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Resumo

A meliponicultura é o manejo sustentavel de abelhas nativas sem ferrdo (ASF), atividade fundamental para a
polinizagdo e preservacdo de ecossistemas naturais e agricolas. A exploragdo dos produtos desta atividade se
tornou uma oportunidade de geracdo de renda para o pequeno produtor rural, sendo a prépolis um dos produtos
com maior potencial de agrega¢do de valor. Esta € uma substancia resinosa, coletada pelas abelhas de materiais
vegetais e pode apresentar diversos compostos bioativos. Ainda sdo escassos o0s estudos que avaliem a composicéo,
potencial de atividade bioldgica de ASF, sendo estes fundamentais para a exploracdo comercial destes produtos.
O objetivo do presente trabalho foi identificar as principais diferencas de composic¢éo, concentragdo de compostos
bioativos e atividade antimicrobiana de amostras de propolis de quatro espécies de abelhas sem ferrdo
(Scaptotrigona postica, Scaptotrigona xantotricha, Tetragonisca angustula, Scaptotrigona bipunctata). No total
foram avaliadas 7 amostras de prépolis neste estudo, sendo: S. xantotricha (1); S.postica (2), T. angustula(2) S.
bipunctata(2). As amostras foram avaliadas quanto aos aspectos de composicdo (umidade, cinzas, cera, massa
mecénica e substancias sollveis em etanol -SSE), concentracdo de compostos bioativos (fenolicos e flavonoides)
e potencial de atividade antimicrobiana contra os patdgenos Bacillus cereus NCTC 1143 e Listeria innocua ATCC
3090. Todas as amostras apresentaram baixo indice de oxidagdo (<3,3 segundos), indicado a presenga de
compostos antioxidantes. Além disso, as amostras de propolis de S. bipunctata se destacaram pelas maiores
concentracdes de SSE, fenodlicos e flavonoides, além de apresentar atividade inibitoria contra L. innocua. Os
resultados apresentados neste estudo sdo promissores para a agregacgao de valor da propolis de abelhas sem ferrdo,
em virtude do baixo indice de oxidacdo de todas as amostras estudadas e potencial antimicrobiano da prépolis de
S. bipunctata.

Palavras-chave: Meliponicultura Scaptotrigona spp, Tetragonisca sp, Antimicrobiano, Antioxidante.

Abstract

Meliponiculture is the sustainable management of native stingless bees (ASF), a fundamental activity for the
pollination and preservation of natural and agricultural ecosystems. Exploiting the products of this activity has
become an opportunity to generate income for small rural producers, with propolis being one of the products with
the greatest potential for adding value. Propolis is a resinous substance collected by bees from plant materials and
can contain various bioactive compounds. There are still few studies evaluating the composition and potential
biological activity of ASF, which is essential for the commercial exploitation of these products. The aim of this
study was to identify the main differences in composition, concentration of bioactive compounds and antimicrobial
activity of propolis samples from four species of stingless bees (Scaptotrigona postica, Scaptotrigona xantotricha,
Tetragonisca angustula, Scaptotrigona bipunctata). A total of 7 propolis samples were evaluated in this study: S.
xantotricha (1), S. postica (2), T. angustula (2) and S. bipunctata (2). The samples were evaluated in terms of
composition (moisture, ash, wax, mechanical mass and ethanol-soluble substances - ESS), concentration of
bioactive compounds (phenolics and flavonoids) and potential antimicrobial activity against the pathogens Bacillus
cereus NCTC 1143 and Listeria innocua ATCC 3090. All the samples showed a low oxidation rate (<3.3 seconds),
indicating the presence of antioxidant compounds. In addition, the S. bipunctata propolis samples stood out for
their higher concentrations of SSE, phenolics and flavonoids, as well as their inhibitory activity against L. innocua.
The results presented in this study are promising for adding value to stingless bee propolis, due to the low oxidation
rate of all the samples studied and the antimicrobial potential of S. bipunctata propolis.
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1. Introducgéo

A meliponicultura é definida como o manejo sustentavel de abelhas nativas sem ferrdo. Esta
atividade tem aumentado nos ultimos anos dada as perspectivas de crescimento econdmico,
social e de preservacdo ambiental [1]. A exploragdo de produtos da meliponicultura tem se
tornado uma atividade promissora do setor, sendo a prépolis um dos produtos com maior
potencial de agregacdo de valor. A prépolis é originaria de material vegetal coletado pelas
abelhas que acrescentam secrecOes salivares formando um material resinoso depositado nas
frestas das colmeias [2,3]. Este composto pode apresentar mais de 300 substancias, incluindo
0s compostos fendlicos que se destacam como principais compostos bioativos [3,4]

A exploracdo comercial de propolis ainda € direcionada para a apicultura (manejo de Apis
mellifera). Em 2019 o Brasil ocupou a 92 posi¢do em exportacdo de propolis com o equivalente
a US$ 7,7 milhdes [5]. Estima-se que o mercado mundial de prdpolis passe por um crescimento
de 5,82% entre 2020 e 2027, podendo atingir US$ 829,23 milhdes até 2027 [6].

Apesar da valorizacdo da propolis de Apis mellifera no mercado internacional, a produzida
por espécies nativas ainda é pouco explorada comercialmente. Fator relacionado a diversidade
de espécies nativas; falta de padronizacdo dos métodos de manejo de espécies nativas
direcionados a producdo de propolis, falta de regulamentacéo especifica para os produtos da
meliponicultura.

No Brasil, estima-se que existem cerca de 250 espécies de abelhas sem ferrdo destas, 95 com
manejo na meliponicultura [7,8]. As espécies Scaptotrigona postica (Mandaguari preta),
Scaptotrigona xantotricha (Mandaguari amarela), Tetragonisca angustula (Jatai),
Scaptotrigona bipunctata (tubuna); possuem iniciativas de manejo em diversos estados do
Brasil, e possuem potencial zootécnico para a producdo de prépolis.

O potencial de atividade bioldgica da propolis estd diretamente relacionado a sua
composicéo fendlica, variavel conforme a origem boténica, fatores sazonais, espécie de abelha,
acOes enzimaticas presente na saliva e caracteristicas de manejo [4,9]. J& se sabe que as propolis
de diversas espécies de abelhas nativas apresentam composicdo diferenciada (terpenos,
diterpenos, triterpenos, além de acidos fendlicos e flavonoides), podendo estar associadas a
efeitos citotoxicos, antioxidantes, antimicrobianos, antitumorais, entre outros [9].

Sabe-se que diferentes categorias de compostos fenolicos presentes em extratos de propolis
podem apresentar mecanismos de acdo antimicrobiana diversificados [10]. Algumas categorias
de compostos fendlicos podem atuar na inibicdo da sintese de DNA e RNA, na alteragédo da
permeabilidade da membrana plasmatica ou na ruptura de processos enzimaticos relacionados
ao crescimento celular de bactérias [11,12].

A propolis é um dos produtos de maior valor agregado da apicultura, no entanto, pouco se
conhece sobre a propolis oriunda da meliponicultura, dada a diversidade de espécies no Brasil,
0 que leva a dificuldade de exploracdo e regulamentacéo deste produto. O objetivo do presente
trabalho foi identificar as principais diferengas de composicdo, concentracdo de compostos
bioativos e atividade antimicrobiana de amostras de propolis de quatro espécies de abelhas sem
ferrdo (Scaptotrigona postica, Scaptotrigona xantotricha, Tetragonisca angustula,
Scaptotrigona bipunctata).
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2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

Para a realizacdo dos ensaios foram coletadas cerca de 75g de propolis de 3 pontos de
diferentes caixas do mesmo meliponario. Os instrumentos utilizados para retirada da prépolis
foram facas higienizadas com etanol 70%, apds a coleta, as amostras foram identificadas e
embaladas em poliestireno e envolvidas por papel aluminio, sendo entdo acondicionadas em
freezer -20°C até a realizacdo dos ensaios. No total foram avaliadas 7 amostras de prépolis neste
estudo: 3 foram coletadas de um meliponéario vinculado a Cooperativa de Apicultores de
Sorocaba e Regido (COAPIS), sendo elas: 1 amostra de propolis de Mandaguari amarela (S.
xantotricha) e 2 amostras de propolis de S.postica. As outras 4 amostras, foram adquiridas de
meliponicultores de Capédo Bonito, sendo 2 amostras de prdpolis de jatai (T. angustula) e 2
amostras de prépolis de tubuna (S. bipunctata) [13].

2.2. Metodologia

A caracterizacdo das amostras de propolis ocorreu de determinacdo de compostos bioativos
indicados nas Instrucdo Normativa n® 03/2001 para a caracterizacdo da propolis bruta [14]. Para
0s extratos de propolis, foram determinadas a concentracdo de compostos bioativos (fenélicos
e flavonoides), substancias sollveis em etanol, indice de oxidacdo e potencial de atividade
antimicrobiana.

2.2.1. Ensaios de composicdo bioativa e potencial de atividade bioldgica

Elaboracdo dos extratos etanolicos de propolis (EEP)

Para preparo do EEP diluiu-se 1g de propolis em 12,5 ml de etanol 70%, esses extratos foram
aquecidos a 70°C durante 30 minutos com agitacdo a cada 5 minutos. Foi realizada triplicata
dos extratos de cada amostra, ou seja, ao total foram preparados 21 extratos etandlicos de
prépolis. Por fim, as amostras foram refrigeradas por 24 horas e centrifugados as amostras a
3600 rpm/ 10 minutos [16].

Substancias soluveis em etanol
Em um pesa-filtro previamente seco, adicionou-se 3 g de extrato etandlico que foi submetido
a secagem em estufa a temperatura de 105 °C até a estabilizacdo da pesagem [15].

Compostos fenolicos totais

Nos tubos de ensaio acrescentou-se 50 pl dos extratos de propolis e adicionou-se 5 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau (10%) e 4 mL da solucéo de carbonato de sodio (7,5%) ap0s esse
procedimento, as amostras foram homogeneizadas e deixadas no escuro por 2 horas, apos esse
periodo realizou-se a leitura da absorbancia no espectrofotébmetro a 700 nm. Também foi
preparado o Branco, onde realizamos o mesmo procedimento substituindo o extrato de propolis
por &gua destilada. A curva padrdo foi preparada com acido galico (Vetec) nas seguintes
concentragdes: de 100 a 2500 mg.L-1 [16].
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Flavonoides totais
Diluiu-se 0,5 mL de extrato de prépolis em 4,5 mL de metanol P.A, homogeneizou as
amostras e pipetou-se 0,5 mL de cada solu¢do padrdo em um tubo de ensaio, adicionou-se 1,5
mL de etanol (99,5%), 0,1 mL de cloreto de aluminio (10%), 0,1 mL de acetato de potéassio (1
M) e 2,8 mL de &gua destilada e realizou-se mais uma homogeneiza¢do. Apds 30 minutos no
escuro, efetuou-se leitura da absorbancia no espectrofotobmetro a 434 nm. Também foi
preparado o Branco, onde realizamos o mesmo procedimento substituindo o extrato de propolis
por agua destilada. A curva padrao foi preparada com quercetina (Sigma Aldrich) nas seguintes
concentragdes: de 10 a 250 mg.L-1 [16]).

indice de oxidagio (indicativo do potencial antioxidante)

Dilui-se 0,5 mL de cada extrato em 4,5 mL de agua destilada, eles foram homogeneizados.
Posteriormente, acrescentou-se em outro tubo de ensaio que estava no gelo: 0,5 mL do extrato
diluido, 0,5 mL de &gua destilada, 1 mL de &cido sulfurico (20%). Ao acrescentar 50 pL de
KMnO4 (0,1 M), cronometrou-se o tempo de desaparecimento da cor vermelha [15]

Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada contra Bacillus cereus NCTC 1143 e
Listeria innocua ATCC 3090 utilizando-se 0 método de disco-difusdo, conforme descrito pelo
National Committee for Clinical Laboratory Standards [18], com o objetivo de se verificar as
espécies de bactérias patogénicas sensiveis a cada extrato etandlico de prépolis. Os ensaios
ocorreram com duplicata dos discos impregnados com 0s extratos.

Em discos de papel filtro (Whatman n° 3) estéreis, foram impregnados com 20 pL de extrato
de prépolis, sendo 1 disco pipetado com a mesma quantidade de etanol 70% para ser utilizado
como controle negativo da analise. Os discos foram colocados em placas de petri estéreis e
levados ao dessecador por cerca de 24h para a evaporacdo completa do solvente.

As bactérias patogénicas foram recuperadas em &gar de contagem padrdo (PCA-Kasvi),
incubadas a 35°C por 18 a 24h, apds, foi realizado ajuste da densidade dptica na Escala 0,5 de
Mc Farland e placas contendo 4gar PCA foram inoculadas com os micro-organismos utilizando
suabe. Apds a inoculagdo, foram acrescentados na placa os discos impregnados com cada EEP,
utilizando-se o etanol como controle negativo. As placas foram incubadas a 35°C por 20h a 24
h. Apds esse periodo, avaliou-se a formacdo de halos de inibicdo [17].

Anélise estatistica dos resultados

Os resultados das anélises utilizando EEP foram analisados no software Graphpad Prism V.
5.0, utilizando-se a Anéalise de Variancia e teste de comparacdo de médias pelo teste de Tukey
a um nivel de significancia de p<0,05.

3. Resultados e Discussao

A Fig. 1 indica a variagéo das substancias soltveis em etanol (SSE) das amostras das propolis
das espécies de abelhas sem ferrdo avaliadas neste estudo, indicando os maiores teores para as
amostras produzidas pela espécie S. bipunctata (38 a 46%). As propolis das demais espécies
avaliadas ndo apresentaram diferenca (p<0,05) com SSE < 20%.
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Fig. 1. Variacdo na concentracdo de substancias soliveis em etanol de extratos de propolis de
ASF.!
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LAnélise de variancia e teste de comparagdo de médias pelo teste de Tukey: letras diferentes
indicam que as amostras desta espécie apresentaram diferenca significativa a p<0,05

Fonte: Elaboracéo propria

O indice de oxidacdo (Fig. 2.) avalia a presenca de compostos antioxidantes das
amostras, sendo tempos de reacdo inferiores a 22 segundos, indicativos da presenca destes

compostos. Todas as amostras de prépolis avaliadas neste estudo apresentaram tempo de reacao
inferior a 4 segundos.

Fig. 2. Variagdo no indice de oxidagio das amostras de propolis de ASF.!
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indicam que as amostras desta espécie apresentaram diferenca significativa a p<0,05

Fonte: Elaboracdo prépria
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Os compostos fendlicos e flavonoides constituem os principais compostos bioativos da
prépolis em geral, os resultados apresentados na Fig. 3 indicam teores de fendlicos
significativamente menores para a propolis de T angustula, quando comparada a S. bipunctata.

Fig. 3. Variacdo nas concentrac6es de fendlicos totais nas propolis das diferentes espécies de

ASF.!
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Espécie produtora de propolis

LAndlise de variancia e teste de comparacdo de médias pelo teste de Tukey: letras diferentes
indicam que as amostras desta espécie apresentaram diferenca significativa a p<0,05

Fonte: Elaboracéo propria
Os teores de flavonoides apresentados para as amostras de S. bipunctata foram
significativamente superiores as prépolis das demais espécies de abelhas sem ferrdo,

classificados entre médio e alto teor de flavonoides.

Fig. 4. Variagdo nos teores de flavonoides totais das amostras de propolis de ASF.!
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indicam que as amostras desta espécie apresentaram diferenca significativa a p<0,05
Fonte: Elaboracgéo propria
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A tab. 1 indica atividade inibitdria das amostras de propolis de S. bibunctata contra Listeria
innocua, e uma amostra também apresentou halos de inibi¢do contra Bacillus cereus.

Tab. 1. Halos de inibicdo bacteriana promovidos pelos EEP das ASF.

Extrato etandlico de Halo de inibigdo Halo de inibicéo contra

prépolis contra Listeria Bacillus cereus (mm)
innocua Média e desvio padréo

(mm)

S. postica (P44) 0 0

S. postica (P45) 0 0

S. xanthotricha (P46) 0 0

T. angustula (P54) 0 0

T. angustula (P55) 0 0

S. bipunctata (P56)* 4,67+1,15 2+0

S. bipunctata (P57)* 6,67+1,15 0

* Médias e desvio padrao dos halos de inibicao. Halos de inibi¢do igual a “0”, indicam que o
micro-organismo n&o foi inibido pelos extratos avaliados.

Fonte: Elaboracéo propria
4. Considerac0es finais

Os resultados apresentados neste estudo indicam que a propolis de S. bipunctata demonstrou
potencial de atividade biologica superior as demais amostras de propolis de ASF avaliadas neste
estudo, com maiores teores de Substancias soliveis em etanol e dos compostos bioativos
flavonoides, e atividade antimicrobiana contra Listeria innocua e Bacillus cereus.
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