UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MAURA LINS DOS SANTOS

Mandagaia quadrifasciata & Tetragonisca angustula: CARACTERIZACAO QUIMICA E
AVALIACAO BIOLOGICA DO OLEO VOLATIL DA GEOPROPOLIS E PROPOLIS

MATINHOS
2023



MAURA LINS DOS SANTOS

Mandacaia quadrifasciata & Tetragonisca angustula: CARACTERIZACAO QUIMICA E
AVALIACAO BIOLOGICA DO OLEO VOLATIL DA GEOPROPOLIS E PROPOLIS

Dissertagdo apresentada ao Progama de Pos
Graduagdo em Desenvolvimento  Territorial
Sustentavel da Universidade Federal do Parana -
Setor Litoral como requisito parcial para obtengao
do grau de Mestre em Desenvolvimento Territorial
Sustentavel.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Everson da Silva

MATINHOS
2023



Dados Internacionais de Catalogagéo na Fonte
Biblioteca Universidade Federal do Parana - Setor Litoral

5237 Santos, Maura Lins dos
Mandagaia quadrifasciata & Tefragonisca angustula: caracterizagdo quimica e
avaliagéo bioldgica do dleo volatil da geopropolis e propolis / Maura Lins dos Santos;
orientador Luiz Everson da Silva. — 2023.
109 f.

Dissertacéo (Mestrado) - Universidade Federal do Parané - Setor Litoral,
Matinhos/PR, 2023.
1. Abelhas. 2. Propol. 3. Geoprépolis. I. Dissertagéo (Mestrado) — Programa de

Mestrado em Desenvolvimento Territorial Sustentavel. II. Titulo.

CDD -595.79

Marcos Vinicius Fidencio CRB-9/1811




UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MINISTERIO DA EDUCAGAO

SETOR LITORAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAQ
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO DESENVOLVIMENTO
TERRITORIAL SUSTENTAVEL - 40001016081P3

TERMO DE APROVACAO

Os membros da Banca Examinadora designada pele Colegiado do Programa de Pos-Graduagio DESENVOLVIMENTO
TERRITORIAL SUSTENTAVEL da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigéo da dissertagdo de
Mestrado de MAURA LINS DOS SANTOS intitulada- Mandacaia quadrifasciata & Tetragonisca angustula: CARACTERIZACAO
QUIMICA E AVALIAGAO BIOLOGICA DO OLEQ VOLATIL DA GEOPROPOLIS E PROPOLIS, sob orientagdo do Prof. Dr_ LUIZ
EVERSON DA SILVA, que apas terem inquirido a aluna e realizada a avaliacao do trabalho, séo de parecer pela sua APROVA(:AO

no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestra esta sujeita @ homologagéo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagtes e correcdes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pos-Graduagéo.

MATINHOS, 27 de Setembro de 2023

Assinatura Eletronica
31/10/2023 17:50:08.0
LUIZ EVERSON DA SILVA

Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletronica

01/11/2023 10:44:54.0
GILSON WALMOR DAHMER
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAMNA)

Assinatura Eletrénica

04/11/2023 20:00:12.0
PAULO HENRIQUE CARNEIRO MARQUES
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

RUA JAGUARIAIVA, 512 - MATINHOS - Parana - Brasil
CEP 83260-000 - Tel: (41) 3511-8371 - E-mail: ppgdts@ufpr br
Documento assinado elefronicamente de acordo com o disposto na legislagéo federal Decreto 8539 de 08 de outubro de 2015.
Gerado e autenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificacéo unica: 325162
Para autenticar este documento/assinatura, acesse https://siga.ufpr.br/siga/visitante/autenticacacassinaturas.jsp
e insira o codigo 326162




AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu Deus criador, por sempre me sustentar dando-me forgas pra continuar,
em meio aos desafios me fortalece ¢ me abencoa.

Ao Bioquimico Renato Rau por me oportunizar o conhecimento do mundo das Abelhas
Nativas.

Agradeco ao meu orientador Dr. Luiz Everson, pelo amparo na pesquisa e incentivo de
continuidade da pesquisa em torno das abelhas nativas, igualmente pela provisao de recursos que
me possibilitaram realizar esta pesquisa.

Aos meliponicultores participantes da pesquisa, pela confianga me assegurando livre
acesso aos seus meliponarios, pela troca de conhecimentos incriveis.

Ao Eng. Agronomo Carlos Faias pelo acompanhamento € suporte nesta pesquisa, pelo
apoio no desenvolvimento de metodologia de extragdao de 6leo volatil da geoprdpolis e propolis
das abelhas nativas.

Ao Prof. Dr Luciano Huergo pelo suporte e ensinamentos em microbiologia, bem como
Analises Biologicas.

A Gestora Ambiental Maria Vanaina Gongalves, pelo aprendizado e suporte nas Analises
Biologicas.

A Doutoranda Jhenifer Aratjo, pela contribui¢io e ensinamentos nas andlises de
cromatografia.

Aos técnicos do laboratorio do setor da UFPR do Setor Litoral, pelo apoio e suporte de
uso dos materiais e equipamentos.

Agradeco ao Dr. Ricardo Rebelo da Furb e a Doutoranda Sara Castro, pelas contibui¢des
e aprendizado nas nas analises de cromatografia.

A Dr*. Beatriz Maia, pelo contribuicdes nas técnicas de andlises de cromatografia das
amostras.

A Prof* e Dr* Izabel Vidotti e Doutoranda Renata Sanches, igualmente pelo suporte
técnico nas analises de cromatografia das amostras.

Ao minha 2° mae Maria C. R. Lopes e seu filho Randerson J. Lopes, pelo amparo de
permanéncia nesta pesquisa.

A Sueli de Paula, pelos conselhos e reflexdes que me acalmaram e me incentivaram a

continuar.



RESUMO

A meliponicultura ¢ a criagdo racional das abelhas nativas. Esta atividade propicia a conservagao
das espécies, a manutengdo da biodiversidade nos ecossistemas naturais e contribui igualmente
para o aumento da produtividade de culturas. As abelhas nativas atuam ndo s6 como polinizadoras,
mas também fornecem produtos com propriedades medicinais como: a cera, o mel e a propolis.
Dentre esses produtos se destaca a propolis utilizada para a protecdo e defesa da colméia sdo
produzidas pelas abelhas através da resina das arvores e enzimas salivais das abelhas. O presente
trabalho objetivou-se em fortalecer a etnoprospeccao, identificar as propriedades e principios
ativos deste recurso bioldgico, bem como a construcdo participativa do desenvolvimento
sustentavel através do comércio da propolis, buscando a conservacdo da biodiversidade regional
e igualmente fortalecer a socioecondmia das comunidades localizadas no Litoral Paranaense. Este
objetivo se desdobrou em investigar o potencial bioldgico e composi¢do quimica do 6leo essencial
da propolis das espécies nativas: Mandacaia quadrifasciata e Tetragonisca angustula. Este estudo
compreendeu os municipios de Guaratuba, Morretes e Paranagua, localizados no Litoral
Paranaense e onde foram coletadas amostras da geopropolis e propolis com proposito de fazer a
extragao do 6leo volatil. Desenvolveu-se uma metodologia para extracao dos dleos volateis das
amostras, bem como aplicagao de técnica desenvolvida para maior rendimento. Além disso, foram
realizados ensaios antibacterianos frente as cepas bacterianas Escherichia coli NCM 3722 ¢
Staphylococcus aureus ATCC 25923 no periodo Outono/Inverno e Verdo, grande parte dos
resultados foram satisfatorio, apresentando um halo de inibicdo entre 7mm e 1lmm que
confirmaram o potencial antimicrobiano. Realizou-se a analise quimica por cromatografia gasosa
e espectrometria de massas afim de determinar a composi¢cao quimica. Os resultados indicaram a
presenca dos compostos majoritarios: f-bisaboleno como principal constituinte, seguido de (£),
cariofileno, ar-curcumeno, a-copaeno e a-pineno. A atividade moduladora da combinacao do
Propolis (PMq) e do o6leo essencial (EOPMq) de abelha nativa da espécie Mandagaia
quadrifasciata com gentamicina, neomicina € canamicina contra cepas bacterianas gram-positivas
e gram-negativas revelaram o potencial tanto do 6leo como do extrato da propolis como
potencializadores de atividade antibidtica. A presente pesquisa revelou o potencial dos
subprodutos das espécies das abelhas estudadas, e contribuiu para fortalecer estudos de
etnoprospeccao no intuito de identificar propriedades e principios ativos de recursos biologicos
através do conhecimento tradicional, gerando conhecimento cientifico e contribuindo para a
conservacgdo da diversidade bioldgica local.

Palavras Chaves: Abelhas Nativas; Analise Quimica; Litoral do Parand; Prépolis.



ABSTRACT

Meliponiculture is the rational breeding of native bees. This activity promotes the conservation of
species, the maintenance of biodiversity in natural ecosystems and also contributes to increasing
crop productivity. Native bees not only act as pollinators, but also provide products with medicinal
properties, such as wax, honey and propolis. Among these products is propolis, which is used to
protect and defend the hive. It is produced by bees from tree resin and bee salivary enzymes. The
aim of this work was to strengthen ethnoprospecting, identify the properties and active principles
of this biological resource, as well as the participatory construction of sustainable development
through the propolis trade, seeking to conserve regional biodiversity and also strengthen the socio-
economy of communities located on the coast of Parand. This objective involved investigating the
biological potential and chemical composition of the essential oil of propolis from the native
species: Mandagaia quadrifasciata and Tetragonisca angustula. This study covered the
municipalities of Guaratuba, Morretes and Paranagua, located on the coast of Parana, where
samples of geopropolis and propolis were collected for extraction of the volatile oil. A
methodology was developed for extracting the volatile oils from the samples, as well as the
application of the technique developed for greater yield. In addition, antibacterial tests were
carried out against the bacterial strains Escherichia coli NCM 3722 and Staphylococcus aureus
ATCC 25923 in the fall/winter and summer periods, most of the results were satisfactory,
presenting an inhibition halo between 7mm and 11mm that confirmed the antimicrobial potential.
This study carried out chemical analysis by gas chromatography and mass spectrometry. The
results of the chemical evaluation were promising,resulting in the marjority compounds -
Bisabolene as the main constituent, followed by (E)-Caryophyllene, ar-Curcumene, a-Copaene
and a-Pinene.The modulating activity of the combination of propolis (PMq) and essential oil
(EOPMq) from the native bee species Mandac¢aia quadrifasciata with gentamicin, neomycin and
kanamycin against gram-positive and gram-negative bacterial strains revealed the potential of both
the oil and the propolis extract as antibiotic activity enhancers. The results of the analysis of
antimicrobial activity,yield of volatile oil from geopropolis and propolis and chemical
composition, aims to highlight the potential of the by-products of the bee species studied, in order
to strengthen ethnoprospecting studies so that it is increasingly possible to identify the properties
and active principles of biological resources through traditional knowledge, generating scientific
knowledge and contributing to the conservation of local biological diversity.

Keywords: Native Bees; Chemical Analysis; Parana Coast; Propolis.
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1 LITORAL PARANAENSE

O Litoral Brasileiro tem em seu territorio areas cobertas pela Floresta Atlantica. Esse
bioma ¢ composto por um conjunto de florestas e ecossistemas cujos processos ecologicos se
interligam e correspondem a 15% do territério brasileiro. Segundo Mascarenhas (2013),0
estado do Parand possui a maior area contigua de Mata Atlantica remanescente do pais e ¢ um
dos biomas mais ameagados do mundo, a regido abrange o litoral norte do estado e inclui um
grande nimero de areas protegidas em diferentes categorias, sendo a Area Ecologica de
Guaraquecaba a maior e incluindo também outras areas protegidas. O autor ainda relata a
sobreposi¢ao de areas protegidas esta prevista no Sistema Nacional de Unidades de
Conservacao (SNUC), que tem por finalidade regular e estabelecer areas protegidas no Brasil
e formar uma rede de unidades comunicantes e interagentes .Por sua vez, o litoral Paranaense
igualmente detém uma unidade de conservagdo de protegao integral localizada nos municipios
de Matinhos, Guaratuba, Morretes e Paranagua, sendo administrada pelo ICMBio (Instituto Chico
Mendes de Conservagao da Biodiversidade).

A unidade de conservagdo de protecdo integral (PI) tem como categorias: Estacdo
Ecolégica; Reserva Bioldgica; Reserva Extrativista; Reserva de Fauna; Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel entre outras. Reforca-se que as Unidades de Uso Sustentavel
visam ‘“compatibilizar a conservagdo da natureza com o uso sustentdvel de parcela dos seus
recursos naturais” (art. 7°, §2°). Por uso sustentavel entende-se a “exploracdo do ambiente de
maneira a garantir a perenidade dos recursos ambientais renovaveis e dos processos ecologicos,
mantendo a biodiversidade e os demais atributos ecologicos, de forma socialmente justa e
economicamente viavel” art. 2°, inciso XI (MEDEIROS,2004).

Segundo Denardin e Alves (2019), o litoral do Parand se localiza em uma éarea de 6.058
km?, e possui 7 municipios, sendo coberta pelo bioma mata atlantica. Possui um grande valor
ecologico, com riqueza de biodiversidade e com a paisagem bem conservados.

Estas paisagens representam os Ultimos remanescentes continuos de floresta atlantica
costeira do Brasil e ainda se encontram relativamente bem conservados, gracas as caracteristicas
geomorfologicas regionais, aos processos historicos de ocupacdo do litoral e & presenca de
unidades de conservacao.

Para Ab’Sdber (2003), em sua obra “Potencialidades Paisagisticas
Brasileiras”, o conceito de paisagem ¢ definido como o conjunto de elementos naturais ou
artificiais de herancas que tem agdes antigas e recentes e constituem um patriménio coletivo que
as sociedades se apropriaram territorialmente, a qual denominamos como uma heranga nacional

e somos responsaveis pela utilizagdo nao predatoria desses espagos de origem natural.
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Nesse sentido, o conceito sistémico que traz a preocupagdo com a natureza, e dessa
forma atender essas necessidades onde os recursos ndo se esgotam no futuro, € o
desenvolvimento sustentavel. Esse conceito foi usado pela primeira vez em1987, no relatorio
Brundtland, um relatério elaborado pela Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e

Desenvolvimento, criada em 1983 pela Assembléia das Nagdes Unidas.

A pratica da meliponicultura se insere neste conceito, pois encontra-se associada aos
recursos naturais, onde a biodiversidade e o clima favorecem a conservagdo e a expansao das
espécies. Esta atividade contribui para a manutengdo da mata nativa e construcdo da
sustentabilidade dos moradores da regido. A economia da regido do litoral Paranaense ¢
composta pelo turismo, gastronomia, atividade de pesca, servigos imobiliarios, atividades
agricolas e portuarias. Contudo, a taxa de desemprego ¢ alta e com o aumento da populacao no
litoral do Parana, aumenta também o percentual de trabalhadores ligados ao trabalho informal

por falta da oportunidade de trabalho formal (ALVES; FELISBINO; SULZBACH, 2011).

Ressalta-se, como destaca Sampaio (2011 apud Denardin 2021, p.21), que a
vulnerabilidade socioeconOmica esta relacionada as auséncias de politicas publicas,
enfraquecendo as caracteristicas de identidade territorial. Desse modo, compromete a
construgdo de propostas de desenvolvimento territorial sustentavel, o que leva ao desequilibrio

dos ecossistemas e a fragilidade territorial.

Contudo, sabe-se que as abelhas nativas desempenham um papel essencial na
seguranga territorial, fazendo parte de 66% das espécies responsaveis pela polinizacdo na
agricultura, promovendo a melhora na qualidade dos frutos, evitando as perdas na colheita e
aumentando a produgdo, bem como agregando maior valor nestes produtos (SARAIVA;

FONSECA;CASTRO, 2019).

Dessa forma, a polinizagdo nos fornece ndo somente a seguranca alimentar, mas
também a seguranca hidrica, visto que auxilia na manuten¢do das florestas, ou seja, sem a
cobertura vegetal as nascentes secam. Além disso, o servico de polinizagdo através das abelhas
nativas, mostram-se como uma ferramenta muito importante para o processo de transi¢ao
agroecologica, pois para a criacdo e conservacdo das abelhas ¢ primordial excluir o uso de
agrotdxicos nos cultivos, os quais sdo uma das principais causas de extingdo das espécie de

abelhas nativas e de outras espécies de polinizadores.

Dentre os produtos das abelhas nativas, o mais notavel ¢ a propolis devida as suas
propriedades farmacologicas, que pode ter alto potencial para bioprospecgdo. Entretanto,
constatou-se que grande parte dos estudos realizados nessa 4rea direciona-se para a andlise de

mel e ndo da propolis das abelhas nativas. Por essa razdo o intuito do projeto ¢ mostrar a
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importancia da propolis fabricada pelas abelhas nativas, divulgar seus usos e o potencial do 6leo

essencial, pois o que se sabe sobre a propolis é que ela possui propriedades anti-infecciosas,
antimicrobianas, antifingica, antiparasitaria, antiviral, anticancerigena e provavelmente imune

estimulante, entre outras.

Em sintese, a criagdo racional das abelhas nativas ¢ considerada uma estratégia de
fortalecimento ambiental que proporciona o desenvolvimento territorial sustentavel com grande

capacidade de transformacao social.

2. PROPOLIS - ASPECTOS GERAIS

A propolis € produzida a partir da coleta de secreg¢des de arvores, folhas e flores. Trata-
se de um material resinoso colhido pelas abelhas meliferas de diferentes plantas. Conhecida por
suas propriedades bioldgicas, a propolis contém 30% de resina, 5% de polen e 10% de 6leo
essencial. Esta resina ¢ utilizada pelas abelhas na prote¢ao da colméia contra a proliferagao de
microrganismos (GHEDIRA; GOETZ; LE JEUNE, 2009).

Um dos desafios envolvendo a prépolis das abelhas nativas ¢ a comercializagao, pois
a legislagdo existente menciona apenas a propolis de Apis melifera. O regulamento de
Identidade e Qualidade de Extrato de Propolis do Ministério da Agricultura e do Abastecimento
da Instrucao Normativa n°.3, estabelece como requisitos de qualidade para os extratos de
propolis, teor um minimo de flavondides de 0,25% (m/m) e de fenodis.

Contudo, estudos anteriores indicaram que a maioria das amostras de propolis das
abelhas (Apidae: meliponini) apresentaram teores de flavondides e de fenois totais acima do
minimo exigido pela legislagdo brasileira. Isto indica a necessidade de ajuste na legislacdo atual
para o estabelecimento da identidade e qualidade de propolis de abelhas nativas.

Por outro lado, a composicdo quimica da propolis € bastante complexa. Estudos
anteriores, indicaram a presenga de mais de 300 componentes, cuja expressao ¢dependente da
sazonalidade da flora local. Tal fator representa um desafio para a padronizacdo de seu extrato

(MARCUCKCI, 1995; DE CASTRO, 2001).
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Estudos recentes, demonstraram a eficacia bioldgica da propolis da espécie
Tetragonisca angustula, frente a bactérias Gram-positivas e Gram negativas (BARREIRAS et
al, 2020). Nessa perspectiva, ¢ necessario que mais pesquisas em torno da prépolis das abelhas
nativas sejam desenvolvidos afim de contribuir para o desenvolvimento local sustentavel com
fundamento nas espécies do género Meliponini.

Nesse contexto, a pesquisa se propde a investigar a composi¢do quimica e o potencial
biologico do o6leo essencial da propolis das abelhas nativas Mandagaia (Mandagaia
quadrifasciata) e Jatai (Tetragonisca angustula). Busca-se a construgdo participativa, para a
conservacao ambiental alinhado ao fortalecimento econdmico das comunidades localizadas no

Litoral Paranaense através do comércio da propolis.

2.1 PERGUNTA DE PESQUISA

O presente projeto busca investigar a seguinte questao: Qual a composi¢ao quimica do
6leo volatil da propolis, das espécies Mandagaia quadrifasciata e Tetragonisca angustula, bem

como qual sua eficacia bioldgica frente cepas bacterianas?

2.1.1 HIPOTESE

Os meliponicultores locais detém pouco conhecimento acerca das a¢des benéficas da
propolis das espécies nativas na saide humana, motivo pelo qual poucos possuem o habito de

utilizar a propolis dessas espécies como medicina popular.

2.1.2 QUESTOES DE PESQUISA

A presente pesquisa busca esclarecer os seguintes elementos:

-A contribuicdo bioldgica do 6leo essencial da propolis;
-Os constituintes quimicos do 6leo essencial da propolis;
-Beneficios do uso da propolis como medicina popular;

-Potencial do subproduto para contribuir no desenvolvimento local e da regido;



2.1.3 Matriz Tedrico-Metodologica

QUADRO 1- REVISAO DOS CONCEITOS DA PESQUISA
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CONCEITO CONTEXTO PRINCIPAIS AUTORES
1.Metabolitos secundarios GHISALBERTI, E.L. (1979).
- . GHEDIRA;GOETZ et al (2009).
T 2.Composigao Quimica
Propolis
3.Padronizagao MARCUCCI,(1995):DE
CASTRO, (2001).
Desenvolvimento 1.Construgdo do territorio DENARDIN ( 2019).
AB’SABER (2003).
Local
Ecodesenvolvimento | 1.Conceito SACHS;I (1986).
2.Recursos Ambientais
1.Interacdo abelha-planta MEIRELLES FILHO, 2017.
Abelhas Nativas | 2.Dominios NOGUEIRA NETO (1953)
PALUMBO( 2015)

VILLAS-BOAS (2012).

2.Caracteristicas

Recursos Genéticos 1 .Estrateglfl de | SILVA; et al (2020).
Conservagao
Bioprospecg¢do | 1.Conceito DONATO et al (2020).

Oleos Essenciais

1.Conceito e natureza

2.Aplicacao

SILVA; et al (2019).

Fonte: Autora.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GERAL

Fortalecer a socioeconomia do Litoral Paranaense através da atividade de Meliponicultura e
comercializagdo dos subprodutos das abelhas nativas, bem como, contribuir para a conservacao
da biodiversidade. Para tanto, buscou-se investigar, o potencial biol6gico e quimico do 6leo volatil

da propolis das abelhas nativas.

2.2.2 Objetivos Especificos

-Avaliar a composicao quimica dos Oleos volateis de propolis dos géneros Melipona e
Tetragonisca: Mandacgaia (Mandagaia quadrifasciata) e a Jatai (Tetragonisca angustula) no litoral
Paranaense;

-Avaliar a atividade antimicrobiana do oOleo volatil de propolis frente a cepas resistentes de
microrganismos patogénicos;

-Avaliar a policromia dos extratos de geopropolis e propolis, para verificagdao da seletividade das
abelhas nativas na escolha da coleta de resina das plantas;

-Analisar a os aspectos fisicos da geopropolis e propolis coletados nos diferentes ambientes , rural
e urbano;

-Avaliar a atividade moduladora de potencialidade dos extratos e 6leos essenciais de geopropolis
e propolis adicionanados aos antibidticos, canamicina,gentamicina € neomicina contra as cepas

Staphylococcus aureus (ATCC25923 e Escherichia colli (ATCC25922).
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3 ASPECTOS DO CRESCIMENTO ECONOMICO E DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL

No atual modelo desenvolvimentista, reconhecer que estamos no tempo geoldgico
Antropoceno, ¢ admitir que esse modelo ¢ deficiente e que nos perdemos no caminho, que nosso
planeta estd doente assim como seus habitantes. Como atores sociais precisamos nos tornar
visiveis pra tentar mitigar ou até mesmo reverter os danos causados a nossa casa (Terra). Trata-
se de uma corrida contra o tempo, tempo esse que esta em aceleragao e caminhando para o
esgotamento dos recursos naturais.

Autores como Amartya Sen, Celso Furtado, Sachs e Satrustegui, fazem criticas ao
crescimento econdmico, gerador de problemas socioambientais. Amartya Sem discorre sobre
as dimensdes essenciais existentes, que nao sao enxergadas como deveriam na perspectiva das
liberdades substantivas. Celso Furtado, por sua vez, afirma que a ideia de desenvolvimento ¢
um mito, ja que desvia a atencao das necessidades basicas na dimensdo social e concentra em
objetivos abstratos como as exportagdes e os investimentos, ou seja, o crescimento econdomico.
Sachs, menciona que “o crescimento econdmico ¢ miope”, pois, ndo enxerga as dimensdes
sociais. Entre essas dimensdes estdo as liberdades substantivas. Do mesmo modo Satrustegui
descreve a consequéncia do crescimento econdmico como mau-desenvolvimento gerando
desigualdades, perda de direitos humanos e crise ambiental. Assim temos um desenvolvimento
deficiente como descreve o autor Amartya Sen. Como afirma o referido autor “o
desenvolvimento tem de estar relacionado sobre tudo com a melhora devida que levamos e
das liberdades que desfrutamos” (SEN,1999, p.29).

Isso quer dizer que as privagdes das liberdades substantivas impedem o acesso as
oportunidades. A liberdade ¢ um dos sistemas avaliatorios de fracasso ou eficacia social, as
pessoas tendo oportunidades, podem influenciar o mundo nas questdes centrais para o

desenvolvimento (SEN,1999).
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Guimaraes refor¢a que, em meados de 1970, foi o periodo historico mundial,
quando o movimento ambientalista comeca a ganhar notoriedade através da
conferéncia da ONU sobre o ambiente humano. Pode-se dizer que esse assunto em
pauta desencadeou mais tarde outros assuntos como Desenvolvimento Sustentavel e a
Educagdo Ambiental que trazem a preocupacdo com o meio ambiente. Estes, propde-se
alternativas de mitigacdo e conservacao da vida, pois € notorio o esgotamento dos
recursos naturais, oriundos das a¢des antropicas (GUIMARAES, 2013,p.12).

Nessa perspectiva, ¢ de suma importancia a busca por estratégias de conservacao
dos diferentes biomas. Uma questdo basica sdo ac¢des que aliem conservacao da
biodiversidade e inclusdo social. Isto ¢, propiciar o uso sustentavel da dos recursos
naturais, através da integracdo de servicos dos ecossistemas e bioprospeccdo com
restauracdo. Desenvolver esses aspectos, que relevam a vez de compromissos
internacionais e das agdes especificas a serem executadas no escopo do desenvolvimento
sustentavel, necessita a formulacdo de politicas inquisitorias e parcerias

interinstitucionais voltadas a pesquisa interdisciplinar sobre o tema.

3.1 BIOPROSPECCAO E ECODESENVOLVIMENTO

O Brasil ¢ o pais que detém a maior biodiversidade de flora e fauna e,
historicamente as plantas medicinais sempre fizeram parte das praticas de manejo das
populagdes indigenas no Brasil. Sabe-se que antes de Colombo os saberes dos povos
indigenas sobre espécies de plantas ja auxiliavam no tratamento e na cura de doengas.
No entanto, a forma como os indigenas manejavam as plantas para cura de doencas

despertou interesses dos colonos nesta farmacia viva e seus efeitos medicinais.

Para os colonos, conhecer a nova terra significava aprender a dominar a
natureza a partir do conhecimento dos nativos, incluindo aspectos relacionados
aos tipos e usos de plantas curativas (DONATO et. al, 2020,p.26).

“A ferro e fogo: a historia e a devastacdo da Mata Atlantica brasileira”, ¢ o
titulo da obra do historiador estadunidense Warren Dean. Considerado o pioneiro da
historia ambiental, o autor narra a destruicdo da mata atlantica que se intensificou com

a chegada dos portugueses na costa brasileira no ano de 1500. O resultado da cobiga,
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ignorancia e a descoberta da arvore vermelha Ibirapitanga (pau-brasil), a qual os
indigenas utilizavam na coloracdo de suas roupas, principiaram a destruicdo das
florestas e seus recursos, que somente no primeiro século, provocaram a devastacaode

seis mil quilometros quadrados da Mata Atlantica.

[...] qualquer um que viaja pela fronteira brasileira avista uma cenade puro
horror: assalto genocida sobre povos tribais, devastacdo pelo fogo e pela
motosserra de florestas climaticas insubstituiveis e de possessdo e massacre
de agricultores pioneiros. Tudo isso numa escala inimaginavel, sendo ao
mesmo tempo algo futil e barbaro, pois produz apenas um lucro evanescente,
além de terrasnuas e degradadas [wasteland] como legado (DEAN, 1984, p.
1193).

Segundo Dean (1996), os europeus se apropriaram do conhecimento que os
povos indigenas tinham sobre as florestas. Neste sentido, a extragdo e a
comercializagdo do pau-brasil s6 foram possiveis pelo compartilhamento desses
saberes.

Porto Gongalves traz o conceito de etno-biopirataria (trafico dos saberes
étnicos sobre plantas e animais). A vista disso, ndo s6 o conhecimento sobre o produto
foi contrabandeado, como também o proprio produto. O autor ainda argumenta que os

povos inventaram sua relacdo com a natureza a partir do organismoe ndo com o gene.

O gene so6 ¢ observavel através de instrumentos laboratoriais ¢ ndo a olho nu,
como até aqui estavamos acostumados todos.Nao ¢ qualquer um que vé o gene
ou tem condigdes materiaispara vé-lo. Assim, ha um deslocamento do locus de
producdo do conhecimento do “espaco banal” da vida onde todos podemver
para os laboratorios, novos centros industriais capturados pelo capital, suas
novas fabricas. (PORTO GONCALVES, 2012, p.23).

No Brasil, os saberes sobre plantas foram replicados e atualmente fracionados
por diferentes populagdes: indigenas, pantaneiros, raizeiros, quilombolas, pescadores,
bem como agricultores familiares. Essa relagdo com a natureza e manuseio das plantas
como recurso ¢ estudada pela etnobotanica. O termo foi criadopela primeira vez em
1895 pelo botanico e americano John William Harshberger (DONATO et al., 2020). No
mesmo ambito, a etnofarmacologia estuda as propriedades  medicinais de plantas

naturais a partir desse manuseio e saber popular (DONATO et al., 2020).

Geralmente as populagdes que mais fazem o uso de plantas medicinais estdo
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localizadas em cidades do interior onde ndo se perdeu a tradicdo cultural e
conhecimentos transmitidos entre as geragoes.

A Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) em 1978 reconheceu o uso de plantas
medicinais com finalidades curativas, profilatica e paleativa. O SUS, igualmente,
valoriza a pratica dos tratamentos fitoterapicos em concordancia com a OMS. Em 2006
o Ministério da Satde criou as politicas de praticas integrativas, incentivando o acesso
dos usudrios do SUS a essas plantas medicinais priorizando a biodiversidade brasileira.

A palavra bioprospec¢do do grego Bio ¢ um termo grego que significa vida.
J& a palavra de jun¢do prospec¢do, tem origem no latim, pode ser entendido como um
conjunto de técnicas de localizacdo, pesquisa ¢ desenvolvimento. Este termo foi
definido em 1993 entendido como “a exploragdo da biodiversidade para a descoberta
de recursos genéticos e substancias bioquimicas comercialmente uteis” Pinto et al
(appud LAIRD, 2002). Segundo Belli e colaboradores (2009), a biodiversidade possui
valor econdmico, a exemplo a bioprospec¢do, que investiga esse recurso e potencial
econodmico para se desenvolver produtos oriundos da natureza.

A bioprospeccdo ¢ entendida como investigacdo e exploracdo da
biodiversidade para descoberta de recursos genéticos. O papel da bioprospecgao ¢ de
extrema importancia, pois possibilita a prospeccdo de novos farmacos de origem de
produtos naturais (DONATO et. al, 2020, p. 202-212).

Nessa perspectiva tedrica, molda-se as caracteristicas inerentes do
ecodesenvolvimento. Sachs considera valorizar os recursos especificos naturais,
cultural, de paisagens e saberes de cada microrregido, para que seja uma construgadodos
atores locais, constituindo assim o ecodesenvolvimento nos diferentes territorios. Para
Sachs (1986), o ecodesenvolvimento ¢ uma dimensdo do desenvolvimento cujo
objetivo sdo éticos e sociais que leva em consideragdo as condicionalidades ambientais
ecologicas, e que pra existir tem que haver viabilidade economica (SACHS, 1986,
p.25).

Para o nosso estudo, podemos inferir que a intera¢do das abelhas nativas com
as plantas, contribui para a preservacdo dos servigos ecossistémicos e associam-se de
forma benéfica ao ecodesenvolvimento, visto que possuem vdarias atribuicdes

relacionadas ao meio ambiente.

Segundo Sachs (1986), a biodiversidade nos tropicos possui vantagem

comparativa natural para o ecodesenvolvimento devido a sua megadiversidade. A
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vantagem deve ser potencializada de duas maneiras: pesquisa de identificagdo do
potencial da biodiversidade e organizagdo social includente para juntos superar a

desigualdade sociais do nosso pais (SACHS, 1986, p.52).

4 CARACTERISTICAS E POTENCIALIDADES DAS ESPECIES
MANDACAIA E JATAIL

A escolha das espécies ¢ fundamental, visto que, cada uma possui especificidades
diferentes, tanto para a producdo de mel como para producdo da propolis. Algumas
espécies produzem mais mel outras mais propolis. Neste sentido, ressalta-se que as
espécies escolhidas Mandacaia (Mandagaia quadrifasciata) e Jatai (Tetragonisca
angustula) produzem a quantidade de propolis satisfatérisa para a analise e futura
comercializacao.

A espécie Mandagaia quadrifasciata ¢ uma abelha de cor negra, tendo em seu
abdomen quatro listras amarelas brilhantes transversais nos tergitos, placa dorsal dos
segmentos do corpo dos artropodes. A regido entre as antenas, geralmente, possui
pélos negros.E uma abelha robusta que mede entre 8 e 12 mm. Ocorrre nos estados do
ES, MG, RJ, SP ,PR, RS ¢ SC (VILLAS BOAS, 2012, p.30). As espécies do género
Melipona usam a argila como material de construgdo para estruturas da parte interna
de suas coldnias, que se torna um material espesso, diferentemente da tribo Trigonini
que fabricam misturas livres de argila. Segundo Nogueira Neto, a tribo Meliponini
pode ser identificada pelo uso de argila para a construgdo do pito de entrada em sua
Colonia (NOGUEIRA NETO,1997, p. 36).

Para a identificacdo das espécies obtivemos a contribui¢do da artista plastica
Dinamarquesa Birgitte Tummler através dos desenhos em detalhes das espécies

(Figura 1 e 2).
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FIGURA 1 - ABELHA Mandagaia quadrifasciata

Fonte: Birgitte Tummler, 2022 (Escala 10:1)

A espécie Tetragonisca angustula (Figura 2), do género Trigonini, possui cor
amarelo-ouro e tem corbiculas pretas, mede entre 4 mm e 5 mm. Ocorre nos estados
do PR, RS, SC, ES, MG, RJ, SP,GO, MS e MT (VILLAS BOAS, 2012, p.30). Essa
espécie fabrica a cera pura, branca, para constru¢ao do pito de entrada da colonia. Esse
material pode ser encontrado em pequenos depdsitos no ninho de alguns
Meliponineos. O armazenamento desse material, praticamente sem mistura, pode ser
observado nas colonias da abelha JATAI (Tetragonisca angustula), (NOGUEIRA
NETO,1997, p. 36).
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FIGURA 2 — ABELHA Tetragonisca angustula

Fonte: Birgitte Tummler, 2022 (Escala 10:1)

As espécies em questdo, ndo possuem ferrdo, sdo abelhas sociais. Essa
caracteristica permite que sejam criadas de forma racional, ndo oferecendo riscos aos
humanos. A principal potencialidade dessas espécies esta em polinizar e manter a
sustentabilidade da biodiversidade nas florestas. Estudos das interagdes entre as
plantas e esses polinizadores evidenciam que os fatores temporais bem como
disponibilidade de plantas e da atividade das abelhas, permitem a funcionalidade do
sistema de polinizacdo. Isso beneficia e mantém o equilibrio ecoldgico, independente
da composicdo e arranjo entre elas (DEPRA;GAGLIANONE, 2018 p.8-9).

As abelhas nativas, além de promoverem a manutencdo da biodiversidade,
ainda fabricam produtos medicinais como geléia real , cera, mel e a propolis. A espécie
Mandagaia quadrifasciata se caracteriza pela fabricacdo do geopropolis, definida
como estrutura de argila e resina vegetais (NOGUEIRA NETO,1997, p. 36). Por outro
lado, a espécie Tetragonisca angustula fabrica a propolis mais pura que contém mistura
de cera, polén e resina ,sem a mistura de argila. As duas espécies usam a propolis para
fins defensivos, tanto para calafetar as fendas da colméia, como para uma defesa direta

da colonia contra patdgenos e invasores como insetos.
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Entretanto, constata-se que as maiorias dos estudos sdo voltadas para a andlise
de mel e ndo da propolis das abelhas nativas. Por isso a importancia de estudos que
evidenciem o potencial da propolis fabricadas pelas abelhas nativas, pois o que se sabe
sobre a propolis € que ela possui propriedades antimicrobianas agindo como um
antibidtico natural e provavelmente imuno estimulante, além de anticancerigeno, entre
outras (GHISALBERTI, 1979).

Diante deste quadro, ¢ essencial a gestdo dos recursos naturais e conhecimento
das espécies nativas, bem como o estudo do potencial biologico. Por fim destacamos, que
a pesquisa dos extratos e dos 0leos essenciais se mostram como alternativa para a criagao

de protocolos de uso sustentavel da biodiversidade (SILVA et al, 2022).

5 GEOPROPOLIS , PROPOLIS E OLEOS VOLATEIS

A propolis ¢ feita de uma substancia resinosa encontrada nas arvores. E dela
que as abelhas recolhem o material para a produ¢ao da propolis que contém cera, polen
e oleo volatil. O geopropolis ¢ a substancia resinosa misturada com geo(Terra),
caracteristica de comportamento da espécie Mandacaia que utiliza essa mistura para a
defesa e controle térmico da colonia. Entretanto a espécie Jatai ndo faz essa mistura
com geo , mas sim a mistura com muita cera e polen . Pode-se observar a resina das
arvores nas corbiculas das abelha Mandacaia quadrifasciata e Tetragonisca angustula
(Figura3e4).

FIGURA 3- CHEGADA NA COLONIA DA ESPECIE Mandacaia quadrifasciata
COM RESINA DAS PLANTAS NAS CORBICULAS

=

Fonte: a autora, 2022.
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FIGURA 4- CHEGADA NA COLONIA DA ESPECIE Tetragonisca angustula COM
RESINA DAS PLANTAS NAS CORBICULAS

oS! e

Fonte: YAMAMOTO, 2023.

Segundo Ghisalberti (1979), a propolis € utilizada hé pelo menos 300 anos a.C.
e tem sido empregada na medicina popular em todo o mundo. H4 relatos de seu uso no
Egito, Grécia e Roma para tratar doengas de pele,bem como para aumentar a imunidade.
Além disso, os antigos egipcios a utilizavam para embalsamar seus mortos
GHISALBERTI, 1979, p.59).

Etimologicamente, a palavra propolis, de origem grega, significa: pro = em
defesa, e polis = cidade. As abelhas utilizam essa mistura resinosa para vedar frestas,
recobrir superficies irregulares e embalsamar eventuais invasores que morrem no
interior da colmeia. Por apresentar propriedades medicinais, a propolis também protege
a colonia de doencas (GHISALBERTI, 1979, p.61).

Os oleos essenciais, 6leos volateis ou etéreos, se originam do metabolismo

secundario de plantas aromaticas. Os componentes dos 6leos essenciais pertencem a
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duas classes quimicamente distintas: terpendides e fenilpropanoides.

Sabe-se que no 6leo essencial de propolis ja foram encontrados cerca de 37
constituintes quimicos de relevancia, entre eles: antioxidantes e &cido ferulico,
responsaveis por atividade antibacteriana em microrganismo Gram-positivos e Gram-
negativos.

Estudos com oleo essencial da propolis em regides tropicais destacam o
potencial farmacologico, evidenciando seus constituintes quimicos, tais como:
sesquiterpenos, B-cariofileno, o 6xido de cariofileno e o viridriflorol ( SOUZA et al,
20006, p.1).

Souza e colaboradores (2006), mostraram a importancia da investigagao
quimica dos constituintes quimicos fixos e volateis do 6leo essencial da propolis. Ha
uma relacdo da flora local produtora, o que indica sua origem, correlacionando com a
atividade farmacologica das abelhas e do propolis. Nesse sentido, Felizardo e
colaboradores (2019), corroboram com a reflexao acima ao afirmar que 6leos essenciais

tem relacdo as condigdes e contextos ambientais. Segundo Felizardo

Os oleos essenciais nas plantas estdo relacionados com fungdes ecologicas de
defesa e atragdo de polinizadores, entre outras, ¢ sofrem variagdes quantitativas
e qualitativas em resposta as condi¢des ambientais (FELIZARDO et al., 2019,

p.6).

5.1 POTENCIAL INOVADOR DA PROPOLIS DAS ABELHAS NATIVAS

O termo abelha sem ferrdo ¢ denominado por possuirem ferrdo atrofiado, onde
torna as abelhas incapazes de ferroar. Essas caracteristicas englobam todas as espécies
descritas no Brasil, também conhecida como abelhas indigenas, pois sua domesticacdo e
classificagdo partiram das culturas indigenas. (BUENO, 2010).

As abelhas nativas, pertencentes a subfamilia dos meliponineos, e caracterizam-
se pelo fato de seu ferrdo ser atrofiado e, por isso recebem também a denominagdo de
abelhas sem ferrdo. Essas abelhas ndo se diferenciam das demais abelhas apenas por esta
questdo, mas também pela caracteristica de seus ninhos e desenvolvimento dentro da
colmeia, estruturas internas dentre outros fatores. As abelhas sem ferrao sao representadas
por mais ou menos 40 géneros onde possa existir cerca de 300 espécies de abelhas sem

ferrdo ja catalogadas. O género da Melipona, onde se destaca as abelhas de grande porte
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a colonia possui cerca de 500 a 4.000 mil individuos. Ja o género Trigona, onde se destaca
as abelhas de pequeno porte, possui colonia com cerca de 300 a 80.000 mil individuos
(FREITAS, 2003). As abelhas nativas constroem seus ninhos em locais diferenciados,
como ocos em troncos de arvore, fendas em rochas e até mesmo em buracos subterraneos.
O grupo dos meliponineos faz a coleta de diversos materiais para construir suas estruturas,
como ninho, potes de mel e a construcdo da entrada da colonia. Esse material coletado
pelas abelhas pode ser transformado em cera com a jun¢do de resinas ou seiva das arvores,
denominado de cerume. O género das Melipona utiliza como caracteristica o barro
misturado com resina das arvores para a constru¢ao de sua entrada, denominado de
geopropolis (NOGUEIRA-NETO, 1997). Nas abelhas sem ferrdo, as fémeas sao geradas
a partir de 6vulos fecundados, ja os machos sdo resultados de 6vulos nao fecundados,
denominado pela genética de partenogénese arrendtoca. As abelhas operarias sdo
consideradas inférteis, porém, possuem ovarios reduzidos. No grupo dos meliponineos, ¢
comum as operarias botarem ovos troficos, que servem de alimento para a rainha. A
rainha alimenta-se do ovo das operarias no momento em de sua postura na célula ali
construida (CASTRO, 2012).

Ao pensarmos em tecnologias ambientais, a vegetacdo da floresta Atlantica
Paranaense conta com recurso promissor para um sistema de inovagao regional. Trata-se
de uma oportunidade de preservagdo do meio ambiente conciliado ao desenvolvimento
sustentavel (PRATES, 2013, p.5). Pode-se pensar em produtos da biodiversidade que
agreguem valor e possam tornar fonte de trabalho e renda para as comunidades mais
carentes do nosso litoral.

Um estudo realizado por Silva et al. (2015), mostrou a importancia dos saberes
populares no municipio de Matinhos-PR. O estudo revelou oitenta espécies de plantas
usadas como medicina natural pela populagdo local. Destacou-se que o conhecimento
empirico da populacdo a cerca da composicdo da biodiversidade vegetal do litoral
Paranaense esta relacionado com agdo antiinflamatoria, antisséptica e antiespasmoédica.
Podendo ainda, em alguns casos, serem igualmente usadas como anestésico local (SILVA
et al, 2015).

Nesse aspecto a propolis se apresenta como recurso inovador. Recentes estudos
dos componentes quimicos e agdo biologica da propolis das abelhas nativas tem
despertado o interesse de pesquisadores e cientistas. Conhecer as potencialidades
medicinais da propolis contribui significamente para o conhecimento e aplicacdo

tecnologica na fabricagdo de novos medicamentos de origem natural.
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A propolis de origem regional, evidenciada pela investigagdo da bioprospeccao
como potencial para farmacologia natural, se mostra como produto de patrimonio
genético da biodiversidade territorial. Assim sendo, pode se tornar um produto
promissor para a inovacdo, podendo contribuir para criacdo de um Sistema Regional
de Inovagao (SRIs).

De acordo com Labiak; Agostinho (2020), para um sistema regional eficaz ¢
preciso apresentar estruturas essenciais.

E importante destacar que os sistemas regionais nio deverdo compartilhar
conhecimento somente de forma enddgena, pois essa pratica pode, com o
tempo, se tornar um elemento de diminui¢do da competitividade territorial e
empobrecimento dos niveis de conhecimento e inovacdo,ou seja, os fluxos de
conhecimento com outros ecossistemas trazem o“frescor” dos novos

conhecimentos, possibilitandoo aprendizado coletivo
(LABIAK;AGOSTINHO, 2020, p.17)

As dimensdes que contemplam uma possivel estrutura para que a propolis das
abelhas nativas se torne um produto genético territorial inovador, parte inicialmente da
investigacao pela bioprospec¢ao ,atrelados aos saberes empiricos da populagao local.

Segundo Santos e Caliari (2012), os melhores indices de desenvolvimento
regional estdo relacionados a melhores estruturas de tecnologia e inovagdo. O estudo
também aponta os grandes polos de desenvolvimento como detentores de melhores
estruturas e concentracdo de renda. Portanto, podendo influenciar positivamente nas
microrregioes da mesma. Usou-se como modelo o estado de Sao Paulo, que possui
capacidades inovativas de desenvolvimento de suas microrregides (SANTOS; CALIARI,

2012).

5.2 COMPOSICAO QUIMICA DA PROPOLIS DE ABELHAS NATIVAS

A estrutura quimica da propolis € bastante complexa, porém estudos da tematica
vem se intensificando na busca pela descoberta de seus mecanismos de agdo. Alguns
estudos mostraram a presenca de flavondides, acidos aromaticos e ésteres, aldeidos e
cetonas, terpendides e fenilpropandides, esterdides, aminoécidos, polissacarideos,
hidrocarbonetos, 4cidos graxos, entre outros componentes quimicos.

O estudo de Oliveira et al. (2010 ), descreveu a composi¢ao quimica da préopolis.
Nesse estudo relatou-se que ndo so tem vantagens para a abelha, mas mostra-se com alto

potencial farmacolédgico, visto que revelou 26 componentes de 67,5% do total do 6leo
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essencial. Destacou-se o B-cariofileno, acetofenona e linalol. O B-cariofileno foi o
principal componente, igualmente encontrados em outros estudos como majoritario. O

estudo mostrou-se semelhante a outros estudos na composicdo dos constituintes, exceto
para o constituinte linalol, metil-hidrocinamato, etil-hidrocenamato, a-ilangeno , +-

elemeno e valenceno. Os autores descreveram esse estudo como o pioneiro em
evidenciar a presenga desses constituintes. A atividade antibacteriana do oléo essencial
de propolis também foi investigada frente cepas gram negativas de E. coli e S. pyogenes.
A atividade antibacteriana segundo Sacchetti pode ser atribuida a presenca de terpendides
(48,4%). Mas o seu mecanismo de a¢cdo ndo ¢ totalmente compreendido (OLIVEIRA et

al., 2010).

6. ACAO ANTIMICROBIANA DA PROPOLIS DAS ABELHAS NATIVAS

Ensaios biologicos tem apresentado a eficacia da a¢ao antimicrobiana do extrato
da propolis das abelha nativas. Em estudo com a espécie Jatai (Tetragonisca angustula)
frente bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, verificou-se o potencial como
antibiotico natural do extrato da propolis das abelhas Jatai. Trata-se de um alaternativa
natural para combater a resisténcia microbiana das infec¢des causadas em hospitais. O
estudo apontou resultados eficientes frente as cepas testadas. Destacou ainda que a
composi¢ao da propolis ¢ dependente da sazonalidade, do local em que as abelhas estdao

e materiais que elas coletam para a produgao da propolis (BARREIRAS et al, 2019, p.6).

7. CAPACIDADE PRODUTIVA DA PROPOLIS DAS ABELHAS NATIVAS

Um estudo realizado no laboratorio da Embrapa, avaliou a capacidade produtiva
de 6 espécies de abelhas sem ferrdo: Frieseomelita cf. longipes, Frieseomelitta
flavicornis, Scaptotrigona postica, Melipona melanoventer, Melipona fasciculata e
Melipona flavolineata. Os resultados revelam que as trés primeiras espécies produzem
propolis puro, enquanto as demais produzem uma mistura de propolis com barro. Ao
analisar a capacidade produtiva das espécies escolhidas, destaca-se que ¢ a espécie
Frieseomellita cf longipes com maior potencial para a producdo de propolis de resinas
puras.

Um breve estudo referente a propolis das abelhas nativas, publicado no XXIV

CONGRESSO BRASILEIRO DE ZOOTECNIA (2014), enfatizou a falta de estudos
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avancados em torno do assunto e que, portanto, sem estudos avancados ndo € possivel
agregar valor econdmico a esse produto. Ademais, relata que para além dessa lacuna, a
composicao das propolis das abelhas sem ferrdo se diferencia entre si, pois cada espécie
escolhe material diferente para o compor (CORDEIRO; MENEZES, 2014, p.1-3).

As pesquisas em torno da propolis das abelhas nativas vem ganhando notoriedade.
Apesar da sua complexidade, caminhos estdo se tornando possiveis para uma futura
comercializagdo de maneira artesanal a agregar valor territorial. O Ministério da
Agricultura, Pecuiria e Abastecimento (Mapa) esta reconhecendo os subprodutos das
abelhas nativas como patriménio genético local. Considera que ha um potencial de
crescimento no setor e isto permite aos meliponicultores que comercializem seus produtos
de forma artesanal.

O presente regulamento da portaria portaria n® 289/2021 entrou em vigor para que

estabelecimentos fabricantes de produtos de abelhas e derivados solicitem o selo arte. Os
requisitos necessarios descritos na portaria, podem ser enquadrados em artesanais os
produtos de abelhas apis mellifera e de abelhas nativas sem ferrao, oriundos da
meliponicultura e que precisam ser produzidos e manejados exclusivamente nas areas
geograficas de ocorréncia natural da espécie. O processo produtivo precisa respeitar as
particularidades de cada espécie de abelha, de forma a manter as caracteristicas originais
do produto.

Para que o subproduto seja considerado artesanal e obter o selo arte, precisa

atender a cinco requisitos.

» Produtos oriundos da meliponicultura devem ser produzidos ¢ manejados
exclusivamente nas areas geograficas de ocorréncia natural da espécie de abelhas
nativas.

» As matérias-primas de origem animal devem ser beneficiadas na propriedade onde
a unidade de processamento estiver localizada ou ter origem determinada e os
procedimentos de fabricagdo serem exclusivamente manuais.

» O processamento dos ingredientes precisa ser realizado, prioritariamente, a partir
de receita tradicional.

» O uso de ingredientes industrializados precisa ser restrito a0 minimo necessario,
sendo vedada a utilizacdo de corantes, aromatizantes e outros aditivos

considerados cosméticos.

» O produto final deve ser individualizado, genuino e manter a originalidade.
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Para os Meliponicultores a o Selo__Arte regulamentado pelo Decreto n°
9.918/2019, ¢ a oportunidade de expandir a atividade de meliponicultura e promover a
conservagdo da biodiversidade local, bem como a comercializa¢do a agregacao de valor

aos seus produtos.

Segundo o MAPA (2021), os beneficios para os consumidores, ¢ uma garantia de
qualidade, com a seguranca de que a produgdo ¢ artesanal e respeito as Boas Praticas

Agropecuadrias e de Fabricacao.

Os selos de identificacdo Artesanal sdo certificados que asseguram que oS
produtos alimenticios de origem animal foram elaborados de forma artesanal,
com receita e processo que apresentem caracteristicas tradicionais, regionais,
culturais, vinculacdo ou valorizagao territorial. Por intermédio da certificacao,
assegura-se que os produtos possuem propriedades organoléptica unicas,
diferenciadas, sejam produzidos de maneira artesanal propria de determinada
regido, tradicdo ou cultura e que adotam procedimentos de Boa Praticas
Agropecuarias e de Boas Praticas de Fabricagdo (MAPA, 2021, p.1).
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8.ASPECTOS METODOLOGICOS

8.1 CLASSIFICACAO DO TIPO DE PESQUISA

A pesquisa ¢ de natureza aplicada, exploratoria-experimental de abordagem
quantitativa, envolvendo oito Meliponicultores dos municipios de Guaratuba, Morretes

e Paranagua.

8.2 CARACTERIZACAO DO LOCAL DE PESQUISA, POPULACAO E
AMOSTRA

A amostragem, e colaboracao dos participantes, foi realizada através de contato
de estudos anteriores da autora. O estudo realizou-se nos municipios de Guaratuba,
Morretes, e Paranagud onde foram coletadas amostras das propolis das abelhas
Mandagaia (Mandagaia quadrifasciata) e Jatai (Tetragonisca angustula) objetivou-se
realizar a caracterizagdo quimica e avaliacao biologica de cada espécie fazendo um
comparativo por regido, a localizagao e processo da pesquisa pode ser observados nas

FIGURAS S e 6.

FIGURA 5- PONTOS DE COLETAS DAS AMOSTRAS DE GEOPROPOLIS E
PROPOLIS NO LITORAL PARANAENSE
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Fonte: Adaptado de Google Earth (2023).



FIGURA 6 - FLUXOGRAMA DE PROCESSO DA PESQUISA
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9.0 MATERIAIS E METODOS
9.1 COLETA DE PROPOLIS E GEOPROPOLIS

Os materias foram disponibilizado por meliponicultores da regido de estudo. A
coletada realizou-se em trés periodos, no outono/inverno e verao, conforme (TABELA

le2).

TABELA 1- DESCRICAO DAS COLETAS DAS PROPOLIS EM NATURA, PARA
EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS NO PERIODO OUTONO E INVERNO 2022.

MUNICIPIO DATA ESTACAO DO ANO MATERIAL ESPECIE DE ABELHA
Guaratuba 24.03.22 Outono/inverno Propolis Tetragonisca angustula
Paranagua 13.04.22 Outono/inverno Propolis Tetragonisca angustula

Geopropolis Mandagaia quadrifasciata,
Guaratuba 25.07.22 Outono/inverno Propolis Tetragoniscaangustula
Geopropolis Mandagaia quadrifasciata,
Morretes 17.08.22 Outono/inverno Prépolis Tetragoniscaangustula
Morretes 17.08.22 Outono/inverno Prépolis Tetragonisca angustula

Geopropolis Mandagaia quadrifasciata,
Paranagua 17.09.22 Outono/inverno Propolis Tetragoniscaangustula

Geopropolis Mandagaia quadrifasciata,
Paranagua 19.09.22 Outono/inverno Propolis Tetragoniscaangustula

Geopropolis Mandagaia quadrifasciata,
Paranagua 19.09.22 Outono/inverno Propolis Tetragoniscaangustula

Fonte: a autora, 2023.
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TABELA 2- DESCRICAO DAS COLETAS DAS PROPOLIS EM NATURA,
PARA EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS NO PER{ODO VERAO 2023.

MUNICIPIO DATA ESTACAO DO ANO MATERIAL ESPECIE DE ABELHA
Geopropolis Mandagaia quadrifasciata,
Paranagua 10.04.23 Verao Propolis Tetragoniscaangustula
Geopropolis Mandacgaia quadrifasciata,
Paranagua 10.04.23 Verao Propolis Tetragoniscaangustula
Mandacaia quadrifasciata,
Morretes 12.04.23 Verao Propolis Tetragoniscaangustula
Morretes 12.04.23 Verao Propolis Tetragonisca angustula
Geopropolis Mandagaia quadrifasciata,
Paranagua  15.04.23 Verdo Prépolis Tetragoniscaangustula
Geopropolis Mandagaia quadrifasciata,
Guaratuba 27.04.23 Verao Propolis Tetragoniscaangustula

Fonte: a autora, 2022.

Coleta da Propolis das Abelhas Mandagaia quadrifasciata e Tetragonisca
angustula e armzenagem , (FIGURA 7a9).

FIGURA 7- PROPOLIS DA ESPECIE MANDACAIA QUADRIFASCIATA NA

CAIXA RACIONAL

Fonte: a autora, 2022.
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FIGURA 8- PROPOLIS DA ESPECIE Tetragonisca angustula NA
CAIXA

Fonte: a autora, 2022.

A propolis coletada foi encaminhada ao laboratorio de Quimica e Biologia da
Universidade Federal do Parana - Setor Litoral. As amostras foram armazenadas em
geladeira. Fez-se uso de recipientes de plastico de cor preta para protecao da luz e

conservacao da caracterisitcas quimicas (FIGURA 9).

FIGURA 9- ARMAZENAMENTO DA PROPOLIS COLETADAS

Fonte: A autora, 2022.
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9.2 ANALISE DA POLICROMIA DA PROPOLIS E GEOPROPOLIS

Adotou-se o método de dissolugdo para identificacdo das cores das diferentes
amostras de propolis e geopropolis . As amostras in natura foram pesadas e submetidas a
dissolugdo em alcool de cereais 90% do qual se obteve o extrato, apos 4 horas, foi possivel

identificar a tonalidade dos extratos de propolis.

9.2.1 DESENVOLVIMENTO DE UM PROTOCOLO DE EXTRACAO DE OLEO VOLATIL
DA PROPOLIS E GEOPROPOLIS

Desenvolveu-se uma metodologia para extragao de dleos volateis da propolis
e geopropolis , bem como técnicas para obter maior quantidade da fragcdo volatil.

A metodologia desenvolvida consistiu em triturar a propolis, afim de aumentar a
superficie de contato. Apds esse processo foi preciso separar as amostras em por¢oes
de aproximadamente 100g e realizar uma dissolu¢ao usando 50 ml de agua destilada
deixando repousar por 20 minutos. Logo apos realizou-se uma diluigdo em 350 ml de
agua destilada, para s6 entdo o material fresco de cada coleta ser submetido a extragao
da fragdo volatil por hidrodestilagdio em aparelho tipo Clevenger. A extragdo foi
realizada por um periodo 4h, variando de acordo com as espécies em questdo. Ao final,
o material volatil foi coletado com uma pipeta e armazenado em um frasco tipo

eppendorf no freezer.

9.2.2 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DA PORCAO VOLATIL DA
PROPOLIS E GEOPROPOLIS

As amostras de 6leos volateis da propolis e geopropolis das abelhas nativas foram
encaminhadas ao Departamento de Quimica do Setor Politécnico da Universidade Federal
do Parana- Curitiba-PR. As amostras da por¢do volatil foram submetidas a analise
quimica por cromatografia gasosa associado a espectrometria de massas. As amostras
foram diluidas conforme protocolo para andlise cromatografica em aparelho da Marca
Shimadzu GCMS-TQ8040 e Coluna SH-Rtx-5ms (30m, 0,25mm, 025um, 60 300°C, 3°C
por minuto), split 90 acoplado e espectrometro de massas para para determinacdo da

composi¢ao quimica. Para detectar a massa fez-se em modo de ionizagao de elétrons (70
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eV) a uma taxa de 3,15 min-1 de varredura ¢ faixa de massa de 40 a 450 u. A linha de
transferéncia foi mantida a 260 ° C, a fonte de ions a 230 ° C e o analisador (quadrupolo)
a 150 ° C. As amostras diluidas foram injetadas em um cromatografo Agilent 7890A
equipado com detector de ionizagdo de chama (FID), operado a 280 ° C para
quantificacdo. A mesma coluna e as condigdes analiticas descritas acima foram
empregadas, exceto para o gés transportador utilizado, que era hidrogénio a uma vazao
de 1,5 mL min-1. O percentual da composicao ocorreu pela integracao eletronica do sinal
FID dividindo a é4rea de cada componente pela area total (drea%).Os constituintes foram
identificados comparando seus espectros demassas com os da biblioteca de Adams (2017)
igualmente com seus indices de retengdo linear, calculados a partir da injecdo de uma
série homologa de hidrocarbonetos (C7 - C26) esses comparados com dados da literatura.

Os picos foram analisados pelo Software “GCMS Postrun Analysis”.

9.2.3 ANALISE ANTIMICROBIANA PRELIMINAR DA PORCAO VOLATIL DA
GEOPROPOLIS PROPOLIS E PROPOLIS

Para os ensaios fez-se a preferéncia das cepas bacterianas gram negativa
Escherichia coli NCM 3722 e gram positiva Staphylococcu aureus 25923. Colonias
isoladas foram cultivadas em meio LB e incubadas num agitador rotativo a 37 © C,
durante 24 horas. Apos este periodo, fez-se uma dilui¢do de 1:5 para obter uma
suspensao contendo cerca de 2:10 8 células/mL. Uma aliquota de 50 pL desta diluicao
foi distribuida sobre a superficie do meio so6lido em placas de petri para formar o tapete
de células sobre o gel de agar. Apods deixar secar as amostras bacterianas sobre a placa,
pocos de 6 mm de diametro foram perfurados com um perfurador estéril. Estas
cavidades receberam 50uL do dleo essencial. O 6leo mineral é utilizado como um
controle negativo e S0uL de Tetraciclina como um controle positivo. As placas foram
incubadas a 37 ° C e ap6s 24 horas. A atividade antibacteriana ¢ avaliada medindo-se o
halo da zona de inibi¢do de crescimento microbiano em torno dos pogos. As analises
foram realizadas em duplicata e os resultados apresentados como média + desvio
padrdo. Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados no laboratorio da
Universidade Federal do Parana - Setor Litoral.

Amostras do OVGP (6leo volatil de geopropolis e propolis) foram

acondicionadas em frasco tipo eppendorf e armazenados no frezer a -4°C.
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Para os ensaios de atividade antibacteriana foi necessario o preparo de meios
de culturas proprios para crescimento de cada bactéria. Para a bactéria gram-negativa
utilizou-se do meio LB para crescimento. O processo consiste em utilizar 2 litros da
solugio preparada com 400 ml de LA = LB+Agar. Pesouse em balanga analitica 2g de
extrato de levedura, 4g de NaCl, 4g de Triptona Soyer e para formar o meio com LA
soma-se mais 6g de Agar. Assim se fez a diluicio aos poucos em 400ml de agua
deionizada. Agitou-se até completa homogeinizagao.

No preparo do meio adequado a bactéria gram positiva Staphylococcus
aureus, se utilizou a TS (Triptona Soyer ). A preparacdo se deu utilizado 20,4 gramas
de TRIPTONA SOYER em po6 + 400ml de agua deionizada, diluindo aos poucos. Apods
essa etapa, a mistura foi colocada em um agitador até sua completa homogenizacao.
Cada colonia de bactérias ¢ cultivada em uma placa. Ulizou-se o meio LA para E.coli
e TS para S.aureus.

Posteriormente foi necessario o preparo do pré indculo dessas bactérias, separando
50 ml de LB duas a trés coldnias isoladas da bactéria. Em um Elenmeyer, deixou-se em
agitacao a 37 ° C durante 24 horas. Apos esse periodo verificou-se que o liquido estava
turvo para se comprovar a inoculacdo. Apds este periodo, fez-se uma diluigdo de 1:5 ou
seja, em 10 ml de LB se acrecentou 2 ml de bactérias para obter uma suspensao contendo

cerca de 2:10 células/mL (FIGURAS 10 a 15).

FIGURA 10- PESAGEM FIGURA-11 HOMOGENEIZACAO LB

—
: e i

Fonte: a autora, 2023. o Fonte: a autora, 2023
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FIGURA 12- LA-BACTERIA E.coli FIGURA 13- AUTOCLAVE

Fonte: a autora, 2023. . Fonte: a autora, 2023

FIGURA 14 — TS BACTERIA S.aureus FIGUB@_ 15- AGITA_DOR|
it __ = [\

Fonte: a autora, 2023. Fonte: a autora, 2023

9.2.4 METODOLOGIA DE VERIFICACAO DE SUSPENSAO DE CELULAS

A suspensao de células pode ser medida através do aparelho Infinite Nano- TECAN leitor
de microplaca, preenche-se os trés primeiros pocos da microplaca com 200uL. de LB puro ¢ as
respectivas diluigdes com as bacterias, para que o leitor possa medir a Densidade Otica e atestar

a quantidade de células.
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FIGURA 16 — MICROPLACA PARA ANALISE DO ( DENSIDADE OTICA)

Fonte: a autora, 2023.

9.2.5 PROCEDIMENTO

No primeiro passo colocou-se a microplaca com as diluigdes. Esperou-se o
aparelho parar de piscar para abrir o programa I Control 2.0 no computador. Executou-se
em dois clicks infinit 200 Pro, a op¢ao cancelar a janela, clicar em file, clicar em open
OD 600 cell growth, clicar em start. Selecionou-se os trés pocos e calculou-se dessa
forma: seleciona os pocos das bactérias e subtrai o meio o que resulta na quantidade de

células (FIGURAS 17 E 18).
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FIGURA 17 - APARELHO INFINITE NANO- TECAN

INFINITE M NANO*®

Fonte: a autora, 2023.

FIGURA18- PROGRAMA [ CONTROL 2.0
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Fonte: a autora, 2023.

Ap6s a verificacao da quantidade de células, uma aliquota de 50uL desta dilui¢do
foi distribuida sobre a superficie do meio s6lido em placas de petri para formar o tapete de
células sobre o gel de 4gar. Depois de deixar secar as amostras bacterianas sobre a placa,
pogos de 6 mm de didmetro foram perfurados com pipeta de pasteur estéril. Estas
cavidades receberam 30uL do o6leo essencial, 30puL de 6leo mineral utilizado como um

controle negativo e 30uL de Antibidtico Tetraciclina concentrada em 100 uL. como um



50

controle positivo. As placas foram incubadas a 37°C e apds 24 horas, a atividade
antibacteriana foi avaliada medindo o halo da zona de inibi¢ao de crescimento microbiano
em torno dos pogos. As andlises foram realizadas em duplicata e os resultados medidos
com um paquimetro apresentados como média + desvio padrdo. Os ensaios de atividade
antibacteriana foram realizados no laboratorio da Universidade Federal do Parand - Setor

Litoral. Essa metodologia pode ser observada nas FIGURAS 19 a 25.

FIGURA19—DIL_I_JICAO DALBETS FIGURA 20- TAPETE AGAR

Fonte: a autora, 2023. Fonte: a ;utora, 2023

FIGURA 21- CABINE DE FLUXO FIGURA 22-ESTUFA DE
CULTURA LAMINAR NIiVELII BACTERIOLOGICA

Fonte: a autora, 2023. Fonte: a autora, 2023.
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FIGURA 23 - COLONIAS ISOLADAS FIGURA 24 -PLACAS DE
DE BACTERIAS BACTERIAS PRONTAS

Fonte: a autora, 2023. Fonte: a autora, 2023

FIGURA 25- PAQUIMETRO

Fonte: a autora, 2023.
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10. ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

10.1 LINHAGENS BACTERIANAS

Os microrganismos utilizados nos testes foram fornecidos pelo Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular — LMBM, da Universidade Regional do Cariri —
URCA, sob Coordenacdo do Prof. Dr. Henrique Douglas Melo Coutinho. Foram
utilizadas linhagens padrao de bactérias Staphylococcus aureus (ATCC25923 e resistente
SA10) e Escherichia colli (ATCC25922 e resistente EC06) com perfil de resisténcia
descrito na (TABELA 3).

TABELA 3. ORIGEM BACTERIANA E PERFIL DE RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

Bactéria Origem  Perfil de Resisténcia

Ferida Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,

Staphylococcus aureus SA10 Cirtrgica  But, Sis, Net

Staphylococcus aureus

ATCC25923 ATCC -

Ferida Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,

Escherichia coli EC06 Cirurgica  Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob

Escherichia coli

ATCC25922 ATCC B

Ast - Aztreonan ; Ax - Amoxicillina ; Amp — Ampicillina; Ami - Amicacina; Amox —
Amoxicillina; Ca - Cefadroxil; Cfc - cefaclor; Cf - Cefalotina; Caz - Ceftazinidima; Cip
- Ciproflaxacina; Clo — Clorafenicol; Im - Imipenem; Can - Canamicina; Szt —
sulfametrim; Tet - Tetraciclina; Tob - Tobramicina; Oxa - Oxacillina; Gen - Gentamicina;
Neo - Neomicina ; Para - paramomicina; But - Butirosina; Sis — Sisomicina; Net —
Netilmicina; ( - ) Auséncia de resiténcia ou absence of resistance or tolerdncia sem

relevancia clinica.

10.2 PREPARO E PADRONIZACAO DE INOCULOS BACTERIANOS

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar — HIA.
Antes dos testes, as linhagens foram repassadas para o meio HIA e incubadas a 37°C por

24 horas. As linhagens bacterianas ativas foram inoculadas em Brain Heart Infusion —
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BHI na concentragdo recomendada pelo fabricante, e incubadas nas mesmas condigdes
citadas anteriormente. Suspensdes com crescimento bacteriano foram diluidas em BHI

em concentra¢do de 10% até a obtencdo de 10° céls/mL (JAVADPOUR et al., 1996).
10.3 ANTIBIOTICOS

Gentamicina, Canamicina e Neomicina foram adquiridos da Sigma Chemical
Corporation, St. Louis, MO, EUA. Todas os antibidticos foram dissolvidos em agua

esterilizada antes da utilizacgao.

10.4 REALIZACAO DE ENSAIOS ANTIBACTERIANOS.

Alguns ensaios microbiologicos igualmente foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Aplicada a Odontologia — LaMAO da Faculdade CECAPE, sob

coordenagdo do Prof. Dr. Edinardo Fagner Ferreira Matias.

Avaliacdo da Atividade Antibacteriana com Determina¢dao da Concentra¢do Inibitoria

Minima (CIM) in vitro por contato direto

Os ensaios para determinacao da CIM do Prépolis (PMq) e do o6leo essencial
(EOPMq) de abelha nativa da espécie Mandagaia quadrifasciata [1024 pg/mL],
antibioticos (Gentamicina, Canamicina ¢ Neomicina) [2500 pg/mL] foram efetuados
através do Método de Microdiluicdo em Caldo, com concentragdes que variaram
[Ciniciat/2] a [Ciniciat/11]. As suspensdes bacterianas foram diluidas 1:10 em Caldo BHI
para obtencdo da concentracdo final de 10° cels/mL (SADER et al., 2003). As amostras
de produtos de teste foram preparadas em concentragdo dobrada, onde as concentragdes
iniciais (Cinicial) foram: PMq e EOPMq [1024 pg/mL], antibidticos [2500 pg/mL] em
relacdo a concentracdo inicial e volumes de 100uL foram diluidos seriadamente 1:1 em
caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100pL do meio de cultura uma amostra
suspensdo bacteriana diluida 1:10. Controles negativos com o meio de cultura, controles
positivos (meio + indculo) e controles de inibi¢cdo utilizando os produtos testados foram
incluidos nos ensaios. As placas preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas
(JAVADPOUR et al., 1996; NCCLS 2000; CLSI 2002). Para evidenciar a CIM das
amostras, foi utilizada uma solucdo indicadora de resazurina sodica (Sigma) em agua

destilada estéril na concentragdo de 0,01% (p/v). Apds a incubagdo, 20uL da solugdo
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indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas foram incubadas por 1 hora
em temperatura ambiente. A mudanca de coloracdo azul para rosa devido a redugdo da
resazurina indicara o crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002), auxiliando a
visualizagdo da CIM, definida como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento

microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.

11 ATIVIDADE MODULADORA DA ACAO ANTIBIOTICA IN VITRO POR
CONTATO DIRETO

Para avaliagdo da Propolis (PMq) e do o6leo essencial (EOPMq) de abelha nativa
da espécie Mandagaia quadrifasciata [1024 pg/mL], antibidticos (Gentamicina,
Canamicina e Neomicina) [2500 ug/mL], a CIM foram avaliadas na presenca e na

auséncia do PMq e EOPMq em microplacas de 96 pogos estéreis.

PMq ou EOPMq foi misturado em caldo BHI 10% em concentracdes
subinibitorias (CIM/8). As solugdes de antibidticos foram preparadas com agua destilada
estéril em concentracdo dobrada [2500 pg/mL] em relagdo a concentracao inicial definida
e volumes de 100 pL serdo diluidos seriadamente 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada
cavidade com 100 pL do meio de cultura contem a suspensdo bacteriana diluida (1:10)
(NCCLS 2000; CLSI 2002). Os mesmos controles utilizados na avaliacdo da CIM para
os produtos de teste foram utilizados (SATO et al., 2004, modificado). As placas
preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas e a leitura foi evidenciada pelo uso de

resazurina sodica como citado anteriormente.

Analise estatistica dos ensaios microbiologicos

Os resultados da CIM obtidos em triplicata nos testes de modulagao da resisténcia
bacteriana foram tabulados em planilha utilizando software Microsoft Excel 2010, e
aplicando a formula de média geométrica e célculo do desvio obtendo dados paramétricos
e possiveis de submissao a andlise estatistica e teste de significancia.

Para a analise estatistica, os dados expressos pela média geométrica + erro padrao
da média (EPM) foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de significancia Bonferroni, considerando diferenga significativa quando p < 0,001,

utilizando o software GraphPad Prisma 5.0 (MATIAS et al., 2013)
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12 RESULTADOS E DISCUSSOES

12.1.1 Caracteristicas fisicas das amostras de propolis e geopropolis coletadas no

litoral do Parana.

Os aspectos geograficos sdo elementos importantes para se apresentar o relevo,
clima e vegetacdo de um determinado local. O litoral do Paranaense tem algumas
caracteristicas peculiares que se difere de municipio para municipio, a saber mesmo que
inserido no mesmo bioma Floresta Atlantica, descrito como o clima tropical umido, detém
localidades com temperaturas, ar, quantidade e algumas caracteristicas de vegetagao
distintas.

Nas areas mais urbanas como a cidade de Paranagua PR com menos vegetagao o
clima no verdo, apresenta temperaturas mais elevada, se comparado a locais com maior
conservacao de mata nativa. Trata-se de variagdes em relagdo a umidade e qualidade do
ar, por exemplo. Realizou-se a coleta tanto em area rural como urbana trazendo os
diferentes ambientes do litoral Paranaense.

A geopropolis da espécie Mandagaia quadrifasciata coletada em Paranagua na
area urbana se assemelha a uma pedra de basalto preta e brilhante um pouco umida e com
muito geo(Terra). Contudo, entre outono/inverno e verao nao apresentou distin¢ao entre
as amostras. A propolis da espécie Tetragonisca angustula coletada no mesmo local
acima mencionado, revela se como uma casca de arvore seca, com pouca cera € pouco
polen.

Ja a geopropolis coletada em Paranagud PR em area rural, porém muito préxima
da area urbana, se assemelha a um carvao mineral um pouco imido, com pouco geo se
comparado as outras coletas realizadas. A amostra de propolis da espécie Tetragonisca
angustula coletada do mesmo meliponicultor acima mencionado se assemelha a uma
casca escura e fina de arvore com muita cera e pouco pdlen.

No municipio de Guaratuba PR a coleta da geopropolis da espécie Mandagaia
quadrifasciata foi efetuada em ambiente urbano, mas com a vegetacdo nativa muito
proxima do meliponario. A propolis da espécie Tetragonisca angustula coletada no
mesmo local se caracteriza com textura de casca de arvore fina e imida.

Retornando ao municipio de Paranagud a coleta da geoprdopolis da espécie

Mandagaia quadrifasciata se evidencia como uma pedra dura de tonalidade azul escuro,



56

brilhante menos imida no inverno com pouco geo, porém na coleta do verdo a amostra
se mostrou distinta, bem umida e com muito geo.

No municipio de Morretes- PR em um ponto alto da serra, realizou-se a coleta da
propolis da espécie Tetragonisca angustula. A amostra coletada apresenta tonalidade
mais clara do que as demais mencionadas, com muita cera e muito pélen, motivo pelo
qual seu pigmento se mostrou mais clara. No mesmo local, realizou-se a coleta da
geopropolis da espécie Mandagaia quadrifasciata, essa também se mostrou mais clara
que as demais, a pedra continha pontos sedimentos brilhantes como um cristal. Em outro
ponto de coleta, porém no mesmo municipio, foi retirado a propolis de Tetragonisca

angustula, esta continha aspecto de casca de arvore mais imida e com muita cera.

12.1.2 Caracteristicas fisicas das amostras de geopropolis e propolis na area urbana no municipio de
Paranagua PR, (FIGURAS 26 a 29).

FIGURA 26 — GEOPROPOLIS NA CAIXA DE Mandagaia quadrifasciata
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Fonte: a autora, 2023.



FIGURA 27 - GEO

FIGURA 28 - VEGETACAO

Fonte: a autora, 2023.

FIGURA 29 - PROPOLIS NA CAIXA ESPECIE Tetragonisca angustula

Fonte: a autora, 2023.
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12.1.3 Caracteristicas fisicas das amostras de geopropolis e propolis na drea rural € meio urbano no
municipio de Paranagud PR, (FIGURAS 29a 32).

FIGURA 30 — GEOPROPOLIS NA CAIXA DE Mandacaia quadrifasciata

FIGURA 31 - GEO FIGURA 32 - VEGETACAO

Fonte: a autora, 2023. Fonte: a autora, 2023.
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12.1.4 Caracteristicas fisicas das amostras de geopropolis e propolis na drea urbana no municipio de
Guaratuba-PR, (FIGURAS 34 a 37).

FIGURA 34 - FOTOS GEOPROP__OLIS NA CAIXA DE Mandagaia quadrifasciata
N —— ? *‘t.&i

®

[ 4
Fonte: a autora, 2023.

FIGURA 35 —-GEO FIGURA 36 - VEGETACAO

Fonte: a autora, 2023. Fonte: a autora, 2023.
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FIGURA 37 — PROPOLIS NA CAIXA DE Tetragonisca angustula

Fonte: a autora, 2023.

12.1.5 Caracteristicas fisicas das amostras de geopropolis € propolis na area rural no municipio de
Paranagua -PR, (FIGURAS 38 a 41).

FIGURA 38 - FOTOS GEOPROPOLIS NA CAIXA DE Mandagaia quadrifasciata
» -' .--:--- - '.-l‘.-m

Fonte'.: a autora, 2023.



FIGURA 39 -GEO FIGURA 40 - VEGETACAO

"
-

-

Fonte: a autora, 2023. Fonte: a autora, 2023.

FIGURA 41 - PROPOLIS NA CAIXA DE Tetragonisca angustula
e N 1 LW N

e

Fonte: a autora, 2023.
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12.1.6 Caracteristicas fisicas das amostras de geopropolis e propolis na area rural no municipio
de Morretes-PR, (FIGURAS 42 a 45).

FIGURA 42

¥

-FOTOS GEOPROPOLIS NA CAIXA DE Mandagaia quadrifasciata
“'" 4 : 5 " )

|

Fonte: a autora, 2023. Fonte: a autora, 2023.
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FIGURA 45 —MORRETES-PR PROOLIS

T Ay P

Tetragonisca angustula
w7

Fonte: a autora, 2023.

12.1.7 Caracteristicas fisicas das amostras de geopropolis e propolis na area rural em outro
ponto de coleta no municipio de Morretes-PR, (FIGURAS 46 e 47 ).

FIGURA 46 —- MORRETES-PR PROPOLIS Tetragonisca angustula

S ] - - 2, .
o et = |

Fonte: a autora, 2023
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FIGURA 47 - VEGETACAO

13 RESULTADO DA EXTRACAO DOS OLEOS VOLATEIS DE GEOPROPOLIS
E PROPOLIS NO LITORAL DO PARANA.
13.1 DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO DE HIDRODESTILACAO E
TECNICAS DE RENDIMENTO DE EXTRACAO DE OLEO VOLATIL DA PROPOLIS
E GEOPROPOLIS.

Efetuou-se o desenvolvimento de um protocolo de hidrodestilagdo. As amostras
da propolis passaram por um processo de testes dentro da metodologia padrao para
extragdo de 6leo volatil de plantas. Porém, ndo se obteve sucesso na extragao dos dleos
essenciais da propolis e geopropolis seguindo esse protocolo. Por essa razdo
desenvolveu-se um o protocolo para extragdo por hidrodestilacdo de 6leo essencial de
geopropolis e propolis afim de melhorar o rendimento de extragao.

Efetuou-se repetigdes de hidrodestilagdo com a mesma biomassa. Apds a
primeira extracdo o material permaneceu no aparelho desligado por 24h. Apds este
periodo de pausa repetiu-se a extracdo em 3 bateladas. Todo esse processo pode ser

observados abaixo nas (FIGURAS 48 a 51).
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FIGURA 48- PROPOLIS TRITURADAS PARA O PROCESSO DE DISSOLUCAO
E DILUICAO, POSTERIORMENTE HIDRODESTILACAO.

Fonte: a autora, 2022.
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FIGURA 49- PESAGEM DA PROPOLIS TRITURADA PARA O PROCESSO DE
DISSOLUCAO E DILUICAO, E POSTERIOR HIDRODESTILACAO.
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Fonte: a autora, 2022.

FIGURA 50- PROPOLIS TRITURADA — DISSOLVIDA E DILUIDA PARA A
HIDRODESTILACAO.

Fonte: a autora, 2022.
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FIGURA 51 — SISTEMA DE HIDRODESTILACAO.
B 5 ¥ d g

Fnte: a autora, 2022.

No processo de extracdo da por¢ao volatil da propolis da abelha Mandagaia
quadrifasciata foi possivel observar que ha separagdo do geo da propolis. Assim que o
material entra em ebuli¢do, a propolis se apresenta menos densa que o geo subindo a
superficie.

Abaixo fica o geo de coloracdo acizentada e acima a propolis de pigmentacao

azulada (FIGURA 52).
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FIGURA 52- SEPARACAO ENTRE O GEO E PROPOLIS NO PROCESSO DE
HIDRODESTILACAO
. % ¥

. e

Fonte: a autora, 2022.

Houve também a formacao do hidrolato, subproduto do processo de destilagao na

extrag¢do dos dleos volateis. (FIGURA 53 ).

FIGURA 53- HIDROLATO APOS A EBULICAO NA HIDRODESTILACAO
! e, 5 s b -

Fonte: a autora, 2022.
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Ap6s a extracdo da fracdo volatil, as amostras foram centrifugadas para retirada

do restante de 4gua e armazenadas em eppendorfs (FIGURA 54).

FIGURA 54- CENTRIFUGA COM EPPENDORFS PARA SEPARACAO
DA AGUA E OLEO ESSENCIAL

FIGURA 55- FRACAO VOLATIL APOS SEPARACAO DO HIDROLATO-
DENSO E DE COLORACAO TURVA.

Fonte: a autora, 2022.
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14.RESULTADOS DA POLICROMIA DA PROPOLIS E GEOPROPOLIS NO
MUNICIiPIOS DE GUARATUBA , MORRETES E PARANAGUA-PR .

Algumas abelhas da mesma espécie possuem comportamentos diferentes de
seletividade em coleta de resinas das espécies vegetais, motivo pelo qual a tonalidade das
propolis se diferencia entre si. Nesse sentido o pensamento de FREIRE corrobora com
esse argumento que a razao principal para variacdes de cores esta na preferéncia da abelha
pela origem botanica. O estudo de FREIRE (2018), avaliou a origem e diferen¢a da cor
e outras caracteristicas organolépticas de dois tipos de tonalidade de propolis (verde e
preta), produzidas por abelhas Apis mellifera L., africanizadas, em duas diferentes
localidades. O estudo demonstrou que as tonalidades de propolis de diferentes regides ¢
atribuida a origem botanica. O estudo evidenciou também que a espécie vegetal
Baccharis dracunculifolia da origem a cor verde da propolis da abelha Apis Melifera, ja
a espécie Vernonia rubriramea confere a tonalidade preta ( FREIRE, 2018, p.1-45).

Esse estudo constatou a seletividade das espécies Mandacaia quadrifasciata e
Tetragonisca angustula na coleta da resina de plantas, que confere tonalidades diferentes
de cores nos extratos de geopropolis e propolis produzido por essas espécies no litoral
Paranaense.

Mesmo que inseridos no mesmo bioma a pesquisa demonstrou que abelhas da
mesma espécie, possuem comportamento distintos na escolha da vegetagao para coleta
de resina. As tonalidades dos extratos de geopropolis da espécie Mandagaia
quadrifasciata nos municipios de Guaratuba-PR e Paranagua-PR, apresenta-se na maioria
das amostras a tonalidade azul, ao contrario do municipio de Morretes-PR que apresenta
a colora¢dao amarelada. Por outro lado, constatou-se que a cor do extrato da prépolis da
espécie Tetragonisca angustula ¢ predominantemente amarelada, mostrando a
seletividade de maneira oposta a outra espécie. Essa diferenciacdo de tonalidades de cores

podem ser observadas nas (FIGURAS 56 a 58).



FIGURA 56 - PIGMENTACAO DA PROPOLIS Tetragonisca angustula

Legenda: A- Morretes , B — Guaratuba , C — Morretes , D- Paranagua.

Fonte: a autora, (2023).

FIGURA 57 - PIGMENTACAO DA PROPOLIS Tetragonisca angustula

Legenda: E- Guaratuba, F - Paranagud, G - Paranagua.

Fonte: a autora, (2023).
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FIGURA 58 - PIGMENTACAO DA GEOPROPOLIS Mandacaia quadrifasciata

Legenda: A- Paranagua, B - Paranagua, C- Guaratuba, D- Morretes, E- Paranagua.

Fonte: a autora, (2023).

No litoral do Parana meliponicultores locais evidenciam a descoberta da coloragao
azulada dos extratos da geopropolis fabricadas pelas abelhas da espécie Mandagaia
quadrifasciata, tonalidade de geoprépolis e propolis nunca antes descritos. Para além da
espécie Mandacaia quadrifasciata, esse estudo € o primeiro a evidenciar a que coloragio
azulada ndo ¢ apenas na geopropolis da espécie Mandacaia quadrifasciata, mas
igualmente no extrato da propolis da espécie Tetragonisca angustula, das amostras

coletadas no municipio de Guaratuba, como pode ser visto na (FIGURA 59).
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FIGURA 59- PIGMENTACAO AZULADA DA PROPOLIS Tetragonisca
angustula no municipio de Guaratuba PR

Fonte: a auora, (2023).

15. RESULTADOS DOS RENDIMENTOS DOS OLEOS VOLATEIS DA
GEOPROPOLIS E PROPOLIS

Para a determinacao do rendimento do 6leo extraido por hidrodestilagao, a cada
100g do material, pesou-se o eppendorf vazio em balanga analitica e posteriormente os
eppendorfs com os 6leos essenciais extraidos de cada amostra. Para o rendimento dos

oleos volateis utilizou calculo de porcentagem adaptada de (GIRARD et. al, 2007).

=(PE-PGP/PP)/PGP
PE (peso eppendorf) PGP ( peso do Geopropolis) ou PP (peso do propolis).

Nas analises de rendimento verificou-se maior rendimento para a geopropolis e
propolis das espécies, tanto em peso do material como na quantidade de 6leos volateis no

periodo outono/inverno (TABELA 4).
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TABELA 4 -RENDIMENTO NO PERfODQ OUTONO/INVERNO DAS
EXTRACOES DO OLEO VOLATIL DA ESPECIE Mandagaia quadrifasciata.

RENDIMENTO DO OLEO VOLATIL DA GEOPROPOLIS - Mandag¢aia
quadrifasciata

ORIGEM PGP(g) PE(g) %
PARANAGUA PR 300 3,29 1,1%
PARANAGUA PR 210 0,89 0,4%

MORRETES PR 106,92 1,05 1,0%
PARANAGUA PR 45,27 0,38 0,8%
PARANAGUA PR 75,0 0,61 0,8%

RENDIMENTO DO OLEO VOLATIL DA PROPOLIS - Tetragonisca angustula

ORIGEM PP(g) PE(g) %
GUARATUBA PR 112 0,83 0,7%
MORRETES PR 52 0,29 0,6%
MORRETES PR 70 0,00 0,0%
PARANAGUA PR 0,34 0,02 0,1%
PARANAGUA PR 22,0 0,01 0,1%
PARANAGUA PR 80,0 0,00 0,0%
GUARATUBA PR 100,0 0,00 0,0%

Tabela 4 — Rendimento do 6leo volatil do peso da geopropolis (PGP) e peso da propolis (PP) do Eppendorf
(PE) das espécies de abelha nativa da espécie mandacgaia quadrifasciata e Tetragonisca angustula.

Fonte: a autora (2022).

TABELA 5 - RENDIMENTO NO PERIODO VERAO DAS EXTRACOES DO OLEO
VOLATIL DA ESPECIE Mandacaia quadrifasciata

RENDIMENTO OLEO ESSENCIAL DA GEOPROPOLIS - Mandacaia quadrifasciata

ORIGEM PGP(g) PE (g) %
PARANAGUA PR 304,58 0,79 0,26%
PARANAGUA PR 437,50 0,88 0,20%
PARANAGUA PR 300,00 2,27 0,76%

MORRETES PR 356,62 0,26 0,07%
GUARATUBA PR 130,00 0,45 0,34%

RENDIMENTO OLEO ESSENCIAL DA PROPOLIS - Tetragonisca angustula

ORIGEM PP(g) PE(g) %
PARANAGUA PR 11,05 0,00 0,00%
PARANAGUA PR 71,35 0,00 0,00%
PARANAGUA PR 75,90 0,00 0,00%

MORRETES PR 3,47 0,00 0,00%
GUARATUBA PR 15,82 0,00 0,00%

Fonte: a autora (2023).
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Tabela 5 — Rendimento do 6leo volatil do peso da geoprépolis (PGP) e peso da préopolis (PP) do Eppendorf
(PE) das espécies de abelha nativa da espécie mandagaia quadrifasciata e Tetragonisca angustula.

FIGURA 60- OLEO VOLATIL DE APENAS 1 EXTRACAO, ACONDICIONADO
APOS CENTRIFUGACAO

Fonte: a autora (2022).

15.1 RESULTADO DA TECNICA DE RENDIMENTO DAS EXTRACOES DO OLEO
VOLATIL DA GEOPROPOLIS DA ESPECIE Mandacaia quadrifasciata.

Nas repeti¢des de extracdo utilizando a mesma biomassa, constatou-se que o
tempo de pausa que o material permaneceu submerso em agua destilada favoreceu a
energia cinética entre as moléculas superficiais, facilitando por meio da evaporizacio o
arraste dos 0leos volateis revelando maior rendimento, como apresentado na (TABELA

6).
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TABELA 6- RENDIMENTO DO OLEO VOLATIL , DE REPETICAO DE
EXTRACAO.

PERIODO INVERNO
TECNICA DE AUMENTO DO RENDIMENTO DE OLEO VOLATIL DA PROPOLIS-Mandacaia quadrifasciata
ORIGEM PGP 1x- PE 2x- PE SOMA %
PARANAGUA PR 300 3,29 7,45 10,7 3,58%
PERIODO VERAO
TECNICA DE AUMENTO DO RENDIMENTO DE OLEO VOLATIL DA PROPOLIS-Mandagaia quadrifasciata
ORIGEM PGP 2x- PE 3x- PE 4x- PE SOMA %
PARANAGUA PR 720,00 2,26 8,52 4,09 14,87 2,07%
GUARATUBA PR 230,00 0,23 0,45 1,03 1,71 0,74%

PGP (Peso Geo-Propolis)

PE (Peso do Eppendorf)

1x - PE - 1 Extragdo Peso Eppendorf
2x- PE- 2 Extrac@o Peso Eppendorf

3x- PE- 3 Extragdo Peso Eppendorf

4x- PE- 4 Extracdo Peso Eppendorf

FIGURA 61 - 1° EXTRACAO COM A MESMA BIOMASSA APOS 24 h IMERSA
EM AGUA DESTILADA.

I - .

Fonte: a autora (2023).
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FIGURA 62 e 63- 2°, 3° E 4 EXTRACAO COM A MESMA BIOMASSA APOS 24h
DE REPOUSO EM AGUA DESTILADA.

FIGURA 62- CLEVENGER FIGURA 63- EPPENDORE’S
COM OLEO VOLATIL DE GEOPROPOLIS CENTIFUGADOS
L, b |
AT

Fonte: a autora (2023). Fonte: a autora (2023).

16. RESULTADOS DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS VOLATEIS
DA PROPOLIS E GEOPROPOLIS

A origem botanica da propolis ¢ uma andlise de sua composicdo quimica
comparada a uma provavel fonte vegetal. Determinar a origem geografica e sobretudo a
origem vegetal ¢ relevante no controle de qualidade, bem como na padronizacdo de
amostras de propolis para eficacia e seguranga no desenvolvimento de farmacos.

Contudo, a influéncia da composi¢do quimica da propolis ndo esta somente
atribuida a origem botanica, mas, além disso, a composi¢do quimica pode ser atribuida a
enzimas salivares das abelhas produtoras da propolis. Os autores GHISALBERTI (1979)
e MARCUCKCI (1995) afirmam que as secregdes salivares das abelhas sdo adicionadas a

propolis na colmeia. O autor KONIG (1985), descordam dessa afirmagao, pois acredita
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que ¢ improvavel que a abelha interfira de alguma forma na composi¢ao da propolis.

Para essa analise das amostras coletadas no litoral paranaense foram considerados

apenas 0s constituintes que estavam presentes nos oleos essenciais em um percentual

igual ou superior a 1%. Na amostra de 6leo volatil de geopropolis da espécie Mandacaia

quadrifasciata foram encontrados e identificados um total de 19 constituintes quimicos.

J& para espécie Tetragonisca angustula foram encontrados 3 constituintes distintos das

demais amostras de Oleo volatil da geopropolis: Cis-a-Bergamoteno, Trans-a-

Bergamoteno e Naftaleno. Estes resultados sdo apresentados nas TABELAS 7 a 9.

Na TABELA 7 sdo apresentados os 11 constituintes quimicos da amostra de dleo

volatil de geopropolis da espécie Mandagaia quadrifasciata coletada na area rural de

Paranagua PR.

TABELA 7- CONSTITUINTE QUIMICOS ENCONTRADOS NO OLEO VOLATIL
DA GEOPROPOLIS COLETADAS NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023

Constituintes IA tedrico* IA* IK* %
a-Copaeno 1374 983 1376 7,71
(E)-Cariofileno 1417 1441 1419 19,70
o-Guaieno 1437 1487 1439 1,76
o-Humuleno 1452 1503 1454 3,10
p-Acoradieno 1469 1524 1470 3,53
ar-Curcumeno 1479 1544 1480 8,08
[-Selineno 1489 1546 1490 2,72
a-Selineno 1498 1550 1498 2,54
o-Bulneseno 1509 1560 1509 3,04
B-Bisaboleno 1505 1567 1505 45,67
o-Cadineno 1522 1574 1523 2,15
Monoterpenos hidrocarbonetos 0
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 100,00
Sesquiterpenos oxigenados 0
Total identificado % 100

*]A: Indice de retencio calculado; IA tedrico: Indice de retencdo da literatura; IK:

Indice de Kovats.

*Index Aritimetical *Index Teorical Aritimetical.

Fonte: a autora, 2023
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FIGURA 64 - CROMATOGRAMA DO OLEO VOLATIL DA GEOPROPOLIS
COLETADA NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023

(x1,000,000) Max Intensity : 5,162,067
5 U_—TIC Time 503356 Scan# 9,268 Inten 5,084,570  Owen Temp202.01
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Fonte: a autora, 2023.
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Com base nos resultados exibidos acima, nota-se que o composto marjoritario de
6leo volatil de geopropolis da espécie Mandagaia quadrifasciata € o -Bisabolene na area

rural de Paranagua-PR.

Na amostra do 6leo volatil da geopropolis da espécie Mandagaia quadrifasciata
do municipio de Guaratuba-PR na area urbana foram identificados 10 constituintes

quimicos conforme TABELA 8.

TABELA 8- CONSTITUINTES QUIMICOS DO OLEO VOLATIL DA
GEOPROPOLIS COLETADA NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023

Constituintes IA tedrico* IA* IK* %
a-Pineno 932 983 939 9,03
Sabineno 969 1021 975 1,02
Terpinen-4-ol 1174 1235 1177 0,98
a-Copaeno 1374 1441 1376 5,82
Sesquitujeno 1405 1469 1405 1,74
y-Curcumeno 1481 1546 1482 2,00
ar-Curcumeno 1479 1550 1480 14,94
y-Himachaleno 1481 1554 1482 1,08

A

DE <
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[-Bisaboleno 1505 1582 1505 61,08
(E)-Bisabol-11-o0l 1667 1725 1668 2,31

Monoterpenos hidrocarbonetos 10,05
Monoterpenos oxigenados 0,98

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 86,66
Sesquiterpenos oxigenados 2,31

Total identificado % 100

*]A: Indice de retencdo calculado; IA teérico: Indice de retencdo da literatura; IK:
Indice de Kovats.
*Index Aritimetical *Index Teorical Aritimetical.
Fonte: a autora, 2023.

FIGURA 65 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DO OLEO VOLATIL DA
GEOPROPOLIS COLETADA NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023.

(x1,000,000) Max Intensity : 5,279,519
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Fonte: a autora, 2023.

No municipio Guaratuba-PR na regido urbana observou-se que os composto
majoritarios do 6leo volatil da geopropolis sdo: B-Bisabolene seguido de ar- Curcumene

e a-Pinene.

A TABELA 9 a seguir, apresenta os 13 compostos identificados do 6leo volatil
da geopropolis da espécie Mandagaia quadrifasciata no ambiente meio rural e meio

urbano no municipio de Paranagud PR.
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TABELA 9— COMPOSTOS QUIMICOS DO OLEO VOLATIL DA GEOPROPOLIS
COLETADAS NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023

Constituintes IA tedrico™ IA* IK* %
oa-Pineno 932 983 939 1,47
Terpinen-4-ol 1174 1235 1177 1,41
o-Copaeno 1374 1441 1376 6,92
(E)-Cariofileno 1417 1487 1419 28,48
o-Guaieno 1437 1503 1439 3,44
o-Humuleno 1452 1524 1454 5,21
ar-Curcumeno 1479 1550 1480 5,19
[S-Selineno 1489 1560 1490 5,00
a-Selineno 1498 1568 1498 5,90
Germacreno A 1508 1570 1509 2,35
o-Bulnesene 1509 1574 1509 7,28
[-Bisaboleno 1505 1581 1505 24.45
o-Cadinene 1522 1591 1523 2,90
Monoterpenos hidrocarbonetos 1,47
Monoterpenos oxigenados 1,41
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 97,12
Sesquiterpenos oxigenados 0

Total identificado % 100

*]A: Indice de reten¢do calculado; 1A tedrico: Indice de retengao da literatura; IK:
Indice de Kovats.
*Index Aritimetical *Index Teorical Aritimetical.
Fonte: a autora, 2023
FIGURA 66 — CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DO OLEO VOLATIL DA
GEOPROPOLIS COLETADA NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023.
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Fonte: a autora, 2023.
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J& a analise cromatografica do 6leo volatil da geopropolis da espécie Mandagaia
quadrifasciata no ambiente meio rural e meio urbano no municipio de Paranagua-PR
evidenciou-se o constituinte majoritario € o (£)-Cariofileno seguido de B-Bisaboleno e o-
Copaene.

Foram identificados 13 constituintes quimicos na amostra de geopropolis da
espécie Mandagaia quadrifasciata na area urbana proximo ao porto no Municipio de

Paranagud-PR, conforme (TABELA 9).

TABELA 10— COMPOSTOS QUIMICOS DO OLEO VOLATIL DA GEOPROPOLIS
COLETADA NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023.

Constituintes IA tedrico™ [A* IK* %
a-Pineno 932 983 939 2,66
a-Copaeno 1374 1441 1376 14,16
(E)-Cariofileno 1417 1487 1419 14,74
a-Guaieno 1437 1503 1439 1,32
o-Humuleno 1452 1524 1454 1,87
[S-Acoradieno 1469 1544 1470 4,74
y-Curcumeno 1481 1546 1482 1,44
ar-Curcumeno 1479 1550 1480 8,02
[-Selineno 1489 1560 1490 1,82
a-Selineno 1498 1567 1498 1,70
o-Bulneseno 1509 1574 1509 1,71
p-Bisaboleno 1505 1581 1505 43,74
0-Cadineno 1522 1591 1523 2,08
Monoterpenos hidrocarbonetos 2,66
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 97,34
Sesquiterpenos oxigenados 0

Total identificado % 100

*]A: Indice de retencio calculado; IA tedrico: Indice de retencdo da literatura; IK:
Indice de Kovats.
*Index Aritimetical *Index Teorical Aritimetical.
Fonte: a autora, 2023
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FIGURA 67— CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DO OLEO VOLATIL DA
GEOPROPOLIS COLETADA NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023.
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Fonte: a autora, 2023
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Observou-se que os constituintes majoritarios do 6leo volatil da geopropolis da

espécie Mandagaia quadrifasciata proximo ao porto de Paranagua sdo: -Bisabolene

seguido do (E)- Cariofileno e a-Copaene.

Foram identificados 10 constituintes quimicos na amostra de geopropolis da

espécie Tetragonisca angustula na area urbana no Municipio de Guaratuba PR, conforme

(TABELA 11).

TABELA 11- COMPOSTOS QUIMICOS DO OLEO VOLATIL DE PROPOLIS DA
ESPECIE Tetragonisca angustula, COLETADA NA ESTACAO INVERNO DE 2022.

Constituintes TR Area % | Similaridade
(%0)
o-Pineno 6.521 0.46 92
a-Copaeno 23.981 0.66 95
Sesquitujeno 24438 0.04 93
o0-Selineno 25.141 0.08 86
Cis-o-Bergamoteno 25.531 0.07 95
Trans-a-Bergamoteno 26.350 0.09 96
Naftaleno 28.644 0.21 94
p-Bisaboleno 29.374 5.37 92
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[-Cadineno 29.825 0.10 89
[-cariofileno 34.691 0.11 88
Monoterpenos hidrocarbonetos 0,46
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 6,41
Sesquiterpenos oxigenados 0

Fonte: a autora, 2023.

FIGURA 68— CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DO OLEO VOLATIL DA
PROPOLIS COLETADA NA ESTACAO OUTONO/INVERNO DE 2023.
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O constituinte principal B-bisaboleno encontrado nesse estudo possui aroma

balsamico. E encontrado nas folhas de diversas plantas, como a goiabeira, orégano,

limoeiro, bem como em espécies aromaticas da familia Piperaceae.

Os achados de Felipe e Bica (2017), corroboram com a presente pesquisa, ao

destacar a importancia dos compostos quimicos naturais encontrados em diversos 6leos

essenciais, e traz a composi¢do quimica de algumas espécies de plantas com resultados

semelhantes ao presente estudo. As plantas descritas sdo: Arnica da Serra contém que os

compostos ar-curcumeno e cariofileno, enquanto que na Copaiba encontra-se [-

cariofileno. Também presente no Cravo e folha de Curry indiano. No gengibre tem-se o

bisaboleno como principal constituinte, além do ar-curcumeno.
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Por fim, as andlises cromatograficas das amostras revelaram os constituintes
marjoritarios: B-Bisabolene como principal constituinte, seguido de E-Cariofileno, ar-
Curcumeno, a-Copaene e a-Pinene.

Os metabdlicos secundarios, dos quais os constituintes quimicos em destaque
fazem parte, fazem parte e sdo a classe estruturalmente mais diversa de produto vegetal
natural. Por exemplo, os terpenoides, que constituem uma ampla classe, se estrutura pelo
alinhamento sequencial de isopentenil pirofosfato (IPP-C5).

Todos os terpenos se diferenciam pela quantidade de carbonos sdo eles:
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40). Como os monoterpenos tém baixo peso molecular, eles geralmente
sao volateis.. Os sesquiterpendides também sao volateis, igualmente como os
monoterpenos envolvidos na defesa das plantas contra pragas e doengas. Além disso,
muitos compostos sesquiterpendides atuam como fitoalexina, um antibiotico produzido
pelas plantas em resposta a infeccdo microbiana (VIZZOTTO et al,2010).

No estudo de Potzernheim et al. (2006) o constituinte cariofileno ¢ descrito entre
o segundo e terceiro majoritario. Os autores identificaram a composi¢ao quimica dos
6leos essenciais de 3 espécies do género Piper coletadas em Matas de Galeria no Cerrado.
Observou-se que as espécies oriundas da Mata Atlantica: Piper arboreum, P.dilatatum e
P. Hispidum apresentaram predominancia de sesquiterpenos.

Alguns estudos realizados tem comprovado a bioatividade desses constituintes
isolados, revelando uma ampla acdo na potencialidade farmacologica. No estudo de
Ahmed e colaboradores, o B-bisaboleno, isolado do 6leo essencial da espécie Opoponax
(commiphora guidotti), foi capaz de eliminar seletivamente células de cancer de mama.
Este constituinte também foi efetivo na redu¢do do crescimento de tumores mamarios 4t1
transplantados in vivo (redugdo de 37,5% no volume até o ponto final (AHMED et al,
2015, p.418).

Corroborando com o estudo de Ahmed, Lima et al. (2003), afirma ser relevante
considerar a variagdo da substancia terpenodica contidas nas plantas, uma vez que as
plantas sdo caracterizadas pelos seus principios ativos, e ao se tratar da seguranca na satde
humana, essa variacdo precisa ser pequena para que o medicamento seja seguro e eficaz
(LIMA et al, 2003).

Além disso, a ag@o dos constituintes principais demostrado na presente pesquisa,
foi destacado por Maciel et al. (2001), que investigou a bioatividade isoladas desses

compostos quimicos do extrato de Copaifera (leguminosae-caesalpinoideae) e Croton
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Cajucara Benth (euphorbiaceae). Os constituintes [-bisaboleno, ar-curcumeno
apresentam atividades antiulcerogénica, e antiviral. Cabe destacar que [-bisaboleno
encontrado na Camomila (matricaria chamomilla) também ¢é conhecido por possuir
propriedades antiinflamatéria e analgésica. O cariofileno, por sua vez, tem agdo
anticarcinogénica, antiedémica, fagorrepelente, antiinflamatorio, antitumoral, e
inseticida. O cadineno e cariofileno sdo agentes anticarcinogénicos, cadineno também
possui agente bactericida (MACIEL et al., 2001, p.429).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, nota-se que o sesquiterpenos
s30 0s principais constituintes quimicos, seguido do monoterpenos. Mesmo que em menor
quantidade, apenas para duas amostras de oleo volatil da geoprépolis mostrou apresenca
de monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos oxigenados.

Cabe ressaltar, que ndo foram encontrados resultados de estudos anteriores de dleo
essencial de geopropolis da espécie Mandagaia quadrifasciata e propolis da espécie
Tetragonisca angustula que evidenciasse os sesquiterpenos hidrocarbonetos como
principal composto quimico.

Estudos anteriores evidenciaram os hidrocarbonetos como principal composto
quimico das salivas céfalicas e superficie cuticular da espécie Melipona quadrifasciata.
POIANI (2012), analisou a composicdo das glandulas salivares cefalicas e perfil da
superficie cuticular de algumas abelhas operarias, entre elas da espécie Melipona
quadrifasciata. A analise ocorreu através de cromatografia em fase gasosa e
espectrometria de massas, bem como testes citoquimicos para detectar compostos
lipidicos e atividade da enzima fosfatase nas glandulas das abelhas operarias. Os
resultados revelaram que os hidrocarbonetos sd3o os principais grupos presentes nas
glandulas e superficie cuticular.

Dessa forma o estudo confirmou a hipdtese de participacdo da glandula na
constituicao do perfil cuticular. Dentre os 35 compostos glandulares encontrados, 29 sao
hidrocarbonetos, 02 sdo acidos, 01 éster e 03 ndo foram identificados. No perfil quimico
cuticular dos 35 compostos encontrados, 29 sdo hidrocarbonetos, 02 sdo acidos, 01 éster
e 03 ndo foram identificados. Para além disso, o trabalho evidenciou diferengas quimicas
de secre¢do glandulares conforme a fase da vida e func¢do exercida pela operaria na

colonia (POIANI, 2012, p.56 -70).
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17. RESULTADOS E DISCUSSOES DA AVALIACAO ANTIMICROBIANA
DOS OLEOS VOLATEIS DA PROPOLIS NO LITORAL PARANAENSE.

Os microorganismos como as bactérias causadoras de doengas denominadas
patogénicas detém a estrutura de parede celular rigida e ¢ formada por um complexo
mucopeptidico, que d& a forma a bactéria. As bactérias sdo formada por polissacarideos
e tem uma consisténcia de um muco, ndo possui niicleo celular para encapsular o material
genético. Assim a barreira de protecdo, a membrana plasmatica, ¢ feita de lipideos,
proteinas e fosforo, e sdo rompidas pelos dleos essenciais.

Os 6leos essenciais sdo lipofilicos ou seja tem afinidade por gordura, contém entre
300 a 400 moléculas aromaticas, o agrupamento dessas moleculas como fendis, terpenos,
oxido, e aldeido, interagem de diferentes formas com cada microorganismo impedindo a
reproducdo de bactérias patogénicas e por muitas vezes destruindo seu DNA dificultando

assim a agao dos microorganismos (CONAROMA DROPS, 2022).

FIGURA 69— PERFURACAO DE POCOS DE 6mm PARA ENSAIOS
ANTIMICROBIANOS

Fonte: a autora (2022).
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FIGURA 70 - PLACAS DOS ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

Fonte: a autora (2022).

FIGURA 71 - PERIODO OUTONO/INVERNO HALO DA ZONA DE INIBICAO
ANTIBACTERIANO E.coli 25923 - ESPECIE Mandagaia quadrifasciata —
Paranagua-PR.

Legenda: A (Oleo volatil) B ( Tetraciclina) C (dleo mineral )

Fonte: a autora (2023).
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FIGURA 72- PERIODO VERAO HALO DA ZONA DE INIBICAO
ANTIBACTERIANO E.coli 25923 - ESPECIE Mandagaia quadrifasciata —
Guaratuba-PR e Paranagua-PR,

Legenda: A (Oleo volatil) B ( Tetraciclina) C (dleo mineral )

Fonte: a autora (2023).

FIGURA 73 — PERIODO OUTONO/INVERNO HALO DA ZONA DE INIBICAO
ANTIBACTERIANO S.Aureus 25923 ESPECIE Mandagaia quadrifasciata —
Paranagua-PR.

Legenda: A (Oleo volatil) B ( Tetraciclina) C (dleo mineral )

Fonte: a autora (2023).
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FIGURA 74 - PERIODO OUTONO/INVERNO HALO 1 DA ZONA DE INIBICAO
ANTIBACTERIANO S.Aureus 25923 ESPECIE Tetragonisca angustula Guaratuba-
PR.

n_ / S
Legenda: A (Oleo volatil) B ( Tetraciclina) C (0leo mineral )

Fonte: a autora (2022).

FIGURA 75 — PERIODO VERAO HALO DA ZONA DE INIBICAO
ANTIBACTERIANO S.Aureus 25923 ESPECIE Mandagaia quadrifasciata —
Guaratuba-PR e Paranagua-PR.

Legenda: A (Oleo volatil) B ( Tetraciclina) C (6leo mineral )

Fonte: a autora (2023).
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A atividade antimicrobiana esta relacionada coma composi¢do quimica contidas
nas amostras de propolis. Alguns desses contituintes presentes na propolis como
sequiterpenos, flavondides entre outros, possuem acdo antibidtica e atuam na defesa e
protecdo de vegetais.

Segundo MARCUCCI (1994), ensaios de sensiblilidade a antimicrobianos das
bactérias S.aureus, E.coli entre outras, mostraram-se sensiveis ao extrato de propolis,
apresentando concentrag@o inibitdria minina para a bactéria gram-positiva S. aureus, e
inibi¢do total para a bactéria gram-negativa FE.coli, inibindo o crescimento bacteriano.

O autor relata ainda, que a atividade antibacteriana da propolis ¢ devida a
presenca de flavonoides, acidos aromaticos e ésteres presentes na resina das plantas. Os
acidos ferulico e caféico também contribuem para a agdo bactericida da propolis
(MARCUCCI,1994).

Nesta pesquisa, observou-se que uma acdo antimicrobiana na inibicdo das
bactérias S.aureus 25923 e E.coli NCM 3722 foi mais eficaz das amostras dos 6leos
volateis de geopropolis e propolis do periodo do inverno, formando halos entre 7 ¢ 8
milimetros. O clima do Litoral Paranaense nessa estagao ¢ extremamente imido. Diante
disso, este estudo sugere que a maior concentagdo dos constituintes quimicos majoritarios
neste periodo contribui de forma a aumentar a acdo antibacteriana e antifingica para
evitar doengas nas caixas das abelhas. No municipio de Guaratuba PR, a amostra de 6leo
volatil da espécie Mandacaia quadrifasciata ndo apresentou halo de inibi¢ao contra a
bactéria E.coli NCM 3722. Por sua vez, a amostra de 6leo volatil da espécie Tetragonisca
angustula do mesmo municipio apresentou halo de 7mm para a mesma bactéria. Contudo,
o contole positivo de tetraciclina ndo apresentou halo. Estes resultados podem ser

observados nas (TABELAS 12 A 15)

TABELA 12. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A S. AUREUS e E.coli
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandagaia quadrifasciata.

INVERNO BACTERIA E.coli
PARANAGUA PR

Amostra Placa Hallo-mm ATC
240-10 1 7 13
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2 8 14

244-10 1 8 13

2 8 14

245-10 ! 0 1

2 0 12
MEDIA 5,17 12,8
DESVPAD.A 5,17 1,17
VARIANCIA 16,2 1,37

Legenda: Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibigdo em milimetros) ATC (antibidtico
tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

TABELA 13. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A E. coli
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandagaia quadrifasciata.

GUARATUBA
Amostra Placa Halo-mm ATC
241-10 ! 0 1
2 0 12
MEDIA 0 11,5
DESVPAD.A 0 0,71
VARIANCIA 0 0,50

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibicdo em milimetros) ATC (antibiodtico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

TABELA 14. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A S. aureus
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandagaia quadrifasciata.

INVERNO BACTERIA S.aureus
PARANAGUA PR

Amostra Placa Halo-mm ATC
240-10 1 7 22
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2 7 22

245-10 ! / 2

2 7 23
MEDIA 7 22,5
DESVPAD.A 0 0,58
VARIANCIA 0 0,33

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibicdo em milimetros) ATC (antibidtico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

TABELA 15. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A S. aureus
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandagaia quadrifasciata.

GUARATUBA
Amostra Placa Halo ATC

241-10 ! / 0

6 0

MEDIA 6,5 0
DESVPAD. 0,707107 0,00
VARIANCIA 0,5 0,00

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibi¢do em milimetros) ATC (antibiotico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

Com relacao as andlise antimicrobiana feita no periodo de verdo, este estudo nao
evidenciou que a agdo antimicrobiana das amostras dos 6leos volateis de geopropolis ,
dos municipios Guaratuba PR, Morretes PR e Paranagua PR, ndo se mostrou eficaz na

inibi¢do da bactéria E.coli NCM 3722. conforme (TABELA 16 A 18).

TABELA 16. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A E. coli
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandagaia quadrifasciata.

VERAO BACTERIA E.coli

PARANAGUA PR
Amostra Placa Halo-mm ATC
1 0 13

240-10
2 0 12
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244-10 1 0 16

2 0 15

245-10 ! 0 16

2 0 15
MEDIA 0 14,5
DESVPAD.A 0 1,64
VARIANCIA 0 2,7

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibi¢do em milimetros) ATC (antibidtico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023). ‘
TABELA 17. ATIVIDADE ANTIBACT ERIANA FRENTE A E.coli
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandagaia quadrifasciata.

MORRETES PR
Amostra Placa Halo-mm ATC
242-10 ! 0 16
2 0 15
MEDIA 0 15,5
DESVPAD.A 0 0,71
VARIANCIA 0 0,5

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibicdo em milimetros) ATC (antibiotico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

TABELA 18. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A E.coli
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandagaia quadrifasciata.

GUARATUBA
Amostra Placa Halo-mm ATC
241-10 1 0 13
2 0 12
MEDIA 0 12,5

DESVPAD.A 0 0,71
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VARIANCIA 0 0,50

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibi¢do em milimetros) ATC (antibidtico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

Ao contrario das andlisse antimicrobiana com a cepa E.coli NCM 3722 feitas no
mesmo periodo de verdo, a a¢do antimicrobiana das amostras dos oleos volateis de
geopropolis , dos municipios Paranagua PR Morretes PR e Guaratuba PR, se mostrou

eficaz na inibicao da bactéria S.Aureus 25923. conforme (TABELA 19 A 21).

TABELA 19. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A S. aureus
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandacaia quadrifasciata.

VERAO BACTERIA S.aureus

PARANAGUA PR
Amostra Placa Halo-mm ATC
24
240-10 ! 10
2 10 26
25
245-10 ! 0
) 0 24
MEDIA 5 24,75
DESVPAD.A 5,77 0,96
VARIANCIA 33,3 0,92

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibigdo em milimetros) ATC (antibidtico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

TABELA 20. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A S. aureus
COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandagaia quadrifasciata.

MORRETES PR



Amostra Placa Halo-mm ATC
242-10 1 3 25
2 7 24
MEDIA 7,5 24,5
DESVPAD.A 0,71 0,71
VARIANCIA 0,50 0,5
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Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibi¢do em milimetros) ATC (antibidtico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

TABELA 21. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A S. aureus

COM O OLEO VOLATIL DA ESPECIE DE ABELHA Mandacaia quadrifasciata.

GUARATUBA
Amostra Placa Halo-mm ATC
241-10 ! 8 24
, o 26
MEDIA 8,5 25
DESVPAD.A 0,71 1,41
VARIANCIA 0,50 2

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibi¢do em milimetros) ATC (antibidtico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

GUARATUBA
Amostra Placa Hallo-mm ATC
241.8 1 8 24
) 9 26
MEDIA 8,5 25
1,41

DESVPAD.A 0,71
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VARIANCIA 0,50 2

Legenda:Amostra ( ponto de coleta) Hallo-mm ( Hallo de inibi¢do em milimetros) ATC (antibidtico tetraciclina )

Fonte: a autora (2023).

Ao longos dos anos as cepas de S.aureus vem criando resisténcia a antibidticos
descobertos como Penicilina descoberta em 1932, Meticilina descoberta em 1970,
Vancomicina descoberta em 1956 mas deixada de lado pelo sucesso da Meticilina, assim
que a cepa se mostrou resistente a Meticilina a Vancomicina foi revista como tratamento,
até que em 1977 uma nova cepa gram-positiva de aureus tornou a resisti-la (SANTOS et.
al, 2007, p.6).

Segundo SANTOS (2009), a resisténcia da bactéria S.aureus acontece devido a
espessura de sua parede celular, pois contém polissacarideos e proteinas antigénicas,
assim como outras macromoléculas (SANTOS et. al, 2009, p. 42). De acordo com os
resultados obtidos das analises antimicrobianas , evidencia-se os Oleos volateis de
geopropolis e propolis potencializadores de desenvolvimento de novos farmacos.
Segundo NOGUEIRA et al. (2007), essa agdo antibacteriana ¢ devido a diversidade de
metabodlitos secundarios da propolis associadas com as regides € as estagdes em que foram
produzidas.

A composicdo quimica bioativa do oleo essencial da geopropolis e do 6leo
essencial de propolis depende de fatores abidticos e bidticos, que também afetam o efeito
antibacteriano, bem como rendimento do 6leo essencial da geoproplis e propolis, motivo
pelo qual no periodo de verdo esses 6leos essenciais ndo apresentaram um halo de inibigao
para a cepa E.coli NCM 3722.

De acordo com Lima, Kaplan e Cruz (2003), hé influéncia dos fatores ambientais
na composicdo de terpenodides em algumas plantas. As autoras citam que pequenas
variagdes diarias de temperaturas estimulam a producgdo de terpendides. Ademais esta
claro que o aumento dos niveis de nitrogénio e fosforo no solo contribui para a
transferéncia de terpenos em 6leos essenciais, embora em valores extremos ocorra uma
diminui¢do (LIMA et al, 2003, p.71-77). Esses fatores de influéncia de terpenos em
plantas, esta diretamente ligado ao rendimento e composi¢do do dleo essencial da
geopropolis e propolis, visto que as abelhas retiram o material resinoso das plantas para

formularem o geoprépolis e propolis.
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18. RESULTADO DA AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA DA
RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS

A figura 76 mostra os resultados da atividade moduladora do PMq e EOPMq
combinado com gentamicina frente as linhagens bacterianas de S. aureus e E. coli.
Quando comparamos a CIM da gentamicina isolada e a CIM da combinacdo
gentamicinatPMq e/ou gentamicinatEOPMq, observamos que ao realizar as
combinacdes, a CIM da gentamicina apresentou reducdo de valor variando de 60,0% a
92,1% frente as linhagens bacterianas testadas, onde tanto o PMq quanto EOPMq

potencializou o efeito do antibidtico.

FIGURA 76- ATIVIDADE MODULADORA DA RESISTENCIA BACTERIANA A
ANTIBIOTICOS

Prépolis (PMq) e Oleo essencial (EOPMq) de abelha nativa
Espécie Mandacaia quadrifasciata
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Figura 76 — Avaliagdo da atividade moduladora da combinacdo do Proépolis (PMq) e do 6leo essencial
(EOPMq) de abelha nativa da espécie Mandagaia quadrifasciata com Gentamicina contra cepas bacterianas
Gram positivas e Gram negativas.
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A figura 76 mostra os resultados da atividade moduladora do PMq e EOPMq
combinado com canamicina frente as linhagens bacterianas de S. aureus e E. coli. Quando
comparamos a CIM da canamicina isolada e a CIM da combinagdo canamicina+PMq e/ou
canamicinatEOPMq, observamos que a combinag¢do canamicina+PMq apresentou o
mesmo valor para CIM da canamicina isolada frente a S. aureus, indicando indiferenca.
Ao analisar as demais combinagdes, a CIM da canamicina apresentou redugdo de valor
variando de 50,0% a 75,0% frente as linhagens bacterianas testadas, onde tanto o PMq

quanto EOPMq potencializou o efeito do antibidtico.

FIGURA 77- ATIVIDADE MODULADORA DA RESISTENCIA BACTERIANA A
ANTIBIOTICOS
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Figura 77 — Avaliagdo da atividade moduladora da combinacdo do Propolis (PMq) e do 6leo essencial
(EOPMq) de abelha nativa da espécie Mandagaia quadrifasciata com Canamicina contra cepas bacterianas
Gram positivas e Gram negativas.
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A figura 77 mostra os resultados da atividade moduladora do PMq e EOPMq
combinado com neomicina frente as linhagens bacterianas de S. aureus e E. coli. Quando
comparamos a CIM da neomicina isolada e a CIM da combinagdo neomicina+PMq e/ou
neomicina+tEOPMq, observamos que ao realizar as combinagdes, a CIM da gentamicina
apresentou redu¢@o de valor variando de 50,0% a 93,8% frente as linhagens bacterianas

testadas, onde tanto o PMq quanto EOPMq potencializou o efeito do antibidtico.

FIGURA 78- ATIVIDADE MODULADORA DA RESISTENCIA BACTERIANA A
ANTIBIOTICOS
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Figura 78— Avaliagdo da atividade moduladora da combina¢do do Prépolis (PMq) e do dleo essencial
(EOPMq) de abelha nativa da espécie Mandagaia quadrifasciata com Neomicina contra cepas bacterianas
Gram positivas e Gram negativas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa através dos resultados das analises de rendimento do 6leo
volatil de geopropolis e propolis, composicdo quimica e atividade antimicrobiana,
pretende evidenciar o potencial dos subprodutos das espécies das abelhas estudadas, afim
de fortalecer estudos de etnoprospec¢do para que cada vez mais seja possivel a
identificacdo de propriedades e principios ativos de recursos bioldgicos através do
conhecimento tradicional, gerando conhecimento cientifico e contribuindo para a
conservacao da diversidade biologica local.

Esta pesquisa identificou que os principais constituintes quimicos nas amostras
foram o PB-Bisaboleno como principal constituinte, seguido de (E)-Cariofileno ar-
Curcumeno, a-Copaeno e o-Pineno. Esses constituintes sao metabdlicos secundarios
também encontrados em 6leos essenciais extraidos de plantas. Todos compdes a classe
dos sesquiterpenos hidrocarbonetos, exceto a-Pineno que constitui a classe dos
monoterpenos hidrocarbonetos. Nao foram encontrados estudos anteriores similares a
esta pesquisa que evidenciasse os sesquiterpenos hidrocarbonetos como principal
composto quimico. Dessa forma o presente estudo, sugere-se o isolamento dos
constituintes quimicos majoritarios para futuras analises de bioatividade.

A atividade antibacteriana do 6leo essencial resultou de maneira geral em halos
de inibicdo considerados sensiveis. Cabe destacar que investigagdes a cerca da
composi¢do quimica para elaboracdo e uma relacdo estrutura quimica versus atividade
precisa ser melhor explorada. Porém, sabe-se que a agdo dos terpendides frente a
membrana bacteriana, sugerem que tal atividade se da pelo fato de que a membrana possui
propriedades lipofilicas, portanto o local de agdo dos 6leos essenciais esta relacionado
com a bicamada fosfolipidica, encontrada em algumas bactérias, como as gram-negativas.

Nos resultados de policromia, o presente estudo foi o primeiro a evidenciar a
tonalidade azulada no extrato da propolis da espécie Tetragonisca angustula, pois
conforme relatado pelos Meliponicultores das regides estudadas observa-se a tonalidade
azulada dos extratos somente para geopropolis da espécie Mandagaia quadrifasciata, o
estudo igualmente revelou a seletividade de abelhas da mesma espécie na coleta de
resinas, mostrados nos resultados de caracteristicas fisicas das amostras em natura e

distintas tonalidades dos extratos etanolicos.

Outro ponto importante a ser observado, ¢ o fato de que, para se conhecer o modo
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de acdo dos oleos, serd necessario examinar separadamente cada componente do 6leo
essencial, e as suas combinagdes para averiguar se eles tém acdo bactericida sozinhos ou
sincronizados, pois muitos componentes dos O6leos essenciais possuem diferentes

habilidades especificas para romper ou penetrar na estrutura bacteriana.

Por outro lado, os resultados da avalia¢ao da atividade moduladora da combinagao
do Propolis (PMq) e do 6leo essencial (EOPMq) de abelha nativa da espécie Mandagaia
quadrifasciata com gentamicina, neomicina € canamicina contra cepas bacterianas Gram
positivas e Gram negativas revelaram o potencial tanto do 6leo como do extrato da
propolis como potencializadores de atividade antibiotica.

Pode-se inferir, a partir dos resultados alcancados, que este estudo possibilitou o
conhecimento dos potenciais quimicos e biologicos das espécies estudadas através dos
ensaios realizados, todavia futuras pesquisas poderdo ser realizadas para avaliar os
diferentes aspectos em relagdo ao teor e composicao quimica dos 6leos essenciais.

Far-se-a4 ainda a avaliagdo da variagdo sazonal no teor e composicdo do dleo
essencial da propolis das abelhas em questdo, a fim de investigar a variabilidade da
composi¢do quimica do 6leo essencial em diferentes estagdes do ano.

ApoOs a publicacdo do presente estudo, ocorrerd mais uma visita técnica aos
meliponicultores , afim de expor os resultados das analises.

O estudo ainda formulou o encapsulamento do oleo volatil da espécie
Tetragonisca angustula e hidrogel do hidrolato obtidos da extra¢do por hidrodestilagao
do 6leo volatil da espécie Mandagaia quadrifasciata, como perspectiva de novos ensaios

dermacosméticos , bem como potencial cicatrizante.
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