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RESUMO: Produtos obtidos a partir da meliponicultura estdo sendo utilizados
pelo homem a milhares de anos, exemplo é a geoprépolis, uma mistura de barro
com prépolis confeccionada exclusivamente por espécies de abelhas sem ferréo.
Atividade anti-inflamatoria e antioxidante foram destacadas em estudos no mel,
propolis e na geopropolis, atribuidas aos diversos compostos polifendlicos que
os compdem. Este artigo trata-se de um Trabalho de Conclusdo de Curso que
teve como objetivo analisar a acéo antibacteriana do extrato de geoproépolis da
Melipona mondury em determinadas bactérias oriundas de alimentos de origem
animal, como Staphylococcus aureus e Escherichia coli, sendo respectivamente
isoladas em leite cru e requeijao. Como resultado, podemos observar que in-vitro
com 15% de concentragédo, o extrato inibiu totalmente o desenvolvimento das
bactérias analisadas, em todas as amostras. Diante as analises fisico-quimicas
o extrato analisado ndo atende aos requisitos de extrato seco e cera, pelos
parametros do Regulamento Técnico de ldentidade de Qualidade (RTIQ) de
Prépolis, no entanto trata-se de um produto com excelente potencial como
alimento funcional ou medicinal, porém requer mais estudos. Concluindo-se que
diante dos resultados observados o extrato de geopropolis atuou como
antibacteriano nos microrganismos patogénicos analisados.

Palavras-chave: antibacteriano; geopropolis; meliponicultura; microbiologia.

ABSTRACT: Products obtained from meliponiculture are being used by man
for thousands of years, example is geopropolis, a mixture of clay with propolis
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made exclusively by stingless bee species. Anti-inflammatory and antioxidant
activity were highlighted in studies on honey, propolis and geopropolis, attributed
to the various polyphenolic compounds that compose them. This article is a
Course Conclusion Work that aimed to analyze the antibacterial action of
geopropolis extract of Melipona mondury in certain bacteria from animal foods,
such as Staphylococcus aureus and Escherichia coli, being respectively isolated
in raw milk and curd. As a result, we can observe that in vitro with 15%
concentration, the extract totally inhibited the development of the bacteria
analyzed in all samples. Given the physicochemical analyzes the analyzed
extract does not meet the requirements of dry extract and wax, by the parameters
of the Technical Regulation of Quality Identity (RTIQ) of Propolis, however treatsif
it is a product with excellent potential as a functional or medicinal food, but
requires more studies. In conclusion, given the results observed, the geopropolis
extract acted as antibacterial in the pathogenic microorganisms analyzed.

Keywords: antibacterial; geopropolis; meliponiculture; microbiology.

INTRODUCAO

A meliponicultura trata da criagdo de abelhas nativas sem ferrdo, atividade
que abrange os principios da sustentabilidade, mediante a ampliacdo da
atividade, possibilita geracdo de renda e atua para a soberania alimentar das
familias. Além disso, as abelhas podem contribuir com seu potencial polinizador,
aumentando a produtividade de inUmeros cultivos (GEMIM e SILVA, 2017).

As abelhas sem ferrdo ou meliponineos compdem o grupo mais diversificado de
abelhas sociais e estdo distribuidas em regides tropicais e subtropicais do
mundo. A utilizacdo dos diversos produtos da meliponicultura € milenar entre os
povos das Américas. De acordo com Guedes (2018), alguns estudos destacam
a atividade anti-inflamatoria e antioxidante do mel e da geoproépolis, atribuidas

aos diversos compostos polifendlicos que os compdem.

Os produtos oriundos das abelhas tém sido implantados na medicina veterinaria,
como por exemplo, seu uso como estimulador cicatrizante em casos de feridas
em equinos e caes, inibicdo do crescimento de protozoarios ciliados do rimen
de bdfalos, além da eficiéncia para proteger as células epiteliais mamarias
bovinas contra patdgenos, que atuam estimulando o processo inflamatério em
casosde mastite (SANTOS et al., 2020).
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Uma das mais importantes a¢gdes da propolis é a sua atividade antibacteriana,
onde a emergéncia de bactérias multirresistentes tém limitado a efetividade dos
antibacterianos usuais. Segundo Lima et al. (2018), dentre as bactérias com altas
taxas de resisténcia, € a Staphylococcus aureus que é a responséavel por

infecgOes potencialmente letais.

Azevedo (2019), afirma que muitos microrganismos apresentam resisténcia aos
antibioticos e que estes medicamentos possuem reagdes adversas conhecidas
na literatura, logo € perceptivel a importancia dos produtos oriundos da
meliponicultura. Alguns resultados obtidos da andlise do potencial bacteriano
referentes ao extrato alcoolico de geoproépolis de abelha Plebeia aff. Flavocincta
em relacéo aos microrganismos Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis,
em condic¢@es ideais, foram considerados eficazes demonstrando efeito inibitorio
frente as duas bactérias em estudo.

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) de Prépolis,
€ definida como o produto oriundo de substéncias resinosas, gomosas e
balsamicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas,
nas quais as abelhas acrescentam secrecfes salivares, cera e pdlen para
elaboracao final do produto (BRASIL, 2001).

A Geopropolis é semelhante a prépolis das abelhas do género Apis, uma vez
gue ambos os produtos contém resina vegetal e cera de abelha. Também
conhecidacomo batume, ela é uma mistura de barro com prépolis confeccionada
por espécies de abelhas sem ferrdo, principalmente as do género Melipona, para

vedar frestas e formar as paredes e entrada das col6nias (A.B.E.L.H.A., 2015).

A quantidade de material de solo agregado a resina € o que distingue a
geopropolis. Entretanto, alguns tipos de resinas de abelhas nativas podem ser
consideradas simplesmente como "propolis” devido a minima ou inexistente
guantidade de particulas de solo que é depositada juntamente com a resina
(ARAUJO et al., 2015).

Atividades antioxidante, antimicrobiana e a composi¢cdo quimica da geopropolis
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podem ser influenciadas pela localizacdo geografica, bioma que pertencem,
plantas visitadas, época de coleta e a variacdo sazonal como demonstra Gabriel
(2018) Ha legislacao brasileira para regulamentar a padroniza¢do de produtos
da apicultura para fins de comercializacdo, um cenario contrario existe para
produtos de abelhas sem ferrdo, que até o momento ndo € aproveitado
economicamente embora demonstra ser um recurso natural que pode no futuro

representar uma alternativa medicinal (Cunha et al., 2017)

Dado os fatos, objetivou-se analisar o extrato de geopropolis quanto a sua acéo
antibacteriana e fisico-quimica em determinadas bactérias oriundas de alimentos
de origem animal, microrganismos comumente encontrados em andlises
requisitadas pela Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) 331 de 2019 (Brasil,
2019) como Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

METODOLOGIA

As geopropolis para os preparos dos extratos foram colhidas dos enxames da
Fazenda Santa Rita, llhéus - BA (duas amostras de periodos distintos) e do
meliponario do IF Baiano campus Uruguca (uma amostra). Visando aumentar o
namero de testes e embasar um resultado seguro, foi doado a pesquisa treze
amostras de Mata de Sdo Joédo (Costa do Sauipe), Aracas e Jussari, municipios
baianos. As analises microbioldgicas foram realizadas no laboratério de
microbiologia do Centro de Tecnologia de Alimentos do IF Baiano campus
Urucuca. Os procedimentos seguiram todos os protocolos para o uso do
laboratério e os de prevencdo contra a SARS-COV-2, devido a pandemia

presente no periodo em questao.

Extrato de geoproépolis

Atendendo aos cuidados na colheita, de extrair de acordo com a espessura e
brilho da geopropolis, pois mais finas e brilhantes sdo proporcionais a menos

barro, maior quantidade de resina e estarem recém produzidas.

Todas as amostras foram armazenadas em sacos plasticos e congeladas por um
periodo minimo de 24 horas, para evitar a proliferacdo de microrganismos

degradantes do produto. Depois a geopropolis foi macerada e inserida em
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frascosde vidro ambar, evitando a interacdo com a luz, juntamente com o alcool
de cereaisa 70%, por se tratar de um produto para consumo. O frasco foi agitado
diariamente para que todos os componentes reagissem com o alcool e para que
fossem extraidos do composto. Esse processo foi repetido por um periodo médio
de 45 dias,até ser perceptivel olfativamente a perda do cheiro predominante do
alcool e o odor caracteristico da geopropolis passasse a ser notorio. A mistura
foi escoada através de filtro de papel e armazenada em garrafas esterilizadas,

semelhantes a da producao.

As formulacdes foram realizadas baseadas no peso das substancias, sendo
amostras de concentracBes variadas de geoprépolis, onde as analises
subsequentesestao congruentes a concentracao do substrato. Sendo assim para
um extrato de geopropolis a 30% € necessarios 600g de geopropolis e 1400g

de alcool de cereaisa 70%.

Mediante a uma parceria com meliponicultores do sul da Bahia foram enviadas
amostras de diferentes meliponicultores, a fim de serem realizados testes de
sensibilidade, agregando ao trabalho em ndmero de amostras de distintos
meliponérios (com disponibilidades diferentes de flora) e datas variadas de

colheita, ampliando o ambito de testes e credibilizando os resultados.

Identificacdo das bactérias

Para a obtencdo de bactérias patogénicas de origem alimentar, andlises em
alimentos de origem animal foram realizadas, visando isolar Escherichia
coli e Staphylococcus aureus (coagulase positiva), comumente solicitadas
pela RDC n° 331 de 2019 (BRASIL, 2019), que dispde sobre os padrdes
microbioldgicos de alimentos e sua aplicacdo. A metodologia utilizada seguiu
a orientagdo do “Manualde métodos de analises microbiolégicas em alimentos e
agua” (SILVA et al.,, 2017), métodos de andlises manual e tradicional com

vidrarias, em alimentos como leite, carne bovina, requeijao e ovo.

Teste de Inibicéo

Visando avaliar a geopropolis como agente inibitério do crescimento de

microrganismos patogénicos, dessa forma, as amostras foram diluidas em até
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mil vezes, para que fosse possivel a observacdo de um ndmero minimo ao
consumo do extrato de geoprépolis diluida com acdo efetiva de inibicdo de

microrganismos em reacao in-vitro.

As diluicdes foram realizadas em meio de cultura de enriquecimento, Caldo de
infuséo cérebro-coracdo (Caldo BHI), incubadas em estufa BOD no periodo de
2412 horas a 35-37°C sendo repicado para observagdo dos resultados em placas
de Agar infusdo cérebro-coracdo (Agar BHI) como indicado na imagem 01,
incubada pelo mesmo tempo e temperatura, tais meios permitem o
desenvolvimento da bactéria sem nenhum composto extra que impecam ou as

diferencie (metodologia adaptada de Silva, 2017).
Imagem 01: Processo da analise de inibicdo com o extrato de geopropolis.

Bactéria

f: —
= 24 +-2h 24 2h
— 35-37°C 35-37°C

Extrafo dg Caldo BHI Caldo BHI BHI Agar ObS. de crescimento
Geopropolis + Extrato
30%

Fonte: Acervo pessoal, 2022

Em tubos de ensaio, foram adicionados volumes variados do caldo BHI, e
completado de extrato para o volume total de 10 mL, sendo assim, com uma
amostra de concentracao de 30% de extrato de geopropolis, este foi adicionado
1mL como agente antimicrobiano em 9mL de caldo BHI, sendo a diluicdo
resultante uma concentracao de 3,3%, do mesmo modo 2 mL de extrato em 8
mL de caldo BHI parauma concentracdo de 7,5% de geopropolis, e ao final da
homogeneizagéo inoculado 1 mL da bactéria a ser testada. Observando e
analisando os resultados, as amostrascom melhores concentracdes foram feitas

em triplicatas, para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.
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Imagem 02: Diluicdo do extrato de geopropolis.

Extrato Extrato

- 3mL de
1mL de l 2mL de Extrato

Extrato de
Geopropolis
30% 9mL de 8mL de 7mL de
Caldo BHI Caldo BHI Caldo BHI
Diluicdo com 3,3% Diluigdo'com 7,5%  Diluicdo com 12,8%
de extrato de geo. de extrato de geo. de extrato de geo.

Fonte: Acervo pessoal, 2022

Visando avaliar o alcool de cereais presente no extrato, para garantir que o
agente inibitorio se trata da geoproépolis, foi inoculado ambas as bactérias em
alcool de cereais (alcool 70% diluido em Caldo BHI) de concentracbes
semelhantes as testadas com o extrato de geoprépolis como ilustrado na imagem
03.

Imagem 03: Diluicao do alcool de cereais.

Bactéria
TmL
-\ / N} \l/

' = N
Alcool de cereais - BOD A
N  24+2h @
0% 9mL de : _+ 0 \\:__/
BHI Agar 35-37°C
Caldo BHI Obs. de crescimento

Diluigdo com 7,7%
de alcool de cereais

Fonte: Acervo pessoal, 2022.

Ressalta-se que foram feitos brancos/ controles, em que os materiais
como meios e alcool utilizado nas analises, sem a inoculacdo de bactérias ou
misturas, foram incubados para verificar o0 desenvolvimento de microrganismos

caso estivessem contaminados, garantindo que fossem utilizados materiais
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limpos e estéreis a fim de nado invalidar os resultados desta pesquisa.

Andlises fisico-quimicas

Uma amostra de 24% de geopropolis foi enviada ao laboratorio “Vida natural
produtos naturais LTDA” em S&o Paulo, onde foram realizadas as analises de
extrato seco; atividade de oxidac&o, brix, acetato de chumbo, hidroxido de sédio

e cera.

RESULTADO E DISCUSSAO

Foram analisados diversos alimentos com resultado negativo, como leite
pasteurizado, carne bovina, ovos (de granja e de galinha caipira), foram isoladas
as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli de leite cru e requeijao

respectivamente.

A concentracdo minima para o inicio da sensibilizagdo das bactérias S. aureus
e E. coli foi a concentracéo de extrato de 4%, que nao inibe o crescimento total,
mas € perceptivel que ha reducéo do crescimento das colbnias, como ilustra a
imagem 04. A concentracdo de 7% resultou na inibicdo total em 15 amostras
para E.coli e 12 amostras para S. aureus, as demais houve sensibilizagdo nas
colbnias, como descrito na tabela 01.

Imagem 04: Percepcéo ocular de sensibilizacédo ou inibicdo parcial (1) e

inibicéo total (2). N

Fonte: Acervo pessoal, 2022.
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Tabela 01: Dados referente a inibicdo de Escherichia coli e Staphylococcus

aureus em amostras a uma concentracdo de 7%.

Amostra 7% E. coli S. aureus
Urucuca 01 P IT
Urucuca 02 IT IP
Urucuca 03 IT IP
Costa 04/20 IT IT
Costa 06/20 IT IT
Costa 12/20 IT IT
Costa 02/21 IT IP
Costa 03/21 IT IT
Costa 04/21 IT T
Costa 05/21 IT IT
Costa 06/21 IT IT
Costa 07/21 IT IT
Aracas | IT IT
Amostra 7% E.coli  S.aureus
Aracas J IT IP
Aracas C IT IT
Jussari IT IT

Legenda: IT= Inibicdo Total das colbnias; IP= Inibicdo Parcial das col6nias.

Fonte: Acervo pessoal, 2022

Diante das diluicdes do extrato de geoprépolis foi possivel observar diferencas
de resultados, quando se tem produtos distintos quanto a datas de colheita e
locais, comprovado de maneira in-vitro que todas as amostras de extrato al15%
de concentracdo inibiram totalmente o desenvolvimento das bactérias

patogénicas analisadas.

Diante dos resultados em alcool de cereais diluido a 7% de concentragdo em

caldo BHI, as bactérias S. aureus e E. coli ndo demonstraram a mesma
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sensibilidade microbiolégica, como observou-se com o extrato como observado
na tabela 01, em mesma concentracdo, deste modo afirmando a acé&o

antibacteriana provém do extrato e ndo do alcool.

Quanto as andlises fisico-quimicas existe um contraponto em virtude da
auséncia de uma regulamentacdo especifica aos produtos oriundos da
meliponicultura, por isso, foi utilizado como parametro a Instrugdo Normativa
DAS n° 03 de 19/01/2001 para Regulamento de identidade e qualidade de extrato
de propolis, por se tratar do regimento mais proximo ao produto em estud. A IN
determina uma porcentagem minima de 11% de extrato seco, parametro base

para comercializa¢do do produto.
Tabela 02: Resultados das andlises fisico quimicas.

Andlises realizadas Resultados Parametro de Aprovacao
Extrato Seco 0,85% Minimo 11%
Atividade de Oxidacgéo 3 seg Max. 22 seg
Brix 19% XX
Acetato de Chumbo Positivo Positivo
Hidroxido de Sédio Positivo Positivo
Cera 5,65% Maximo 1%(m/m)

Fonte: Acervo Pessoal, 2022
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De acordo com os parametros utilizados (Tabela 02), o extrato analisado nao
atende aos requisitos de extrato seco e cera para propolis, trata-se de um
produto com excelente potencial, no entanto sem padrdo especificado por
legislacdo prépria a geoproépolis, implicando em questionamentos sobre a
reavaliagdo da utilizacdo dessas normativas, visto que os fatores microbioldgicos
foram atendidos, possibilitando que sejam analisados outros compostos que sao
presentes na geopropolis e que ndo sdo obrigatorios nas analises da propolis,
além de dados que possam ser utilizados para a criacdo de outra instrugédo

normativa ou revisdo da que esta em vigéncia das Apis mellifera.

A geoproépolis € um novo produto a ser explorado, produzido pelas abelhas sem
ferrdo, principalmente as Meliponas, produto este que ndo possui legislacao
especifica. Este fato torna esse trabalho relevante, ao realizar o levantamento
de dados cientificos, sugerindo a abrangéncia de pesquisas no ramo, a fim de
fundamentar o conhecimento popular acerca de um produto natural com

potencial medicinal.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados observados o extrato de geoprdpolis atuou como
antibacteriano nos microrganismos patogénicos analisados (E. coli e S. aureus)
com concentracdes de 4%, 7% e 15%, com reacdes distintas, sendo a ultima

responsavel pela inibicao total das duas bactérias e em todas as amostras.

Por ndo haver legislacdo especifica para geopréopolis de Meliponas, o0s
resultados fisico-quimicos foram comparados aos parametros existentes,
conformea IN da propolis de A. mellifera, por isso destaca-se a necessidade de
mais pesquisas, assim como regimentos para o produtos de origem da
meliponicultura. Assim como estudos especificos para avaliar o potencial desses
produtos para aplicacdo em diversas areas, como alimenticia e farmacéutica.
Existem centenas de espécies de abelhas sem ferrdo, as quais precisam ser

estudadas, assim comoseus produtos.
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