dos
produtos meliponicolas. Este trabalho objetivou caracterizar a evolucdo tecnoldgica dos
produtos meliponicolas e dos produtos correlacionados a meliponicultura por meio de um
estudo prospectivo em bancos de dados de patentes. Foram consultados quatro bancos de dados
de escritorios de patentes reconhecidos internacionalmente, Patentscope, Espacenet,
LATIPAT, INPI. A anélise dos documentos de patentes foi realizada separando os documentos
por ano de deposito, pais de origem, pelo codigo internacional de classificacdo de patentes (IPC)
e quando houvesse, pelo cddigo do Tratado de Cooperagdo de Patentes (PCT). A pesquisa nos
bancos de dados internacionais de patentes retornou um total de 58 patentes publicadas nos
ultimos 20 anos relacionadas a produtos meliponicolas e correlatos. Identificou-se um
crescimento lento e constante no depdsito de patentes relacionados a area nos ultimos 6 anos.
O Brasil possui a maioria dos pedidos de patentes na area com 24 patentes depositadas,
representando 41,4 % de todas as patentes depositadas analisadas. A analise comparando o
namero de documentos de patentes e seus cddigos de classificacdo IPC demonstrou que 29,3
% dos documentos de patentes foram registrados na subclasse A61K 35/644 de preparacdes
medicinais contendo material ou produtos compostos por cera de abelha, prdpolis, geleia real e
mel. Através deste estudo foi possivel comprovar que a atividade ainda demanda de muitos
investimentos governamentais em pesquisa e desenvolvimento para que ela se consolide.
Alguns paises ja iniciaram seu processo tecnoldgico na area e ao longo de algumas décadas sera
possivel observar a consolidacdo da exploracdo comercial de meliponineos a nivel
internacional.

Palavras-chave: Meliponini, Propriedade intelectual; Informacéo tecnoldgica
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ABSTRACT

Pollen, honey and propolis from stingless bees, also called stingless beekeeping products, can
be sold directly or as inputs for other goods with higher value. One way to identify strategic
areas with industry and market potential is through the study and analysis of patent documents.
Until this moment, no technological prospecting studies have been carried out to assess the
world panorama and market trends for stingless beekeeping products. This work aimed to
identify and characterize the potential markets and the technological evolution of stingless
beekeeping products and related products through patent prospection study. Four
internationally patent databases were consulted, Patentscope, Espacenet, LATIPAT, INPI. The
analysis of the patent documents was carried out by classifying the documents by year of filing,
country of origin, by the international patent classification code (IPC) and by the code of the
Patent Cooperation Treaty (PCT). The search in the international patent databases returned a
total of 58 filed patents in the last 20 years related to stingless beekeeping products. There has
been a slow and steady growth in the filing of patents related to the area over the past 6 years.
Brazil has most patent applications in the area with 24 filed patents, representing 41.4% of all
deposited patents analyzed. The analysis comparing the number of patent documents and their
IPC classification codes showed that 29.3% of patent documents were registered in subclass
A61K 35/644 of medicinal preparations containing material or products composed of beeswax,
propolis, royal jelly it's honey. Through this study it was possible to prove stingless beekeeping
still requires a lot of government investments in research and development. Some countries
have already started their technological process in the area and in a few decades, it will be
possible to notice the consolidation of this economic activity in the international commerce.

Keywords: Meliponini, Intellectual property, Technological information
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo, também conhecidas como meliponineos, sdo um grupo de insetos
eussociais pertencentes a familia Apidae, tribo Meliponini, que possuem o ferrdo atrofiado
(KERR; LELLO, 1962; MICHENER, 2007). Com mais de 500 espécies catalogadas até o
presente momento, os meliponineos possuem ampla distribuicdo na regido tropical e subtropical
da América, Africa, Asia e Oceania (MICHENER, 2013).

Historicamente as abelhas sem ferrdo foram utilizadas pelas popula¢des autoctones
desses continentes para diversas finalidades. O pélen, o mel, a propolis dos meliponineos eram
utilizadas na medicina tradicional, em rituais religiosos e na alimentacdo humana (CRANE,
1999; CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; QUEZADA-EUAN et al., 2018).

Nos dias atuais as abelhas sem ferrdo ganharam destaque pelo potencial de mercado que
seus produtos receberam nas Gltimas duas décadas. O pdlen, o mel, a propolis das abelhas sem
ferrdo, também denominados produtos meliponicolas, podem ser comercializadas de forma
direta ou como insumos para fabricacdo de outras mercadorias de maior valor agregado
(HEARD; DOLLIN, 2000; BORGES, 2011; ALVES, 2013; ALVES; CARVALHO, 2018).

Os produtos meliponicolas possuem caracteristicas Unicas que podem variar de acordo
com as diferencas existentes entre espécies de abelhas, a variabilidade na origem
botanica/geografica e ao clima de cada localidade (AL-HATAMLEH et al., 2020). As
singularidades existentes em cada produto meliponicola representam uma diversidade de
compostos quimicos bioativos com potenciais farmacol6gicos e nutricionais que podem ser
explorados pela industria para a producéo de alimentos funcionais e de novos farmacos (RAO
etal., 2016; LAVINAS et al., 2019).

Uma forma identificar as areas estratégicas de tecnologias emergentes que possuem
potencial industrial e de mercado para gerar maiores beneficios econdbmicos e sociais € através
do estudo e analise de documentos de patentes (COELHO 2003; PORTER et al., 2004).

Os documentos de patentes contém informacBes juridicas, econémicas e técnicas
relevantes e os resultados advindos do seu processamento possibilitam a obtencdo de
informagdes de alto valor que embasam decisdes criticas e inferéncias Uteis como elementos-
chave para a pesquisa e desenvolvimento, monitoramento tecnoldgico, estudos de mercado e
estratégias de marketing (SUAREZ; ZAYAS; GUISADO, 2005; TORETI et al., 2013).

Diversas sdo as pesquisas cientificas que investigam o potencial desses produtos para as
industrias farmacéutica e de alimentos, porém até o presente momento nao foram realizados

estudos de prospeccéo tecnoldgica que avaliem o panorama mundial e as tendéncias de mercado
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para estes produtos e seus correlatos. Diante desta problematica, este trabalho objetivou
caracterizar a evolugdo tecnoldgica dos produtos meliponicolas e dos produtos correlacionados

a meliponicultura por meio de um estudo prospectivo em bancos de dados de patentes.

2 METODOLOGIA

Para a busca foram consultados quatro banco de dados de escritorios de patentes
reconhecidos internacionalmente. Os bancos de dados consultados foram Patentscope, banco
de dados da Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (WIPO); Espacenet, banco de
dados do Escritorio Europeu de Patentes (EPO); Banco de dados de patentes publicadas por
entidades da Espanha e América Latina (LATIPAT), vinculada ao Escritério Europeu de
Patentes; Banco de dados do Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) do Brasil.

Foram utilizadas palavras chaves em lingua inglesa, lingua portuguesa e lingua
espanhola para filtrar os documentos nos bancos de dados. As palavras chaves utilizadas foram:
“Abelhas sem ferrdao”, “Mel”, “Polen”, “Prdopolis”, “Geopropolis”; “Stingless bees”, “Honey”,
“Pollen™, “Propolis”, “Geopropolis”; “Abejas sin aguijon”, “Miel”, “Polen”, “Propdleo”,
“Geopropoleo”. A busca limitou-se a presenca das palavras-chave listadas nos titulos, na
descricdo e nos resumos dos documentos.

A coleta de dados foi realizada em outubro de 2020 e foi levado em consideracéo o
intervalo de tempo de 2000 a 2020. Os escritérios de patentes de maneira geral publicam os
pedidos de patentes 18 meses apds a data do depdsito. Ou seja, as patentes acessadas neste
estudo foram depositadas entre o intervalo de tempo aproximado de junho de 1998 e abril de
2019.

A analise dos documentos de patentes foi realizada separando os documentos por ano
de depdsito, pais de origem, pelo codigo internacional de classificacdo de patentes (IPC) e
quando houvesse, pelo cédigo do Tratado de Cooperagdo de Patentes (PCT). Os resultados
obtidos foram expressos através de graficos. As informac6es relevantes encontradas em cada

documento foram extraidas e discutidas.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Na pesquisa nos bancos de dados internacionais de patentes foram encontradas 58

patentes publicadas nos altimos 20 anos relativas a produtos meliponicolas e correlacionados a

meliponicultura. Os resultados demostraram que a primeira patente do periodo foi publicada
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em 2000 e que o numero de publicacbes de patentes na area atingiu um pico em 2017 com um
total de 12 patentes publicadas (Figura 1).

Figura 1. Numero de patentes de produtos meliponicolas e correlacionados a meliponicultura
publicadas entre os anos de 2000 e 2020.
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Fonte: Bancos de dados Patentscope, Espacenet, LATIPAT, INPI.

3.1 Panorama mundial de patentes relacionadas a meliponicultura e produtos

meliponicolas nos altimos 20 anos

O namero total de patentes relacionados a meliponineos foi baixo quando comparado a
estudos correlacionados aos produtos apicolas. Santos et al. (2019) obtiveram 533 retornos de
patentes relacionadas a préopolis de abelha Apis mellifera utilizadas em formulagdes destinadas
a saude animal entre os anos de 1992 e 2017. Toreti et al. (2013) encontraram 2884 patentes
publicadas relacionadas a propolis de A. mellifera durante o periodo de 1971 a 2012.

Diferentemente da apicultura moderna, que é uma atividade econbmica muito bem
estabelecida em todo o planeta, a meliponicultura moderna apenas comecgou a se consolidar a
partir dos anos 2000 (SILVA, 2014).

Foi possivel identificar um crescimento lento, porém constante no depdsito de patentes
relacionados a produtos meliponicolas e correlacionados a meliponicultura sendo destacado um
crescimento consideravel nas publicacBes de patentes relacionadas na &rea nos ultimos 6 anos.
O numero total de patentes encontrados neste estudo e 0 modo como os dados se projetam ao

longo das duas décadas é um indicativo de que a exploracdo comercial dos produtos
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meliponicolas e de produtos correlatos ainda da os primeiros passos de sua expansdo e

consolidagdo como atividade econdmica.

3.2 Paises Produtores de patentes relacionadas a meliponicultura e produtos

meliponicolas nos altimos 20 anos

O numero de documentos de patentes classificados por pais também foi avaliado (Figura
2). Os resultados demostraram que o Brasil possui a maioria dos pedidos de patentes na area

com 24 patentes depositadas, representando 41,4 % de todas as patentes depositadas analisadas.

Figura 2. Quantidade de patentes de produtos meliponicolas e correlacionados a
meliponicultura depositadas entre 2000 e 2020, conforme o pais de depdsito.

®Brasil (24)
® Austrélia (8)
® China (6)
Japdo (4)
Malasia (4)
México (3)
Filipinas (2)
Peru(2)
EUA(2)
india (1)
Cuba (1)
WIPO (1)

Fonte: Bancos de dados Patentscope, Espacenet, LATIPAT, INPI. Foram avaliados o total de 58 documentos de
patentes. EUA — Estados Unidos da América. WIPO — Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual.

Um conjunto de fatores somados podem explicar o destaque do Brasil na publicacéo e
no avango tecnoldgico na area. O Brasil abriga uma grande diversidade de espécies de abelhas
sem ferrdo, com mais de 240 espécies ja identificadas e provavelmente mais espécies a serem
descobertas, sendo considerado o pais mais biodiverso em espécies de meliponineos do mundo
(PEDRO, 2014).

Associado a isso, 0 Brasil vivenciou no inicio do século atual dois processos cruciais
que possibilitam explicar seu destaque a nivel mundial no seu desenvolvimento tecnoldgico na

producdo meliponicola. Foi aprovado no Brasil o processo de regulamentacao da atividade de
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meliponicultura e da utilizacdo dos meliponineos através da Resolucdo n° 346 pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (BRASIL, 2004a). Também no ano de 2004 foi
sancionada a lei que instituiu a inovacgéo tecnoldgica no Brasil (Lei de Inovacgéo, 10.973 / 04).
Depois de aprovada e de entrar em vigor no ano de 2005 essa lei proporcionou que 0s centros
de pesquisa brasileiros criassem seus nucleos de inovacao tecnoldgica e proporcionasse 0 inicio
da aproximacao entre universidades, centros de pesquisa e empresas para o desenvolvimento
de novos produtos e apara 0 avanco tecnologico nacional também com foco no aumento do
numero de pedidos de patentes. (BRASIL, 2004b; AMARANTE-SEGUNDO, 2016; SANTOS
etal., 2019).

Dentre outros paises que vale mencionar a producdo de patentes na area de produtos
meliponicolas salienta-se a Australia em segundo lugar com 13,8% das patentes publicadas
entre 2000 a 2020 na area. A Australia assim como o Brasil possui um percentual consideravel
de produtores meliponicolas, porém diferentemente do Brasil, a atividade de meliponicultura
australiana é desenvolvida em sua maioria por hobistas que ndo objetivam criar essas abelhas
em escala produtiva para fins comerciais (HALCROFT; SPOONER-HART; DOLLIN, 2013;
HALCROFT; SPOONER-HART; HAIGH, 2013).

A china se destaca em terceiro lugar com 10,3 % das patentes publicadas na area. A
china é reconhecidamente o maior exportador de produtos derivados de abelhas no mundo,
porém a exploracdo comercial das abelhas sem ferrdo em territério chinés ainda estd em um
estagio muito inicial (ZHENG et al., 2018).

Em 4° lugar estdo o Japdo e a Malasia que juntos detém 13,8 % das patentes na area.
Salienta-se que o Japdo foi o primeiro pais a publicar uma patente na area de produtos
meliponicolas nas ultimas duas décadas. O pioneirismo japonés pode estar relacionado a ampla
politica de inovacdo implantada no pais no século passado associada a demanda por produtos
medicinais e alimenticios derivados de abelhas pela populagéo japonesa. Um exemplo factivel
do interesse do mercado nipénico nos produtos derivados de abelhas é que o Japéo chega a
importar cerca de 80 % da propolis apicola que consome do mercado brasileiro (FREEMAN,
1995; KOHSAKA; PARK; TORETTI, 2013; UCHIYAMA, 2017).

A Malasia por sua vez é um pais tropical que possui uma diversidade singular de abelhas
sem ferrdo. Embora suas leis de patentes e propriedade intelectual tenham sido promulgadas no
final da década de 80, apenas em 2016 foi publicado no pais o primeiro processo de patente
relacionado as abelhas sem ferrdo. A Maléasia é um pais em desenvolvimento que esta
comecando através de iniciativas governamentais seu processo de desenvolvimento tecnologico
na area de meliponicultura (HAMID et al., 2016; RAMAIAH, 2018; ISMAIL et al., 2018).
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Através da analise dos dados também foi possivel destacar a incidéncia de apenas um
pedido de patente depositado na Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (WIPO) pelo
mecanismo do Tratado de Cooperacdo de Patentes (PCT). O PCT faz parte do sistema
internacional de patentes e ajuda os requerentes a obter protecdo internacional para suas
invengdes. O baixo nimero de pedidos de PCT é um indicativo de que o processo de
internacionaliza¢do do comércio de produtos meliponicolas ndo se desenvolveu plenamente e
esta limitado a fronteiras regionais (SANTOS et al., 2019; WIPO, 2020).

A Figura 2 € um reflexo de como se organizam os mercados consumidores de produtos
meliponicolas no mundo. Ainda que exista uma demanda seletiva para esse nicho de mercado,
ja € possivel notar quais paises estdo a procura de produzir e comercializar produtos
meliponicolas. O Brasil e Australia sdo paises de destaque internacional na &rea de
meliponicultura enquanto a China se destaca na producdo em larga escala de derivados de
abelhas (ALVES, 2013; HALCROFT; SPOONER-HART; HAIGH, 2013; ZHENG et al.,
2018). Juntos esses trés paises representam 65,5% da publicacdo mundial de patentes na area
de meliponicultura e produtos meliponicolas. O volume de patentes publicadas nesses paises
pode ser um indicador do interesse na producdo e comercializacdao destes produtos em escalas

maiores.

3.3 Panorama de Patentes de acordo com a Classificacdo Internacional de Patentes (IPC)

O método de classificacdo internacional de patentes (IPC) é um importante padrdo de
classificagdo internacional das funcionalidades e areas de cada patente. Através de uma analise
critica € possivel identificar quais as principais tendéncias tecnologicas que estdo sendo
seguidas em determinada area (INPI, 2020).

A analise comparando o nimero de documentos de patentes e seus codigos de
classificacdo IPC mostrou que quase um terco (29,3 %) dos documentos de patentes foram
registrados na subclasse A61K 35/644, esta subclasse agrupa preparagcdes medicinais contendo

material ou produtos compostos por cera de abelha, propolis, geleia real e mel (Figura 3).
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Figura 3. Codigos IPC mais citados em patentes de produtos meliponicolas e correlacionados
a meliponicultura depositadas entre 2000 e 2020.
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Nota: Codigos de classificacdo correspondem a: A61K 35/644 - Preparagdes medicinais contendo cera de abelha,
prépolis, geleia real ou mel; A23L 21/25 — Mel, Substitutos do mel; A01K 47/06 - Outros detalhes de colmeias;
A01K 47/00 — Colmeias; A61P 31/04 - Agentes antibacterianos; A61P 37/04 - Farmacos imunoestimulantes para
o tratamento de distUrbios imunoldgicos ou alérgicos; A01K 47/02 - Construcdo ou arranjo de estruturas para favos
de mel; A61K 35/64 - Preparacfes medicinais contendo materiais de insetos; A61P 29/00 - Agentes analgésicos
ndo-centrais, antipiréticos ou anti-inflamatérios; A01K 47/04 - Favos de Mel Artificiais; A61P 39/06 - Agentes
captadores de radicais livres ou antioxidantes; A0O1K 67/033 - Cria¢do ou reproducdo de invertebrados A23L 1/30
- Alimentos ou Bebidas néo alcodlicas enriquecidos; A61K 8/98 - Cosméticos ou preparacfes similares para
higiene pessoal de origem animal.

A diversidade de compostos quimicos presentes nos produtos meliponicolas é um ponto
favoravel para sua utilizacdo como insumos em formulacdes medicinais destinadas a saude
humana e animal. Wang et al. (2019) desenvolveram um método de isolamento de polifendis
derivados de méis de meliponineos destinados a prevencdo e tratamento de doencas
inflamatdrias. Segundo os autores é viavel e possivel a aplicacdo desse método de extracédo para
producgéo de medicamentos.

Em segundo lugar destaca-se a subclasse A23L 21/25 que representou 15,5 % das
patentes publicadas no periodo estabelecido, esta subclasse especifica alimentos ou bebidas ndo
alcodlicas que envolvem mel e substitutos do mel como produto ou insumo. A porcentagem de
patentes registradas na area € um indicativo da tendéncia crescente do consumo de méis de
abelhas sem ferrdo que vem se estabelecendo no mundo nas Gltimas duas décadas. O mercado
de consumidores de mel estd se tornando mais seletivo e demanda caracteristicas sensoriais
mais rebuscadas do produto. Gragas as suas caracteristicas sensoriais singulares o mel dos
meliponineos tem um apelo muito forte na preferéncia do consumidor (ALVES, 2013).

Na terceira colocacdo destaca-se o codigo AO01K 47/06 (12%) que especifica

configuracdes de colmeias. Um entrave na producdo meliponicola é a falta da existéncia de um
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padrdo universal de colmeias e ferramentas para criagdo racional de meliponineos. A falta de
padronizacdo acaba impossibilitando 0 manejo e a producéo meliponicola em maiores escalas.
A producao de patentes na area € um indicativo de que o estabelecimento de padrdes sélidos
para a atividade ira ocorrer nas proximas décadas e por consequéncia ajudara a consolidar e
ampliar a producéo de derivados da meliponicultura (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006;
JAFFE et al., 2015).

3.4 Cenario Brasileiro de Deposito de Patentes Relacionadas a Produtos Meliponicolas

nos Ultimos 20 anos

O Brasil se destacou nos ultimos 20 anos como o pais com 0 maior nimero de depdsitos
de patentes de produtos meliponicolas e produtos correlacionados a meliponicultura
acumulando o total de 41,4 % de todas as patentes depositadas. Porém, hd uma estratificacéo
desse desenvolvimento tecnoldgico dentro do territorio brasileiro (Figura 4). O estado brasileiro
de destaque no deposito de patentes foi o Parana que sozinho possui 29,1 % de todas as patentes
depositadas na area. o Parana é atualmente o estado brasileiro que mais produz e exporta
produtos derivados de abelhas (IBGE, 2020; SEAB, 2020). O avanco cientifico e tecnoldgico
na area de apicultura proporcionados pela parceria existente entre 0s centros de pesquisa, 0
setor privado e as iniciativas governamentais consolidaram o Parand como estado de referéncia
brasileira na coleta, beneficiamento e exportacédo de produtos derivados de abelhas (NUNES;
HEINDRICKSON, 2019).
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Figura 4. Quantidade de patentes de produtos meliponicolas e correlacionados a
meliponicultura depositadas entre 2000 e 2020 no Brasil conforme a unidade federativa de
deposito.

® Parané(7)
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Sdo Paulo(2)
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Minas Gerais (1)
Rio de Janeiro(1)
Santa Catarina (1)

Fonte: Bancos de dados Patentscope, Espacenet, LATIPAT, INPI. Foram avaliados o total de 24 documentos de
patentes.

Em segundo lugar destaca-se o estado do Maranhdo, que apresentou 20,8 % das patentes
depositadas no Brasil. No Maranhdo a iniciativa de projetos de apoio e aproximacao entre
centros de pesquisa e criadores de abelhas sem ferrdo proporcionou o avango cientifico e
tecnoldgico na area da meliponicultura que se refletiu no maior nimero de patentes depositadas
na Gltima década (ALVES, 2013; GOSTINSKI, 2018). A grande variedade de biomas e de
espécies de abelhas sem ferrdo no territério maranhense somados ao numero crescente de
patentes publicadas na &rea sdo um indicativo de que o estado tem potencial para a producdo
meliponicola e que nas proximas décadas a comercializagéo de produtos e insumos derivados
da meliponicultura poder&o se consolidar como uma importante atividade econdmica do estado
(ARAUJO et al., 2016).

Outras unidades da federagéo apresentaram valores menos expressivos de publica¢des
de pedidos de patentes, outro dado relevante é que 60 % das unidades federativas brasileiras
ndo apresentaram nenhuma publicacdo referente a meliponicultura nos bancos de dados nas
ultimas duas décadas. A disparidade existente entre 0 avango tecnoldgico da area nos estados

brasileiros € um indicativo de que o desenvolvimento da meliponicultura ndo ocorre de modo
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igualitario em todo o territério nacional e que sdo necessarios incentivos e politicas
governamentais a nivel nacional para que a atividade se consolide em todo o territério nacional
(VENTURIERI et al., 2012).

A anélise dos cddigos de classificacdo IPC de patentes depositadas no Brasil revelou
que 41,6 % dos documentos de patentes brasileiros foram registrados na subclasse A61K 35/644
(Figura 5). Seguindo a tendéncia observada no mundo, a maioria das patentes relacionadas as
abelhas sem ferrdo no territério brasileiro buscou estabelecer o potencial farmacéutico dos
produtos meliponicolas. Batista et al. (2017) desenvolveu uma formulacdo farmacéutica a partir
do extrato da geopropolis da abelha sem ferrdo Melipona fasciculata com atividade anti-

helmintica comprovada contra parasitas gastrointestinais de pequenos ruminantes.

Figura 5. Codigos IPC mais citados em patentes de produtos meliponicolas e correlacionados
a meliponicultura depositadas entre 2000 e 2020 no Brasil.
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Nota: Cédigos de classificacdo correspondem a: A61K 35/644 - PreparacGes medicinais contendo cera de abelha,
prépolis, geleia real ou mel; A23L 21/25 — Mel, Substitutos do mel; A61P 31/04 - Agentes antibacterianos; A61K
8/98 - Cosmeéticos ou preparaces similares para higiene pessal de origem animal; A61P 29/00 - Agentes
analgésicos ndo-centrais, antipiréticos ou anti-inflamatdrios; A61P 39/06 - Agentes captadores de radicais livres
ou antioxidantes; A61P 15/02 - Farmacos para o tratamento de doencas vaginais; A61P 31/10 — Agentes
antimicoticos.

A subclasse A23L 21/25 que identifica produtos derivados de Mel alcangou o segundo
lugar com 29,1 % das patentes publicadas na &rea em territorio brasileiro. A tendéncia de
consumo do mel das abelhas sem ferrdo se mostra similar no Brasil ao resto do mundo e é
crescente o emprego de tecnologias que valorizam o mel das abelhas sem ferrdo como produto

ou como insumo de mercadorias de alto valor agregado. Machado et al. (2019) utilizou



45

exitosamente o mel de Melipona scutellaris como insumo para a produgdo de um iogurte
caprino probi6tico. A presenga dos compostos bioativos no mel proporcionou a melhoria das

caracteristicas funcionais e sensoriais do produto.

3.4.1 Espécies de abelhas sem ferrdo brasileiras envolvidas em processos de patentes

O Brasil é um pais biodiverso de abelhas sem ferrdo, porém poucas espécies sdo
utilizadas na meliponicultura da contemporaneidade. Na Figura 6 observa-se a porcentagem
das espécies de meliponineos brasileiros envolvidos em processos de patentes. A partir da
Figura 6A foi possivel constatar que mais da metade (54,1 %) das espécies de abelhas sem
ferrdo brasileiras envolvidas em processos de patentes sdo pertencentes ao género Melipona sp.
Dentre as abelhas sem ferrdo, o género Melipona compreende o de maior nUmero em espécies
no Brasil, destacando-se pela grande riqueza em biodiversidade (ZANELLA; MARTINS,
2003; CARVALHO; ZANELLA, 2017). Entre centenas de espécies de abelhas nativas
existentes no Brasil, a maioria produz mel apenas para satisfazer as necessidades nutricionais
da coldnia. Somente algumas espécies sdo excelentes produtoras de mel, como o género
Melipona, com espécies de grande potencial meliponicola e amplamente criadas. (ALVES,
2013).

Em segundo lugar destacou-se o género Scaptotrigona sp. com 20,8% das patentes
depositadas no Brasil. A porcentagem de patentes na area pode ser reflexo da importancia desse
grupo de abelhas no Brasil. De acordo com Martinez-Fortun et al., (2018) as abelhas do género
Scaptotrigona sdo adaptaveis a0 manejo, sao resistentes a pragas e sobrevivem com éxito em
ambientes alterados pelo homem. Além disso, essas abelhas armazenam grandes quantidades
de mel, polen e propolis que possuem alto valor de mercado e podem ser comercializados.

Também foi possivel observar a partir dos resultados obtidos que 16,6 % dos
depositantes ndo identificaram qual as espécies de abelhas sem ferrdo envolvidas em seus
processos de patente e citaram apenas os termos “Abelhas sem ferrdao” e/ou “Meliponineos” em
seu texto (Figura 6). Possivelmente nesses casos foram desenvolvidas tecnologias generalistas
de possivel aplicacdo em muitas espécies do grupo. Uma das dificuldades encontradas no
processo de consolidagdo da meliponicultura como uma atividade econdmica é a falta de
padronizacéo existente na atividade devido a singularidade de espécies de cada regido brasileira
(JAFFE et al., 2015). A criacdo de tecnologias universais que permitam sua aplicacdo em

diversas espécies de abelhas utilizadas na meliponicultura sdo um importante passo para a
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consolidacao da atividade no Brasil por possibilitarem a producéo dos produtos meliponicolas

em escalas maiores e de forma mais eficiente.

Figura 6. Abelhas sem ferrdo envolvidas em processos de patentes brasileiras de produtos
meliponicolas e correlacionados & meliponicultura depositadas entre 2000 e 2020.

A B M. mandacaia (4,1 %)
M. seminigra (4,1 %)
M. bicolor (4,1 %)

Melipona fasciculata
(20,8 %)

M. quadrifasciata (4,1 %)

M. marginata (4,1 %)

N3o especificado (8,5 %)

Melipona sp.
(54,1 %) Abelhas Sem Ferrio
(16,6 %)
Scaptotrigona postica
(8,5 %)

Scaptotrigona
sp. (20,8 %)

(A) Por género. (B) Por espécie.
Nota: Abelhas sem ferrdo envolvidas em processos de patentes brasileiras de produtos meliponicolas e
correlacionados a meliponicultura depositadas entre 2000 e 2020. Fonte: Kewen Santiago

3.4.2 O Nordeste e o semiarido brasileiro no contexto da inovacao tecnolégica dos produtos

meliponicolas

O nordeste brasileiro foi responsavel por 45,8 % das publicacfes de patentes na area de
produtos meliponicolas e correlacionados a meliponicultura no periodo de 2000 a 2020 (Figura
4). O nordeste brasileiro é tradicionalmente conhecido como o maior produtor de mel nativo
com destaque aos estados do Maranhdo, Bahia, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Piaui. Os
investimentos do governo e da iniciativa privada fomentam estudos e projetos que ampliam o
namero de espécies e a producdo de mel (ALVES, 2013).

Porém a maioria das patentes depositadas na area envolvem espécies de abelhas de zonas
tropicais e subtropicais Umidas do nordeste brasileiro, a regido semiarida que compreende a
maior extensdo territorial nordestina apresentou apenas uma patente depositada com espécies
nativas da regido semiarida.

Este dado € um indicativo de que a regido semiarida do nordeste brasileiro ainda
demonstra ser um campo inexplorado tecnologicamente na area fazendo-se necessario mais
incentivos governamentais para impulsionar o desenvolvimento regional.

O Estado do Rio Grande do Norte, estado de destaque pela sua grande quantidade de

meliponicultores na regido semiarida, ndo possui nenhuma patente na area, mesmo sendo
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possuidor de diversas espécies amplamente criadas na regido (CARVALHO; ZANELLA,
2017).

A meliponicultura contribui com a renda de muitos produtores rurais do estado do Rio
Grande do Norte (KOFFLER et al., 2015). A auséncia de depdsito de patentes na area de
produtos meliponicolas neste estado indicam falta de integracéo entre a produgdo meliponicola
estadual e os centros de pesquisa da regido. Sao necessérias politicas de incentivo que propiciem
a integracdo entre os produtores e os centros de tecnologia para que o desenvolvimento

tecnoldgico desta atividade se consolide.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A meliponicultura moderna é uma atividade econdmica recente e esta passando
atualmente pelo seu processo de consolidacdo e modernizacdo. Através deste estudo foi
possivel comprovar de que a atividade tem potencial econémico relevante, mas ainda demanda
de muitos investimentos governamentais em pesquisa e desenvolvimento para que ela se
consolide como uma atividade econdmica bem conhecida e disseminada pelo mundo. Alguns
paises ja iniciaram seu processo tecnoldgico na area e ao longo de algumas décadas sera
possivel observar a consolidacdo da exploracdo comercial de meliponineos a nivel

internacional.
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RESUMO

O presente estudo objetivou caracterizar a geopropolis in natura e os extratos de geoprépolis
de Melipona subnitida (abelha jandaira). O trabalho foi desenvolvido em duas etapas. Na
primeira etapa foram coletadas e caracterizadas amostras de geoprépolis in natura. A segunda
etapa consistiu em desenvolver e caracterizar um processo de extracdo de componentes
bioativos das amostras in natura, identificando as propriedades fisico-quimicas,
microbiologicas e sensoriais dos extratos produzidos além do potencial bioativo como
conservante natural de alimentos. Foi possivel identificar que o teor de matéria mineral nas
amostras de geopropolis in natura variou de 37,5 a 82,0 ¢g/100 g e influenciou
significativamente na qualidade e quantidade de compostos bioativos presentes nos extratos.
Também foi possivel identificar alta carga microbiana de bactérias mesofilas, coliformes totais
e bolores e leveduras na geoprdpolis in natura, porém, contagens de microrganismos abaixo
do limite de deteccdo foram encontradas nos extratos. Em relacdo a composicao fisico-quimica
dos extratos foi possivel observar variacdes de pH entre 4,15 a 5,9, densidade entre 0,796 a
0,859 g/cm3, teor de residuo seco entre 1,0 a 17,9 g/100 ml, teor de compostos fenolicos totais
variando de 3,2 a 41,7 mg EAQ/g e de flavonoides entre 1,2 a 49,0 mg EQ/g. Os valores da
CEso da atividade antioxidante variaram entre 0,16 a 4,16 pg/ml. Observou-se que houve
correlacdo forte e positiva entre o teor de cinzas das amostras de geopropolis bruta e a CEsp (rs
=0,728). Também se constatou correlacdo forte e negativa entre a CEso e as variaveis residuo
seco (rs = -0,955) compostos fenolicos totais (rs = -0,960) e flavonoides totais (rs = 0,925). Em
relagdo a atividade antimicrobiana dos extratos foi possivel identificar maiores valores de
inibicdo frente a microrganismos gram-positivos quando comparado as cepas gram-negativas,
porém a maioria dos extratos conseguiram inibir total ou parcialmente o crescimento
microbiano. Quanto as caracteristicas sensoriais, tanto a geoprépolis in natura quanto 0s
extratos hidroetandlicos de geoprdpolis mostraram caracteristicas sensoriais diversas. A cor
marrom, o aroma balsdmico e a consisténcia rigida foram as caracteristicas sensoriais
predominantes da geopropolis in natura. A tonalidade ambar, o aroma balsdmico
predominaram nos extratos, ja 0s sabores variaram do amargo ao picante forte e balsamico.
Nesse estudo foi possivel constatar que a geopropolis de Melipona subnitida poderia funcionar
como um conservante natural de alimentos devido a sua capacidade de inibir a oxidacédo e
controlar total ou parcialmente o crescimento da flora microbiana contaminante de alimentos.
A contaminacdo microbiana e o alto teor de cinzas encontrados na geopropolis in natura podem
servir como uma ferramenta para medir a qualidade fisico-quimica e microbioldgica do produto
além de servir como uma ferramenta de avaliagdo das condices higiénico-sanitarias da
colmeia. O baixo indice de contaminacdo microbiana encontrado nos extratos indicaram a
seguranga sanitaria da técnica de extracdo utilizada para a producdo e uso dos extratos
hidroetandlicos de geopropolis de abelha jandaira.

Palavras-chave: Meliponineos, Bioativos naturais; Conservagédo de alimentos



54

ABSTRACT

The present study aimed to characterize the geopropolis and the ethanolic extracts of the
jandaira bee. The research was divided into two stages. In the first one, fresh geopropolis
samples were collected and characterized. In the second stage there was developed and
characterized a process for the extraction of bioactive components from the fresh samples. The
physical-chemical, microbiological and sensory properties of the extracts produced and the
bioactive potential as a natural food preservative were evaluated. The results obtained in this
research identified hight mineral contents in the fresh geopropolis, this significantly influenced
the quality and quantity of bioactive compounds present in the extracts. High microbial load of
mesophilic bacteria, total coliforms and molds and yeasts was identified in the fresh
geopropolis. However, extremely low counts of microorganisms were found in the extracts.
About the physical-chemical composition of the geoprdpolis extracts, it was possible to observe
pH variations between 4.15 to 5.9, density between 0.796 to 0.859 g/cm?, dry residue content
between 1.0 to 17.9 g/100 ml, content of total phenolic compounds ranging from 3.2 to 41.7
mg GAE/g and flavonoids between 1.2 to 49.0 mg QE/ g. The ICsq values of the antioxidant
activity ranged from 0.16 to 4.16 pug / ml. It was observed that there was a strong and positive
correlation between the ash content of the crude geopropolis samples and the 1Csg (rs = 0.728).
There was also a strong and negative correlation between the 1Cso and the variables dry residue
(rs =-0.955) total phenolic compounds (rs =-0.960) and total flavonoids (rs = 0.925). Regarding
the antimicrobial activity of the extracts, it was possible to identify higher values of inhibition
against gram-positive microorganisms when compared to gram-negative strains, however most
of the extracts were able to inhibit microbial growth. About the sensory characteristics, both
the fresh geopropolis and the hydroethanolic extracts showed different sensory characteristics.
The brown color, the balsamic aroma and the rigid consistency were the predominant sensory
characteristics of the fresh geopropolis. The amber color tones and the balsamic aroma
prevailed in the extracts, while the flavors ranged from bitter to strong and spicy balsamic. In
this study it was possible to verify that the jandaira geopropolis could be a natural food
preservative due to its ability to inhibit oxidation and to control the growth of foodborne
microorganisms. The microbial contamination and the high ash content found in the
geopropolis in natura can serve as a tool to measure the physical-chemical and microbiological
quality of the product also could serve as a tool to evaluate the hygienic conditions of the hive.
The low rate of microbial contamination found in the extracts indicated the safety of the
extraction technique.

Keywords: Meliponines; Natural bioactives; Food preservation
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais se consolidou ao longo da historia das civiliza¢cdes humanas.
No periodo da antiguidade, a humanidade ja utilizava produtos naturais no combate a doencas,
na conservagéo de alimentos e em rituais religiosos e culturais (BILLING; SHERMAN, 1998;
FABRICANT; FARNSWORTH, 2001; QUEZADA-EUAN et al., 2018; BROMHAM et al.,
2021).

Na atualidade, os produtos naturais sdo utilizados principalmente em sociedades néao
industrializadas e paises em desenvolvimento da Africa, Asia e América Latina, principalmente
porque sdo considerados eficazes, de facil acesso e de baixo custo quando comparados a
medicamentos alopaticos (AWUCHI, 2019).

Um dos produtos naturais que vem ganhando destaque nas Ultimas décadas devido ao
seu potencial bioativo é a prdpolis das abelhas. A prépolis é um produto resinoso produzido por
espécies de abelhas eussociais a partir de substancias coletadas de brotos, casca, botdes florais
e exsudatos resinosos de plantas. As abelhas coletam essas substancias e as modificam na
colmeia através da adicdo de cera, pdlen, e produtos do seu metabolismo, como as enzimas
salivares (BRASIL, 2001).

No Brasil, um tipo especial de prépolis produzido pelas abelhas nativas é conhecido e
amplamente utilizado pelas popula¢des tradicionais. A geopréopolis € um tipo diferenciado de
prépolis, preparada pelas abelhas sem ferrdo e consiste numa mistura de resinas vegetais, cera,
grdos de pélen e argila (NOGUEIRA-NETO, 1997; VILLAS-BOAS, 2018).

A composicdo quimica da geopropolis depende da especificidade da flora no local de
coleta. Muitos constituintes foram identificados a partir da geopréopolis de meliponineos.
Compostos fendlicos, como flavonoides, acidos fendlicos e ésteres de acido fendlico, foram
relatados como principais constituintes da prépolis a partir de zonas tropicais (BANKOVA,
2009; SANTOS et al., 2017; LAVINAS et al., 2019).

A atividade bioldgica da geoprédpolis normalmente dependente do niUmero de compostos
fenolicos presentes, estes compostos sdo indicados como sendo 0s responsaveis pela grande
variedade de propriedades terapéuticas, tais como atividades antiinflamatdrias,
antimicrobianas, antivirais e antioxidante (SILVA et al., 2013; FERREIRA et al., 2017).

Devido a alta concentracdo de compostos fendlicos e outros compostos antioxidantes, a
geopropolis pode ser considerada um potencial conservante para aumentar a vida de prateleira
de alimentos, principalmente os de origem animal. Nesses produtos a geopropolis pode atuar

no controle da carga microbiana deteriorante e patogénica altamente presente e também como
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um antioxidante natural (DUMAN; OZPOLAT, 2015; KUNRATH et al., 2017; PAYANDAN
etal., 2017; KHODAYARI et al., 2019).

Na regido semiarida do Brasil a abelha jandaira (Melipona subnitida), espécie nativa
nativa da regido semiarida do nordeste brasileiro vem ganhando destaque devido ao potencial
bioativo da sua geoprdpolis (SOUSA et al., 2018). Porém, ainda s&o escassos 0s estudos que
buscaram elucidar as propriedades fitoquimicas da geoprépolis da abelha jandaira e seu
potencial uso como farmaco e/ou conservante alimentar. Desta forma, o presente estudo

objetivou caracterizar a geopropolis bruta e os extratos de geopropolis de Melipona subnitida.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em duas etapas e foi desenvolvido no Laboratério de Inspecédo
de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). A primeira etapa do estudo consistiu em coletar e caracterizar a geoprépolis bruta
de abelha jandaira da regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte. A segunda etapa do
estudo consistiu em desenvolver e caracterizar um processo de extracdo de componentes
bioativos da geopropolis identificando as propriedades fisico-quimicas, microbioldgicas e
sensoriais dos extratos produzidos além de seu potencial bioativo como conservante natural de
alimentos (Figura 1).

Figura 7. Fluxograma experimental simplificado.
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2.1 EXPERIMENTO 1 - Caracterizacdo da geopropolis bruta de Melipona subnitida da
regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte.

Foram coletadas 10 amostras de geoprdpolis de abelha jandaira (Melipona subnitida
Ducke) entres os meses de agosto a novembro de 2019 oriundos de municipios pertencentes a
regido semiérida do estado do Rio Grande do Norte, Brasil. Coletaram-se amostras de zona
rural e urbana dos municipios: Barauna, Caraubas, Jandaira, Mossoro, Patu, Pendéncias e

Riachuelo (Figura 2).

Figura 8. Municipios do estado do Rio Grande do Norte onde foram coletadas amostras de
geopropolis de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke).

W

Fonte: Kewen Santiago.

Foram coletados aproximadamente 100 g de geoprépolis por colmeia de acordo com as
boas praticas de coleta e higiene. Em seguida as amostras foram acondicionadas em recipientes
estéreis e armazenadas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz até serem analisadas. Foram
avaliadas as caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais das amostras in

natura.

2.1.1 Analise microbioldgica da geopropolis bruta
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Foram realizadas as seguintes analises nas amostras de geoprdpolis bruta: Contagem de
bactérias mesofilas totais, coliformes totais e Escherichia coli, Detec¢éo de Salmonella spp. e
bolores e leveduras no laboratorio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN.

Inicialmente foram diluidas 25 gramas de geoprdpolis em 225 mL de 4gua peptonada
estéril (diluicdo 10t). Em seguida foram realizadas dilui¢Ges sucessivas em tubos de ensaio
contendo agua peptonada estéril até alcancar a diluicdo 108, As diluicdes produzidas foram
utilizadas para todas as analises microbioldgicas avaliadas. Todas as analises foram realizadas

em duplicata.

2.1.1.1 Contagem de bactérias mesofilas totais

Para contagem de bactérias mesofilas totais foi seguido o protocolo estabelecido por
Maturin e Peeler (1998) com adaptacdes. Em placas de petri estéreis foi inoculado 1 ml das
diluicdes previamente obtidas. Em seguida pela técnica de pour plate as placas foram
preenchidas com &gar padréo para contagem (PCA) a 45 °C. Ap0s o enrijecimento do &gar, as
placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Os resultados da contagem foram expressos em
log UFC/g.

2.1.1.2 Deteccdo e contagem de coliformes totais e Escherichia coli

Para deteccéo e contagem de coliformes totais e E. coli em amostras de geopropolis, foi
utilizada metodologia estabelecida por Manafi e Kneifel (1989) com modificagbes. As
diluicBes 10 a 10 obtidas foram semeadas pela técnica spread plate em placas de agar
cromogénico Hicoliform para deteccdo rapida de coliformes e E. coli. As placas foram
incubadas por 48 horas a 37 ° C. Apds o periodo de incubacdo foram contadas as unidades
formadoras de col6nia caracteristicas de coliformes totais (colonias azul-esverdeadas). Para
deteccdo de E. coli, adicionou-se 100 pl de reagente de Kovacs nas colnias consideradas
suspeitas. Foram consideradas positivas para E. coli as colbnias que apresentaram fendtipo
avermelhado apos 2 minutos do uso do reagente de Kovacs. Os resultados foram expressos em
log UFC/g.

2.1.1.3 Deteccdo de Salmonella spp.



59

Para deteccdo de Salmonella spp. Nas amostras de geopropolis seguiu-se o protocolo
ISO 6579:2007 com adaptacGes. As diluicdes 10 de cada amostra de geoprdpolis foram
incubadas a 37 °C em estufa bacterioldgica durante um periodo de 20 horas. Em seguida
aliquotas dessa diluicdo foram transferidas para os caldos Rappaport-Vassiliadis, Tetrationato
e Selenito-Cistina e incubadas por 24 horas a 41 °C em banho-maria. Apés a incubacéo, com o
auxilio de algas de transferéncia descartaveis, os caldos foram repicados para placas de Petri
preparadas previamente com agar manitol lisina violeta cristal verde brilhante (MLCB) e agar
xilose lisina desoxicolato (XLD). O material foi incubado a 37 °C por 24 horas. As col6nias
caracteristicas foram repicadas para tubos contendo agar triplice agucar ferro (TSI) e &gar lisina
ferro (LIA) e incubadas por 24 horas a 37 °C. As amostras consideradas positivas (LIA de
coloracdo inalterada e TSI com coloracdo rosa no apice, amarela no meio e preta no fundo)
foram repicadas para tubos com agar uréia e incubadas a 37 °C por 24 horas. As amostras que
ndo apresentaram reacdo de clivagem da ureia (substrato rosado) foram consideradas com

presenca de Salmonella sp. em 25 g de geopropolis.

2.1.1.4 Contagem de Bolores e Leveduras

Para contagem de bolores e leveduras seguiu-se a metodologia proposta por Tournas et
al. (1998). Foram preparadas placas de Petri contendo meio agar batata dextrose (BDA)
acidificado com acido tartarico. As placas foram inoculadas através da técnica de spread plate
com 100 pl das diluicdes obtidas (10 a 10®) e foram incubadas a 25 °C durante cinco dias. Os

resultados da contagem foram expressos em log UFC/g.

2.1.2 Analises fisico-quimicas e sensoriais da geoprépolis in natura

2.1.2.1 Cinzas

Para determinacdo das cinzas foi seguido o protocolo estabelecido pelo IAL (2008) com
modificagdes. Inicialmente os cadinhos foram mantidos em mufla a 600 °C por uma hora e em
seguida colocados em dessecador por 30 minutos. Foi aferida a massa em gramas dos cadinhos
e neles pesou-se 5 gramas de amostra de geoprdpolis em seguida foram destinados a mufla a
600 °C por quatro horas. Apés o periodo de incineragdo, os cadinhos foram colocados em
dessecador, e apos resfriados aferiu-se a massa novamente. A porcentagem de cinzas foi

determinada pela seguinte equacgéo. Os resultados foram expressos em g/100 g.
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Cinzas = (Massa do cadinho com cinzas - Massa do cadinho vazio / Massa da amostra) x 100

2.1.2.2 Perda por dessecacéo

Para determinacdo da perda por dessecagdo na geopropolis bruta seguiu-se a
metodologia estabelecida pelo IAL (2008) com modifica¢Bes. Primeiramente cadinhos foram
levados a estufa de secagem a 105 °C por uma hora.

Apbs resfriados, foram pesadas 5 gramas de amostra de geopropolis e acondicionadas
dentro dos cadinhos, a massa do conjunto foi aferida (massa inicial). Em seguida os cadinhos
foram colocados em estufa de secagem a 105 °C por quatro horas. Apos o periodo de secagem,
os cadinhos foram colocados em dessecador para e em sequéncia aferiu-se a massa novamente
(massa final). A porcentagem de cinzas foi determinada pela seguinte equacgédo. Os resultados
foram expressos em g/100 g.

Perda por dessecacdo = [(Massa inicial - Massa final) / Massa da amostra] x 100

2.1.2.3 Caracteristicas sensoriais da geopropolis bruta

As analises das caracteristicas sensoriais das amostras de geopropolis (cor, aroma e
consisténcia) foram realizadas de acordo com o regulamento técnico para fixacao de qualidade
de propolis. Os resultados foram obtidos com base nos padrdes classificatorios estabelecidos
pelo regulamento (BRASIL, 2001).

2.2 EXPERIMENTO 2 - Producédo e caracterizagdo de extratos de geopropolis de

Melipona subnitida da regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte

2.2.1 Producéo de extratos de geopropolis

Para a produgdo dos extratos hidroetanodlicos de geoprépolis foi seguido o protocolo
sugerido por Silva (2013) com modificacBes. De inicio as amostras de geopropolis foram
submetidas a uma limpeza manual com o objetivo de remover eventuais impurezas. Em seguida
as amostras foram pulverizadas com auxilio de almofariz e pistilo.

A partir do p6 obtido foram pesadas 30 gramas de cada amostra e acondicionadas em

frascos ambar estéreis com capacidade de 120 mL, em sequéncia adicionou-se 70 mL de alcool
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etilico de arroz 70 °GL dentro de cada frasco. A mistura foi agitada manualmente, por um
minuto, a cada 12 horas, durante 45 dias, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

Apols o periodo de extracdo, a solucdo obtida foi filtrada em filtro de papel 100%
celulose gramatura 54G/M2. O filtrado obtido foi acondicionado em frascos ambar estéreis de
100 mL e armazenados em geladeira a 6 + 2 °C até o0 momento das analises.

Este protocolo foi escolhido por ser uma metodologia eficiente, de facil acesso, baixo
custo e frequentemente empregada por meliponicultores para producdo e uso/comercializacao

de extratos de geopropolis.

2.2.2 Andlises da seguranca microbioldgica dos extratos hidroetanélicos de geopropolis

Para verificar a seguranca microbioldgica dos extratos hidroetanélicos de geopropolis
foram realizadas as seguintes analises microbioldgicas: Contagem de bactérias mesofilas totais,
coliformes totais e Escherichia coli, deteccdo de Salmonella spp. e bolores e leveduras. Foram

utilizadas as metodologias dispostas no item 2.1.1.

2.2.3 Analises das caracteristicas fisico-quimicas dos extratos hidroetanolicos de geoprdpolis

2.2.3.1 Determinacdo de residuo seco (extrato seco) em amostras de geopropolis

A determinacdo do residuo seco foi realizada seguindo a metodologia sugerida pela
Instituto Adolfo Lutz (2008) com modificagdes. Cadinhos foram etiquetados, colocados em
estufa a 105 °C por uma hora. Apos resfriados, a massa dos cadinhos foi aferida (massa inicial).
Em seguida, aliquotas de 2 ml dos extratos foram dispostas em cada cadinhos.

Logo apos, os cadinhos foram aquecidos em estufa de secagem a 105 °C até total
evaporacdo do solvente presente. Apds secagem, os cadinhos foram resfriados em dessecador
por duas horas. Depois de resfriados, a massa dos cadinhos foi novamente aferida (massa final).
A porcentagem de residuo seco (extrato seco) foi determinada pela seguinte equacdo. Os
resultados foram expressos em g/100 ml.

Residuo seco = [(Massa final - Massa inicial) / Volume da amostra] x 100

2.2.3.2 Determinacgéo do pH
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Para afericdo do pH foi seguido o protocolo sugerido pelo IAL (2008). Os extratos foram
dispostos em béqueres de 50 mL e o pH foi aferido diretamente na amostra através de um

pHmetro de bancada, previamente calibrado.

2.2.3.3 Determinacgéo da densidade relativa

Para calcular a densidade dos extratos hidroetandlico de geopropolis foi seguido o
método do picndémetro sugerido pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). De inicio aferiu-se, em
balanca analitica de precisdo, a massa do picndmetro vazio; em seguida colocou-se &gua
destilada no picnémetro até marcacéo indicada e anotou-se a massa do picnémetro mais a agua.
Logo apos, foi colocada a amostra de mel no picndmetro previamente seco e limpo e sua massa
foi aferida. O valor da densidade do mel (Dmel) foi calculado através da formula a seguir. Os

resultados foram expressos em g/ml.

Massa do picnémetro com extrato — massa do picndmetro vazio

Densidade = — - — -
Massa do picnémetro com agua — massa do picnd6metro vazio

2.2.3.4 Compostos Fendlicos Totais (CFT)

A quantificagdo do teor de compostos fendlicos totais nos extratos foi realizada
conforme descrito por Meda et al. (2005) com adaptacdes. Foram pipetados 1 mL de extrato
em seguida o contetdo foi transferido para um baldo volumétrico de 50 ml e completou-se o
volume do baldo com metanol. Da solucéo produzida foram colocadas aliquotas de 500 ul em
tubos de ensaio e cada aliquota foi adicionada de 2,5 ml de solugéo de reagente Folin-Ciocalteau
(0,2 N) e agitou-se os tubos vigorosamente por 30 segundos. Ap6s 5 minutos de descanso,
foram adicionados em cada tubo 2 ml de solugéo de carbonato de sodio (75 g/L), em seguida
os tubos foram novamente agitados 30 segundos e em sequéncia deixados em repouso, ao
abrigo da luz por duas horas. Em seguida mediu-se com o auxilio de um espectrofotémetro a
absorbancia a 760 nm de cada tubo, metanol foi utilizado como branco. Para os calculos do teor
de compostos fendlicos totais, foi utilizada uma curva padréo de acido géalico (20 a 200 mg/L).
Os resultados obtidos foram expressos em mg equivalente de acido galico (mg EAG)/100 mL

de extrato.
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2.2.3.5 Flavonoides Totais (FLT)

O teor de flavonoides totais nas amostras foi determinado de acordo com a metodologia
descrita por Meda et al. (2005) com modificacbes. Foram pipetadas e dispostas em tubos de
ensaio aliquotas de 2 ml da solucdo dos extratos previamente preparados no item 2.2.2.4. Em
seguida em cada tubo foi adicionado 2 ml de solucédo de cloreto de aluminio a 2%, os tubos
foram agitados vigorosamente por 30 segundos. Ap6s 10 minutos de descanso, a absorbancia
foi mensurada a 415 nm utilizando como branco metanol. Para determinar o teor de flavonoides
totais na amostra, uma curva de quercetina (5 a 50 mg/L) foi utilizada como padréo. O teor de

flavonoides foi expresso em mg de quercetina (mg EQ) / 100 ml de extrato.

2.2.4 Caracteristicas sensoriais dos extratos de geopropolis

As analises das caracteristicas sensoriais das amostras de geopraépolis (cor, sabor,
aroma e consisténcia) foram realizadas de acordo com o regulamento de identidade e
qualidade de extrato de propolis. Os resultados foram obtidos com base nos padrdes

classificatdrios estabelecidos pelo regulamento (BRASIL, 2001).

2.2.5 Potencial bioativo dos extratos hidroetanélicos de geopropolis da abelha jandaira

A reducdo da vida uatil de produtos alimenticios, principalmente os de origem animal,
provém da deterioracdo ocasionada por microrganismos contaminantes e dos processos de
oxidagcdo quimica ou enzimatica que ocorrem naturalmente (DAMODARAN; PARKIN,
FENNEMA, 2010; ODEYEMI et al., 2020).

Portanto, para avaliar o potencial uso dos extratos de geopropolis como possivel
conservante natural para alimentos foram realizados testes de atividade antioxidante e de

sensibilidade bacteriana a antimicrobianos.
2.2.5.1 Atividade antioxidante (AA)
A analise da capacidade antioxidante dos extratos de geopropolis foi avaliada de acordo

com o método de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-pricil-hidrazil (DPPH) por substancias

antioxidantes derivadas de produtos apicolas (MEDA et al., 2005).
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Este método baseia-se no principio de que radical DPPH, ao aceitar um atomo de
hidrogénio da molécula eliminadora, isto &, antioxidante, resultando na reducéo do ponto DPPH
para DPPH>, a coloragédo naturalmente purpura do DPPH muda para amarelo de acordo com
sua mudanca para DPPH2. A mudanga de cor é monitorada por espectrofotometria e utilizada
para a determinagéo de parametros de propriedades antioxidantes (MISHRA et al., 2012).

De inicio foram preparadas solugdes com base no extrato bruto nas concentragdes 100,
80, 60, 40 e 20 mg/ml. Em seguida, Aliquotas de | ml de cada diluicéo preparada foi adicionada
a tubos de ensaio contendo 2,5 ml de solucdo metandlica de DPPH. Os tubos foram agitados
delicadamente e deixados para descansar por 15 minutos ao abrigo da luz.

Em seguida foi mensurada absorbancia das amostras a 517 nm utilizando como branco
metanol. Foi medido também a absorbancia da solucdo metandlica de DPPH utilizada para
servir como controle. A atividade antioxidante dos extratos foi obtida considerando o percentual
de inibicdo do radical DPPH, calculado conforme férmula a seguir.

Inibicdo (%) = [(ADS. controle — ADS. amostra) / ADS. controte] X 100

Para calcular a CEso dos extratos foram formuladas curvas de porcentagem de inibigdo

de DPPH x concentracdo de extrato bruto. A regressao linear do CEso foi calculada de acordo

com a curva elaborada. Os resultados de CEso foram expressos em pg/mL.

2.2.5.2 Atividade antimicrobiana

Para verificar a atividade antimicrobiana dos extratos utilizou-se a metodologia de disco-

difusdo em agar estabelecida por Bauer et al. (1966) com modificacdes.

2.2.5.2.1 Cepas bacterianas utilizadas

As cepas utilizadas foram provenientes de cole¢des padronizadas pela American Type
Cell Culture (ATCC) e isoladas de alimentos de origem animal artesanais da regido semiarida
do Rio Grande do Norte (Tabela 01).

As cepas padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC
25922) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028) foram adquiridas comercialmente. Dez cepas
de S. aureus foram isoladas de alimentos de origem animal artesanais fabricados em municipios
da regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte. Para identificagdo molecular e
confirmacéo das cepas de S. aureus, as amostras foram submetidas a extragdo de DNA, PCR



65

para amplificacdo do gene nuc e eletroforese em gel para confirmacdo molecular através da
leitura das bandas caracteristicas (SASAKI et al., 2010).

Tabela 1. Cepas bacterianas utilizadas para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
hidroetanolicos de geoprépolis de abelha jandaira.

Cepas Bacterianas Padrao/Origem
Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Staphylococcus aureus 01 Carne de sol
Staphylococcus aureus 02 Carne de sol
Staphylococcus aureus 03 Queijo tipo coalho
Staphylococcus aureus 04 Carne de sol
Staphylococcus aureus 05 Carne de Carneiro
Staphylococcus aureus 06 Linguica de Carneiro
Staphylococcus aureus 07 Linguica de carne de sol e Queijo
Staphylococcus aureus 08 Queijo tipo coalho
Staphylococcus aureus 09 Queijo tipo coalho
Staphylococcus aureus 10 Queijo tipo coalho

2.2.5.2.2 - Preparagdo do in6culo

Para preparacdo do inéculo as cepas selecionadas foram repicadas em tubos contendo
caldo infusdo cérebro coragdo (BHI) e incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 18 horas.
Apbs o periodo de incubacéo, os indculos obtidos foram diluidos com o objetivo de atingir o
padrdo na escala 0,5 de McFarland de suspensdo bacteriana com aproximadamente 1,5x108
UFC/ml. Utilizou-se a leitura de densidade o6ptica a 600 nm (ODsoo) obtida por

espectrofotometria para ajustar a turbidez das suspensodes bacterianas.

2.2.5.2.3 - Teste de difusdo em discos

Placas de petri com diametro de 150 mm previamente preparadas com agar Mueller-

Hinton foram semeadas com os inoculos padronizados das cepas bacterianas selecionadas.
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Cada um dos dez extratos hidroetanolicos de geopropolis foram submetidos ao método
de diluicdo seriada, em tubos de ensaio estéreis, com alcool etilico de arroz (70 °GL). Foram
utilizadas as seguintes proporcOes de extrato para seu diluente: 100/0, 75/25, 50/50, 25/75,
12,5/87.5 e 6,25/93,75.

Nas placas semeadas foram adicionados, em duplicata, discos de papel filtro embebidos
nas dilui¢cbes dos extratos. Como controle negativo foram utilizados discos embebidos em
alcool etilico de arroz (70 °GL). Como controle positivo utilizaram-se discos padronizados para
antibiograma de Cefalexina 30 pg para bactérias gram-positivas (S. aureus) e Ampicilina 10 pg
para bactérias gram-negativas (E. coli e S. typhimurium). As placas foram incubadas invertidas
a 37 °C por 24 horas.

Apdbs o periodo de incubacdo, com auxilio de um paquimetro foram medidos os
diametros dos halos e os resultados foram expressos em milimetros de inibicdo. A leitura dos
resultados e interpretacdo de sensibilidade aos antimicrobianos seguiu 0s parametros
estabelecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST,
2020).

Os resultados da susceptibilidade aos extratos hidroetandlicos de geopropolis foram
expressos em termos de tamanho de didmetro do halo de inibicdo do crescimento microbiano,
padronizado e considerado na maior concentracdo utilizada como: menor que 9 mm néo ativo
(NA); 9-14 mm, atividade parcial (P); maior que 14 a 17 mm, ativo (A) e maior que 17 mm,
muito ativo (MA) (AYRES et al., 2008).

2.3 Analises estatisticas

Os resultados referentes a presenca de microrganismos, composi¢do fisico-quimica e
atividades antioxidante e antimicrobianas foram expressos em valores de média e desvio padrdo
e expostos por meio de tabelas.

Os resultados das caracteristicas sensoriais de geoprépolis bruta e dos extratos
hidroetandlicos de geoprdpolis foram expostos de maneira descritiva por meio de tabelas.

Foi realizado regressdo linear entre o teor de cinzas na geopropolis in natura e o teor de
residuo seco, compostos fendlicos e flavonoides encontrados no extrato de geopropolis. Os
resultados foram expressos em forma de gréafico.

A influéncia do teor de cinzas na geoprépolis in natura e do extrato seco nos extratos de
geoproépolis frente ao teor de fendis totais, flavonoides e a atividade antioxidante (CEsg) foi

analisada atraveés de correlacéo de Spearman. Os resultados foram expressos na forma de tabela.
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3 RESULTADOS

3.1 Microbiologia de geopropolis in natura e de extratos hidroetandlicos de M. subnitida

Através dos resultados obtidos foi possivel constatar que ndo houve detec¢do de
Salmonella sp. e E. coli em nenhuma das amostras de geoprdpolis bruta e de extratos
hidroetandlicos de geopropolis analisadas.

Em contrapartida, foi observada contaminacdo microbioldgica de bactérias mesofilas,
coliformes totais e bolores e leveduras nas amostras de geopropolis bruta. A contagem de
bactérias mesdfilas variou de 3,3 a 6,3 logio UFC/g nas amostras, enquanto a contagem de
coliformes totais variou de 1,03 a 2,64 logi0 UFC/g. Na analise de bolores e leveduras, valores
mais elevados de contagem foram detectados com médias variando de 4,76 a 8,07 logio UFC/g
entra as amostras analisadas (Tabela 2).

Diferentemente da geopropolis bruta, a carga microbiana dos respectivos extratos foi
quase nula e ficou abaixo do limiar de deteccdo das metodologias utilizadas para contagem de
microrganismos (Tabela 2). A carga microbiana reduzida nos extratos quando comparada a
matéria prima é um indicativo de que o processo de extracao é eficiente na inativacao da flora

microbiana natural da geoprépolis in natura.

Tabela 2. Microrganismos pesquisados na geopropolis bruta e nos respectivos extratos de
geopropolis de abelha jandaira (Melipona subnitida) da regido semiarida do estado do Rio
Grande do Norte, Brasil.

Geoprdpolis in natura Extratos hidroetanolicos de geopropolis

Bactérias Coliformes Bolores e Bactérias Coliformes Bolores e

Mesofilas totais leveduras Mesofilas totais leveduras

(log10 UFC/g) (log10 UFC/g) (log10 UFC/g) (log10 UFC/g) (log10 UFC/g) (log10 UFC/g)
Gl 6,3+ 0,57 2,64 +0,08 5,23+ 0,05 <1,48 <1,3 <1,18
G2 45+ 0,57 1,4 +0,08 6,09 £ 0,04 <1,48 <13 <118
G3 3,3+0,04 1,64 +£ 0,05 4,76 + 0,05 <1,48 <1,3 <1,18
G4 3,78+0,13 2,25+0,08 5,98 + 0,06 <1,48 <13 <1,18
G5 523+008 203+0,12 7,85+0,003 <1,48 <1,3 <1,18
G6 504+004 1,07+0,09 6,27 £ 0,07 <1,48 <1,3 <1,18
G7 6,3+ 0,01 232+0,14 8,070,001 <1,48 <13 <1,18
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G8 487+0,03 146+006 7,16+0,07 <148 <13 <118
G9 555+0,04 103+005 592+0,02 <1,48 <13 <1,18
G10 593+0,02 1,21+0,04 5,62+0,1 <1,48 <13 <1,18

Resultados apresentados em média + desvio padrdo (n=2).

3.2 Caracteristicas fisico-quimicas de geopropolis in natura e de extratos hidroetanolicos
de M. subnitida

Das amostras de geoprépolis in natura avaliadas, o teor de cinzas encontrado variou de
37,5a82,0 g/100 g. Apenas 20% das amostras analisadas apresentaram teor de cinzas inferior
a 50 g/100 g, ou seja, 80 % das amostras de geopropolis analisadas apresentaram mais da
metade de sua composi¢do baseada em argila e outros compostos minerais coletados pelas
abelhas. A perda por dessecacdo nas amostras de geopropolis ndo se mostrou intensa e variou
de 1,4 a 4,9 g/100 g (Tabela 3).

Nos extratos de geoprépolis avaliados foi possivel observar variacdes de pH entre 4,15
a5,9. A densidade variou entre 0,796 a 0,859 g/cm? nas amostras analisadas. Observou-se no
teor de residuo seco das amostras valores de 1,0 a 17,9 g/100 ml. Apenas 20% das amostras
testadas apresentaram mais de 10 g/100 ml de compostos extraidos em sua composicéo. O valor
de compostos fenolicos totais variou de 3,2 a 41,7 mg EAQ/g e o de flavonoides variou de 1,2
a 49,0 mg EQ/g (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas da geopropolis bruta e dos extratos de geopropolis de
Melipona subnitida da regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

Geoproprolis in Extratos hidroetanélicos de geopropolis

natura
Cinzas PD y  Residuo Seco Densidade CFT FLV
(g/1009) (g/100g) (/100 ml) (glem3) (mg EAGIg) (mg EQ/g)

Gl 581+114 49+05 480 78 = 009 0836 * 0004 244 * 026 10,1%0,011

G2 652+01 47+x03 473 37 = 011 0814 + 0002 128 * 054 8,3+0,155
G3 43370 41+x04 486 119 = 164 0859 = 0,002 390 +* 095 84+0,015
G4 820+08 14+03 4,15 1,8 + 0,08 0,807 = 0,009 9,0 + 0,53 5,1%0,046
G5 375+26 37+00 527 179 = 068 0,853 = 0,008 41,7 + 0,80 49,0+1,345
G6 758+113 40+05 582 37 = 008 0807 + 0003 114 + 036 10,4+0,140
G7 801+15 49+05 5,82 10 + 015 0,796 %= 0,010 38 + 0,12 3,9+0,082
G8 538+96 42+02 506 46 = 006 0816 + 0004 111 * 030 7,8+0,055
G9 778+x04 21+01 590 14 + 0,07 0,801 *= 0,005 55 + 0,38 4,6%0,086
G10 76,1+0,0 38+0,1 557 15 + 0,03 0,815 *= 0,017 32 + 0,14 12+0,003

Resultados apresentados em média + desvio padrdo (n=3). PD: Perda por dessecacdo; CFT: Compostos fenélicos
totais; FLV: Flavonoides; EAG: equivalente de &cido galico; EQ: equivalente de quercetina.
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O teor de matéria mineral presente nas amostras de geopropolis in natura se mostraram
como uma caracteristica de forte influéncia nas propriedades fisico-quimicas de extratos
hidroetandlicos de geopropolis de M. subnitida (Figura 3). Através de regressao linear foi
possivel identificar que quanto maior o teor cinzas presente nas amostras de geopropolis bruta
menor seré o teor de residuo seco (R?=0,890; P < 0,001), de compostos fendlicos totais (R? =
0,880; P < 0,001) e de flavonoides (R?>= 0,740; P < 0,001) nos extratos.

Figura 3. Regressdo linear entre o teor de cinzas na geoprépolis bruta e os teores de residuo
seco, compostos fenolicos totais e flavonoides nos extratos de geoprdopolis de abelha jandaira
(Melipona subnitida).
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CFT: Compostos fenolicos totais; FLV: Flavonoides; EAG: equivalente de &cido galico; EQ: equivalente de
quercetina. Linhas retas no gréafico indicam regressdo linear (P < 0,001). Fonte: Kewen Santiago.

3.3 Caracteristicas sensoriais de geoproépolis in natura e de extratos hidroetandlicos de

geoprépolis de M. subnitida

Os resultados obtidos através da andlise das caracteristicas sensoriais da geopropolis
bruta apresentaram em temperatura ambiente, consisténcias que variaram entre maleavel
resinoso a rigido argiloso. Das amostras analisadas, 30 % apresentaram consisténcia maleavel
composta predominantemente por resinas e 70% apresentaram consisténcia rigida
predominantemente composta por argila. A coloracdo marrom foi predominante nas amostras

de geoprdpolis bruta, mas tonalidades avermelhadas, esverdeadas e amareladas também foram
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identificadas. Em relacéo ao aroma, o cheiro balsdmico pdde ser sentido em 70% das amostras
analisadas enquanto o aroma resinoso foi notado em 30% das amostras (Tabela 4).

Em relacdo aos extratos hidroetanolicos de geopropolis, a maioria das amostras
apresentaram coloracdo em tons ambar (70%). No entanto, trés amostras apresentaram-se de
coloragéo amarelada. Os sabores observados nas amostras variaram do amargo ao picante forte
e balsdmico. Foi possivel identificar diferentes notas de aromas nos extratos de geoprépolis,
dentre elas o aroma balsamico destacou-se como 0 mais encontrado (70%). O aroma resinoso
foi identificado em 30% das amostras analisadas. Em todas as amostras de extratos verificou-

se 0 aspecto liquido, limpido e homogéneo (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas sensoriais da geopropolis bruta e dos respectivos extratos de
geopropolis de abelha jandaira (Melipona subnitida) da regido semiérida do estado do Rio
Grande do Norte, Brasil.

Geopropolis in natura Extratos hidroetandlicos de geoprépolis
Cor Aroma Consisténcia  Cor Sabor Aroma Aspecto
G1 Marrom Resinoso R|g|do Ambar Amargo Resinoso  Liquido, Il[npldo
(argiloso) claro suave e homogéneo
G2 Marrom g \samico Rigido Ambar  Balsdmico  Balsamico Liquido, I|[np|do
escuro (argiloso) . e homogéneo
G3 Marrom Balsamico Maleavel Ambar Suave Balsdmico  Liquido, limpido
escuro (resinoso) escuro balsdmico suave e homogéneo
G4 Marrom Resinoso R|g|do Ambar Picante Resinoso Liquido, I|[np|do
claro (argiloso) escuro suave e homogéneo
G5 Marrom g samico Maleavel Ambar - oionte forte  Balsamico  -'quido, limpido
esverdeada (resinoso) escuro e homogéneo
Marrom A Rigido A A Liquido, limpido
G6 avermelhada Balsamico (argiloso) Amarelo  Balsdmico  Balsamico e homogéneo
A Rigido Amarelo Suave Balsdmico  Liquido, limpido
G7 Marrom Balsamico (argiloso) claro balsdmico suave e homogéneo
G8 Marrom g2 1samico Maleavel Ambar  Picante forte  Balsamico  -'quido, limpido
escuro (resinoso) e homogéneo
G9 Amarelada  Resinoso Rigido Amarelo  Amargo Resinoso  -1duido, limpido
(argiloso) claro suave e homogéneo
G10 Marrom Balsamico R|g|do Ambar Picante Balsimico Liquido, I|[np|do
escuro (argiloso) claro suave e homogéneo

3.4 Potencial bioativo de extratos hidroetandlicos de geoprépolis de M. subnitida

3.4.1 Potencial antioxidante dos extratos hidroetanélicos de M. subnitida

A partir dos dados obtidos foi possivel observar atividade antioxidante consideravel em
todos os extratos hidroetandlicos de geopropolis analisados (Tabela 5). O percentual de inibigcdo
do radical DPPH nas amostras analisadas variou entre 41,73 a 95,74%. Dentre essas amostras,
mais de um terco conseguiu sequestrar mais de 80 % dos radicais de DPPH.
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A concentracdo efetiva (CEso) determina a concentracdo necessaria dos extratos de
geopropolis para reduzir em 50% a concentracéo inicial do DPPH. Quanto maior a atividade de
sequestro do radical livre DPPH, menor é a dosagem necessaria de extrato para inibir 50 % do
DPPH (CEso). Os valores de CEso variaram entre 0,16 a 4,16 pg/ml com destaque para as
amostras G1 e G5 que apresentaram CEso de 0,24 e 0,16 pg/ml respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Potencial antioxidante de extratos de geopropolis de abelha jandaira (Melipona
subnitida) da regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

Atividade Antioxidante

% de inibicao CES50 pg/mL
Gl 9543 + 0,17 0,24 = 0,018
G2 81,85 + 3,14 0,66 = 0,010
G3 95,74 + 0,26 043 + 0,023
G4 76,11 + 4,28 0,85 = 0,103
G5 91,30 + 2,36 0,16 *= 0,002
G6 89,75 £ 0,35 0,47 = 0,027
G7 41,73 + 192 416 + 0,413
G8 76,11 + 498 0,79 = 0,070
G9 52,72 + 1,22 1,79 + 0,130
G10 51,67 + 1,48 1,85 + 0,144

CEso: concentracdo efetiva. Resultados apresentados em média + desvio padrdo (n=3).

Atraves de correlacdo de Spearman foi possivel constatar forte influéncia de fatores
como teor de cinzas na geopropolis bruta, residuo seco, compostos fendélicos e flavonoides na
CEso dos extratos (Tabela 6).

Observou-se que houve correlacdo forte e positiva entre o teor de cinzas das amostras
de geopropolis bruta e a CEsg (rs = 0,728; p<0,000001). A partir deste dado é possivel concluir
gue quanto maior o teor de solo e de matéria mineral coletado pelas abelhas, maior seré a dose
necessaria de extrato para obter-se uma atividade antioxidante formidavel.

Foi constatado correlacdo forte e negativa entre a CEsp € as varidveis residuo seco (rs =
-0,955; p<0,000001) compostos fendlicos totais (rs = -0,960; p<0,000001) e flavonoides totais
(rs = 0,925; p<0,000001). A partir destes dados conclui-se que quanto maior for a concentracao
de compostos extraidos, menor serd a necessidade de amostra para se obter atividade

antioxidante consideravel.
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Tabela 6. Correlagdo de Spearman (rs) entre o teor de cinzas presente na geoprépolis bruta e o
residuo seco, o teor de compostos bioativos e a atividade antioxidante dos extratos de
geopropolis.

Cinzas Residuo seco CFT FLV
Residuo Seco -0,788
CFT -0,728 0,950
FLV -0,616 0,886 0,927
AAceso 0,728 -0,955 -0,960 -0,925

Correlages fracas (>0,3); Correlacdes moderadas (>0,5); Correla¢des fortes (>0,7). Valores em negrito indicam
correlacéo significativa (p<0,000001). CFT: Compostos fendlicos totais; FLA: Flavonoides; AA: atividade
antioxidante (CEso).

3.4.2 Potencial Antimicrobiano dos extratos hidroetandlicos de M. subnitida

A atividade inibitoria dos extratos hidroetanélicos de geopropolis foi avaliada através
da medicdo da formacdo de halo de inibicdo (mm). Foi possivel constatar maiores valores de
inibicdo frente ao microrganismo gram-positivo (S. aureus ATCC 25923) quando comparado
as cepas gram-negativas E. coli ATCC 25922 e S. typhimurium ATCC 14028 (Tabela 7).

Tabela 7. Classificacdo do potencial antimicrobiano de extratos de geoprépolis de Melipona
subnitida frente a cepas padrfes de microrganismos.

S. aureus Artcc 25923 E. coli atcc 25922 S. typhimurium atcc 14028
! ni(:ring)éo Classificacéo In i(::iéo Classificagéo In i(::‘;éo Classificagdo
Gl 14,0 P 8,00 NA 9,25 P
G2 10,5 P 10,50 P 10,6 P
G3 15,0 A 5,90 NA 9,4 P
G4 13,5 P 13,50 P 9 P
G5 15,5 A 9,00 P 9,25 P
G6 18,0 MA 12,50 P 7,5 NA
G7 19,0 MA 12,50 P 11,5 P
G8 21,5 MA 11,50 P 7,5 NA
G9 16,0 A 9,85 P 9,6 P
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G10 14,0 P 12,50 P 5 NA
CFE 30pg 225 MA - - - -
AMP 109 - - 19,8 MA 23,4 MA

<9 mm (NA - ndo ativo); 9-14 mm (PA - parcialmente ativo); > 14 a 17 mm (A - ativo); > 17 mm (MA - muito
ativo). CFE: Cefalexina; AMP: Ampicilina.

Todos os extratos testados conseguiram inibir o crescimento da cepa padréo de S. aureus
com valores de halo que variaram entre 10,5 a 22,5 mm de inibi¢do. Dessas amostras, 40 % se
mostraram muito efetivas (> 17 mm), 10 % se mostraram efetivas (14 a 17 mm) e 60 % se
mostraram parcialmente ativas (9 a 14 mm). A amostra G8 destacou-se por demonstrar
atividade inibitéria similar ao controle positivo de Cefalexina, 21,5 e 22,5 respectivamente
demonstrando o potencial desse produto quando comparado ao tratamento padréo.

Em relacdo a cepa padrdo de E. coli, 80% dos extratos testados apresentaram atividade
inibitéria parcialmente efetiva com valores que variaram de 9 a 13,5 mm de inibicdo. 20 % das
amostras ndo apresentaram atividade inibitoria frente a E. coli com halos que variaram de 5,9 a
8,0 mm de inibicdo. Resultados semelhantes foram encontrados frente a cepa padrdo de S.
typhimurium com 70 % das amostras apresentando atividade inibitdria parcial (9 a 11,5 mm de
inibicdo) e 30 % sem atividade inibitoria consideravel (5 a 7,5 mm de inibicdo).

Quando aplicados as cepas de S. aureus isoladas de alimentos de origem animal, o0s
resultados mostraram-se promissores (Tabela 8). As cepas de S. aureus 01 e 10 se mostram
mais sensiveis aos extratos utilizados, halos com mais de 14 mm de inibicdo. As cepas de S.
aureus 02, 04, 05, 06, 07, 08 e 09 mostraram-se parcialmente sensiveis aos extratos de
geopropolis, em sua maioria encontraram-se halos de inibicdo que variaram de 9 a 14 mm.
Destaca-se a cepa S. aureus 03 que se mostrou resistente até a cefalexina, porém foi inibida
parcialmente por 30 % dos extratos utilizados (9 a 10,5 mm de inibi¢&o).

O controle negativo utilizado (alcool de cereais 70 °GL), ndo propiciou a formacéao de
halos de inibicdo em nenhuma das amostras testadas, ou seja, ndo demonstrou atividade

inibitdria contra os microrganismos testados.

Tabela 8. Classificacdo do potencial antimicrobiano de extratos de geoprépolis de Melipona
subnitida frente a cepas de Staphylococcus aureus isolados de alimentos de origem animal.

S. aureus Al S. aureus A2 S. aureus A3 S. aureus All S. aureus Al14

Inibicgo Classificagéo Inibicgo Classificagéo Inibicgo Classificagédo Inibicgo Classificagéo Inibigéo Classificagéo
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Gl 165 A 8,5 NA 7,0 NA 13,4 P 18,5 MA
G2 170 A 7,0 NA 6,5 NA 12,7 P 10,5 P
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G3 175 A 115 P 8,5 NA 10,9 P 11,5 P
G4 185 MA 11,0 P 9,5 P 10,2 P 13,0 P
G5 16,5 A 9,8 P 10,5 P 10,9 P 14,0 P
G6 215 MA 13,0 P 7,3 NA 8,9 NA 10,5 P
G7 13,0 P 12,0 P 7,5 NA 7,3 NA 7,0 NA
G8 155 A 10,5 P 7,0 NA 10,5 P 11,5 P
G9 16,5 A 14,9 A 9,0 P 10,3 P 10,0 P
G10 120 P 6,0 NA 6,5 NA 10,6 P 9,5 P
E;gE 32,2 MA 34,5 MA 0 NA 22,0 MA 35,3 MA
S. aureus A16 S. aureus A18 S. aureus A22 S. aureus A33 S. aureus A45
! r}Ltq):Tg])éo Classificagéo ! r}i:q):g)é\o Classificagao ! n(irE:T(i)S\o Classificagéo ! n&)jﬁ)élo Classificacao | n(ir:]):g)éo Classificagéo
Gl 9,5 P 14,0 P 18,2 MA 16,0 A 20,3 MA
G2 95 P 9.0 P 10,9 P 10,0 P 158 A
G3 95 P 12,0 P 17,2 MA 12,7 P 20,8 MA
G4 10,5 P 9,5 p 11,1 P 10,3 P 11,3 P
G5 12,0 P 115 P 12,2 P 11,8 P 28,2 MA
G6 125 P 16,0 A 11,3 P 10,7 P 14,7 A
G7 10,5 P 10,5 P 8,9 NA 7.4 NA 15,2 A
G8 13,0 P 14,0 P 13,9 P 9,8 P 19,0 MA
G9 8,0 NA 10,0 P 11,3 P 10,0 P 15,3
G10 105 P 10,0 P 13,8 P 11,0 P 11,4 P
CFE

" 215 MA 27,6 MA 30,5 MA 23,4 MA 28,6 MA
1g

<9 mm (NA - ndo ativo); 9-14 mm (PA - parcialmente ativo); > 14 a 17 mm (A - ativo); > 17 mm (MA - muito
ativo). CFE: Cefalexina

4 DISCUSSAO

4.1 A geopropolis como indicador sanitario do manejo de colmeias de Melipona subnitida

A geopropolis das abelhas sem ferrdo é um importante material relacionado ao sucesso
da construcdo do ninho e a saude da colbnia. A geoprdpolis ¢ utilizada para fechar frestas na
colmeia e impedir a invasdo por inimigos naturais além de impedir a troca de calor e umidade
com o ambiente externo (NOGUEIRA-NETO, 1997).

As abelhas africanizadas (Apis mellifera) também utilizam a prépolis para finalidade
semelhante de proteger a colmeia de inimigos indesejados e de evitar trocas de calor com o
ambiente externo (LAVINAS et al., 2019; SUREK et al., 2021).

Porém, diferentemente das abelhas africanizadas que coletam em sua maioria apenas

resinas de plantas para compor sua prépolis, as abelhas sem ferrdo, em especial algumas
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espécies do género Melipona, misturam a prépolis com argila ou terra. O resultado da mistura
€ um material misto de resinas e solo menos maleével do que a prdpolis das abelhas A. mellifera
(BARTH; LUZ, 2003).

As abelhas sem ferrdo também utilizam a coleta de solo como uma estratégia de
termorregulacéo para reduzir a temperatura interna da colmeia. A umidade presente no solo
coletado evapora no interior da colmeia e propicia a reducdo da temperatura interna (JONES;
OLDROYD, 2007).

Por ser um material essencial ao funcionamento da colmeia, as abelhas sem ferrdo estéo
sempre coletando resinas e solos argilosos para produzir a geoprépolis. Porém, quando criadas
em caixas racionais, expostas a condi¢des ndo naturais e longe de fontes de solo adequadas, as
abelhas sem ferrdo buscam estratégias para contornar o problemae muitas vezes, para substituir
a falta de argila umedecida no ambiente, coletam fezes de vertebrados para misturar com as
resinas coletadas e produzir a geoprépolis (NOGUEIRA-NETO, 1997; BRUENING, 2006).

O uso de fezes de vertebrados € um problema sanitario recorrente na criagdo de
meliponineos em zona rural e zona urbana. O ato de levar fezes para o interior da colmeia pode
acarretar a contaminacdo da geopraépolis a ser coletado e beneficiado, como também dos outros
produtos meliponicolas (mel e pdlen) que muitas vezes sdo consumidos in natura
(RODRIGUES et al., 2018; PARPINELLI et al., 2021).

Nesse estudo foi encontrado uma alta carga microbiana de bactérias mesofilas, de
coliformes totais e de bolores e leveduras nas amostras de geopropolis analisadas. Indicativo de
contaminacdo ambiental do solo coletado pelas abelhas para produzir a geopropolis.

Através dos dados obtidos no estudo também foi possivel constatar que nenhuma
amostra de geopropolis analisada apresentou contaminacdo por Salmonella sp e E. coli. A
auséncia de contaminacdo por enterobactérias é um indicativo que nas colmeias analisadas ndo
houve coleta de fezes de vertebrados.

A alta carga microbiana encontrada é um indicativo de que a geopropolis é uma possivel
fonte de contaminacgéo para todos os produtos meliponicolas e que poderia ser utilizada como
um indicador sanitéario para o controle de qualidade e fiscalizagdo dos meliponérios.

Em fiscalizagdes de rotina, amostras de geopropolis poderiam ser coletadas e analisadas
em laboratério para avaliar se a presenca de animais de produgdo, mesmo que respeitando 0s
limites de distancia impostos pela legislacdo, influenciariam negativamente na higiene das
colmeias.

O uso da geopropolis da abelha jandaira como indicador sanitario ndo é uma realidade

distante e inalcancavel para o cenario brasileiro atual. No estado da Bahia, a geoprépolis de
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Melipona scutellaris ja é utilizada com éxito como indicador de contaminacdo quimica de
metais pesados em zonas urbanas densamente povoadas (BONSUCESSO et al., 2018).

Estratégias de manejo devem ser adotadas pelos meliponicultores com o intuito de
garantir que o minimo de contaminacdo microbiana possivel seja levado para o interior da
colmeia. Uma das estratégias mais comuns e frequentemente utilizadas € o fornecimento de
argila umedecida de boa procedéncia em alimentadores externos com o intuito de se evitar que
as abelhas coletem fontes contaminadas de solos ou fezes de vertebrados (COSTA-PEREIRA,
2014).

Outra estratégia possivel, porém, menos empregada no manejo de meliponineos é o0 uso
de técnicas de melhoramento animal. Na meliponicultura o melhoramento genético consiste em
obter colmeias com caracteristicas fenotipicas, genotipicas e comportamentais desejadas
através da selecdo artificial. Através desta técnica é possivel tracar estratégias que garantam a
selecdo e propagacdo de colmeias de habitos higiénicos que ndo possuam preferéncia pela
coleta de fezes de vertebrados (SILVA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA; LOPES-
NETO; RIBEIRO, 2020).

O uso combinado de estratégias de manejo pode garantir a produc¢éo segura de produtos
meliponicolas evitando a entrada de patégenos na colmeia por meio de coleta de material

contaminado.

4.2 Composicao fisico-quimica e compostos bioativos da geoproépolis da abelha jandaira

4.2.1 Composicao fisico-quimica da geopropolis e de extratos de geopropolis de abelha jandaira

Na ultima década, a geopropolis das abelhas sem ferrdo brasileiras esta recebendo cada
vez mais atencdo devido ao reconhecimento e popularidade das suas propriedades bioldgicas
(MIGUEL; FIGUEIREDO, 2017).

Na regido semiarida do nordeste do Brasil, a geopréopolis da abelha jandaira ganhou
visibilidade devido ao diferencial de compostos bioativos presentes em sua composi¢do. A
riqueza e diversidade de compostos fendlicos e flavonoides coletados por essa espécie fornece
uma ativide bioldgica singular a essa geopropolis (SOUZA et al., 2013).

Mais de 51 compostos fenolicos, ja foram isolados e identificados da geoprépolis da
abelha jandaira, muitos desses, possuidores de atividade bioativa. Souza e colaboradores (2018)

conseguiram detectar 4 tipos de galoil glicosideos, 1 tipo de acido elagico, 11 tipos de acil-
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hexosideos, 23 tipos de acil-galoil-hexosideos e 12 flavondides na geopropolis de abelha
jandaira em uma regido semiarida do estado da Paraiba, Brasil.

Porém, a composicao da geopropolis da abelha jandaira pode variar de acordo com o
ambiente de distribuicdo da espécie, a fatores genéticos e as condi¢cBes ambientais as quais a
colmeia for submetida (FERREIRA et al., 2020; SILVA et al., 2020; GABRIEL et al., 2021).

No presente estudo as amostras analisadas foram coletadas na regido semiarida do estado
do rio grande do norte, regido dotada de vegetacdo biodiversa, rica em plantas endémicas e
habitada por uma populacédo genética diferenciada de M. subnitida (FERNANDES; QUEIROZ,
2018; JAFFE et al., 2019). Esses fatores associados podem garantir uma composi¢&o Unica de
substancias na geopropolis da abelha jandaira dessa regido, sendo necessarios estudos que
busquem indentificar estruturalmente cada composto presente na geopropolis de jandaira do
semiarido potiguar.

Além dos fatores citados acima, colmeias de jandaira submetidas a ambientes com maior
variacdo de temperatura, menor isolamento térmico em relacdo ao ambiente externo, presenca
de frestas e brechas da colmeia e maior incidéncia de inimigos naturais poderdo estar propicias
ao desequilibrio entre coleta de resinas e de solo para producdo da geoprépolis (AIDAR, 2011).

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram que abelhas coletoras de maiores
proporcdes de matéria mineral, coletam menos resinas, e por consequéncia, apresentam teores
reduzidos de substancias bioativas na composicdo quimica da geoprépolis. Sdo necessarias
estratégias de manejo que garantam a qualidade fisico-quimica da geopropolis de M. subnitida
comercializada na regiao.

A importancia deste estudo estd no seu pioneirismo em identificar a relagcdo entre a
influéncia da matéria inorganica presente na geopropolis e a quantidade de compostos ativos
presentes, bem como as caracteristicas inerentes da geoprépolis como sua microbiota intrinseca.
Segundo Lavinas e colaboradores (2019), ndo existem estudos que buscaram identificar a
influéncia do conteudo inorganico (minerais, solo/particulas de argila) ou mesmo da matéria

organica associada a geopropolis das abelhas sem ferrdo, como microbiota nativa.
4.2.2 Potencial antioxidante
O potencial antioxidante de uma substancia € medido pela capacidade gque ela possui em

inibir a acdo de compostos oxidantes conhecidos e padronizados. Alguns métodos analiticos

buscam identificar o potencial que a geoprdpolis possui em ser utilizada nas inddstrias de
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alimentos, cosméticos e na medicina, bem como para certificar a sua qualidade. (SAWAYA et
al., 2011; LAVINAS et al., 2019).

O método que identifica a captura dos radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
é um método bem difundido e empregado na pesquisa da atividade antioxidante de extratos de
geopropolis de abelhas sem ferrdo (LAVINAS et al., 2019).

O ensaio DPPH é rotineiramente praticado para avaliacdo do potencial de eliminacdo de
radicais livres de uma molécula antioxidante. E considerado um dos métodos colorimétricos
padrdo de facil acesso para medir o contetudo antioxidante de extratos naturais elaborados a
partir de diferentes sistemas de solventes, incluindo etanol, acetona, metanol, benzeno
(MISHRA et al., 2012).

Através dos dados obtidos foi possivel constatar que a técnica empregada se mostrou
eficiente em avaliar o potencial antioxidante de extratos hidroetanolicos de geopropolis de M.
subnitida. Também foi possivel identificar que a geoprépolis da abelha jandaira possui
potencial como insumo para utilizacdo na industria de alimentos na forma de antioxidante

natural.

4.2.2.1 Uso de extratos de geopropolis de M. subnitida como antioxidante natural para

alimentos

A oxidacdo dos alimentos € uma reacdo em cadeia que ocorre na presenca de oxigénio
e é responsavel pela deterioracio da qualidade dos produtos alimenticios. E afetada pelos
métodos de processamento, embalagem e armazenamento, bem como pelos ingredientes do
produto (LABUZA; DUGAN, 1971).

Alimentos ricos em proteinas e lipideos sdo mais propicios & oxidacdo de seus
compostos devido a fatores como atividade de agua, luminosidade, temperatura, enzimas,
especies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio, ions metalicos, entre outros.
Alimentos de origem animal sdo especialmente sensiveis a oxidacdo devido a riqueza de
lipideos, proteinas, 4gua e minerais em sua composi¢do nutricional (LUND et al., 2011;
HELLWIG, 2019).

A oxidacdo dos alimentos de origem animal afeta diretamente seu valor como produto
comercial, pois caracteristicas como cor, sabor, odor e qualidade nutricional seréo influenciados
diretamente pela oxidacdo de seus compostos. Os problemas tecnoldgicos mais comuns

encontrados em alimentos oxidados consistem no escurecimento enziméatico e na rancidez
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oxidativa, defeitos que causam alteracdo nas caracteristicas organolépticas do produto e repulsa
ao consumidor final (MARIUTTI; BRAGAGNOLDO, 2017).

A adicdo de conservantes sintéticos atualmente é a ferramenta mais empregada pela
industria para reduzir a oxidacdo em alimentos pereciveis. Porém, o mercado esta cada vez mais
exigente quanto ao uso de aditivos sintéticos em alimentos. Por vérias razbes, o mercado
consumidor pode considerar a ingestao de alimentos contendo aditivos artificiais como um risco
a salde (SONG; 1M, 2018; GOKOGLU, 2019).

Os aditivos alimentares sintéticos sdo muitas vezes considerados prejudiciais e até
mesmo um risco para a saude publica. Pesquisas sugerem que 0s consumidores estdo
preocupados e gostariam de ser mais bem informados sobre as implicagdes potenciais para a
salde do uso e consumo de aditivos alimentares sintéticos (BEARTH; COUSIN; SIEGRIST,
2014).

O uso de produtos naturais como antioxidantes de alimentos mostra-se como uma
estratégia vidvel e acessivel para substituicdo dos aditivos sintéticos e jA € empregada no
cotidiano da industria (GOKOGLU, 2019).

Os extratos hidroetanodlicos de geopropolis de M. subnitida demonstraram que sdo ricos
em compostos fendlicos e flavonoides, moléculas que possuem alto potencial de reducdo da
oxidagdo em alimentos. As concentragdes de CEso encontradas na pesquisa sdo um indicativo
de que ndo sdo necessarias altas doses dos extratos para que se atinja niveis efetivos de inibicédo
da oxidacdo. Dessa forma o uso de extratos de geoprépolis como antioxidante natural pode ser
viabilizado em escala industrial por ndo necessitar o emprego de altas concentragdes do insumo
para fabricacdo dos alimentos. Dessa forma ndo séo gerados custos extras para a industria nem

poderiam ser ocasionadas alteragdes organolépticas significativas no produto final.

4.2.3 Potencial Antimicrobiano dos extratos hidroetanélicos de geoprépolis

O potencial antimicrobiano de uma substancia ¢é a capacidade que ela possui em inibir
parcialmente ou totalmente o crescimento e multiplicagdo dos microrganismos. A propolis foi
extensivamente estudada por diversos autores e sabe-se que é notavel sua capacidade de inibir
e/ou controlar o crescimento de uma ampla gama de bactérias, tanto Gram positivas quanto
Gram negativas (PETRUZZI et al., 2020).

Seu potencial como controlador do crescimento microbiano trouxe a propolis lugar de
destaque em estudos cientificos para a elaboracdo de novos compostos antimicrobianos de agdo
efetiva (LAVINAS et al., 2019; SUREK et al., 2021).
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Neste estudo, dez amostras de extratos de geoprépolis de M. subnitida foram testadas
com o intuito de avaliar o potencial deste produto oriundo da regido semiarida do nordeste
brasileiro como potencial fonte de moléculas antimicrobianas. A partir dos dados obtidos na
pesquisa foi possivel observar um efeito significativo dos extratos de geopropolis frente as
cepas microbianas gram-negativas e gram-positivas, porém algumas cepas microbianas
mostraram-se mais sensiveis que outras quando expostas aos extratos. Resultados diferentes
também foram encontrados entre os proprios extratos utilizados nos quais alguns extratos
apresentaram-se mais efetivos que outros na inibi¢cdo microbiana.

A riqueza de compostos bioativos presentes na geoprépolis podem justificar o sucesso
do uso da substdncia na inibicdo do crescimento microbiano. Compostos fendlicos e
flavonoides destacam-se como 0s principais componentes responsaveis pela atividade bioldgica
da geoprépolis (GABRIEL et al., 2021).

A acdo antimicrobiana encontrada nos extratos pode estar relacionada ao sinergismo
entre compostos fenolicos e outros componentes presentes. Alguns autores sugerem a
associacdo entre as moléculas bioativas promovem danos na membrana citoplasmatica das
bactérias, causando um aumento da permeabilidade celular, desequilibrios na concentracédo de
potéssio intracelular e por consequéncia danos nas fungdes celulares e provavel lise celular
(EPSTEIN, 2003).

O efeito antimicrobiano dos extratos de geopropolis pode variar de acordo com a
espessura da parede celular dos microrganismos, portanto, entende-se que bactérias gram-
positivas estardo mais susceptiveis a acdo da propolis ja que possuem parede celular mais
simples quando comparadas a bactérias gram-negativas (TORRES et al., 2018).

Os dados encontrados nesta pesquisa corroboram com a literatura no qual as cepas
microbianas de S. aureus se mostraram mais sensiveis a a¢do dos extratos de geopropolis
guando comparadas com a sensibilidade encontrada nas cepas E. coli e S. typhimurium.
(TORRES et al., 2018; PETRUZZI et al., 2020).

A partir dos resultados obtidos neste estudo é possivel inferir que na geoprépolis da
abelha jandaira existem uma diversidade de compostos que podem ser explorados e purificados

para uso nas industrias de alimentos, cosméticos e na medicina como efetivos antimicrobianos.

4.2.3.1 Uso de extratos de geoprépolis de M. subnitida como agente antimicrobiano para

alimentos
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Os microrganismos utilizados para avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos de
geopropolis foram escolhidos por serem conhecidos como os principais patégenos microbianos
encontrados em alimentos. Problemas graves na saude de pessoas que consumiram alimentos
contaminados com S. aureus, E. coli e S. thyphimurium séo notificados mundialmente todos os
anos (CDC, 2020).

Em alimentos de origem animal, a contaminacdo por estes patdégenos € ainda mais
comum e recorrente ja que estas bactérias estdo presentes naturalmente na flora microbiana
intestinal de diversos animais de producéo e do ser humano (JANDA; ABBOTT, 2021).

O uso de antibioticos na produgdo animal ja se consagrou como um problema de higiene
induzir a presenca cepas resistentes a medicamentos em alimentos de origem animal, o que
torna ainda mais grave a presenca destes microrganismos ja que em alguns casos, os antibidticos
podem nio ser efetivos no tratamento dos pacientes (LHERMIE; GROHN; RABOISSON,
2017; SCHAR et al., 2018).

O extrato de geoprépolis de abelha jandaira pode ser utilizado em duas vertentes na
cadeia produtiva de alimentos de origem animal. Na primeira, os extratos de geoprépolis podem
ser utilizados como substitutos aos antibioticos utilizados na producéo animal. Por outro lado,
o0s extratos de geopropolis também podem ser utilizados diretamente como aditivo alimentar
natural para inibir a proliferagdo microbiana nos alimentos de origem animal (SEVEN et al.,
2018; YOUNG; LIU, 2021).

As bactérias E. coli e S. thyphimurium sdo enterobactérias presentes no trato
gastrointestinal de animais de producédo e seres humanos. Em processos fabris pode ocorrer a
contaminagdo cruzada entre o conteudo gastrointestinal desses animais e dos seres humanos
com a fabricacio do alimento (CARRASCO; MORALES-RUEDA; GARCIA-GIMENO,
2012).

Ja as bactérias S. aureus estdo presentes na microbiota da pele e da boca dos seres
humanos e de animais de producdo, dessa forma podem ser facilmente transmitidas aos
alimentos através da manipulacdo do alimento e por feridas infectadas. Vacas leiteiras também
sdo fonte de contaminagdo por S. aureus através do leite produzido por animais com mastite.
S. aureus pode ainda colonizar equipamentos de produgéo ou de confecgéo de alimentos em
zonas mais dificeis de limpar (DITTMANN et al., 2017).

Devido a importancia do S. aureus como contaminante de alimentos e causador de
doencgas por ingestéo de alimentos contaminados. Este microrganismo foi utilizado neste estudo
para avaliar a capacidade que a propolis pode ter em controlar e prevenir possiveis

contaminacgdes microbianas em alimentos de origem animal.
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Através dos dados obtidos na pesquisa foi possivel constatar a eficacia dos extratos
hidroetandlicos de M. subnitida em controlar o crescimento microbiano de cepas de S. aureus
isoladas de alimentos. Vale ressaltar que em um dos casos a cepa microbiana se mostrou
resistente até mesmo ao antibiotico padrdo utilizado, porém extratos de geoprdpolis foram
eficazes em inibir parcialmente o crescimento microbiano. Resultados semelhantes foram
encontrados por Torres e colaboradores (2018) no qual extratos hidroetanolicos de geopropolis
de Melipona quadrifasciata quadrifasciata mostraram-se efetivos contra cepas de S. aureus
resistentes a meticilina.

A inibigdo microbiana proporcionada pelos extratos é uma evidéncia do potencial de uso
da geoprépolis de M. subnitida como conservante alimentar. O sucesso em inibir cepas
microbianas de S. aureus associado aos resultados obtidos nas analises de compostos fendlicos
e flavonoides sdo um indicativo compostos bioativos podem ser isolados e caracterizados para

servirem como alternativas na conservagédo de alimentos de origem animal.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo foi demonstrado que a geopropolis de Melipona subnitida é um excelente
recurso disponibilizado por essa espécie de abelha e que possui potencial para uso em diversos
nichos da producdo e beneficiamento dos produtos meliponicolas e de alimentos de origem
animal.

A contaminacdo microbiana encontrada na geopropolis bruta pode servir como um
indicativo das condicGes sanitarias em que se encontra 0s meliponarios. Por outro lado, o baixo
indice de contaminacdo microbiana encontrado nos extratos de geopréopolis sdo um indicativo
da seguranca sanitaria da técnica de extracdo utilizada para a producdo e uso dos extratos
hidroetandlicos de geopropolis.

A partir dos dados obtidos também foi possivel observar o potencial do uso de extratos
de geoprépolis como um conservante natural pela sua capacidade de reduzir a oxidagdo nos
alimentos e por controlar total ou parcialmente o crescimento da flora microbiana contaminante

de alimentos de origem animal.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar o mel fresco maturado da abelha Jandaira
(Melipona subnitda) do semiarido brasileiro. O trabalho foi realizado em duas etapas. A
primeira consistiu na caracterizacao de 30 amostras de méis frescos de M. subnitida. A segunda
etapa do estudo consistiu na caracterizacdo do processo de maturacdo do mel avaliando as
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais durante o processo de maturagéo.
Os Unicos microrganismos com crescimento detectado nas amostras de mel in natura foram os
bolores e leveduras com valores de contagem microbiana variando entre < 1,18 e 4,85 Log10
UFC/g. Nas amostras in natura foram encontrados valores médios de umidade 26,5 g/100 g;
pH 3,5; acidez livre 36,14 mEg/kg; hidroximetilfurfural 6,15 mg/kg; acucares redutores 67,58
9/100 g; sacarose aparente 2,89 g/100 g; solidos insoltveis em agua 0,1 g/100 g, cinzas 0,27
0/100 g e 44 % das amostras analisadas apresentaram coloragdo branco d’agua (0 a 8 mm
Pfund). Antes de passar pelo processo de maturacdo o mel de abelha jandaira apresentou
presenca de bolores e leveduras, 3,6 + 0,4 Logio UFC/g, bactérias mesdfilas totais 4,1 + 0,2
Logio UFC/g e bactérias &cido laticas 4,3 + 0,1 Logio UFC/g, porém ap6s primeiro més de
maturacdo a presenca desses microrganismos nas amostras foi praticamente zero (< 1,2e<1,5
Logio UFC/g). Observou-se que o pH do mel é uma importante medida para acompanhar as
alteracdes nele ocorrem durante o processo de maturacdo. Durante os 120 dias do processo o
pH se tornou mais acido gradativamente, enquanto o teor de acidez se elevava (r = -0,945;
p<0,001), o teor de agUcares redutores reduzia (r = 0,962; p<0,001) e o mel se tornava mais
denso (r = -0,861; p<0,001). A forte correlacdo entre a queda do pH , aumento da acidez livre,
diminuicdo dos acgucares redutores e aumento da densidade do mel sdo um forte indicativo que
parte dos processos de maturacdo sdo oriundos da microbiota intrinseca que metaboliza
acucares simples e os transforma em compostos acidos volateis que diminuem o pH do mel,
aumentam sua acidez e densidade. No inicio da maturacdo o mel de jandaira apresentou sabor
doce suave, aroma adocicado e de consisténcia liquida. Apds 120 dias do processo de
maturacdo, o mel apresentou caracteristicas organolépticas diferenciadas, aroma acido suave,
sabor agridoce e consisténcia liquida inalterada. A cor do mel ndo sofreu alteracdes visiveis a
olho nu durante o periodo de maturacao coloracdo branco (17 a 28 mm Pfund). O mel in natura
e 0 mel maturado de abelha jandaira apresentaram-se como alimentos seguros ao consumo
humano, sem presenca de microrganismos patogénicos nem de compostos toxicos. O mel
maturado da abelha jandaira apresentou-se como um produto de caracteristicas fisico-quimicas
e organolépticas diferenciadas a qual Ihe agregam valor de mercado.

Palavras-chave: Processos fermentativos; Microrganismos; Meliponini
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ABSTRACT

This work aimed to characterize the fresh and matured honey of the Jandaira bee (Melipona
subnitda) from the Brazilian semiarid region. The work was carried out in two stages. The first
one consisted in the characterization of 30 samples of fresh honeys from M. subnitida. The
second stage of the study consisted of analyzing the physical-chemical, microbiological and
sensory characteristics during the honey maturation process. The results showed the only
microorganisms detected in fresh honey samples were molds and yeasts with microbial count
values ranging between <1,18 to 4,85 Logio CFU/g. In the fresh samples, average values of
humidity were found: 26,5 g/100 g; pH 3,5; free acidity 36,14 mEq/kg; hydroxymethylfurfural
6,15 mg / kg; reducing sugars 67,58 g/100 g; apparent sucrose 2,89 g/100 g; water insoluble
solids 0,1 g/100 g, ash 0,27 g/100 g and 44% of the analyzed samples showed water white color
(0 to 8 mm Pfund). At the initial time of maturation, honey presented molds and yeasts, 3,6 +
0,4 Logio CFU/g, total mesophilic bacteria 4,1 £ 0,2 Logio CFU/g and lactic acid bacteria 4,3
+ 0,1 Logiw CFU/g, but after the first month of maturation, the presence of these
microorganisms in the samples was almost zero (<1,2 and <1,5 Logio CFU / g). It was observed
that the pH of honey is an important measure to identify the changes that occur during the
maturation. During the 120 days of the process, the pH gradually became more acidic, while
the acidity content increased (r = -0,945; p <0.001), the reducing sugar content decreased (r =
0,962; p <0,001) and honey it became denser (r = -0,861; p <0,001). After 120 days of the
maturation process, the honey showed an acidic aroma, bittersweet flavor, the color and the
liquid consistency were unchanged. The honey color did not change visibly during the
maturation period, white color (17 to 28 mm Pfund). Fresh honey and mature honey from M.
subnitida presented themselves as safe food for human consumption, without the presence of
pathogenic microorganisms or toxic compounds. The matured honey of the jandaira bee
presented itself as a product with different physical-chemical and organoleptic characteristics
which add market value to it.

Keywords: Fermentation processes; Microorganisms; Meliponini
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1 INTRODUCAO

A Jandaira (Melipona subnitida Ducke) é uma abelha sem ferrdo que ocorre na regido
semiarida do nordeste brasileiro (ZANELLA; MARTINS, 2003; CARVALHO; ZANELLA,
2017). Segundo Koffler et al., (2015) essa espécie é utilizada com frequéncia na
meliponicultura regional e suas colbnias sdo amplamente criadas e multiplicadas para a
producao de mel.

O mel da abelha jandaira ¢ um alimento de cor, aroma, sabor e consisténcia Unicos muito
apreciado pelo mercado consumidor da regido nordeste do Brasil. Geralmente caracteriza-se
como de sabor meio acido, com textura fina, pouco viscoso, de cor clara e com aroma
caracteristico (NOGUEIRA-NETO, 1997; DANTAS et al., 2020).

O mel da abelha jandaira apresenta caracteristicas peculiares que o distinguem do mel
de abelha africanizada (Apis mellifera), principalmente em relacdo a umidade, sélidos
insollveis, acidez e agUcares redutores (SILVA; PINHEIRO, 2017).

O teor de umidade do mel de abelha M. subnitida um dos principais fatores que o
distinguem do mel de abelha melifera amplamente comercializado. Devido ao teor de umidade
elevado do mel de jandaira ele caracteriza-se por ser mais liquido e menos viscoso. O mel de
abelha jandaira também apresenta outras caracteristicas distintas como menor teor de agucares
e pH acido (MONTE et al., 2013; SILVA; PINHEIRO, 2017).

A producdo do mel em si também é singular, em média uma colmeia de abelha jandaira
pode atingir a producdo 6tima de 1,8 L de mel ao ano. Devido a baixa producdo as suas
propriedades medicinais, 0 mel de abelha jandaira possui alto valor agregado (KOFFLER et al.,
2015).

No estado do Rio Grande do Norte, a venda do mel de abelha jandaira proporciona renda
para pequenos produtores. A comercializacdo do mel de jandaira representa uma excelente
fonte de lucro, devido ao elevado valor de mercado do produto e ao baixo investimento de
criagdo (AIRES-NETO; CARVALHO, 2017).

Apesar de ser considerado um alimento resistente, no mel de jandaira também podem
ocorrer processos de deterioracdo. Ainda que alguns fatores intrinsecos sejam limitantes ao
crescimento de microrganismos patogénicos. Algumas cepas de microrganismos osmofilicos
podem se desenvolver descontroladamente e deteriorar esse alimento (DIAS et al., 2014).

O teor de umidade do mel é um ponto chave para sua vida Util. Em geral, o alto teor de umidade

favorece que ocorra o processo de fermentacao descontrolada do mel, o que pode ocasionar deterioracao
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e perda de sabor, levando a queda de qualidade do produto (PEREZ-ARQUILLUE et al., 1994; COSTA
etal., 1999).

Métodos de manejo, colheita e beneficiamento que ndo obedecam as boas praticas de
fabricagdo associadas & umidade elevada encontrada no mel das abelhas sem ferrdo podem
favorecer a proliferacdo de microrganismos que reduzem a vida de prateleira e tornam-no
improprio para o consumo humano (ALVES et al., 2011).

Algumas técnicas de conservacao sdo indicadas para a preservacdo do mel. Dentre os
métodos aplicados destacam-se: refrigeracdo logo ap6s a colheita; desidratacdo, que resulta na
reducdo da umidade; fermentacdo controlada do mel colhido pela sua prépria microbiota,
provocando um aumento da acidez; e processo térmico de pasteurizacdo, visando a reducédo da
carga microbiana (DIAS et al., 2014; RIBEIRO et al., 2018).

Porém, os métodos conservativos aplicados raramente sdo realizados corretamente e o
produto ndo passa por uma avaliacdo adequada antes de ser comercializado (CAMARGO et al.,
2017). Um método de conservacdo que vem ganhando destaque para a preservacdo do mel é a
maturacdo (fermentacdo controlada do mel). A maturacdo do mel das abelhas sem ferrdo é uma
metodologia que consiste em controlar o processo de fermentacdo natural que ocorre no mel
ap6s o processo de extracdo (VILLAS-BOAS, 2018).

O processo de maturacdo do mel de abelhas sem ferrdo esta ligado ao conceito de que
nem todo mel fermentado é mel estragado. Quando extraido através de praticas higiénicas e
submetido a um periodo de maturacdo que dura em média de quatro a seis meses, 0 mel tem
sua vida de prateleira aumentada em dois anos. No mel das abelhas sem ferrdo, a maturacédo
incrementa as caracteristicas sensoriais do produto e € utilizada para preservacéo, pois evita o
desenvolvimento de patdgenos e microrganismos deteriorantes (CAMARGO et al., 2017;
VILLAS-BOAS, 2018; RIBEIRO et al., 2018).

O mel maturado da abelha jandaira ja € produzido e comercializado em pequenas escalas
no estado do Rio Grande do Norte, Brasil. Este produto é extremamente valorizado pelo
mercado consumidor. Porém o processo de maturacao realizado ainda ocorre de forma artesanal
e empirica e suas caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais permanecem nédo
esclarecidas. Diante desta problematica e do fato que ndo existem estudos publicados que
descrevam o processo de maturacdo do mel de abelha jandaira. Este trabalho objetivou
caracterizar, otimizar e padronizar o método de maturacao (fermentacéo controlada) do mel da

abelha Jandaira (Melipona subnitda) do semiarido brasileiro.
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2 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado em duas etapas e foi desenvolvido no Laboratério de Inspecéo
de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). A primeira etapa do estudo consistiu em coletar e caracterizar os insumos utilizados
para a producdo do mel fermentado da abelha jandaira da regido semiarida. A segunda etapa do
estudo consistiu em desenvolver e caracterizar 0 processo de maturacdo do mel avaliando as
caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do produto antes, durante e ao final do

processo de maturacdo (Figura 1).

Figura 9. Fluxograma experimental simplificado.
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HMF: Hidroximetilfurfural; CFT: Compostos fendlicos totais; Fonte: Kewen Santiago.

2.1 EXPERIMENTO 1 - Caracterizacdo do Mel fresco de Melipona subnitida da regiao
semiarida do estado do Rio Grande do Norte.

Para caracterizar o mel utilizado como matéria prima para a producéo do mel maturado
foram coletadas 30 amostras de mel de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke) no periodo

entre agosto e novembro de 2019 provenientes de municipios da regido semiarida do estado do
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Rio Grande do Norte, Brasil. As amostras foram provenientes de zona rural e de zona urbana
dos municipios: Baralna, Jandaira, Mossoro, Patu, Pendéncias e Riachuelo (Figura 2).

Figura 2. Municipios do estado do Rio Grande do Norte onde foram coletadas as amostras do
mel de abelha jandaira (Melipona subnitida Ducke).

'

Fonte: Kewen Santiago.

Foram coletados aproximadamente 200 mL de amostra de mel de cada colmeia. As
amostras foram coletadas com o auxilio de seringas estéreis de 5 mL, em seguida foram
acondicionadas em coletores universais estereis e foram armazenadas sobre refrigeracéo a 8 °C
+ 2 °C até serem analisadas quanto a suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas. As

analises descritas a seguir foram realizadas em duplicata.

2.1.1 — Analise das caracteristicas do mel de abelha jandaira in natura

Foram analisadas as caracteristicas fisico-quimicas (Umidade, pH, Acidez livre,
Hidroximetilfurfural - HMF, Acucares redutores, Sacarose aparente, solidos insoliveis em
agua, cinzas e cor) e microbiologicas (Coliformes totais e Escherichia coli, Staphylococcus sp.,

Salmonella sp., bolores e leveduras) dos meis coletados.
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2.1.1.1 - Umidade

O teor de umidade do mel foi avaliado através de um refratbmetro digital portéatil da
marca Atago, modelo PAL-22S. Foram seguidas as instrucdes do fabricante do aparelho. Os

resultados seréo expressos em gramas de umidade a cada 100 gramas de mel.

2.1.1.2 pH

Para avaliar o pH foram pesadas 10 gramas de mel, essa amostra foi diluida em 75 mL
de 4gua destilada, em seguida o pH foi aferido através de pHmetro de bancada, previamente
calibrado (1AL, 2008).

2.1.1.3 Acidez livre

A determinacdo da acidez livre foi executada de acordo com o protocolo estabelecido
pelo Instituto Adolfo Lutz, (2008). Foram pesadas 10 gramas de mel e diluidas em 75 mL de
agua destilada. Apés aferido o pH, as amostras foram tituladas com hidréxido de sédio (NaOH)
0,05 N até a neutralizagdo (pH = 8,5). Para calcular os valores da acidez livre foi utilizado a
férmula. Acidez livre = (mL de NaOH utilizado - mL branco) x 50/massa da amostra. Os

resultados foram expressos em mEq/Kg.

2.1.1.4 Hidroximetilfurfural - HMF

Para a andlise de hidroximetilfurfural foi seguido o protocolo estabelecido pelo Instituto
Adolfo Lutz, 2008. Uma amostra de 5 g de mel foi diluida em 25 mL de dgua em um balédo
volumétrico de 50 mL. Em seguida foi adicionado 0,5 mL de solucdo de ferrocianeto de
potassio tri-hidratado (Carrez 1) e o balao foi agitado, logo em seguida adicionou-se 0,5 mL de
solucdo de acetato de zinco (Carrez 1) no baldo volumétrico. Apés a adicdo das solugdes, 0
volume do baldo foi completo com &gua destilada, a solucdo foi filtrada, descartando-se os
primeiros 10 mL do filtrado. Em tubos de ensaio foram colocados 5 mL de agua destilada mais
5 mL do filtrado (amostra) e no outro tubo 5 mL de solucdo de bissulfito de sodio 0,2 % mais
5 mL de amostra (referéncia). Ambos os tubos foram agitados vigorosamente em vortex durante

3 minutos, em seguida realizou-se a leitura em espectrofotdmetro em absorbancia de 284 e 336
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nm. O valor de HMF foi determinado de acordo com a formula abaixo. Os resultados foram
expressos em mg/Kg.
HMF (mg/kg) = (Abs284 — Abs336) x 149,7 x 5 / peso da amostra

2.1.1.5 Acucares redutores

A determinacdo de acgucares redutores foi realizada seguindo o protocolo modificado por
Lane e Eynon (1AL, 2008). De inicio foram padronizadas as solucGes de Fehling A e Fehling
B utilizando a solucdo-padréao de acucar invertido.

Para o procedimento duas gramas de amostra foram diluidas em agua destilada num
baldo volumétrico de 200 mL. Em seguida foi realizada uma segunda diluicdo na qual 50 mL
da solucéo anterior foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida foram
pipetados 5 mL de cada solucdo Fehling (A e B) em um bal&o de fundo chato de 250 mL, logo
apos foram adicionados sete mL de &gua destilada. Na bureta colocou-se a segunda solucdo de
mel diluida, 15 mL desta solucdo também foram adicionados a um baldo de fundo chato. O
baldo foi posto em chapa aquecedora a e quando seu contetdo liquido atingiu ebulicdo
moderada, foi adicionado 1 mL de solucdo de azul de metileno ao baldo. A titulagdo foi
finalizada entre os trés minutos seguintes apés a adicdo do azul de metileno. A titulagdo é
completada quando se visualiza a descoloragdo do indicador.

O volume gasto da solucdo de mel (VmL) nesta primeira titulacdo foi anotado e a
titulacdo foi repetida utilizando 5 mL de cada solucdo de Fehling, (25 - VmL) de agua e o
volume da solucéo diluida de mel gasto na titulacdo preliminar menos 1,5 mL. Em seguida,
repetiu-se a titulagdo como dito anteriormente (VmL>). O teor de agucares redutores dos meis
foi determinado de acordo com a formula abaixo. Os resultados foram expressos em g/100g.

Acucares Redutores = 2x1000 / (Massa da amostra em gramas) x (VmL>)

2.1.1.6 Sacarose aparente

Para a analise da sacarose aparente foi utilizado o método modificado de Lane e Eyon
(IAL, 2008). Foram medidos 50 mL da solucdo de mel obtida na andlise de agucares redutores
para um baldo volumetrico de 100 mL. Nesse baldo foram adicionados 25 mL de agua e ele foi
colocado em banho-maria a 65 ° C. Apds a retirada do banho adicionou-se 10 mL de solucéo
de &cido cloridrico 5 M. Depois que a solucdo esfriou em temperatura ambiente, foi realizada a

neutralizacdo da solucdo com hidroxido de sodio 5 M. Apos a neutralizacéo, o volume do baldo
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foi completo com &gua destilada. Apds o preparo da solugdo de agUcares redutores totais, foi
realizada a titulago de acordo com o item 2.1.1.5. O teor de sacarose aparente dos méis foi
determinado de acordo com a formula abaixo. Os resultados foram expressos em g/100g.

Sacarose Aparente = (Acucares redutores Totais — Agucares Redutores) x 0,95

2.1.1.7 Solidos insollveis em agua

Para a andlise de solidos insollveis seguiu-se a metodologia sugerida pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL). Foram pesadas 20 gramas da amostra de mel, ela foi diluida com agua a 80
° C e filtrada em papel filtro (previamente seco em estufa a 135 °C por uma hora e dessecado
por 35 minutos e pesado). Apos a filtracdo o papel foi devolvido a estufa, a 135 °C/1h, e foi
dessecado/35 minutos e pesado. Para calcular o teor de solidos insolUveis em agua, fez-se a
diferenga do peso do papel, dividido pela massa da mostra, o valor da divisdo foi multiplicado
por 100. Os resultados foram expressos em g/100g.

2.1.1.8 Cinzas

Para determinacéo das cinzas foi seguido o protocolo estabelecido pelo IAL (2008) com
modificages. Inicialmente os cadinhos foram mantidos em mufla a 600 °C por uma hora e em
seguida colocados em dessecador por 30 minutos. Foi aferido o peso dos cadinhos e neles
pesou-se 5 gramas do mel. Logo apds os cadinhos foram colocados em chapa aquecedora a 360
°C por quatro horas e depois para mufla a 600 °C por quatro horas, depois foram mantidos em
dessecador por 30 minutos, para serem pesados novamente. A porcentagem de cinzas foi
determinada pela seguinte equagéo. Os resultados foram expressos em g/100g.

Cinzas = (Peso do cadinho com cinzas - Peso do cadinho / Peso da amostra)x100

2.1.1.9 Cor

A metodologia utilizada para a analise de cor foi a baseada nos diferentes graus de
absorcéo de luz de varios comprimentos de onda, dependendo dos constituintes presentes na
amostra de mel (USDA, 1985). A classificacdo da cor dos méis foi realizada com auxilio de um
fotometro Hanna, modelo HI 83221. Foi realizado a leitura das amostras de mel a uma
absorbancia de 560 nm, utilizando como branco a glicerina pura. A leitura encontrada foi

posteriormente transformada em cor pela escala de Pfund, conforme a Tabela 1.
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Tabela 1. Escala Pfund para classificacéo de cores de méis.

Coloracéo Escala de Pfund
Branco d'agua 0a8mm
Branco extra 8al7 mm
Branco 17 a 34 mm
Ambar extra claro 34 a50 mm
Ambar claro 50 a 85 mm
Ambar 85a114 mm
Ambar escuro > 114 mm

Fonte: (USDA, 1985).

2.1.2 Analise das caracteristicas microbioldgicas do mel de abelha jandaira in natura

Pesquisou-se nas amostras de mel os microrganismos: Coliformes totais e Escherichia
coli, Staphylococcus sp., Salmonella spp. e bolores e leveduras, no laboratério de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossoré-Rn.

Inicialmente foram pesadas 25 gramas de cada amostra de mel. Em seguida esse material
foi diluido em 225 mL de 4gua peptonada estéril (diluicdo 10Y). Em seguida foram realizadas
diluicdes sucessivas em tubos de ensaio contendo dgua peptonada estéril até alcancar a diluicédo
1073, As diluicBes produzidas foram utilizadas para todas as analises microbioldgicas avaliadas.

Todas as analises foram realizadas em duplicata.

2.1.2.1 Deteccdo e contagem de coliformes totais e Escherichia coli

Para deteccédo e contagem de coliformes totais e E. coli em amostras de mel, foi seguida
a metodologia estabelecida por Manafi e Kneifel (1989) com modificacdes. As diluicdes 10
a 10 obtidas foram semeadas pela técnica spread plate em placas de agar cromogénico
Hicoliform para detec¢éo répida de coliformes e E. coli. As placas foram incubadas por 48 horas
a 37 ° C. Apo6s o periodo de incubacdo foram contadas as unidades formadoras de coldnia
caracteristicas de coliformes totais (col6nias azul-esverdeadas). Para deteccdo de E. coli,
adicionou-se 3 gotas de reagente de Kovacs nas colonias consideradas suspeitas. Foram
consideradas positivas para E. coli as colénias que apresentaram fenotipo avermelhado ap6s 2
minutos do uso do reagente de Kovacs. Os resultados foram expressos em log UFC/g.



100

2.1.2.2 Contagem de Staphylococcus sp.

Para contagem de Staphylococcus sp. em amostras de mel foi seguida a metodologia
sugerida por Tallent et al. (1998) com adaptacdes. Foram preparadas placas de agar Baird-
Parker enriquecido com gema de ovo e telurito a 1%. Inoculou-se nas placas 100 pl das
diluicbes 10! a 107 pela técnica spread plate. As placas foram incubadas a 37 °C durante 48h.
Foram consideradas para contagem as colbnias pretas, brilhantes, convexas, cercadas por zona
clara e/ou uma borda opaca (col6nias caracteristicas de Staphylococcus sp). Os resultados foram

expressos em log UFC/g.

2.1.2.3 Deteccao de Salmonella spp.

Para deteccdo de Salmonella spp. foi seguido o protocolo 1ISO 6579:2007 com
adaptagBes. A diluicdo 10 de cada amostra de mel foi incubada em estufa bacteriologica a 37
°C por 20 horas. Em seguida aliquotas dessa diluicdo foram transferidas para os caldos
Rappaport-Vassiliadis, Tetrationato e Selenito-Cistina por 24 horas a 41 °C em banho-maria.
Posterior ao periodo de incubacdo, com o auxilio de alcas de transferéncia descartaveis, 0s
caldos foram repicados para placas de Petri preparadas previamente com &gar manitol lisina
violeta cristal verde brilhante (MLCB) e agar xilose lisina desoxicolato (XLD). O material foi
incubado a 37 °C por 24 horas. As col6nias caracteristicas foram repicadas para tubos contendo
agar triplice acucar ferro (TSI) e agar lisina ferro (LIA) e incubadas por 24 horas a 37 °C. As
amostras consideradas positivas (LIA de coloracdo inalterada e TSI com coloracdo rosa no
apice, amarela no meio e preta no fundo) foram repicadas para tubos com agar uréia e incubadas
a 37 °C por 24 horas. As amostras que néo apresentaram reacdo de clivagem da ureia (substrato

rosado) foram consideradas com presenca de Salmonella sp. em 25 g de mel.

2.1.2.4 Contagem de Bolores e Leveduras

Para contagem de bolores e leveduras de mel foi seguida a metodologia proposta por
Tournas et al. (1998). Foram preparadas placas de Petri contendo meio &gar batata dextrose
(BDA) acidificado com acido tartarico. As placas foram inoculadas através da técnica de spread
plate com 100 pl das dilui¢Ges obtidas (10, 102 e 10®) e foram incubadas a 25 °C durante
cinco dias. Os resultados da contagem foram expressos em log UFC/g.
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2.2 EXPERIMENTO 2 - Producgdo e caracterizagdo do mel maturado de Melipona

subnitida da regido semiérida do estado do Rio Grande do Norte.

Para a producdo de Mel maturado de abelha jandaira (Melipona subnitida) foram
colhidas quatro amostras de 500 mL de mel fresco em diferentes pontos da zona rural e da zona
urbana no municipio de Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil (5°09'41.5"S 37°21'35.0"W).
As amostras foram coletadas no més de agosto de 2020 seguindo todas as recomendaces de
higiene necessarias. A amostra recém-colhidas foram acondicionadas em recipientes de vidro
estéreis de 500 mL selados com tampa de rosca. Apos a coleta as amostras foram enviadas ao
Laboratdrio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré-RN.

2.2.1 Producéo do mel de abelha jandaira maturado

A metodologia utilizada para a producdo do mel maturado foi recomendada e ensinada
pelos produtores rurais que utilizam a técnica para produzir e comercializar o mel maturado de
abelha jandaira. A técnica foi escolhida com o intuito de caracterizar o processo de maturagéo
e 0 produto finalizado de acordo com a forma como ele é produzido e comercializado
tradicionalmente no estado do Rio Grande do Norte pelos meliponicultores.

2.2.1.1 Construcdo e caracterizacdo de um fermentador para maturacdo de mel de jandaira
O modelo de fermentador desenvolvido para o experimento foi escolhido por ser

empregado rotineiramente pelos meliponicultores da regido semiarida para maturacéo artesanal

do mel de abelhas sem ferréo (Figura 3).
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Figura 3. Fermentador artesanal para maturacdo de mel abelha jandaira (Melipona subnitida
Ducke).

A )

(A ‘\I
\

(A) galdo de polipropileno; Airlock (B); Torneira para envase (C). Fonte: Kewen Santiago.

A estrutura do fermentador foi composta por um galdo de polipropileno, atoxico com
volume méaximo de 3,6 L (Figura 2A). O modelo de galdo escolhido é utilizado de forma padréo
para estocagem de mel e outros alimentos. A tampa desse recipiente possui fechamento
hermético, impossibilitando a entrada de pragas e contaminantes que possam interferir na
qualidade do produto.

Foi colocado no topo do fermentador um airlock tipo S com o intuito de permitir a saida
do gas CO2 (formado pela fermentacéo) e evitar que o ar contaminado do ambiente retornasse
para dentro do fermentador (Figura 2B). O volume interno do airlock foi preenchido com agua
destilada previamente esterilizada.

Na base do fermentador foi colocada uma torneira para bebedouro com o intuito de
facilitar a colheita das amostras ao longo do periodo de maturacdo e evitar interferéncias no
processo (Figura 2C). Os meliponicultores utilizam esse mecanismo da torneira para facilitar o

envase do mel a ser comercializado apds o periodo de maturacao.

2.2.1.2 Processo de Maturacdo do mel de abelha jandaira

As quatro amostras de mel, coletadas anteriormente, foram acondicionadas e
homogeneizadas de maneira asséptica dentro do fermentador artesanal previamente esterilizado
por radiacdo ultravioleta. O fermentador foi hermeticamente fechado e colocado em estufa de

demanda bioguimica de oxigénio (B.0.D.) a 30 °C £ 1 °C por 90 dias para maturac¢do. Foram
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recolhidas aliquotas de 500 mL do mel no tempo inicial, 30, 60, 90 E 120 dias ap0s inicio da
maturacdo. As aliquotas obtidas foram submetidas a andlises fisico-quimicas (Umidade, pH,
Acidez livre, Hidroximetilfurfural, Acucares redutores, Sacarose aparente, solidos insolUveis
em 4&gua, cinzas, cor, °Brix, densidade, compostos fendlicos totais, flavonoides totais,
Capacidade antioxidante), analises microbioldgicas (Coliformes totais e Escherichia coli,
Staphylococcus sp., Salmonella spp., bolores e leveduras, Contagem de bactérias mesofilas
totais, Contagem de lactobacilos totais) e analises sensoriais (cor, sabor, aroma, consisténcia,

producdo e liberacdo de gas).

2.2.2 Analises das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do mel de abelha jandaira

durante o processo de maturacéao

As anélises de Umidade, pH, Acidez livre, HMF, AcUcares redutores, Sacarose aparente,
solidos insoluveis em &gua, cinzas e cor foram executadas conforme metodologia utilizada para
caracterizacdo do mel in natura de abelha jandaira no item 2.1.1. As analises microbioldgicas
de Coliformes totais e Escherichia coli, Staphylococcus sp., Salmonella spp., bolores e
leveduras foram realizadas conforme descrito no item 2.1.2. As demais andlises foram
realizadas conforme os protocolos a seguir. Todas as analises foram realizadas em

quintuplicata.

2.2.2.1 Determinacéo de sélidos soluveis totais (° BRIX)

Com o auxilio de um refratdmetro digital Milwaukee modelo MA871 foi aferido o teor
de solidos soluveis totais das amostras de mel. Foram seguidas as recomendacGes
disponibilizadas pelo fabricante. Agua destilada foi utilizada como branco. Os resultados foram

expressos em graus brix (°Bx).

2.2.2.2 Densidade

Para calcular a densidade do mel foi seguido o protocolo sugerido pelo Instituto Adolfo
Lutz (2008). De inicio aferiu-se, em balanca analitica de precisdo, a massa do picnémetro vazio;
em seguida colocou-se agua destilada no picnémetro até marcacéao indicada e anotou-se a massa

do picnbmetro mais a agua. Logo apds, foi colocada a amostra de mel no picnémetro
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previamente seco e limpo e sua massa foi aferida. O valor da densidade do mel (Dmel) foi
calculado através da formula a seguir. Os resultados foram expressos em g/ml.

Massa do picndmetro com mel — massa do picnémetro vazio

Dmel = — - — -
Massa do picnémetro com agua — massa do picnémetro vazio

2.2.2.3 Compostos Fenolicos Totais

A quantificacdo do teor de compostos fendlicos totais em mel de abelha jandaira foi realizada
conforme descrito por Meda et al. (2005) com adaptacdes. Foram pesadas em um becker 5
gramas de mel, em seguida o conteudo do béquer foi diluido com 20 ml de &gua destilada e a
solucdo obtida foi transferida para um baldo volumétrico de 50 ml e aferiu-se 0 menisco. Da
solucdo produzida foram colocadas aliquotas de 500 pl em tubos de ensaio e cada aliquota
foram misturadas com 2,5 ml de solucéo do reagente Folin-Ciocalteau (0,2 N) e agitou-se 0s
tubos vigorosamente por 30 segundos. Apds 5 minutos de descanso, foram adicionados em cada
tubo 2 ml de solugdo de carbonato de sodio (75 g/L), em seguida agitou-se vigorosamente por
30 segundos. Os tubos foram deixados em repouso e ao abrigo da luz por duas horas. Em
seguida mediu-se com o auxilio de um espectrofotdbmetro a absorbancia a 760 nm de cada tubo,
agua destilada foi utilizada como branco. Para os calculos do teor de compostos fendlicos totais,
foi utilizada uma curva padrdo de acido galico (20 a 200 mg/L). Os resultados obtidos foram

expressos em mg equivalente de acido galico (mg EAG)/L de mel.

2.2.2.4 Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais das amostras de mel foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Meda et al. (2005) com modificacdes. Foram pipetadas e dispostas
em tubos de ensaio aliquotas de 2 ml da solucdo de mel previamente preparada no item 2.2.2.3.
Em seguida em cada tubo foi adicionado 2 ml de solugéo de cloreto de aluminio a 2%, os tubos
foram agitados vigorosamente por 30 segundos. Apds 10 minutos de descanso, absorbancia foi
mensurada a 415 nm utilizando como branco a solu¢do de mel + agua destilada (1:1). Para
determinar o teor de flavonoides totais na amostra, uma curva de quercetina (5 a 50 mg/L) foi
utilizada como padrdo. O teor de flavonoides foi expresso em mg de quercetina (mg EQ)/L de

mel.
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2.2.2.5 Capacidade antioxidante

A analise da capacidade antioxidante do mel de jandaira foi avaliada de acordo com o
protocolo sugerido por Meda et al. (2005) com modificagfes. O método objetiva identificar o
potencial de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-pricil-hidrazil (DPPH) por substancias
antioxidantes. A técnica baseia-se no principio de que o mel, quando rico em substancias
antioxidantes, ao entrar em contato com a solucdo de DPPH causa alterac@es colorimétricas na
solucdo de DPPH que pode ser mensurada por espectrofotometria. Quanto menor o valor de
absorbancia detectado, maior é o teor de antioxidantes presente na amostra analisada.

De inicio foram preparadas solucdes de mel nas concentracdes 100, 80, 60, 40 e 20
mg/ml. Em seguida, Aliquotas de | ml de cada diluicdo preparada foi adicionada a tubos de
ensaio contendo 2,5 ml de solucdo metandlica de DPPH. Os tubos foram agitados
delicadamente e deixados para descansar por 15 minutos ao abrigo da luz. Em seguida foi
mensurada absorbancia das amostras a 517 nm utilizando como branco metanol. Foi medido
também a absorbancia da solucdo metandlica de DPPH utilizada para servir como controle. A
atividade antioxidante dos extratos foi obtida considerando o percentual de inibicdo do radical
DPPH, calculado conforme férmula a seguir.

Inibicdo (%) = [(AbS. controle — ADS. amostra) / ADS. controle] X 100

A concentracdo de uma substancia que induz metade do seu efeito maximo (ICsg) é a
medida que representa a eficacia dos compostos quanto a suas func@es bioldgica ou bioquimica
de inibicdo. Essa medida é inversamente proporcional ao percentual de atividade bioldgica
apresentado pela substancia testada contra 0 DPPH. Esta medida é muito utilizada para nortear
e avaliar o potencial antioxidante de substancias ricas em compostos antioxidantes, por exemplo
o mel. Portanto, quanto menor for valor de 1Cso encontrado na solugéo de mel, maior sera sua
capacidade antioxidante. Para calcular o ICso do mel foram formuladas curvas de porcentagem
de inibicdo de DPPH x concentracdo de mel. A regresséo linear do 1Cso foi calculada de acordo

com a curva elaborada.

2.2.2.6 Contagem de bactérias mesofilas totais

Para contagem de bactérias mesofilas totais em amostras de mel foi seguida a
metodologia sugerida por Maturin e Peeler (1998) com adaptagdes. Em placas previamente
esterilizadas foram pipetados 1 ml das dilui¢des (102, 102 e 10%) do mel. Em seguida pela

técnica de pour plate as placas foram preenchidas com agar a 45 °C. Ap0s o enrijecimento do
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agar, as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Os resultados da contagem foram
expressos em log UFC/g.

2.2.2.7 Contagem de bactérias acido laticas viaveis

A contagem de bactérias lacticas viaveis no mel foi realizada de acordo com a técnica
estabelecida por De Man, Rogosa e Sharpe (1960) com modificagdes. Aliquotas de 1 ml das
diluicdes de mel (102, 102 e 10°%) foram pipetadas em placas de Petri previamente esterilizadas,
posteriormente as placas foram cobertas com uma camada de 4gar MRS a 45 °C. Ap6s o
endurecimento do meio, uma sobrecamada do 4gar MRS foi adicionada as placas, visando a
criacdo de uma atmosfera de 15% de CO». Logo ap0s, as placas foram incubadas a 30 °C por 5

dias. Os resultados da contagem foram expressos em log UFC/g.

2.3 Analises das caracteristicas sensoriais do mel ao longo do periodo de maturacéo

Também foram avaliadas as caracteristicas sensoriais do mel ao longo do periodo de

maturacgdo (cor, sabor, aroma, consisténcia, producédo e liberacdo de gas). Analise de cor foi
realizada de acordo com o protocolo da USDA (1985) descrito no item 2.1.1.9.
O sabor foi classificado dentre os possiveis atributos: caracteristico, melado de cana, cera, floral,
frutal, queimado, verde, doce, acido e amargo. J& o aroma foi analisado dentre os atributos:
caracteristico, doce, 4acido, cera, floral, frutal, caramelizado e refrescante (ALVES;
MODESTA,; SILVA, 2005).

A consisténcia do mel foi analisada visualmente e classificada como liquida, liquida-
cristalizada, liquida-granulada, cristalizada, granulada e cremosa (COUTO, 2002).

A efervescéncia do mel (producéo e liberacdo de gés) foi avaliada a olho nu e classificada como
ausente/presente atraves da visualizacdo do desprendimento de bolhas de gas no mel ao longo
do processo de maturacdo (JAYABALAN et al., 2014).

2.4 Analises estatisticas dos dados
Os resultados das caracteristicas do mel de abelha jandaira in natura foram expostos de

maneira descritiva por meio de tabelas e graficos. Analises das diferencas em funcdo dos
tempos de coletas do mel maturado foram realizadas através do teste T pareado. Em todas as
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andlises o nivel de significancia adotado para diferencas estatisticas foi P < 0,001. No texto,
meédias sdo representados como médias aritméticas + desvio padrao.

Para avaliar a relacdo existente entre os parametros do mel ao longo do periodo de
maturacao foi realizada correlacdo linear. Correlacdes significativas foram expressas na forma
de gréficos de linha. As caracteristicas sensoriais do mel ao longo do processo de maturagdo
foram explanadas na forma de tabelas.

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas do mel fresco de abelha jandaira

3.1.1 Caracteristicas microbioldgicas do mel in natura de M. subnitida

Através dos resultados desta pesquisa foi possivel identificar baixa incidéncia de
microrganismos contaminantes em amostras de mel fresco de Melipona subnitida da regido
semiarida do estado do Rio Grande do Norte (Tabela 2). As contagens de coliformes totais, E.
coli e Staphylococcus spp. se mantiveram abaixo do limite de deteccdo dos métodos de deteccdo
utilizados (<1,3 Logl0 UFC/g). Nao houve deteccdo de Salmonella sp. em nenhuma das
amostras de mel analisadas.

Os unicos microrganismos com crescimento detectavel nas amostras de mel in natura
foram os bolores e leveduras com valores de contagem microbiana variando entre 1,9 e 4,85
Log10 UFC/g. Porém as amostras M1, M8, M13 e M28 demonstraram contagens de bolores e
leveduras abaixo do limite de detec¢do do método (< 1,18 Log10 UFC/g).

Tabela 2. Caracteristicas microbioldgicas do mel in natura de Melipona subnitida da regido
semiarida do estado do Rio grande do Norte, Brasil.

Coliformes . Staphylococcus Salmonella Bolores e
Amostras . E. coli
Totais spp. spp. leveduras
M1 <13 <13 <13 Ausente <1,18
M2 <13 <13 <13 Ausente 41
M3 <13 <13 <13 Ausente 2,5
M4 <13 <13 <13 Ausente 2

M5 <1,3 <1,3 <1,3 Ausente 3



M6

M7

M8

M9

M10
M1l
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30

<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<123
<13
<13
<13

<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<173
<13
<13
<13

<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<13
<173
<13
<13
<123
<13
<123

Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

108

2,75
2,65
2,05
<1,18
2,8
2,2
2,5
<118
3,3
2,05
2,25
2,45
4,85
2,85
2,05
2,9
2,15
2,2
3,05
3,25
2,2
2,4
<1,18
1,9

Resultados expressos em Log10 UFC/g.

3.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas do mel in natura de M. subnitida

Os parametros fisico-quimicos se mostraram variaveis nas amostras de mel in natura de

abelha jandaira (Tabela 3). O teor de umidade encontrado foi em média 26,5 g/100 g com

valores variando entre 23,2 e 29,1 g/100 g.
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O pH de todas as amostras se manteve numa faixa entre 3,0 e 4,0 com média de 3,5 e
valores variando entre 3,16 e 3,97. Porém, diferentemente do pH, a acidez das amostras de mel
se mostrou bastante variavel com média de 36,14 mEq/kg e valores variando entre 17,7 e 76,4
mEq/kg. A amostra M1 foi a que apresentou o0 maior valor de acidez encontrado (76,4 mEq/kg),
acredita-se que essa amostra ja tinha iniciado o seu processo de maturacdo natural dentro do
pote.

O teor de hidroximetilfurfural das amostras avaliadas também se mostrou variavel,
porém, a maioria delas (86,6 %) apresentaram valores de HMF menores do que 10 mg/kg. O
teor médio de HMF encontrado foi de 6,15 mg/kg variando de 0,4 a 41,2 mg/Kkg.

Todas as amostras avaliadas mostraram-se ricas em acUcares redutores, a média
encontrada foi de 67,58 g/100 g com valores variando entre 54,47 e 75,5 g/100 g. Ja em relacéo
ao teor de sacarose aparente, foi encontrada uma média de 2,89 g/100 g com valores variando
entre 0,36 e 9,41 g/100 g.

O teor de sélidos insoltveis em agua se mostrou baixo em todas as amostras analisadas
com 73,3 % das amostras avaliadas apresentando teor menor ou igual a 0,1 g/100 g. O teor
encontrado variou entre 0,01 e 0,8 g/100 g com média de 0,1 g/100 g. O teor de cinzas
encontrado na maioria das amostras (83,3 %) apresentou-se abaixou de 0,6 g/100 g com média
de 0,27 g/100 g e valores variando entre 0,01 e 1,48 g/100 g.

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas do mel in natura de Melipona subnitida da regido
semiéarida do estado do Rio grande do Norte, Brasil.

Acidez AcUcares Sacarose Solidos

Amostzas sy P LIe gy redutores aparente inovels i)
M1 26,65 33 7642 1,12 72,99 1,02 0,1 0,07
M2 27,6 3,3 47,72 8,98 64,66 9,41 0,11 0,08
M3 2665 3,32 3944 1,79 66,67 3,29 0,18 0,04
M4 2365 3,38 545 41,02 64,94 1,02 0,1 0,01
M5 26,3 3,3 26,66 0,89 69,2 0,93 0,09 0,08
M6 25,7 3,57 20,21 2,99 54,47 0,75 0,07 0,03
M7 26,3 3,3 23,6 0,89 69,2 0,92 0,06 0,08
M8 27 3,7 2415 194 64,51 4,7 0,11 0,2

M9 28,6 3,28 34,26 9,13 61,91 5,05 0,05 0,22



M10
M1l
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30

27,2
24,3
25,8
26,65
23,5
26,4
26,7
26,5
26,3
27,1
27,3
27,2
29,1
26,5
25,6
27,2
28,45
24
23,5
23,2
23,5

3,3

3,6

3,38
3,31
3,48
3,34
3,16
3,38
3,5

3,74
3,46
3,57
3,31
3,62
3,75
3,46
3,7

39
3,76
3,92
3,97

49,3
39,44
47,45
46,1
29,09
48,07
56,2
47,08
33,28
17,74
27,67
22,44
29,67
37,41
29,8
34,77
42,23
26,31
32,53
21,56
19,13

23,95
4,49
1,64
1,34

39,37
2,99
4,04
2,39
1,49
2,99
5,53
1,04
0,14
1,49
0,59

2,6

3,44

13,62
0,59
0,15
1,94

66,55
72,46
70,92
64,93
74,07
64,3
69,68
67,34
68,96
60,24
65,57
62,89
60,9
70,17
62,89
69,44
68,49
73,8
74,9
75,5
74,7

4,87
1,61
2,99
0,81
5,94
6,28
0,56
6,39
511
0,36
0,83
6,22
2,79
0,71
0,92
1,16
3,03
4,18
3,05
1,35
0,59

0,02
0,15
0,1
0,03
0,02
0,05
0,05
0,11
0,8
0,186
0,03
0,03
0,05
0,01
0,04
0,03
0,12
0,1
0,08
0,1
0,09

0,75
0,04
0,04
0,05
0,03
0,03
0,1
0,02
0,03
0,05
0,99
0,89
1,48
1,19
0,06
0,14
0,06
0,25
0,43
0,17
0,41
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A partir dos dados obtidos foi possivel identificar que o padrdo de coloragdo do mel da

abelha jandaira da regido semiarida apresenta-se em tons claros em sua maioria (Figura 4). A

coloragdo mais encontrada nas amostras foi branco d’agua (0 a 8 mm Pfund), cerca de 44% das

amostras apresentam essa coloragdo. Em segundo lugar, o tom Branco (17 a 34 mm Pfund) foi

encontrado em 20% das amostras analisadas.
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Figura 4. Percentual de distribuicdo da cor do mel in natura de Melipona subnitida

provenientes da regido semiarida do estado do dia do Rio Grande do Norte (n = 30).

Ambar claro
10%

Ambar extra claro
10%

Branco d'agua
44%

Branco
20%

Branco extra
13%

Fonte: Kewen Santiago.

3.2 Caracterizacao do processo de maturacdo do mel da abelha Jandaira

3.2.1 Caracteristicas microbiolégicas do mel de M. subnitida ao longo do processo de

maturacédo

Através dos resultados deste estudo foi possivel identificar diferentes microrganismos
no mel de Melipona subnitida durante o processo de maturagdo. Tambem foi possivel
identificar que a partir do primeiro més de maturacéo, as contagens microbianas atingem niveis
muitos baixos e ndo capazes de serem detectados pelo método utilizado (Tabela 4).

Em nenhum momento do periodo de maturagdo foi possivel identificar a presenca de
coliformes totais, E. coli, Staphylococcus spp. e Salmonella spp. na amostra. Por outro lado, foi
possivel identificar presenca de bactérias mesofilas totais (4,1 logl0 UFC/g), bactérias acido
laticas (4,3 log10 UFC/g) e bolores e leveduras (3,6 log10 UFC/g) no tempo inicial.
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Tabela 4. Caracteristicas microbioldgicas do mel de Melipona subnitida ao longo do periodo

de maturagéo.

_ _ Tempo
Microrganismos
TO T30 T60 T90 T120
Bacterias mesofilas totais 4,1+ 0,2 <15 <15 <15 <15
Coliformes totais <13 <13 <13 <13 <13
E. coli <13 <13 <13 <13 <13
S. aureus <13 <13 <13 <13 <13
Bactérias &cido laticas 43+0,1 <15 <15 <15 <15
Bolores e leveduras 3,604 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2
Salmonella Ausente

Resultados apresentados em média + desvio padréo (n = 5). Resultados expressos em Logio UFC/g.

3.3.2 Caracteristicas fisico-quimicas do mel de M. subnitida ao longo do processo de maturagéo

A maioria das caracteristicas fisico-quimicas analisadas sofreram alteracdes

consideraveis durante o processo de maturacdo do mel (Tabela 5). A umidade foi uma das

Unicas caracteristicas que nao apresentou diferencas significativas e se manteve constante

durante todo o periodo de maturagdo (p<0,001). Em contrapartida, foi detectado o decréscimo

do valo de pH e aumento consideravel da acidez ao longo da maturagédo (p<0,001).

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas do mel de Melipona subnitida ao longo do periodo

de maturacéo.

Tempo
Parametros
TO T30 T60 T90 T120
Umidadegmony ~ 27,0£0,7A  26,68+05% 26505~ 26,7+0,14 26,8+0.2%
pH 400,17 350£001%  34%001°  336+005° 340,05
Acidez livre 320+16° 95,55 + 0,88 938+0,2%  106,44+3,86° 1050 +2,80°
(mEg/kg)
Acucares 733+074  6715:03®  664+02°  663+037C  66,7+022°
redutores (g100g)
Sacarose 07£012"  039+002*  038+005"  037+006"  04%0,02°
aparente (g/100g)
HMF (mg/ kg 1,4+0,17 0,69 % 0,4~ 350,88 1,35+0,14 1,2+03"
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Cinzas (g100g) 0,1+0,03* 0,18 £ 0,048 0,16 £ 0,018 0,13 £0,0178 0,18 £ 0,02¢

Solidos
Insolaveis gr100g)

0,1+0,17 0,2+0,178 0,04 £0,017 0,11+ 0,024 0,01 +0,002¢
°Brix 75,9 £ 0,24 71,0+0,18 71,7 £0,78¢ 71,8 £0,4° 71,4 £0,28¢
Densidade @m.) 1,33 + 0,008~ 1,34 + 0,008 1,36 + 0,001¢ 1,36 + 0,004 1,36 + 0,004¢
CFT (mgeaclg) 0,37 +0,003* 0,35 +0,0014 0,29 +0,0148 0,46 + 0,003¢ 0,44 +0,027°
FLV (mgEQrg) 0,014 £0,003* 0,012 +0,0024 0,015+0,001*# 0,013+0,001A 0,013 £ 0,001*
AA (5 deinibicioy 40,89 £4,8724 48,73 +0,7748 4573 +0,633%8 70,59 +0,356¢ 71,10 £ 0,511¢

CES50 (ugimi 0,86 + 0,114 0,93 + 0,034 1,25+ 0,0638 0,024 +0,004° 0,042 £ 0,013

Resultados apresentados em média + desvio padrdo (n = 5). Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca estatistica significativa, de acordo com o teste T pareado (p<0,001). HMF: Hidroximetilfurfural;
CFT: Compostos fendlicos totais; FLV: Flavonoides; EAG: equivalente de acido galico; EQ: equivalente de
quercetina; CEso: concentracdo efetiva.

O teor de agUcares totais (° Brix) e de acucares redutores também se mostraram
decrescente nos primeiros 30 dias de fermentacdo, mantendo-se estaveis apds 60 dias de
maturacdo. A sacarose aparente demonstrou padréao diferente e se manteve estavel durante todo
0 periodo de maturacdo (p<0,001). Também foi observado um aumento significativo da
densidade do mel nos primeiros 60 dias de fermentacdo, estabilizando-se ap0s esse
periodo(p<0,001).

Quanto aos compostos bioativos presentes no mel, observou-se aumento significativo
do teor de compostos fendlicos e da atividade antioxidante ap6s 90 dias d processo de
maturacdo (p<0,001). Porém, diferentemente do teor de compostos fendlicos totais, a
quantidade de flavonoides presente no mel manteve-se constante (p<0,001).

A partir de correlacdo linear foi possivel encontrar interacGes existentes entre 0s
parametros fisico-quimicos do mel ao longo do tempo. Observou-se que o pH do mel é uma
importante medida para acompanhar as alteracées que nele ocorrem (Figura 5). Durante o
periodo de maturacgdo o pH se tornou mais acido gradativamente. Enquanto isso o teor de acidez
subia (r = -0,945; p<0,001), o teor de agUcares redutores caia (r = 0,962; p<0,001) e o0 mel se
tornava mais denso (r = -0,861; p<0,001).
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Figura 5. Interacdo entre parametros fisico-quimicos de M. subnitida ao longo de 120 dias do
processo de maturacao.

A B
—pH Acidez (mEq/kg) —pH Agticares redutores (g/100g)
4,0 200 4,0 75
(2}
3.8 \ 160 3,8 73 S
s =
:3,6 120 .= :3,6 7178
o 3 a, %
34 —— 80 2 34 69 8
32 40 < 32 67 S
3,0 0 3,0 65 <
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Tempo (dias) Tempo (dias)
C D
—pH Densidade (g/ml) ' Agticares redutores (g/100g) Acidez (mEq/kg)
4,0 1,40 = 75 200
3,8 1,38 S 73 160 o
g = 5
- 3,6 1,36 5 8 71 120 =
=34 B —— 134 £ S 69 80 S
a2 g
32 1,32 < 67 40 <
3,0 1,30 65 0
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Tempo (dias) Tempo (dias)

A: pH e acidez livre, B: pH e acUcares redutores, C: pH e densidade, D: agUcares redutores e acidez livre.

Fonte: Kewen Santiago

Outros parametros que se correlacionaram de maneira forte foram o teor de acUcares
redutores e a acidez livre do mel durante o periodo de maturacdo (Figura 5D). Enquanto o teor
de acgUcares caiu de forma gradativa até se tornar estavel no segundo més de maturacéo, a acidez
continuou subindo gradativamente até atingir a estabilidade depois de 90 dias da maturacéo do
mel (r =-0,970; p<0,001).

De maneira geral, os fatores do mel de abelha jandaira se relacionam durante todo o
periodo de maturacdo e sdo reflexos das modificagdes bioquimicas que ocorrem ao longo do
processo. A forte correlacdo entre a queda do pH , aumento da acidez livre, diminui¢do dos
acucares redutores e aumento da densidade do mel sdo um forte indicativo que parte dos
processos de maturacdo que ocorrem no mel provém da sua microbiota intrinseca que
metaboliza agucares simples e os transforma em compostos acidos volateis que diminuem o pH

do mel, aumentam sua acidez e densidade.
3.2.3 Caracteristicas sensoriais do mel de M. subnitida ao longo do processo de maturacéo
Os resultados obtidos através da analise das caracteristicas sensoriais do mel ao longo

do processo de maturacdo demonstraram as diferentes variagdes sensoriais que produto passa

durante o processo (Tabela 6). Antes da maturacéo, o mel apresenta-se como um alimento
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totalmente diferente do produto obtido ap6s o final do processo. No inicio da maturacdo o mel
de jandaira apresentou sabor doce suave, aroma adocicado e de consisténcia liquida sem
liberacdo de gas (formacdo de bolhas de efervescéncia).

Tabela 6. Caracteristicas sensoriais do mel de Melipona subnitida ao longo do periodo de
maturacgéo.

Tempo
Parametro

Tempo inicial 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias

Cor mmerung) 19 (Branco) 21 (Branco) 24 (Branco) 24 (Branco) 28 (Branco)

Fermentado e

Sabor Doce suave  Fermentado forte Fermentado Acido Acido suave
Aroma Adocicado Fermentado Fermentado Acido Agridoce
Consisténcia Liquida Liquida Liquida Liquida Liquida

Liberacdo de

Gas Ausente Presente Presente Ausente Ausente

Apds 30 dias do inicio do processo, 0 mel se apresentou com aspecto totalmente
diferente do periodo inicial, um forte aroma e sabor de produto fermentado podia ser observado.
A consisténcia liquida permaneceu inalterada, porém verificou-se forte desprendimento de
bolhas de gas do produto. Ao chegar no segundo més do processo de maturacdo o mel
encontrava-se similar ao encontrado na andlise anterior.

Apds 90 dias ja era possivel observar modificacBes das caracteristicas organolépticas do
produto. O aroma fermentado permanecia, mas também se observou cheiro acido proveniente
do mel. O sabor &cido destacou-se, a consisténcia liquida permanecia inalterada e
desprendimento de gas nédo foi mais observado.

Apo6s 120 dias do processo de maturacdo, o mel apresentou caracteristicas
organolépticas diferenciadas de todos os tempos experimentais anteriores, o aroma acido
permaneceu, porém bem mais suave. Foi possivel identificar sabor agridoce no produto. Nao
se observou desprendimento de gas e a consisténcia liquida permanecia inalterada.

Ao longo de 120 dias de maturagéo a cor do mel permaneceu inalterada a olho nu, mas
nos resultados de fotocolorimetria foi possivel observar o aumento nos valores da escala Pfund,

e por consequéncia do escurecimento do produto.
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4 DISCUSSAO

O Brasil é um pais extremamente biodiverso em numero de espécies de abelhas sem
ferrdo. Poréem, muitas dessas espécies produzem mel suficiente apenas para nutrir a colmeia.
Somente algumas espécies sdo excelentes produtoras de mel, como o género Melipona, com
espécies de grande potencial meliponicola e amplamente criadas no pais. (ALVES, 2013;
MICHENER, 2013; JAFFE et al., 2015).

Porém, a maior parte da producao de mel de abelhas sem ferrdo no Brasil, principalmente
na regido nordeste ainda é artesanal e em baixa escala. A falta de legislacdo que atenda a
singularidade das espécies meliponicolas de cada regido brasileira é um entrave para a producao
e comercializacdo desse mel (JAFFE et al., 2015).

As peculiaridades fisico-quimicos de cada mel sdo uma das razdes que dificultam a
comercializacdo do mel das abelhas sem ferrdo. Neste estudo foi possivel observar que o mel
da abelha jandaira, assim como o mel de outras espécies de abelhas nativas apresenta alto teor
de umidade que favorece a proliferacdo de microrganismos. Esta agua relativamente abundante
no mel permite que alguns microrganismos sobrevivam e se desenvolvam ativamente (ALVES
etal., 2018).

O teor de umidade do mel é um ponto chave para sua vida util. Em geral, o alto teor de
umidade favorece que ocorra 0 processo de fermentacdo descontrolada do mel, o que pode
ocasionar deterioracio e perda de sabor, levando & queda de qualidade do produto (PEREZ-
ARQUILLUE et al., 1994; COSTA et al., 1999).

A diferenga estatistica significativa entre parametros fisico-quimicos chave como acidez
e teor de acucares redutores além da discrepancia do valor de contagens microbianas
encontradas no tempo inicial e 30 dias sdo um indicativo de que o mel de abelha jandaira se
mantém fresco por curto periodo e que métodos de conservacdo devem ser empregados
imediatamente apos a colheita.

E crescente o emprego de tecnologias que buscam preservar o mel das abelhas sem
ferrdo com o intuito de garantir sua qualidade como produto de alto valor agregado (VILLAS-
BOAS, 2018; SOUZA; MENEZES; FLACH, 2021).

Uma das técnicas que vem ganhando destaque na atualidade & conhecida como
maturacdo. O processo de maturacdo do mel de abelhas sem ferrdo esta ligado ao conceito de
gue nem todo mel fermentado é mel estragado (CAMARGO et al., 2017; RIBEIRO et al.,
2018).
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A maturacdo é um processo que ocorre naturalmente no interior dos potes de mel da
colmeia. Os indicios mais comuns da fermentacdo do mel dentro da colmeia € a presenca de
espuma e desprendimento de bolhas de gas dentro dos potes, provavelmente provenientes de
processos fermentativos ou quimicos (MENEZES et al., 2013).

De acordo com Ribeiro et al. (2018) quando o mel é extraido através de praticas
higiénicas e submetido a um periodo de maturagdo que dura em média de quatro a seis meses
tem sua vida de prateleira aumentada em até dois anos.

Os dados deste estudo revelaram que apds 30 dias do processo de maturacdo do mel,
grande parte da flora microbiana é inativada indicando que o processo de maturacdo € uma
técnica formidavel em garantir a seguranca sanitaria do mel como alimento.

A fermentacdo é um processo bioquimico que transforma os carboidratos em outras
substancias orgéanicas, fornecendo energia aos microrganismos. EXxistem trés categorias
principais de fermentagdo: alcoolica, na qual os carboidratos sdo transformados em alcool;
acética, quando o alcool é transformado em &cido acético; e lactico, no qual os carboidratos sdo
transformados em acido latico e outros subprodutos organicos. Fermentagcdes mistas também
ocorrem na natureza (MENEZES et al., 2013).

Caracteristicas como 0 aumento consideravel da acidez livre, a diminuicdo dos agUcares
redutores e desprendimento de bolhas de gas observadas no mel de M. subnitida ao longo do
processo de maturagdo sdao um indicativo de que diferentes grupos de microrganismos
desempenham atividades fermentativas no mel, podendo-se caracterizar como um processo de
fermentacdo misto.

A presenca de alta carga de bactérias acido laticas e de bolores de leveduras no tempo
inicial do processo sdo um indicativo de que esses microrganismos Sao 0S principais
responsaveis pela maturagdo do mel de jandaira.

Leveduras osmofilicas do género Starmerella sdo microrganismos frequentemente
encontrados em associagdo com as abelhas sem ferrdo. As leveduras do género Starmerella
podem participar de processos fermentativos de conversdo de agucares redutores em alcoois e
acidos organicos. Devido ao padrdo fermentativo observado ao longo do processo de
maturacdo, esse género de leveduras pode estar diretamente relacionado a maturacéo do mel de
abelha jandaira (SANTOS et al., 2018; LEMOS-JUNIOR et al., 2019; COSTA-NETO;
MORAIS, 2020).

Outro grupo de microrganismos que pode estar associados ao processo de maturacéo do
mel da abelha jandaira sdo as bactérias &cido laticas. As bactérias &cido laticas s&o

microrganismos frequentemente encontrados no trato gastrointestinal das abelhas sem ferréo e
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nas flores que essas abelhas visitam (MORAIS; CALACA; ROSA, 2013; YAACOB et al.,
2018).

A proliferacdo desses microrganismos possivelmente resulta na producao e liberacdo de
acidos organicos no mel dos meliponineos. Os &cidos organicos sao compostos bioativos de
extrema importancia nutricional e antimicrobiana. Os acidos organicos atuam diminuindo o pH
do mel, dessa forma inibem a acdo da flora deteriorante e patogénica do alimento (GILLIAM,;
ROUBIK; LORENZ, 1990; SZUTOWSKA, 2020).

Outra caracteristica dos acidos organicos € seu potencial antimicrobiano. Os acidos
orgénicos podem penetrar na parede celular das bactérias. Apds a difusdo passiva de acidos
organicos na bactéria, os acidos se dissociam e se acumulam no citoplasma microbiano. Como
consequéncia, pH interno da bactéria é reduzido e a pressdo osmética aumentada. Devido a isso,
muitas funcdes metabdlicas sdo interrompidas e o crescimento microbiano é interrompido
(PEARLIN et al., 2020).

Outro beneficio do processo de maturacao € o incremento das caracteristicas sensoriais
do produto. Ao longo do processo de maturacao, o mel da jandaira passou de um alimento de
sabor e aroma adocicado para caracteristicas organolépticas mais rebuscadas como sabor
agridoce e aroma levemente acido, caracteristicas refinadas e muito apreciadas pelo consumidor
(FERNANDES; ROSA; CONTI-SILVA, 2020).

A importancia deste estudo esta no seu pioneirismo em detalhar as caracteristicas fisico-
guimicas, microbiologicas e sensoriais do mel de M. subnitida. Segundo Villas-Bbdas (2018)
sdo poucos 0s estudos que descreveram detalhadamente o comportamento fisico-quimico,

microbiologico e sensorial do mel de abelhas sem ferrdo durante o processo de maturacao.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo foi demonstrado que o processo de maturacdo do mel da abelha jandaira
contribui positivamente para a qualidade fisico-quimica, microbiologica e sensorial do produto.
O mel maturado de abelha jandaira mostrou-se como um alimento sem atividade
nenhuma antimicrobiana detectavel. O processo de maturacdo néo influenciou no aumento do
teor de hidroximetilfurfural do mel. Desta forma, o mel de maturado de abelha jandaira
apresentou-se como um alimento seguro ao consumo humano, sem presenca de microrganismos

patogénicos nem de compostos toxicos.
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O SABURA DA ABELHA JANDAIRA
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RESUMO

O polen é uma excelente fonte nutricional para alimentacdo humana. Devido as suas
propriedades nutricionais e por ser considerado um produto natural o pélen de abelha ¢é
atualmente consumido comercialmente como suplemento alimentar. As abelhas sem ferrdo
coletam o pélen das plantas e 0 armazena em potes de cera dentro da colmeia. Este p6len passa
por diversas modificagdes microbioldgicas e bioquimicas e ao final do processo recebe o nome
de sabura. No Brasil vem crescendo a comercializa¢do do saburé das abelhas sem ferrdo devido
ao seu alto valor nutricional, propriedades nutricionais e medicinais e seu sabor Unico. O sabura
da abelha jandaira (Melipona subnitida) apresenta grande potencial nutricional devido a
presenca de aminoacidos essenciais, de minerais, de flavonoides e de agucar D-manitol em sua
composicao. Apesar e ser um produto com grande potencial de mercado no Brasil. A producéo
e comercializacdo do sabura de abelha jandaira ainda sofre varios entraves. As caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas do produto ainda permanecem desconhecidas, pois poucos
estudos foram realizados para caracteriza-lo. Diante desta problematica este estudo objetivou
caracterizar o sabura de abelha jandaira (Melipona subnitida) da regido semiarida do estado do
Rio Grande do Norte. Para realizacdo do experimento, foram coletadas seis amostras de sabura
de abelha jandaira em meliponérios de zona rural e urbana d do municipio de Mossoro, Brasil.
Foram realizadas analises microbioldgicas de bactérias mesdéfilas totais, coliformes totais e
Escherichia coli, Staphylococcus sp., Salmonella spp., bolores e leveduras e bactérias acido
laticas. Além disso, as amostras foram submetidas a analises fisico-quimicas de matéria seca,
matéria mineral (cinzas), proteina bruta, extrato etéreo, acucares totais e fibras em detergente
neutro (fibras) através de espectroscopia de infravermelho proximo, também foram realizadas
analises de pH e acidez das amostras. Através dos resultados obtidos foi possivel constatar que
ndo houve deteccdo de microrganismos nas amostras de sabura analisadas, indicativo de que os
processos bioguimicos e microbianos gerenciados pelas abelhas sdo eficientes em inibir a
deterioracdo deste produto. Quanto aos parametros fisico-quimicos as amostras de sabura
apresentaram teores médios de umidade de 27,2 g/100 g; proteina bruta 31,1 g/100 g; acUcares
totais 55,2 g/100 g; pH 3,5 e acidez 1023,7 mEqg/kg. O sabura da abelha jandaira mostrou-se
como um alimento rico em proteinas e carboidratos e seguro para 0 consumo humano devido
ao baixo teor de microrganismos nele encontrado. Porém, para que sua producdo e
comercializacdo seja impulsionada é necessario que haja a regulamentacéo e adequacdo dos
parametros legais a esse produto para que ele seja fiscalizado adequadamente.

Palavras-chave: Meliponini, Fermentacédo, Polen, Legislacdo
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ABSTRACT

Pollen has gained prominence as an excellent nutritional source for human consumption due to
its nutritional properties. Bee pollen is currently consumed commercially as a food supplement.
Stingless bees collect pollen from plants and store it in wax pots inside the hive. The pollen
goes through microbiological and biochemical modifications and at the end of the process it
receives the name of “saburd”. In Brazil, the marketing of the sabura has been growing due to
its high nutritional value, nutritional and medicinal properties and its unique flavor. The sabura
of the bee Melipona subnitida has great nutritional potential due to the presence of essential
amino acids, minerals, flavonoids and sugar D-mannitol in its composition. This product has a
great market potential in Brazil. The production and commercialization of M. subnitida sabura
face several obstacles. The physical-chemical and microbiological characteristics of the product
are still unknown. This study aimed to characterize and stablish the physical-chemical and
microbiological parameters of the Melipona subnitida sabura from the semiarid region. To carry
out the experiment, six samples of sabura were collected from rural and urban meliponaries in
Mossoro, Brazil. Microbiological analyzes of total mesophilic bacteria, total coliforms and
Escherichia coli, Staphylococcus sp., Salmonella spp., molds and yeasts and lactic acid bacteria
were performed. Physical-chemical analyzes of dry matter, ash, crude protein, ether extract,
total sugars, and fibers were carried out using near-infrared spectroscopy, pH and acidity of
samples were also evaluated. About the results obtained in this research it was possible to verify
that there was no detection of microorganisms in the sabura, indicating that the biochemical
and microbial processes managed by bees are efficient to avoid the deterioration of this product.
About the physical-chemical parameters, the samples of saburd showed moisture content of
27.2 g/100 g; crude protein 31.1 g/100 g; total sugars 55.2 g/100 g; pH 3.5 and acidity 1023.7
mEqg/kg. The saburd M. subnitida bee proved to be a proteins and carbohydrates source and it
is safe to human consumption due to the low content of microorganisms found in it. However,
for its production and commercialization it is necessary the product parameters regulation so
that it would be properly inspected.

Keywords: Meliponini, Fermentation, Pollen, Legislation
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1 INTRODUCAO

O pélen é o gametdfito masculino das flores, utilizado como meio para a reproducéo das
plantas. Diferentes insetos, incluindo as abelhas, aproveitam o polen como fonte de proteina,
vitaminas e minerais (DOMINGUEZ; BERMUDEZJ; QUICAZAN, 2014).

As abelhas sociais coletam o polen das plantas e 0 armazena no interior da colmeia
garantindo estoque de alimento para toda a colonia. Assim como para as abelhas, o polen tem
ganhado destaque como uma excelente fonte nutricional para alimenta¢do humana. Devido as
suas propriedades nutricionais e por ser considerado um produto natural o polén de abelha é
atualmente consumido comercialmente como suplemento alimentar (KIELISZEK et al., 2018;
THAKUR; NANDA, 2020).

De acordo com Ribeiro e Oliveira (2020) o segmento de mercado mundial de pélen de
abelha deve se expandir a uma taxa de crescimento anual de aproximadamente 6%, atingindo a
marca de US $ 720 milhdes em 2024.

As abelhas do género Apis sdo as espécies mais criadas em todo planeta para a producéo
e comercializacdo de polen apicola. S8o instaladas armadilhas nas colmeias dessas espécies
para coletar o excesso de polen apicola. Apés coletado, o pélen é submetido a processos basicos
de beneficiamento, como secagem e remog¢do de impurezas e em seguida ja estdo aptos a
comercializagio. (DOMINGUEZ; BERMUDEZJ; QUICAZAN, 2014; MELO et al., 2016).

Outras espécies de abelhas sociais, dentre elas as abelhas sem ferrdo também estocam
polen que pode ser consumido e comercializado. As abelhas sem ferrdo coletam o polen das
plantas e o armazena em potes de cera dentro da colmeia. Este polen passa por diversas
modificagdes microbioldgicas e bioquimicas conduzidas pelas abelhas e ao final do processo
recebe 0 nome de sabura (VIT et al., 2016; ALVES; SODRE; CARVALHO, 2018).

No Brasil vem crescendo a comercializa¢do do sabura das abelhas sem ferrdo devido ao
seu alto valor nutricional, propriedades nutricionais € medicinais e seu sabor Unico. No mercado
da meliponicultura brasileira atual, o pdlen de abelhas sem ferrdo é comercializado de duas
formas: adicionado ao mel, compondo uma mistura agridoce, ou puro in natura (ALVES;
CARVALHO, 2018; VILLAS-BOAS, 2018).

Na regido semiarida do Brasil, uma espécie de abelha sem ferrdo esta ganhando destaque
devido a qualidade do seu sabura e outros produtos. A abelha jandaira (Melipona subnitida) €

frequentemente criada e utilizada na meliponicultura da regido (DANTAS et al., 2020).
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O saburd da abelha jandaira apresenta grande potencial nutritivo. O alto teor de
aminoécidos essenciais, de minerais, de flavonoides e de aglcar D-manitol agregam
caracteristicas funcionais a esse alimento (SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2013).

Apesar e ser um produto com grande potencial de mercado no Brasil. A producéo e
comercializacdo do saburd de abelha jandaira ainda sofre véarios entraves. As caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas do produto ainda permanecem desconhecidas, pois poucos
estudos foram realizados para caracteriza-lo. A falta de conhecimento na area é um impecilho
para o desenvolvimento de técnicas de padronizacdo que impulsionem a regulamentacao,
producdo e comercializacdo do produto em larga escala (ALVES; CARVALHO, 2018;
ALVES; SODRE; CARVALHO, 2018).

Diante desta problematica este estudo objetivou caracterizar o sabura de abelha jandaira
(Melipona subnitida Ducke) da regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte quanto aos

seus parametros fisico-quimicos e microbiolégicos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material

Entre os meses de agosto e dezembro de 2020 foram coletadas 6 amostras de sabura de
abelha jandaira provenientes de meliponarios instalados em zonas urbana e rural do municipio
de Mossord, Brasil (Figura 1). As amostras foram coletadas seguindo as boas praticas de
higiene, foram acondicionadas em coletores universais estéreis e foram levadas para 0 no
Laboratorio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal

Rural do Semi-Arido (UFERSA) para realizagio das analises.
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Figura 1. Potes de sabura de Melipona subnitida em meliponario localizado na zona urbana do
municipio de Mossoro, Brasil.

Fonte: Maria Carolina Ramirez, 2020.

2.2 Analises Microbioldgicas

Pesquisou-se nas amostras de saburd os microrganismos: Bactérias mesotfilas totais,
coliformes totais e Escherichia coli, Staphylococcus sp., Salmonella spp., bolores e leveduras
e bactérias acido laticas. Inicialmente foram pesadas 25 gramas de cada amostra coletada. Em
seguida esse material foi diluido em 225 mL de 4gua peptonada estéril (diluicio 10?). Em
seguida foram realizadas dilui¢cbes sucessivas em tubos de ensaio contendo agua peptonada
estéril até alcancar a diluicio 10°. As dilui¢bes produzidas foram utilizadas para todas as

analises microbioldgicas avaliadas. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

2.2.1 Contagem de bactérias mesofilas totais

Para contagem de bactérias mesofilas totais foi seguido o protocolo estabelecido por
Maturin e Peeler (1998) com adaptacdes. Em placas de petri estéreis foi inoculado 1 ml das
diluicbes previamente obtidas. Em seguida pela técnica de pour plate as placas foram
preenchidas com agar padrdo para contagem (PCA) a 45 °C. Apds o enrijecimento do agar, as
placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Os resultados da contagem foram expressos em
log UFC/g.
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2.2.2 Deteccdo e contagem de coliformes totais e Escherichia coli

Para deteccdo e contagem de coliformes totais e E. coli, foi seguida a metodologia
estabelecida por Manafi e Kneifel (1989) com modificagdes. As diluicdes 10 a 102 obtidas
foram semeadas pela técnica spread plate em placas de agar cromogénico Hicoliform para
deteccdo rapida de coliformes e E. coli. As placas foram incubadas por 48 horas a 37 ° C. Apds
o0 periodo de incubacdo foram contadas as unidades formadoras de col6nia caracteristicas de
coliformes totais (colonias azul-esverdeadas). Para detec¢édo de E. coli , adicionou-se 3 gotas
de reagente de Kovacs nas coldnias consideradas suspeitas. Foram consideradas positivas para
E. coli as coldnias que apresentaram fenétipo avermelhado ap6s 2 minutos do uso do reagente

de Kovacs. Os resultados foram expressos em log UFC/g.

2.2.3 Contagem de Staphylococcus sp.

Para contagem de Staphylococcus sp. foi seguida a metodologia sugerida por Tallent et
al., (1998) com adaptacGes. Foram preparadas placas de agar Baird-Parker enriquecido com
gema de ovo e telurito a 1%. Inoculou-se nas placas 100 pl das dilui¢des 10 a 107 pela técnica
spread plate. As placas foram incubadas a 37 °C durante 48h. Foram consideradas para
contagem as colonias pretas, brilhantes, convexas, cercadas por zona clara e/ou uma borda
opaca (coldnias caracteristicas de Staphylococcus sp). Os resultados foram expressos em log
UFC/g.

2.2.4 Deteccao de Salmonella spp.

Para deteccdo de Salmonella spp. foi seguido o protocolo 1SO 6579:2007 com
adaptagbes. A diluicdo 10 de cada amostra foi incubada em estufa bacterioldgica a 37 °C por
20 horas. Em seguida aliquotas dessa diluicdo foram transferidas para os caldos Rappaport-
Vassiliadis, Tetrationato e Selenito-Cistina por 24 horas a 41 °C em banho-maria. Posterior ao
periodo de incubacdo, com o auxilio de alcas de transferéncia descartaveis, os caldos foram
repicados para placas de Petri preparadas previamente com agar manitol lisina violeta cristal
verde brilhante (MLCB) e &gar xilose lisina desoxicolato (XLD). O material foi incubado a 37
°C por 24 horas. As colbnias caracteristicas foram repicadas para tubos contendo agar triplice

acucar ferro (TSI) e agar lisina ferro (LIA) e incubadas por 24 horas a 37 °C. As amostras
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consideradas positivas (LIA de coloragdo inalterada e TSI com colorag&o rosa no apice, amarela
no meio e preta no fundo) foram repicadas para tubos com &gar ureia e incubadas a 37 °C por
24 horas. As amostras que ndo apresentaram reacdo de clivagem da ureia (substrato rosado)

foram consideradas com presenca de Salmonella sp. em 25¢g de sabura.

2.2.5 Contagem de Bolores e Leveduras

Para contagem de bolores e leveduras foi seguida a metodologia proposta por Tournas
et al., (1998). Foram preparadas placas de Petri contendo meio &gar batata dextrose (BDA)
acidificado com &cido tartarico. As placas foram inoculadas através da técnica de spread plate
com 100 ul das diluicdes obtidas e foram incubadas a 25 °C durante cinco dias. Os resultados
da contagem foram expressos em log UFC/g.

2.2.6 Contagem de bactérias acido laticas viaveis

A contagem de bactérias lacticas viaveis foi realizada de acordo com a técnica
estabelecida por De Man, Rogosa e Sharpe (1960) com modificagdes. Aliquotas de 1 ml das
diluicdes foram pipetadas em placas de Petri previamente esterilizadas, posteriormente as
placas foram cobertas com uma camada de 4&gar MRS a 45 °C. Ap06s o endurecimento do meio,
uma sobrecamada do agar MRS foi adicionada as placas, visando a criacdo de uma atmosfera
de 15% de CO>. Logo apos, as placas foram incubadas a 30 °C por 5 dias. Os resultados da

contagem foram expressos em log UFC/g.

2.3 Analises Fisico-quimicas

2.3.1 Espectroscopia de infravermelho préximo (NIRS)

As analises fisico-quimicas de matéria seca, matéria mineral (cinzas), proteina bruta,
extrato etéreo, acucares totais e fibras em detergente neutro (fibras) foram realizadas no
Laboratério de Nutricdo de Precisdo da UFERSA através da técnica de espectroscopia de
infravermelho proximo (NIRS), com amplitude de 1200 a 2400nm. Foi utilizado um
espectroscopio da marca Unity, modelo SpectraStar 2400. Os resultados obtidos foram

calculados com base na matéria seca e expressos em g/100 g.



131

2.3.2 pH e acidez livre

Para avaliar o pH foram pesadas 10 gramas de sabura, essa amostra foi diluida em 75
mL de agua destilada, em seguida o pH foi aferido através de pHmetro de bancada, previamente
calibrado (1AL, 2008).

Ap0s aferido o pH, as amostras foram tituladas com hidréxido de sédio (NaOH) 0,05 N
até a neutralizacdo (pH = 8,5). Para calcular os valores da acidez livre foi utilizado a férmula.
Acidez livre = [(mL de NaOH utilizado - mL branco) x 50 x fator de correcdo]/massa da

amostra. Os resultados foram expressos em mEqg/Kg.

2.3.2 Andlises estatisticas

Os resultados referentes a contagem de microrganismos e composi¢ao fisico-quimica

foram expressos em valores de média e desvio padrdo e expostos por meio de tabelas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 A microbiologia do sabura da abelha jandaira

Através dos resultados obtidos foi possivel constatar a contagem de microrganismos nas
amostras de sabura analisadas permaneceu abaixo do limiar de detec¢do do método urilizado
(tabela 01). A baixa contaminac¢do microbiana das amostras de sabura de M. subnitida sdo um
indicativo que os processos bioquimicos e microbianos gerenciados pelas abelhas séo eficientes
em inibir a deterioracio deste produto (MENEZES et al., 2013; ALVES; SODRE;
CARVALHO, 2018).

Tabela 1. Microrganismos pesquisados no sabura in natura de abelha jandaira (Melipona
subnitida) coletados em zona urbana e rural do municipio de Mossord, Brasil.

Microrganismos

Bactérias Coliformes Bolores e Bacterias
e . E. coli Staphylococcus Salmonella* acido
Mesoéfilas totais leveduras ..
laticas
S1 <1,48 <1,3 <1,3 <1,3 Ausente <1,18 <1,48
S2 <1,48 <1,3 <1,3 <1,3 Ausente <1,18 <1,48

S3 <1,48 <13 <13 <13 Ausente <1,18 <1,48
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S4 <148 <1,3 <1,3 <1,3 Ausente <1,18 <1,48
S5 <1,48 <173 <173 <123 Ausente <1,18 <1,48
S6 <1,48 <173 <173 <123 Ausente <1,18 <1,48

Resultados expressos em Logio UFC/g. *Resultados expressos em Auséncia/Presenca

A baixa contaminacdo microbiana, em especial de enterobactérias, encontrada nas
amostras de sabura sdo um indicativo de que este produto € um alimento seguro para o0 consumo
humano. Algumas espécies de abelhas sem ferrdo sdo conhecidas pelo seu comportamento néo
higiénico de levar contaminagdo ambiental para dentro da colmeia, a auséncia desse tipo de
contaminados indica que a possivel contaminacdo ndo afeta negativamente a qualidade do
produto (NOGUEIRA-NETO, 1997; RODRIGUES et al., 2018; PARPINELLI et al., 2021).

A técnica de adicionar microrganismos fermentadores, adi¢cdo de mel, néctar de plantas
e secre¢des enzimaticas de abelha para producdo de pélen fermentado é observada tanto em
abelhas do género Apis como em meliponineos. Anderson e colaboradores (2014) identificou
que apos 96 horas de coletado e armazenado reduz consideravelmente a carga microbiana do
polen das abelhas Apis mellifera devido as modificacdes bioquimicas e microbioldgicas
propiciadas, preservando-o dessa forma por longos periodos.

O sucesso da técnica na preservacao do polen de abelhas Apis e meliponineos deve-se
em grande parte pela flora microbiana adicionada por essas abelhas ao pdlen ainda fresco ao
chegar na colmeia. As leveduras e bactérias &cido laticas sdo reconhecidamente o0s
microrganismos responsaveis por exercer a fermentacdo do pélen estocado (MOHAMMAD;
MAHMUD-AB-RASHID; ZAWAWI, 2021).

O fato de ndo haver sido detectado crescimento microbiana no saburé da abelha jandaira
¢ um indicativo de que as amostras coletadas ja haviam finalizado seu processo de
transformacdes bioquimicas e microbioldgicas (ALVES; SODRE; CARVALHO, 2018).

As amostras analisadas neste estudo foram coletadas de potes de pdlen que ja haviam
passado pelo processo de fermentacdo e estavam prontos para o consumo. Um estudo mais
aprofundado que busque avaliar como ocorre todo o processo desde a coleta do pdlen no
ambiente, a fermentacdo e interacdo entre microrganismos e enzimas com 0 substrato até o

resultado final s&o necessarios para elucidar o processo.

3.2 Caracteristicas fisico-quimicas do sabura da abelha jandaira e implicagdes legais
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O sabura da abelha jandaira apresentou-se como um alimento &cido e rico em proteinas
e carboidratos (Tabela 2). O sabura das abelhas sem ferrdo € rico em proteinas e é utilizado
como a principal fonte proteica para o desenvolvimento das abelhas devido ao alto teor de
aminoéacidos essenciais em sua composi¢do (MICHENER, 1969; MOHAMMAD; MAHMUD-
AB-RASHID; ZAWAWI, 2021).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas do saburd in natura de abelha jandaira (Melipona
subnitida) coletados em zona urbana e rural do municipio de Mossord, Brasil.

Parametros Saburé_ (_1e M. Legislacdo apicola? Legislggao
subnitida sugerida?

Umidade (g/100 g) 272 + 29 <30 <55
Cinzas (g/100 g) 30 £ 0,1 <4 <4
Proteina bruta (g/100 g) 31,1 + 2,8 >8 >8
Extrato etéreo (g/100 g) 46 + 05 >1,8 > 1,8
Aclcares totais (g/100 g) 55,2 + 2,3 14,5 a 55 10a 60
Fibras (g/100 g) 21 £ 0,3 >2 >2
pH 35 + 05 4a6 3ab6
Acidez livre (mEg/kg) 1023,7 + 30,3 <300 <1500

Resultados apresentados em média + desvio padrdo (n=6). * Instrucdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001;
2Limites sugeridos pelo autor para o sabura de M. subnitida.

De acordo Anderson e colaboradores (2014), mesmo ap0s o processo de fermentacéo, o
teor de nutrientes, principalmente de proteinas e aminoacidos livres, no polen das abelhas ndo
é alterado, dessa forma as caracteristicas nutricionais do produto sdo mantidas.

O teor de umidade encontrado nas amostras de saburd de M. subnitida ndo diferiu
significativamente do valor encontrado em outras espécies de abelha sem ferrdo e de Apis
mellifera se enquadrando no limite exigido pela legislacdo de produtos apicolas brasileira
(BRASIL, 2001).

Porém, todas as amostras utilizadas neste estudo foram coletadas durante a estagdo seca
da regido semiarida do estado do Rio Grande do Norte. Caracteristicas vegetais e climaticas
podem influenciar o teor de umidade presente no saburd devido a ele ser um alimento
higroscopico (ALVES; SODRE; CARVALHO, 2018). Portanto, a umidade estabelecida na
legislagdo federal pode ser um entrave para a comercializacdo do saburd in natura como
alimento e necessita ser adequada para que o sabura seja fiscalizado corretamente como

alimento.
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O processo de secagem ja estabelecido para o pélen das abelhas Apis mellifera pode ser
eficaz como metodologia para adequar o teor de umidade do sabura das abelhas sem ferr&o.
Porém o aquecimento do saburad pode propiciar a volatilizacdo de compostos nutricionais. O
uso dessa metodologia deve ser cauteloso (BARAJAS; CORTES-RODRIGUEZ;
RODRIGUEZ-SANDOVAL, 2011; MELO et al., 2016).

O teor de cinzas, extrato etéreo e fibras encontrados no saburé da abelha jandaira ndo
diferiram dos requisitos exigidos pela legislacdo federal. A quantidade desses compostos no
sabura depende da flora circundante utilizada pelas abelhas para coleta de pélen (THAKUR,;
NANDA, 2020).

O teor de agUcares totais encontrados no saburd excedeu de forma sutil o limiar
permitido pelo regulamento técnico brasileiro de qualidade do pélen. Mohammad, Mahmud-
Ab-Rashid e Zawawi (2021) identificaram que o teor de carboidratos no sabura das abelhas sem
ferrdo pode variar entre 10,85 e 59,94 g/100 g. De acordo com 0s mesmos autores, 0S
carboidratos também sdo constituintes majoritarios do sabura dos meliponineos devido a adicao
de néctar ou mel durante a transformacéo do polen coletado em sabura.

De acordo com a literatura, o teor de acuUcares encontrados no sabura de jandaira esta
dentro dos padrbes encontrados para outras abelhas sem ferrdo e se faz necessario a adequacao
desse quesito na legislacdo para que este produto seja avaliado e fiscalizado corretamente.

Dois parametros cruciais que diferenciam o sabura das abelhas sem ferr&o para o polen
das abelhas Apis é o0 pH e a acidez desses produtos. Neste estudo foi possivel identificar que o
sabura mostra-se como um alimento de pH 3,5 e acidez em média de 1023,7 mEqg/kg. Ambos
0s parametros se encontram ndo conformes com o regulamento técnico de identidade e
qualidade do polen apicola.

A acidez encontrada no sabura de abelha jandaira mostrou-se 3 vezes mais elevada do
que o limite permitido pela legislacdo de 300 mEq/kg. Porém o altor teor de acidez é uma
caracteristica do sabura das abelhas sem ferréo devido aos processos fermentativos que ocorrem
durante o processo de estocagem do produto. Pinheiro et al. (2007) encontraram resultados de
acidez semelhantes para as espécies Melipona fasciculata e Melipona flavolineata.

De acordo com os autores acima citados o sabura in natura dessas espécies de abelha
sem ferrdo apresentaram 1380 e 1781 mEqg/kg respectivamente. Os valores de pH encontrado
por estes autores também se mostrou semelhante ao encontrado nesta pesquisa para o sabura de
abelha jandaira. Os valores de pH para o sabura de M. fasciculata e M. flavolineata foram 3,42

e 3,8 respectivamente.
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Os dados encontrados nesta pesquisa e na literatura sdo um indicativo de que o pH
abaixo de 4 e acidez acima de 1000 mEqg/kg séo caracteristicas inerentes ao sabura das abelhas
do género Melipona e adequac6es devem ser realizadas para que esses produtos sejam avaliados
de forma adequada.

Na Tabela 01 também consta uma sugestdo de legislacdo para a correta caracterizagdo,
avaliacdo e comercializagdo do sabura in natura de Melipona subnitida. De acordo com Alves
e Carvalho (2018), a incluséo do sabura como produto comercial exige a padronizacdo de suas
caracteristicas e 0s critérios que orientam este regulamento devem ser baseados principalmente

nas caracteristicas que o distinguem do p6len de abelha Apis (umidade, pH e acidez).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O sabura da abelha jandaira mostrou-se como um alimento rico em proteinas e
carboidratos e seguro para 0 consumo humano devido ao baixo teor de microrganismos nele
encontrado. Porém, para que sua producdo e comercializacdo seja impulsionada é necessario

que haja a regulamentacao deste produto para que ele seja fiscalizado adequadamente.

REFERENCIAS

ALVES, R. M. O.; CARVALHO, C. A. L. Pot-Pollen "Sambura’ Marketing in Brazil and
Suggested Legislation. In: VIT, P.; PEDRO, S. R. M.; ROUBIK, D. W. (Eds.). Pot-Pollen in
Stingless Bee Melittology. Springer International Publishing, p. 435443, 2018.

ALVES, R. M. O.; SODRE, G. S.; CARVALHO, C. A. L. Chemical, Microbiological, and
Palynological Composition of the **Sambura’’ Melipona scutellaris Pot-Pollen. In: VIT, P.;
PEDRO, S. R. M.; ROUBIK, D. W. (Eds.). Pot-Pollen in Stingless Bee Melittology.
Springer International Publishing, p. 349-360, 2018.

ANDERSON, K. E.; CARROLL, M. J.; SHEEHAN, T.; MOTT, B. M.; MAES, P.; CORBY-
HARRIS, V. Hive-stored pollen of honey bees: many lines of evidence are consistent with
pollen preservation, not nutrient conversion. Molecular Ecology, [S.L.], v. 23, n. 23, p. 5904-
5917, 2014.

BARAJAS, J.; CORTES-RODRIGUEZ, M.; RODRIGUEZ-SANDOVAL, E. Effect of
temperature on the drying process of bee pollen from two zones of colombia. Journal of
Food Process Engineering, [S.L.], v. 35, n. 1, p. 134-148, 2011.

BRASIL. Instrugdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001. Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade de Apitoxina, Cera de Abelha, Geléia Real, Geléia Real Liofilizada,
Pdlen Apicola, Propolis e Extrato de Propolis. Diario Oficial [da Unido], Brasilia, DF, Se¢do
1, p. 18, 2001.



136

DANTAS, M. C. A. M,; BATISTA, J. L.; DANTAS, P. A. M.; DANTAS, I. M.; DIAS, V. H.
P.; ANDRADE FILHO, F. C.; MOREIRA, J. N.; MIELEZRSKI, G. L. N.; SILVA, M. G;;
MAIA, A. G.; MEDEIROS, A. C.; MARACAJA, P. B. Stingless bee and its socioeconomic
potential in the States of Paraiba and Rio Grande do Norte. Research Society and
Development, v. 9, n. 10, p. 3309107939, 2020.

DOMINGUEZ, C. M. Z.; BERMUDEZJ, C. S.; QUICAZAN, C. M. C. Valorization
alternatives of colombian bee-pollen for its use as food resource - a structured review. Vitae,
v. 21, n. 3, p. 237-247, 2014.

HAKUR, M.; NANDA, V. Composition and functionality of bee pollen: a review. Trends in
Food Science & Technology, [S.L.], v. 98, p. 82-106, abr. 2020.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz. Métodos
fisico-quimicos para analises de alimentos. 42 ed. (12 Edicdo digital), 1020 p., 2008.

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. ISO 6579:
Microbiology of food and animal feeding stufs: horizontal method for the detection of
Salmonella spp. 4th ed. Geneva, 2002. Amendment 1: 15 jul. 2007.

KIELISZEK, M.; PIWOWAREK, K.; KOT, A. M.; BIASEJAK, S.; CHLEBOWSKA-
SMIGIEL, A.; WOLSKA, I. Pollen and bee bread as new health-oriented products: a
review. Trends in Food Science & Technology, v. 71, p. 170-180, 2018.

MAN, J. C.; ROGOSA, M.; SHARPE, M. E. A medium for the cultivation of lactobacilli.
Journal of Applied Bacteriology, v. 23, n. 1, p. 130-135, 1960.

MANAFI, M.; KNEIFEL, W. A combined chromogenic-fluorogenic medium for the
simultaneous detection of coliform groups and E. coli in water. International journal of
hygiene and environmental medicine, v. 189, n. 3, p. 225-234, 1989.

MATURIN, L.; PEELER, J. T. Aerobic Plate Count. In: Bacteriological Analytical Manual
Online, 1998.

MELO, A. A. M.; ESTEVINHO, M. L. M. F,; SATTLER, J. A. G.; SOUZA, B.R;
FREITAS, A. S.; BARTH, O. M.; ALMEIDA-MURADIAN, L. B. Effect of processing
conditions on characteristics of dehydrated bee-pollen and correlation between quality
parameters. LWT, v. 65, p. 808-815, 2016.

MICHENER, C. D. Comparative Social Behavior of Bees. Annual Review of Entomology,
[S.L.],v.14,n.1, p. 299-342, 19609.

MOHAMMAD, S. M.; MAHMUD-AB-RASHID, N. K.; ZAWAWI, N. Stingless Bee-
Collected Pollen (Bee Bread): chemical and microbiology properties and health
benefits. Molecules, [S.L.], v. 26, n. 4, p. 957, 2021.

NOGUEIRA-NETO, P. Vida e criagdo de abelhas indigenas sem ferr&o. So Paulo: Editora
Nogueirapis, 446p., 1997.



137

OLIVEIRA, J. J.; RIBEIRO, H. Food market trends: the cases of spirulina and bee pollen. In:
RIBEIRO, H. N. R.; COSTA, M. A. S.; CEHOK, I. (ed.). Economic and Social
Development. Aveiro: Varazdin Development And Entrepreneurship Agency, p. 246-258,
2020

PARPINELLI, R.S.; LIMA, E. G.; ANJO, F. A.; ALMEIDA, L. M.; MARCO, P. H,;
TOLEDO, V. A. A. Microbiological characteristics of meliponine honey marketed in the
State of Parana — Brazil. Research, Society and Development, v. 10, n. 1, p. €6710111381,
2021.

PINHEIRO, F. M.; COSTA, C. V. P. N.; BAPTISTA, R. C.; VENTURIERI, G. C.; PONTES,
M. A. N. Pélen de abelhas indigenas sem ferrdo Melipona fasciculata e Melipona
flavolineata: caracterizacdo fisico-quimica, microbiolégica e sensorial. In: ENCONTRO
DE PROFISSIONAIS DA QUIMICA DA AMAZONIA, 10., 2007, Belém, PA. Recursos
naturais: uma reflexdo para os profissionais da quimica. Belém, PA: Conselho Regional de
Quimica da 62 Regido, 2007.

RODRIGUES, C. S.; FERASSO, D. C.; PRESTES, O. D.; ZANELLA, R.; GRANDO, R. C,;
TREICHEL, H.; COELHO, G. C.; MOSSI, A. J. Quality of Meliponinae honey: pesticides
residues, pollen identity, and microbiological profiles. Environmental Quality
Management, v. 27, n. 4, p. 39-45, jun. 2018.

SILVA, T. M. S.; CAMARA, C. A.; SILVA LINS, A. C.; JOSE MARIA BARBOSA-
FILHO; SILVA, E. M. S.; FREITAS, B. M.; SANTOS, F. A. R. Chemical composition and
free radical scavenging activity of pollen loads from stingless bee Melipona subnitida Ducke.
Journal of Food Composition and Analysis, v. 19, n. 6, p. 507-511, 2006.

SILVA, T. M. S,; SANTOS, F. P.; RODRIGUES, A. E.; SILVA,E. M. S,; SILVA, G. S;
NOVAIS, J. S.; SANTOS, F. A. R.; CAMARA, C. A. Phenolic compounds,
melissopalynological, physicochemical analysis and antioxidant activity of jandaira
(Melipona subnitida) honey. Journal of Food Composition and Analysis, v. 29, n. 1, p. 10-
18, 2013.

TALLENT, S.; HAIT, J.; BENNETT, R.W.; LANCETTE G.A. Staphylococcus aureus. In:
Bacteriological Analytical Manual Online. 1998. Disponivel em:
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-12-staphylococcus-aureus
Acesso em: 21 de outubro de 2020.

TOURNAS, V.; STACK, M.E.; MISLIVEC, P.B.; KOCH, H.A.; BANDLER, R. Yeasts,
molds and mycotoxins. In: Bacteriological Analytical Manual Online. 1998. Disponivel em:
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-18-yeasts-molds-and-
mycotoxins Acesso em: 21 de outubro de 2020.

VILLAS-BOAS, J. K. Manual de Aproveitamento Integral dos Produtos das Abelhas sem
Ferrdo. 2. ed. Brasilia — DF, Instituto Sociedade, Populacdo e Natureza, 212 p., 2018.

VIT, P.; SANTIAGO, B.; PEDRO, S.; PEREZPEREZ, E.; PENAVERA, M. Chemical and
bioactive characterization of pot-pollen produced by Melipona and Scaptotrigona stingless
bees from Paria Grande, Amazonas State, Venezuela. Emirates Journal of Food And
Agriculture, [S.L.], v. 28, n. 2, p. 78, 2016.



