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RESUMO

SUPLEMENTO PROTEICO FERMENTADO PARA ABELHAS Apis mellifera
AFRICANIZADAS

O objetivo desta pesquisa foi desenvolver um método com condicdes ideais para a
fermentacdo de um suplemento proteico que exerca efeito positivo sobre a longevidade
das abelhas africanizadas, confinadas em gaiola. Os probioticos utilizados para a
fermentagdo do produto foram: Bifidobacterias, Lactobacilos, e Saccharamyces e o
prebidtico inulina. Para o desenvolvimento do método, foram realizados o Planejamento
Fatorial Fracionado (2** + 4pc) e o Delineamento Composto Central Rotacional (22 + 4
axiais + 4 pc), totalizando 24 ensaios. Em um periodo de fermentacdo de cinco dias
houve a diminuig¢do do pH e aumento de &cido latico. A maior quantidade de bactérias
4cidolaticas presentes foi de 10° UFC/g de suplemento. Temperaturas baixas e umidades
altas produziram os melhores efeitos sobre as respostas fermentativas. A condigéo ideal
que possibilitou eficiente fermentacéo foi: 38,96°C de temperatura, 66,00% de umidade,
2,00% de inulina e 10,00% de probidticos. Para testar o efeito do suplemento
fermentado por probidticos em abelhas africanizadas, foram utilizados quatro
tratamentos com cinco repeti¢des. Os tratamentos foram: xarope, polen, suplemento
proteico e suplemento proteico fermentado. As respostas avaliadas foram: consumo do
suplemento, taxa de mortalidade e aumento da longevidade. Observou-se em abelhas
alimentadas com suplemento proteico fermentado por probidticos: menor consumo
médio, menor taxa de mortalidade e a maior longevidade. Foi possivel criar um
ambiente ideal que permitiu a fermentacdo do suplemento proteico em apenas cinco
dias. A fermentacdo e a presenca de probioticos promoveram nas abelhas aumento da
longevidade em sistema fechado.

Palavras-chave: Apis mellifera, Bifidobacterias, inulina, Lactobacilos, Saccharomyces
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ABSTRACT

FERMENTED PROTEIN SUPPLEMENT FOR AFRICANIZED HONEYBEES Apis
mellifera

This research was carried out to develop a method with ideal conditions for
fermentation of a protein supplement that promotes a positive effect on longevity of
Africanized honeybees confined in cages. The probiotics used for fermentation were:
Bifidobacteria, Lactobacilli, and Saccharomyces and the inulin prebiotic. For the
method development, Fractional Factorial Planning (2** + 4pc) and Rotational Central
Compound Design (22 + 4 axial + 4 ch) were performed, totaling 24 trials. In a
fermentation period of five days there was a decrease in the pH and an increase in the
lactic acid. The greater amount of lactic acid bacteria present was of 10° CFU/g of
supplement. The low temperatures and high humidity produced the best effects on the
fermentative responses. The ideal condition that made possible an efficient fermentation
was: temperature 38.96°C, humidity of 66.00%, inulin 2.00% and probiotics 10.00%.
To try out the effect of the fermented supplement by probiotic on Africanized
honeybees, four treatments with five repetitions were used. The treatments were: sugar
syrup, pollen, protein supplement and fermented protein supplement. The responses
evaluated were: supplement intake, mortality rate and longevity. It was observed in
honeybees fed with protein supplement fermented by probiotics the lowest mean intake,
lowest mortality rate and greatest increase in longevity. Also, it was possible to create
an ideal environment that allowed fermentation of the protein supplement, in just five
days. The fermentation and the presence of probiotics promoted in bees the increase of
longevity in closed system.

Key word: Apis mellifera, Bifidobacteria, inulin, Lactobacilli, Saccharomyces



| — INTRODUCAO

Todo e qualquer alimento fornecido a um animal deve atender as suas exigéncias
nutricionais. As necessidades nutricionais das abelhas sdo atendidas pela coleta de agua,
néctar e polen. O néctar fornece carboidratos e minerais e o pélen fornece proteinas,
lipidios, vitaminas e minerais (Gilliam, 1979). O pdlen é o alimento mais rico em
nutrientes, fundamental para a sobrevivéncia e o desenvolvimento da coldnia
(Somerville, 2005).

Logo apds a emergéncia, a abelha necessita principalmente do consumo de pdlen
para completar seu desenvolvimento interno durante os préximos oito a dez dias de vida
(Winston, 1987). Apds o consumo, o polen é digerido e a proteina é absorvida, podendo
ser observados valores maiores de proteina na hemolinfa no sétimo dia de vida (Morais
etal., 2013a).

H& uma variacdo na qualidade do pdlen consumido. A qualidade pode ser
observada pela porcentagem de proteina contida. A exigéncia minima de proteinas para
as abelhas é de 20-25%. Considera-se baixo teor de proteina no polen uma quantidade
inferior a 20%, médio 25% e alto mais de 25% (Somerville, 2005). O pblen com baixa
proteina limita um ou mais aminoacidos, segundo De Groot (1953), as proporcoes de
aminoacidos essenciais necessarios para o crescimento das abelhas sdo: arginina (3,0%),
histidina (1,5%), lisina (3,0%), triptofano (1%), fenilalanina (2,5%), metionina (1,5%),
treonina (3,0%), leucina (4,5%), isoleucina (4,0%) e valina (4,0%).

Os nutrientes presentes no pdlen ndo sdo facilmente utilizados quando ingeridos
devido a exina, microestrutura resistente que cobre o pélen, responsavel por proteger a
célula geradora. Alguns grdos de pélen possuem paredes mais finas, de modo que, seus
nutrientes sdo mais absorvidos (Dimou & Thrasyvoulou, 2009; Ariizumi & Toriyama,
2011).



A coleta dos grdos é realizada em diversas flores. A quantidade a ser coletada
por uma colbnia vai depender das condicOes florais e da area de cria. Uma coldnia de
tamanho médio coleta entre 40 a 60 kg de polen por ano (Nogueira-Couto & Couto,

2006). O consumo deste polen coletado so € realizado na forma de péo da abelha.

1. Pdo da abelha:

Para que ocorra a conversao do polen em pdo da abelha, os grdos de polen sédo
recolhidos nas flores e carregados para a colmeia nas corbiculas das abelhas operarias
mais velhas. Estes grdos sdo estocados em alvéolos dos favos proximos a area de cria,
em uma area com temperatura entre 35-36°C. As abelhas depositam secrecdes
glandulares e algumas enzimas sobre o pdlen antes de ser selado com néctar
preenchendo por volta de % do volume do alvéolo, criando um ambiente anaerobico
para entdo ser convertido em pdo da abelha (Herbert & Shimanuki, 1978; Winston,
1987; Barene, Daberte, & Siksna, 2015). Durante a conversdo, o polen sofre alguns
processos biogquimicos, que permitem alteracbes nutricionais e microbioldgicas
(Gilliam, 1979).

1.1. Composicdo nutricional:

O pdo da abelha é composto de proteinas, carboidratos, lipidios, minerais,
vitaminas, varios &cidos organicos, enzimas e outras substancias (Risco-Rios et al.,
2012; Barene, Daberte, & Siksna, 2015). Durante o processo ocorre aumento no teor de
umidade, carboidratos, acido latico, aminodcidos, vitaminas do complexo B, K, E e
carotenoides e queda no teor de lipideos, pH e no teor de proteina (Human & Nicolson,
2006; Anderson et al., 2011; DeGrandi-Hoffman, Eckholm, & Huang, 2013; Barene,
Daberte, & Siksna, 2015).

Com a fermentacdo as paredes do pdlen sdo destruidas facilitando a assimilacdo
do conteudo (Mutsaers et al.,, 2005). Na parede estdo presentes pectinas e
polissacarideos, e 0s responsaveis por romper a parede rigida e assim liberar
monossacarideos constituintes sdo os micro-organismos (Engel, Martinson, & Moran,
2012).

1.2. Composicao microbiologica:

Pouco se sabe sobre a microbiologia do polen e pao da abelha (Gilliam & Prest,



1987). Os estudos com a microflora do pdo da abelha sdo validos apenas para a sua
regido ou para uma regido de um clima similar (Pain & Maugenet, 1966; Babendreier et
al., 2007). Quando uma flor floresce pela primeira vez, fornece néctar e polen estéreis,
mas eventualmente tornar-se invadido por micro-organismos em suspensdo e pelo
contato de outros insetos. A composicdo e 0S numeros destes micro-organismos
transitorios podem variar com o tempo, tipo de flor, insetos visitantes, temperatura e
composicao nutricional do polen e néctar (Vasquez et al., 2012).

O polen carregado na corbicula da abelha ja vem com uma microbiota adquirida
no ambiente (Corby-Harris, Maes, & Anderson, 2014). Os géneros Saccharomyces,
Lactobacillus e Pseudomonas sé&o 0s micro-organismos considerados mais importantes
na fermentacédo do polen (Pain & Maugenet, 1966).

As leveduras isoladas do pdlen fresco e/ou fermentado fermentam os agucares.
A maioria das espécies encontradas fermentam a glicose, sacarose e maltose (Gilliam,
1979). O néctar regurgitado no polen € predominantemente composto pelo dissacarideo
sacarose e monossacarideos, frutose e glicose (Herrera, Pérez, & Alonso, 2006). Com
isso, a microbiota facilita 0 metabolismo do agucar. Além disso, as leveduras produzem
vitaminas do complexo B e aminoacidos, que sdo necessarios para as abelhas, podendo
ser utilizadas também pelas bactérias &cidolaticas (Egorova, 1971). Outro papel da
levedura é o consumo do oxigénio no meio proporcionando o crescimento de bactérias
anaerdbicas (Hu et al., 2008). As leveduras presentes no polen e pdo da abelha de
acordo com uma revisdo realizada por Gilliam (1979) s&o: Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, = Endomycopsis, = Hansenula, = Metschnikowia, = Rhodotorula,
Saccharomyces, Saccharomycodes, Sporobolomyces, Torula, Torulopsis e
Zygosaccharomyces.

Outro grupo que ocupa papel central nos processos de fermentacdo e
bioconservagdo sdo os das bactérias acidolacticas. Estas convertem a fonte de energia
disponivel, oxidando parcialmente a glicose, gerando ATPs e piruvato, em seguida
liberam energia e produzem compostos organicos como o acido latico (Leroy & Vuyst,
2004). Uma parte da microbiota do intestino da abelha realiza a fermentacdo de
carboidratos, essas bactérias fermentativas incluem espécies especificas dentro dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (Kwong & Moran, 2016). De um modo geral,
os Lactobacillus spp. tanto em abelhas solitarias como nas abelhas sociais sao
responsaveis por proteger os alimentos armazenados e inibir micro-organismos

patogénicos, diminuindo os niveis de pH ou produzindo metabolitos secundarios (Pain



& Maugenet, 1966).

Gilliam (1979) observou a simbiose entre 0s micro-organismos e descreveu as
quatro fases de desenvolvimento microbiano durante a fermentacdo do polen: Fase 1:
presenca de leveduras responsaveis por liberar gas carbonico, produzir metabolitos
secundarios e assim cooperar para o crescimento de bactérias &cidolécticas anaerdbicas,
os Streptococcus; Fase 2: presenca dos Streptococcus, estes produzem acidos que
contribuem para a queda do pH e proporciona um ambiente favoravel para os
Lactobacillus; Fase 3: desaparecimento dos Streptococcus e o desenvolvimento intenso
de Lactobacillus; Fase 4: desaparecimento das bactérias acidolaticas e leveduras, pela
grande quantidade de acido latico produzido. O pdo da abelha torna-se
microbiologicamente estéril com o pH por volta de 4 e pronto para consumo. Além do
pdo da abelha, alimento proteico natural, as abelhas também podem consumir alimento

proteico artificial.

2. Suplementos proteicos para abelhas Apis mellifera:

O suplemento proteico € uma alternativa de alimento com valor nutritivo
elevado, mas que n&o substitui permanentemente o alimento natural. Estes suplementos
sdo fornecidos quando existe uma baixa ou nenhuma disponibilidade de alimento
natural para as abelhas no campo ou quando as condi¢cGes meteoroldgicas ndo permitem
o forrageamento nas flores pelas abelhas naquele periodo (Kazimierezak-Baryezko &
Szymas, 2006). O fornecimento ird contribuir para que as abelhas consigam estar em
atividade durante o ano inteiro (Patruica & Hutu, 2013).

Alguns alimentos alternativos para as abelhas podem ser observados em uma
revisao realizada por Coelho et al. (2008). Atualmente, pesquisas estdo sendo realizadas
no Brasil, com a intencdo de desenvolver e testar nas abelhas formulacbes de
suplementos proteicos.

Pereira et al. (2006) utilizaram ingredientes do Nordeste brasileiro, farinha de
feno de folha de mandioca, farinha das vagens de algaroba, farelo de babacu, purilac,
forneceram como alimento proteico e observaram eficiéncia do produto no
desenvolvimento e manutengdo das coldnias. Toledo et al. (2010) formularam um
suplemento proteico com 35% de proteina bruta e ndo verificaram efeito no aumento da
producdo de geleia real. O suplemento formulado por Sereia et al. (2010a,b; 2013), teve
como ingredientes fontes de dleo e proteina e foi recomendado para aumentar a

producdo de geleia real, resultou nas abelhas maior longevidade e menor taxa de



mortalidade, além de ser viavel financeiramente. Col6nias alimentadas com dietas
formuladas por Morais et al. (2013b), apresentaram maior desenvolvimento da
populacdo. Altas quantificacdes de proteina na hemolinfa foram observadas em abelhas
alimentadas com dietas proteicas (Cappelari et al., 2009; De Jong et al., 2009; Morais et
al., 2013a).

Existe a necessidade de sempre melhorar a composigéo destes substitutos para
melhor atender as exigéncias das abelhas (Kazimierezak-Baryezko & Szymas, 2006).
Estudos recentes se concentraram na possibilidade de desenvolver um produto proximo
ao pao da abelha. Para obter esta formulacdo é necessario atender além das propor¢des
dos diferentes constituintes e conhecer os micro-organismos que as abelhas adicionam

para a transformacéao do pao por meio da fermentacdo (Araneda et al., 2014).
3. Avanco na suplementagéo proteica:

3.1. Fermentacdo por probioticos:

A fermentacéo é utilizada para a producao de alimentos saudaveis para pessoas e
animais (Hu et al., 2008). A primeira producdo de alimentos fermentados foi baseada na
fermentacdo espontanea devido ao desenvolvimento da microflora natural presente na
matéria-prima. Mais tarde, tornaram disponiveis como preparacdes probidticas
concentradas secas, congeladas e liofilizadas (Leroy & Vuyst, 2004).

Os micro-organismos considerados probidticos possuem como objetivo,
colonizar o intestino de forma equilibrada entre as distintas espécies presentes,
garantindo funcionalidade e efeitos benéficos ao organismo (Gibson & Roberfroid,
1995). Os probidticos tém acgdes que juntas se potencializam, isto é, possuem uma
simbiose (Saad, Cruz, & Faria, 2011). As principais comercialmente sdo dos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus (Santos et al., 2008). Além dos seres humanos estes
géneros sdo também encontrados no trato gastrointestinal das abelhas (Rada et al., 1997;
Reuter, 2001; Killer et al., 2009).

O género Lactobacillus € a mais numerosa e heterogénea unidade taxonémica,
que compreende mais de 100 espécies, pertencente ao grupo das bactérias produtoras de
acido latico (Gaggia, Mattarelli, & Biavati, 2010; Pattabhiramaiah, Reddy, &
Brueckner, 2012). S&o anaerobios facultativos, ndo moveis e, sem formacao de esporos.
Eles sdo conhecidos por produzir o &cido latico como produto final (Jeyaprakash, Hoy,
& Allsopp, 2003).



As Bifidobactérias por definicdo ndo sdo membros das bactérias &cidolaticas,
mas por causa da sua producédo de &cido latico e do seu conhecido efeito positivo sobre
a flora gastrointestinal do hospedeiro, s&o comumente colocadas dentro deste grupo
(Ramirez et al., 2011). As Bifidobactérias sdo anaerdbias, ndo possuem motilidade e
possuem diversas formas (Leahy et al., 2005).

As culturas iniciadoras liofilizadas s&o produtoras de acido latico. As principais
sdo os Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus (Risco-Rios et al., 2014).
Estas ndo colonizam porque ndo resistem as condi¢fes do trato digestivo. Diferente das
culturas probidticas que fornecem efeitos terapéuticos se fixarem na parede do célon
(Antunes, Cazetto, & Bolini, 2004). Os mais usados em animais sdo os Bacillus,
Enterococcus, Lactobacillus e Saccharomyces (Gaggia, Mattarelli, & Biavati, 2010).

Um ponto importante a ser considerado sdo as concentracdes de bactérias
vidveis presentes nas preparacdes probioticas no momento da administragdo aos animais
(Gaggia, Mattarelli, & Biavati, 2010). Para o produto destinado ao consumo, é indicado,
diariamente, um valor minimo viavel de 10% a 10° unidades formadoras de col6nias.
Comprovando a sua eficacia, valores inferiores sdo aceitos (Gallina et al., 2011).

O probidtico deve permanecer viavel durante a estocagem do produto e estar em
atividade metabdlica no ecossistema gastrointestinal do hospedeiro (Lee & Salminen,
1995). A atividade e viabilidade sdo determinadas pelas condi¢cGes do ambiente. A cepa
deve tolerar alguns fatores bidticos e abidticos. Fatores como umidade, acidez, oxigénio
dissolvido, fontes de carboidratos, nitrogénio, vitaminas e sais minerais, tipo e
quantidade de géneros, espécies ou linhagem utilizada, interaces, método de
inoculacdo e a estocagem podem ter forte influéncia em sua viabilidade e atividade
(Oliveira, Serrdo, & Message, 2009; Gaggia, Mattarelli, & Biavati, 2010; Gallina et al.,
2011; Risco-Rios et al., 2014).

A composic¢do, manutencgdo e / ou atividade também é fortemente influenciada
pela presenca de prebioticos, que séo ingredientes alimentares ndo digeriveis, citando
como exemplo, a fibra inulina (Gallina et al., 2011). A inulina pode ser extraida da raiz
da chicoria ou batata yacon e é composta por oligofrutose (Silva et al., 2011). Em um
produto desenvolvido com caracteristicas proximas ao pdo da abelha, a inulina
propiciou resultados 6timos como prebidtico, estimulando a multiplicacdo das cepas
probidticas (Vamanu et al., 2010). Quando os prebioticos e probidticos estdo presentes
simultaneamente no produto, o termo utilizado é simbidtico. Com esta combinagéo, o

resultado dos produtos sdo caracteristicas funcionais dos dois grupos (Schrezenmeir &



De Vrese, 2001).

A conservagédo e a viabilidade dos micro-organismos podem ser realizadas por
diversos métodos. Os métodos podem ser divididos em curto prazo: repicagem; medio
prazo. Oleo mineral, agua esterilizada, congelamento comum; e longo prazo:
liofilizaco, criopreservacdo. O método considerado mais eficiente € o de liofilizacdo. O
processo consiste em reduzir a &gua contida, removendo-a por sublimagédo (Sola et al.,
2012). Em condicbes adequadas os micro-organismos irdo fornecer beneficios ndo so6
para a industria alimentar, mas também para a saude do hospedeiro.

Vérias bactérias acidolacticas possuem acdo antimicrobiana. Essa agdo permite
aumento da acidez e reducdo do pH, restringindo micro-organismos patogénicos,
aumentando a vida de prateleira, melhorando a textura e contribuindo ao perfil sensorial
do produto final (Leroy & Vuyst, 2004). Além dos beneficios em termos de melhorias
no produto final, as culturas probidticas podem também contribuir garantindo beneficios
em termos de nutricdo e de satde ao hospedeiro.

Uma equilibrada microbiota constitui em uma barreira contra patdgenos
(Gaggia, Mattarelli, & Biavati, 2010). Frequentes conversdes bioguimicas realizadas
pelos micro-organismos melhoram a absorc¢do de nutrientes; estimula o sistema imune;
produzem vitaminas e aminoacidos, liberam peptideos bioativos (Leroy & Vuyst, 2004;
Ptaszynska et al., 2015). Os efeitos benéficos j& podem ser percebidos em insetos vivos
(Patruica & Hutu, 2013).

3.2. Simbiose entre as abelhas e 0s micro-organismos:

A flora bacteriana nativa é tdo importante para abelhas como para 0s humanos e
animais (Olofsson & Véasquez, 2008). Pesquisadores tém demonstrado que existe a
simbiose entre 0s insetos sociais e as espécies microbianas e que, possivelmente, a
diversificacdo e 0 sucesso evolutivo dos insetos dependeram, em parte, destes micro-
organismos benéficos (Martinson et al., 2011; Moran, 2015).

Os fatores que influenciam a composi¢do da microbiota intestinal dos insetos
incluem: desenvolvimento dos insetos, as condigdes fisico-quimicas dos diferentes
compartimentos intestinais, fontes disponiveis para a aquisicdo das bactérias e a
capacidade para transferir bactérias para as progénies (Engel & Moran, 2013). A
imunidade e/ou diferengas comportamentais entre as colonias influenciam o

desenvolvimento e a composi¢do das comunidades intestinais (Powell et al., 2014).



Nas abelhas, as bactérias encontram um ambiente fisicamente e nutricionalmente
variavel pelo complexo comportamento social desses insetos. As bactérias estdo
presentes dentro do aparelho digestorio da abelha, na colmeia e nos alimentos (Gilliam,
1997; Anderson, 2013).

A comunidade microbiana do aparelho digestorio é particular e adaptada a
abelha (Kwong & Moran, 2016). Cada espécie possui uma distribuigdo caracteristica ao
meio (Kwong, Mancenido, & Moran, 2017). Crescem em meios ricos, consistentes com
sua forma de vida associada a abelha, e exigem condi¢des anaerdbicas ou
microaerofilicas, embora algumas cepas conseguem crescer aos niveis de oxigénio
atmosférico (Anderson et al., 2013). O sistema digestorio desses hymendpteros é
relativamente simples, sugerindo uma microbiota muito menos complexa que a de
outros animais (Babendreier et al., 2007). No abdémen da abelha adulta o sistema é
composto por vesicula melifera, proventriculo, ventriculo, intestino e reto,
proporcionando diferentes ambientes para 0s micro-organismos (Dade, 2009).

A vesicula melifera quando cheia de néctar se torna um meio rico em nutrientes,
proporcionando crescimento dos micro-organismos, a condi¢cdo microaerdbia, também
presente dentro do limen intestinal consiste com a forma de vida dos micro-organismos
presentes (Tajabadi et al., 2011; Anderson, 2013). Durante a coleta de néctar, a vesicula
melifera € preenchida e esvaziada consecutivamente, perturbando e evitando a
colonizacdo permanente de bactérias neste local (Martinson, Moy, & Moran, 2012;
Anderson et al., 2013). Assim como nos alimentos estocados, a vesicula melifera
também possui pH baixo, ou seja, um meio acido, diferente do intestino médio ndo
acido e intestino posterior pouco acido (Anderson et al., 2013).

O intestino médio das abelhas é responsavel pela digestdo e absorcdo do
alimento. N&o fornece um substrato estavel para a colonizacéo bacteriana, pois neste se
encontra a membrana peritréfica composta de quitina e proteinas. Suas fungdes estdo
ligadas a digestdo do alimento, proteger as células do intestino do atrito de alimentos
solidos, barreira para micro-organismos patogénicos, controla o fluxo de substancias e
protege de toxinas dos alimentos e substancias toxicas provenientes dos agrotdxicos
e/ou produtos de plantas toxicas (Cruz-Landim, 2009; Pattabhiramaiah, Reddy, &
Brueckner, 2012; Engel & Moran, 2013). E na parte final do intestino que estdo
presentes a grande comunidade microbiana, aproximadamente 95 % do total, os
contetidos do reto podem servir como fonte de nutrientes para bactérias (Moran, 2015).

Em larvas e em operérias recém-emergidas 0s micro-organismos estdo ausentes



ou em poucas quantidades sendo mais comumente encontrados no sistema digestorio
das abelhas operarias. Os adultos com 9 dias, apds a emergéncia, possuem uma
microbiota totalmente desenvolvida. Abriga grande comunidade bacteriana no intestino,
com cerca de 1 bilhdo de células bacterianas. A microbiota é estabelecida no intestino
da operaria adulta por meio do contato com a colonia e trofalaxis entre companheiras,
sendo essa a melhor forma de homogeneizar os perfis de microbiota nos individuos
dentro da coldnia (Martinson, Moy, & Moran, 2012; Powell et al., 2014).

Lactobacillus spp. e Acetobacteraceae podem ser encontrados em larvas, no
alimento e na vesicula melifera (Moran, 2015). Quando os micro-organismos colonizam
0 intestino da abelha, cria uma microflora permanente no trato digestorio composto por
leveduras, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Grande parte desse grupo:
Saccharomyces, Lactobacillus, Bacillus spp., Streptococcus, Bifidobacterium e
Pseudomonas entre outros pode ser observado na reviséo realizada por Anderson et al.
(2011). No intestino posterior estdo presentes: Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola,
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (Engel & Moran, 2013; Moran, 2015; Kwong
& Moran, 2016). Com excecdo as paredes do sistema digestivo, todo o ambiente é
anaerdbico e &cido e a principal consumidora de oxigénio € a Snodgrassella alvi.
Observa-se queda do pH, especialmente no ileo e no reto, em que a maioria das
bactérias se localizam com valores préximos a 5,2 (Zheng et al., 2017). A existéncia e
importancia das bactérias para as abelhas ja é documentada, mas a inclusdo de
preparacfes probidticas na alimentacdo das abelhas ainda permanece em fase

experimental por todo o mundo.

3.3. Probidticos em suplemento proteico para abelhas Apis mellifera:

Dados limitados sobre a inclusdo de probidticos na suplementacdo das abelhas
estdo atualmente disponiveis (Engel & Moran, 2013). A adicdo destas preparagdes em
substitutos proteicos resultou em melhor utilizagdo dos nutrientes, maiores quantidades
de membranas peritroficas do epitélio do intestino médio das abelhas, maior imunidade,
menos mortes, maior desenvolvimento do corpo gorduroso, maior desenvolvimento das
glandulas (Langowska, Szymas, & Baryczko, 2003; Evans & Lopez, 2004; Kaznowski
et al., 2005; Kazimierczak-Baryczko & Szymas$, 2006; Szyma$, Langowska, &
Kazimierczak-Baryczko, 2012). Outras pesquisas com xarope de aglcar contendo
substancias acidificantes e / ou produtos probidticos tem-se mostrado em excelente

promotor de crescimento da colbnia, desenvolvimento da glandula de cera e melhoria na
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salide das abelhas (Patruica et al., 2012; Patruica & Hutu, 2013).

Todas as espécies bacterianas presentes no intestino das abelhas podem ser
cultivadas em laboratério e utilizadas para inocular abelhas, e permite o avango dos
estudos experimentais (Engel et al., 2013). Estas recentes pesquisas ja& comprovam oS
beneficios ofertados por estes micro-organismos, apresentando uma linha de pesquisa
promissora na apicultura (Rangberg et al., 2012). O maior beneficio oferecido as

abelhas com o avanco da tecnologia seria 0 aumento do tempo de vida das abelhas.
4. Influéncia da alimentagéo proteica na longevidade das abelhas:

O alimento proteico € um dos fatores mais importantes que influenciam a
longevidade das abelhas recém-emergidas (Wang et al., 2014). A principal fonte de
proteina natural para as abelhas é o polen. Um pélen de ma qualidade possui baixa
quantidade de aminoacidos refletindo para a abelha menor longevidade. Quando uma
coldnia é capaz de coletar quantidades de pdlen de trés ou mais espécies de planta, as
deficiéncias presentes em qualquer espécie ndo sdo susceptiveis e ndo causardo
problemas significativos sobre a sua sobrevivéncia (Somerville, 2005). A deficiéncia em
nutrientes ndo é a Unica desvantagem do pdlen, a possivel presenca de patdgenos
também afeta a longevidade das abelhas, sendo assim, a alternativa mais favoravel, € o
fornecimento de substitutos proteicos (Brodschneider & Crailsheim, 2010).

A concentracdo de proteina e a mistura dos aminodcidos presentes no
suplemento sdo de extrema importancia para a longevidade das abelhas, mas a absor¢édo
dos nutrientes pode ser insuficiente se for fornecido separadamente do alimento
energético e ndo contribuir para a longevidade da abelha (De Groot, 1953). As abelhas
adultas podem sobreviver durante muito tempo sobre os alimentos energéticos, mas as
abelhas que consomem também alimento proteico apresentam maior longevidade
(Algarni, 2006; Sereia et al., 2010). A desvantagem do suplemento proteico é a falta de
probidticos, bactérias benéficas que contribuem com a salde e a diminuigédo da taxa de

mortalidade das abelhas (Kaznowskia et al., 2005).
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Il - OBJETIVO GERAL

Desenvolver um suplemento proteico fermentado simbidtico em condigdes

otimizadas que proporcione as abelhas maior longevidade.
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Il — Otimizacdo do processo de fermentacéo de racdo proteica para suplementagéo
de abelhas Apis mellifera africanizadas

RESUMO: O objetivo desta pesquisa foi desenvolver um método com condicdes ideais
para a fermentacdo de um suplemento proteico para as abelhas. Os probioticos
utilizados foram: Lactobacilos, Bifidobacterias e Saccharamyces e o prebidtico inulina.
O Planejamento Fatorial Fracionado (2** + 4pc) e o Delineamento Composto Central
Rotacional (2% + 4 axiais + 4 pc) foram realizados, totalizando 24 ensaios. Houve um
aumento de acido latico e diminuicdo do pH em um periodo de cinco dias de
fermentacdo. A quantidade de bactérias acidolaticas presentes foi 10%-10° UFC/g de
suplemento. No primeiro planejamento, o pH foi 3,58+0,01 a 5,35+0,02 e a
percentagem de &cido latico no ultimo dia de fermentacdo, foi 1,40+0,05% a
3,18+0,03%. A temperatura e a umidade tiveram efeitos significativos. As variaveis
inulina e probidtico ndo apresentaram efeitos. No segundo planejamento, o pH foi
3,49+0,01 a 3,96+0,01 e a producdo de acido latico foi 1,06£0,01% a 1,66+0,02%. As
menores temperaturas e as maiores umidades produziram os melhores efeitos sobre as
respostas fermentativas. Concluiu-se que foi possivel criar um ambiente ideal com
temperatura, umidade, inulina e probiédticos, 38,96°C, 66,00%, 2,00% e 10,00%
respectivamente, que possibilitou a fermentacdo do suplemento proteico obtendo como
produto final caracteristicas fermentativas proximas ao pao da abelha em cinco dias.

PALAVRAS-CHAVE: &cido latico, Bifidobacterias, inulina, Lactobacilos, probiético,
Saccharomyces.
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I11 - Fermentation process optimization of protein feed for supplementation of
Africanized honeybees Apis mellifera

ABSTRACT: The objective of this research was to develop a method with ideal
conditions for fermentation of a protein supplement for honeybees. Probiotics used
were: Lactobacilli, Bifidobacteria and Saccharamyces and inulin prebiotic. Fractional
Factorial Planning (2** + 4pc) and Rotational Central Compound Design (22 + 4 axial+
4 pc) were done, totaling 24 treatments. There was an increase in lactic acid and pH
decrease during the five-day fermentation period. The amount of lactic acid bacteria
present was 10°-10° CFU/g of supplement. In the first planning pH was 3.58+0.01 to
5.35+0.02 and the percentage of lactic acid on the last day of fermentation was
1.40+0.05% to 3.18+0.03%. Temperature and humidity had significant effects. Inulin
and probiotic variables showed no significant effects. In the second planning, the pH
was 3.49+0.01 to 3.96+0.01 and lactic acid production was 1.06+0.01% to 1.66+0,02%.
Lower temperatures and high humidity produced the best effects on the fermentative
responses. It was concluded that it was possible to create an ideal environment with
temperature, humidity, inulin and probiotics of 38.96°C, 66.00%, 2.00% and 10.00%
respectively, that allows a very strong fermentation of the protein supplement, obtaining
a final product with fermentative characteristics resembling to bee bread in just five
days.

KEY WORDS: lactic acid, Bifidobacteria, inulin, Lactobacilli, probiotic,
Saccharomyces.
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Introducéo

A assimilacdo de nutrientes é fundamental para o crescimento e o
desenvolvimento da colonia (Brodschneider & Crailsheim, 2010). Os principais
nutrientes para as abelhas sdo: carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas, minerais e
agua, presentes no polen e néctar (Manning et al., 2007). As abelhas convertem o néctar
em mel e o pélen em péo abelha, permitindo a disponibilidade do conteudo nutricional
(Altaye et al., 2010).

O pao da abelha é alimento mais nutritivo das abelhas e a principal fonte
proteica. O pdélen coletado pelas operarias é estocado em alvéolos, misturados com
enzimas digestivas e mel. A mistura sofre processos fisicos, quimicos e microbioldgicos
com a acdo das enzimas, micro-organismos, umidade e temperatura. Em
aproximadamente duas semanas o polen é fermentado e chamado pédo da abelha (Nagai
et al., 2005).

A fermentacdo é utilizada como um método eficaz para a producdo de alimentos
saudaveis. O processo € controlado por bactérias acidolaticas, bolores e leveduras
(Giraffa, 2004). A levedura Saccharomyces cerevisae consome 0 oxigénio deixando o
local anaerdbico, promovendo o crescimento de bactérias (Hu et al., 2008). As bactérias
proporcionam queda no pH e acidificagdo no meio. A acidificagdo ocorre
principalmente pela producdo de &cido latico. Diversos antimicrobianos naturais séo
produzidos, tais como: bacteriocinas, diacetil, diéxido de carbono, etanol, peroxido de
hidrogénio e os acidos organicos acético, formico, fenil-latico e acido graxo caproico
(Leroy & Vuyst, 2004).

Na camada superior do pdo da abelha, observa-se agdo antimicrobiana e na
camada inferior maiores valores de fenolicos totais. A atividade antibacteriana do péo
de abelha é ocasionada pelos micro-organismos e o contetdo fendlico esta relacionado
com o envelhecimento do pdo de abelha (Podriznik & Bozi¢, 2015). A a¢do dos micro-
organismos ndo estd apenas envolvida na producdo e preservacao dos alimentos, mel e
pdo da abelha, mas também sdo importantes para a saude das abelhas (Vasquez et al.,
2012; Raymann, Shaffer, & Moran, 2017). Para compreender os efeitos benéficos é
fundamental conhecer alguns fatores, tais como, composic¢éo e quantificacdo dos micro-
organismos, genética e fisiologia da abelha e fatores ambientais (Engel et al., 2016).

A transformacdo intensa da agricultura, degradando o habitat natural e criando

monoculturas, alteram a abundéancia, taxa de transmissdo ou a sobrevivéncia dos micro-
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organismos benéficos que habitam o local, como também afeta o fornecimento
adequado de nutrientes exigido pelas abelhas comprometendo a nutrigdo e imunidade
(Alaux et al., 2010; Potts et al., 2010; Nicholls & Altieri, 2012; Anderson et al., 2013).
O fato da coldnia ndo estar doente ndo significa que ela esteja saudavel. Colbnia
saudavel deve ser livre de doencas e acima de tudo, bem nutrida e capaz de perpetuacdo
(Brodschneider & Crailsheim, 2010).

Uma alternativa para nenhuma ou pouca fonte natural de alimento para as
abelhas é o fornecimento de suplementos. Pesquisas relacionadas a este fornecimento
estdo apresentando bons resultados no desenvolvimento e manutencdo de colmeias e
minirrecrias, além de aumentar a producdo de geleia real, aumentar a longevidade das
abelhas, diminuir a taxa de mortalidade, aumentar a quantificacdo de proteina na
hemolinfa e ser financeiramente viavel (Pereira et al., 2006; Cappelari et al., 2009; De
Jong et al., 2009; Sereia et al., 2010a,b; 2013; Morais et al., 2013a,b).

Normalmente os substitutos ndo s&o fermentados e ndo contém microflora
especifica. A administracdo de preparacGes probidticas com ou sem prebidticos tem
efeito positivo nas abelhas (Evans & Lopez, 2004; Kaznowski et al., 2005;
Kazimierczak-Baryczko & Szymas, 2006; Szymas, Langowska & Kazimierczak-
Baryczko, 2012; Patruica, & Mot, 2012; Patruica et al., 2012; Patruica & Hutu, 2013).
O estilo de vida social desses insetos facilita a inoculacdo e disseminacdo de probioticos
nas populacdes (Engel & Moran, 2013). A manutencdo destes, principalmente as
Bifidobacterias e Lactobacilos, podem ser mantidos com o fornecimento de prebidticos
como a inulina (Gallina et al., 2011).

Araneda et al. (2014) afirmaram que é possivel desenvolver um suplemento em
laboratdrio, desde que, possua elementos constituintes semelhantes ao pdo da abelha.
Para produzir um suplemento fermentado deve-se pensar ndo apenas nos ingredientes da
formulacdo, mas também nos micro-organismos utilizados e método a ser empregado.
Alguns fatores provocam efeitos sobre a atividade dos micro-organismos, podendo ser
citados: a agua disponivel, temperatura, oxigénio, pH e nutrientes disponiveis (Siqueira,
1995). Portanto, 0 método de desenvolvimento deve abranger estes fatores para obter
um produto final ideal. Devido a necessidade e a possibilidade de criar um suplemento
melhorado este experimento teve como objetivo desenvolver um método com condicGes
Otimas para fermentar um suplemento proteico para as abelhas com caracteristicas

fermentativas ideais préximas ao do péo da abelha.
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Material e Métodos

Local:
As andlises foram realizadas no Laboratério de Prestacdo de Servigo da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana em Campo Mourdo no Estado do Parand,

entre o periodo de junho a dezembro de 2016.

Equipamentos:

Autoclave vertical Prismatec; balanca de precisdo eletrébnica Shimadzu
BL3200H; balanca analitica de precisdo Marte Ad500 510g x 0,0022g com capela;
estufa de esterilizagio e secagem Nova Etica Modelo 402/3N; banho metabdlico tipo
Dubnoff MAQ93; estufa bacterioldgica de modelo TE-392/2 Tecnal; phmetro modelo
MB10; agitador magnético modelo Quimis; freezer vertical; liofilizador de bancada

LIOTOP, modelo L101; maquina seladora e capela de fluxo laminar.

Solucoes:

Caldo Malt Extract Powder Refined da Himedia®; caldo De Man, Rogosa e
Sharpe Lactobacillus da Acumedia® (MRS); agar De Man, Rogosa e Sharpe
Lactobacillus da MicroMed® (MRS); &gar Streptococcus thermophilus (ST),
desenvolvido em laboratério segundo Dave & Shah (1996); agar Batata Dextrose da

Acumedia® (BDA) e agua peptonada.

Suplemento proteico:

O suplemento utilizado foi o desenvolvido por Sereia et al. (2013) composto por
proteina isolada de soja, 6leo de linhaca, 6leo de palma, levedo de cerveja, aglcar
refinado, mel, polen, lecitina de soja e ndcleo de vitaminas, com modificagdo. A
modificacdo foi a eliminacdo da carga microbiana presente no pdlen seguindo 0 método
descrito por Fuenmayor, Quicazan, & Figueroa (2011). Em frascos de vidros de 200 mL
devidamente esterilizados, foi adicionada uma mistura de polen: &4gua destilada (2:1) e
autoclavados a 121°C durante 15 minutos. ApOs a esterilizagdo, os ingredientes do
suplemento foram pesados, homogeneizados e peneirados. A percentagem de umidade
do suplemento foi determinada seguindo o método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz
(2008). Utilizou-se para a analise de umidade, balanca e estufa de esterilizagdo e

secagem.
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Variaveis analisadas:

As variaveis analisadas para verificar seus efeitos na fermentagéo foram:

a) Temperatura: controladas em estufa bacterioldgica.

b) Umidade: determinada seguindo o método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz
(2008). Posteriormente, foi realizada a equacéo global para o balanco de massa.

c) Prebidtico: A inulina da Orafti® GR foi o prebidtico utilizado. A pesagem foi
realizada em balanca analitica de precisdo. ApOs a inulina ser acrescentada ao
suplemento, 0s ensaios passaram por uma esterilizacdo final permanecendo por 15
minutos em estufa de esterilizacdo e secagem a 90°C.

d) Probidticos: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii spp.
bulgaricus, Bifidobacterium animalis spp. lactis, Lactobacillus casei shirota e
Saccharomyces cerevisiae. As culturas foram adquiridas nas empresas SACCO, Chr.

Hansen, Bela Vista e isoladas de bebidas fermentadas comerciais.

Ativacédo dos probioticos:

A ativacdo foi realizada em caldos especificos previamente esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos. A levedura em Caldo Malt Extract Powder Refined
por 30 minutos a 30+2°C sem agitacdo em banho metabolico. As bactérias produtoras
de &cido latico em caldo MRS por 72 horas a 37+2°C em estufa bacteriol6gica. Apos
todas as culturas probidticas estarem ativas, foram realizadas as contagens dos micro-

organismos.

Contagem dos micro-organismos:

O meétodo utilizado foi o de inoculacdo em profundidade em triplicata. As
culturas ativas em caldo especifico formaram a diluicdo 10™. Apés a diluicdo inicial,
foram realizadas diluices seriadas consecutivas até 10, retirando 1 mL da diluigdo
inicial para 9 mL de agua peptonada a 0,1%. Das dilui¢cGes desejadas foram pipetadas 1
mL para placas de Petri esterilizadas. Adicionou a cada placa 15 mL do meio de cultura
agar MRS para o crescimento de Lactobacillos e Bifidobacterias. Para o0s
Estreptococos foram adicionados o agar ST. O agar acidificado utilizado para a
levedura Saccharomyces cerevisiae foi 0 BDA.

Todos os meios foram previamente fundidos e resfriados a temperatura de
44+2°C. As placas foram movidas manualmente em formato de oito para a mistura

uniforme do in6culo no agar. Apds solidificacdo foram para a incubagcdo em estufa
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bacterioldgica. As placas com meio 4gar MRS foram mantidas em anaerobiose dentro
de jarras modelo Probac com indicador de auséncia de oxigénio por 72 horas a 37+2°C.
As placas com meio agar ST foram mantidas em aerobiose envolvidas por papel filme
por 24 horas a 37£2°C. As placas com meio BDA foram mantidas em aerobiose
envolvidas por papel filme por 72 horas a 25+ 2°C.

Apos a incubagdo foi realizada a contagem do nimero de unidades formadoras
de coldnias (UFC/g). Apds a contagem das bactérias, as mesmas foram pipetadas no

suplemento de acordo com a necessidade de cada ensaio.

Fermentacéo do suplemento proteico:

No interior da capela de fluxo laminar o mix de probiotico foi inoculado em
100g do suplemento com valores de acordo com o planejamento experimental. O
suplemento com os probidticos foi mantido em pote de vidro de 200 mL e armazenado
em anaerobiose dentro de jarras modelo Probac com indicador de auséncia de oxigénio

por cinco dias em estufa bacterioldgica.

Respostas fermentativas:

No primeiro planejamento experimental foram verificados os efeitos das
variaveis no pH e &cido latico durante o primeiro e quinto dia de fermentacdo. No
segundo planejamento experimental foram verificados os efeitos das varidveis no pH,
producdo de acido latico e bactérias laticas viaveis no Gltimo dia de fermentacao.

pH: seguiu 0 método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). As amostras
foram pesadas em balanca analitica. O aparelho pHmetro foi calibrado e operado de
acordo com o fabricante.

Acido latico: seguiu-se o método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).
Para a pesagem utilizou a balanca analitica. O conteudo foi agitado em agitador
magnético com a agitacdo controlada em 20 rpm. As cores das amostras interferiam na
visualizacdo do ponto de viragem da fenolftaleina, portanto, a titulagéo utilizada foi a
potenciométrica. Para isto, 0 phmetro foi imerso nas amostras. O &cido latico produzido
foi calculado seguindo a equagdo: (ALp = ALf — ALi), em que: ALp: Acido latico
produzido; ALf: Acido latico final e ALi: Acido latico inicial.

Contagem de bactérias acidolaticas viaveis: Seguiu-se 0 método descrito por
Siqueira (1995). Em capela de fluxo laminar foi adicionado a 225 mL de &gua

peptonada a 0,1%, 25 g do suplemento fermentado, formando a diluicdo 10™. A partir



26

desta diluico foram realizadas diluicBes sucessivas até 10™°. O agar utilizado foi o
MRS e incubados em anaerobiose dentro de jarras modelo Probac em estufa
bacterioldgica. ApoOs a contagem das bactérias, todas apresentaram valores acima de
1x10® (UFC/g), concentragéo ideal para serem consideradas probiéticas (Gallina et al.,
2011).

Liofilizacéo:

O suplemento proteico fermentado foi colocado em placas de Petri cobertas com
papel aluminio perfurado e congelado em freezer a temperatura de -20°C por 24°C. A
secagem ocorreu em liofilizador a -57°C por 96 horas. Apos a liofilizagdo, o suplemento
foi embalado em sacos plasticos 100% polietileno com fecho hermético, triturado
manualmente, peneirado e armazenado em embalagens laminadas. Foi utilizada a

maquina seladora para o fechamento.

Anélise estatistica:

A estatistica utilizada foi segundo Rodrigues & lemma (2009) utilizando o
Software Protimiza Experimental Design. Foram realizados 24 ensaios no total para
identificar o suplemento proteico fermentado otimizado.

Na primeira etapa do experimento, foi utilizado o Planejamento Fatorial
Fracionado para quatro variaveis independentes com quatro pontos centrais (2** + 4pc),
totalizando 12 ensaios utilizados para identificar durante cinco dias quais variaveis
influenciam na fermentacdo e assim definir o proximo fatorial a ser adotado. Foram
utilizados: temperatura (35,00°C, 40,00°C e 45,00°C), umidade (36,00%, 56,00%,
76,00%), probidtico (7,50%, 10,00%, e 12,50%) e inulina (1,00%, 2,00%, 3,00%). Foi
considerado o nivel de significancia de 10% (p<0,1).

Ao identificar as principais responsaveis pela fermentacdo, foi realizado o
Delineamento Composto Central Rotacional para duas varidveis independentes com
quatro extremos e quatro pontos centrais (2 + 4 axiais + 4 pc), totalizando 12 ensaios
para verificar durante cinco dias a principal condigéo para obter o suplemento proteico
fermentado otimizado. Foram utilizados: temperatura (38,96°C, 40,00°C, 42,50°C,
45,00°C e 46,04°C), umidade (51,86%, 56,00%, 66,00%, 76,00% e 80,14%). Foi
considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os resultados foram avaliados pela

analise de variancia e analises de regressao.
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Resultados:

Doze ensaios foram realizados por meio do Planejamento Fatorial Fracionado
(2** + 4pc). Os ensaios e os valores do pH e acido latico no primeiro e quinto dia de
fermentacdo do suplemento proteico podem ser observados na Tabela 1. Em os
tratamentos apos a fermentacdo, houve aumento de acido latico e, consequentemente,

queda do pH.

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental para a fermentacdo do suplemento
proteico e valores (n=3) do pH e acido latico no primeiro e quinto dia de fermentacao

Variaveis Respostas
Ensaios Temperatura Umidade Probio6tico Inulina pH pH Acido Acido
(°C) (%) (%) (%) latico latico

(%) (%)
1d 5 1°d 5%

1 35,00 36,00 7,50 1,00 548 535 133 1,40
2 45,00 36,00 7,50 3,00 531 528 139 140
3 35,00 76,00 7,50 3,00 5,62 3,88 047 154
4 45,00 76,00 7,50 1,00 567 358 043 2,00
5 35,00 36,00 12,50 3,00 548 534 135 149
6 45,00 36,00 12,50 1,00 537 534 135 145
7 35,00 76,00 12,50 1,00 5,38 3,98 0,63 148
8 45,00 76,00 12,50 3,00 528 362 051 1,83
9 40,00 56,00 10,00 2,00 538 3,71 0,87 2,89
10 40,00 56,00 10,00 2,00 539 370 090 291
11 40,00 56,00 10,00 2,00 5,37 3,70 0,90 3,18
12 40,00 56,00 10,00 2,00 546 3,72 090 3,02

Os valores do pH apds a fermentacdo variaram de 3,58+0,01 (n=3) a 5,35+0,02
(n=3), Tabela 1. O pH mais alto apds fermentacéo do produto foi observado no ensaio 1.
Os efeitos das variaveis sobre o pH podem ser observados na Figura 1. As varidveis que
apresentaram efeitos significativos ao nivel de 10% (p<0,10) foram: média, curvatura,
temperatura, umidade com valores de efeitos de 4,55, -1,68, -0,18, -1,56,
respectivamente. Observou-se efeito significativo negativo da umidade e temperatura. O

probidtico e a inulina ndo apresentaram efeitos significativos.



28

Média

Umidade (x2)

Curvatura

Variavel

Temperatura (x1)

Probidtico (x3)

Inulina (xa)

0 25 50 75 100 125 150
Efeitos Padronizados (tcaic)

Figura 1. Efeitos padronizados (tcalc) das varidveis: média, umidade, curvatura,
temperatura, probiético e inulina sobre o pH

A percentagem de &cido latico apds a fermentacdo variou de 1,40+0,05% (n=3) a
3,18+0,03% (n=3). O menor valor de &cido latico ocorreu nas condic¢des do ensaio 1 e 2
(Tabela 1). As variaveis que apresentaram efeitos significativos ao nivel de 10%
(p<0,10) foram: média, curvatura e umidade com valores de efeitos de 1,57, 2,85, 0,28,
respectivamente (Figura 2). Foi observado efeito positivo significativo da umidade,
logo, quanto maior a umidade maior a percentagem de acido latico no produto. A

temperatura, probidtico e inulina ndo apresentaram efeitos significativos.

Média
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Variavel

Temperatura (x1)
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Efeitos Padronizados (tcaic)

Figura 2. Efeitos padronizados (tcalc) das varidveis: média, umidade, curvatura,
temperatura, probidtico e inulina sobre o acido latico
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A partir destes resultados ficou definido para o proximo planejamento eliminar a
menor temperatura (35°C), a menor umidade (36%), e fixar as variaveis probidtico e
inulina nos valores centrais, 10% e 2%, respectivamente.

Na Tabela 2, sdo apresentados doze ensaios realizados por meio do
Delineamento Composto Central Rotacional (22 + 4 axiais + 4 pc) e os resultados das
andlises de pH (y1), &cido latico produzido (y2) e probidticos ap6s a fermentacéo (y3).

Tabela 2. Matriz do planejamento experimental com as variaveis temperatura (X;) e
umidade (X;) e valores das respostas (n=3), pH (Y1), &cido latico produzido (YY) e
probidticos (Y3) apos a fermentacao do suplemento proteico

Variaveis Respostas
Ensaios Temperatura ~ Umidade pH Acido  Bactérias laticas
(°C) (%) latico (UFC g
(%)

1 40,00 56,00 3,83 1,47 2,4x10°
2 45,00 56,00 3,92 1,33 3,3x10°
3 40,00 76,00 3,49 1,56 3,5 x10°
4 45,00 76,00 3,69 1,08 2,8x10°
5 38,96 66,00 3,64 1,66 3,8 x10°
6 46,04 66,00 3,82 1,36 3,5x10°
7 42,50 51,86 3,96 1,38 2,1 x10°
8 42,50 80,14 3,66 1,06 2,8x10°
9 42,50 66,00 3,76 1,34 3,2x10°
10 42,50 66,00 3,76 1,31 3,1x10°
11 42,50 66,00 3,75 1,35 3,6x10°
12 42,50 66,00 3,75 1,36 3,7x10°

O pH variou de 3,49+0,01 (n=3) a 3,96+0,01 (n=3). O menor valor de pH foi
observado nas condi¢des do ensaio 3 (Tabela 2). Na equacdo 1, é apresentado o pH
previsto pelo modelo em funcdo das varidveis codificadas. A média, temperatura e
umidade apresentaram efeitos potencialmente importantes para o pH (Figura 3A). O

comportamento do pH pode ser observado na Figura 3B.

(Eq. 1): Y1=3,75+0,07X1-0,12 X,
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Figura 3. Efeitos padronizados (tcalc) das varidveis: média, temperatura e umidade
sobre o pH (A) e comportamento do pH com valores experimentais x previstos pelo
modelo (B)

O modelo ajustado da reta foi significativo ao nivel de 5%, ou seja, houve a
existéncia do comportamento, apresentando uma variagdo explicada pela regressdo de
R2= 91,36%. Os efeitos da temperatura e umidade para a resposta pH podem ser
observados na Figura 4A (superficie de resposta) e 4B (curva de contorno). Houve

diminuigéo no valor de pH com temperatura baixa e umidade alta.
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Figura 4. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a resposta pH (Y1) em
funcéo da temperatura (X;) e umidade (X;)

A producdo de &cido latico variou de 1,06+0,01% (n=3) a 1,66+0,02% (n=3)
sendo maior para as condi¢es do ensaio 5 (Tabela 2). Na equacdo 2, é apresentado a
producdo de acido latico previsto pelo modelo em funcdo das varidveis codificadas. A
temperatura, umidade e interacdo entre ambos apresentaram efeitos potencialmente
importantes para a producdo de acido latico (Figura 5A). O comportamento do acido
latico produzido pode ser observado na Figura 5B.

(Eq. 2): Y2=1,34-0,13X,+0,08 X;2-0,08 X,-0,06 Xz2-0,09 X; X
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Figura 5. Efeitos padronizados (tcalc) das variaveis: média, temperatura, umidade sobre

a producdo de acido latico (A) e comportamento da producdo de &cido latico com
valores experimentais x previstos pelo modelo (B)

O modelo ajustado da reta foi significativo ao nivel de 5%, apresentando
variacdo explicada pela regressdo de R2= 94,61%, houve a existéncia do
comportamento. A superficie de resposta e curva de contorno para a resposta produgéo
de acido latico estdo apresentadas nas Figuras 6 A e B. Ocorreu aumento na producéo

de &cido latico em temperaturas baixas e umidade central dentro das faixas estudada.
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Figura 6. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a resposta producéo de
acido latico (Y3) em funcédo da temperatura (X;) e umidade (Xy)

A quantidade de probiéticos por grama do produto variou de 2,8+0,15x10° a
3,8+0,05x10° (UFC)g-1. As variaveis ndo apresentaram efeitos para esta resposta. O
modelo ajustado da reta ndo foi significativo ao nivel de 5%, determinando a ndo
existéncia de comportamento.

Com o resultado de todas as analises o software forneceu novas formulagdes
otimizadas e originadas pelos modelos construidos utilizando os valores codificados. O
modelo formulado aceito nesta pesquisa apresentou o valor de 38,96°C de temperatura e
66,00% de umidade para obter aproximadamente pH de 3,66+0,02 e producdo de &cido
latico de 1,69+0,06 no produto final.
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Discussao

Em todos os ensaios observou-se a fermentacdo. Naturalmente, durante a
fermentacao ocorre 0 aumento de acido latico e consequentemente queda do pH (Hu et
al., 2008). Um dos ingredientes do suplemento foi o pdlen e, com a fermentacdo, a
exina, microestrutura que serve de protecdo para o polen, pode ser parcialmente
destruida e o rico contetdo de nutrientes assimilado e utilizado (Mutsaers et al., 2005;
Ariizumi & Toriyama, 2011). Todos os ingredientes tornam-se biodisponiveis, deixando
o0 produto fermentado mais digestivel (Tonheim et al., 2007) e estavel, restringindo o
crescimento de micro-organismos patogénicos (Pattabhiramaiah, Reddy, & Brueckner,
2012). O produto formulado foi fermentado de forma efetiva, proporcionando ao
produto final um suplemento nutricional, protegido e probiético.

O valor do pH final do produto fermentado variou de 3,49+0,01 a 3,96+0,01. O
pH em dietas fermentadas apds 2 semanas é de 4,51 a 4,82 (Ellis & Hayes Jr., 2009),
no pdo da abelha é de 3,8 a 4,3 (Herbert & Shimanuki, 1978) e 3,93 a 4,23 (Barene,
Daberte, & Siksna, 2015), no pao da abelha fermentado durante 20 dias produzido em
laboratério € de 3,83 a 4,25 (Araneda et al., 2014) e pdo da abelha fermentado durante
15 dias produzido em laboratério é de 3,89 a 4,24 (Risco-Rios et al., 2014), no pélen €
de 4,1 a 5,9 (Herbert & Shimanuki, 1978) e no pdlen desidratado é de 4,12 a 5,35
(Barreto, Funari, & Orsi, 2005). Uma répida reducdo do pH no suplemento
desenvolvido ocorreu durante os cinco dias de fermentagcdo por causa da fermentacéo
ativa realizada pelos micro-organismos.

A producdo de acido latico do suplemento fermentado variou de 1,06+0,01 a
1,66+0,02%, valor proximo ao encontrado na literatura. No pélen fermentado em
laboratério, Risco-Rios et al. (2012) obtiveram a variacdo de 0,28+0,08% a 2,26+0,08%
e Risco-Rios et al. (2014) de 0,34+0,05% a 2,00+0,07%. Existe uma dificuldade na
comparacdo dos resultados pela diferenca no método de execugéo, substrato e micro-
organismos utilizados. Os micro-organismos produzem substancias que acidificam o
substrato, em destaque, o &cido latico (Leroy & Vuyst, 2004; Hu et al., 2008). E
adequado verificar a adaptabilidade e compatibilidade das culturas selecionadas ao
substrato utilizado (Saad et al., 2011). O suplemento formulado foi adequado para a
atividade das bactérias e leveduras e, consequentemente, o meio foi acidificado
apresentando valores altos de &cido latico produzido.

Foi utilizado um ambiente anaerdbico para a fermentacdo do suplemento, meio
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semelhante & fermentacdo do polen quando armazenado no favo. A levedura tem papel
fundamental no consumo do oxigénio (Hu et al., 2008). A condicéo anaeroébica foi um
parametro essencial para a rapida fermentacdo do produto, bem como, a temperatura e
umidade tiveram efeitos significativos para a permanéncia e atividade dos micro-
organismos no meio.

A temperatura 38,96°C apresentou efeitos representativos sobre a queda do pH e
producdo de &cido latico. Os micro-organismos sdo capazes de serem encontrados em
ampla faixa de temperatura. Abaixo do valor minimo séo inibidos, acima do valor
maximo ndo sobrevivem. O intervalo ideal para a ativagdo e sobrevivéncia das bactérias
acidolaticas compreende-se entre 30-40°C (Siqueira, 1995; Gandra & Gandra, 2007,
Silva et al., 2010). A temperatura estabelecida para a fermentacdo do suplemento esta
de acordo com a temperatura ideal de crescimento e atividade das bactérias acidolaticas.

A umidade de 66% utilizada apresentou efeito nas respostas fermentativas. Hu et
al. (2008) e Risco-Rios et al. (2012) verificaram em seus estudos a existéncia da relagdo
entre umidade alta, queda do pH e aumento de &cido latico, corroborando com o0s
resultados encontrados. Na colmeia de abelhas Apis mellifera L., o alvéolo em que €
estocado o polen para fermentacdo pode ser comparado a um silo. Em silos a umidade
exerce forte influéncia na fermentagdo em que o aumento da percentagem de umidade
proporciona aumento de acidez e diminuicdo do pH da silagem (Risco-Rios et al.,
2014). A agua precisa estar disponivel para os micro-organismos realizarem as
atividades metabolicas (Gandra & Gandra, 2007). No suplemento fermentado
desenvolvido, a alta umidade permitiu eficiente atividade dos micro-organismos durante
0 processo de fermentacao.

N&o houve efeito na quantidade de inulina (1%, 2% e 3%) utilizada sobre as
respostas fermentativas. Uma maior atividade das bactérias foi observada quando
utilizaram 1% de inulina em um produto com caracteristicas proximas ao péo da abelha
(Vamanu et al., 2010). O mel, prebiotico natural estimulante do crescimento e atividade
das bactérias (Vamanu et al., 2010), foi um dos ingredientes do suplemento fermentado
desenvolvido. A atividade fermentativa das bactérias ocorreu efetivamente,
possivelmente, houve a colaboracdo dos 2% de inulina, acrescidos do mel.

A quantidade de probidtico (7,50%, 10,00% e 12,50%) adicionada ao
suplemento ndo apresentou efeito significativo sobre as respostas fermentativas.
Culturas mistas e o substrato disponivel sdo variaveis importantes para a fermentacéo,

portanto, a presenca de uma espécie favorece o desenvolvimento da outra (Gandra &
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Gandra, 2007; Martin & Cuenca, 2009). Ellis & Hayes Jr (2009) utilizaram
Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, Streptococcus
thermophilus e Bifidobacterium bifidum para promover a fermentacdo da dieta e
sugerem que ha melhora no valor nutricional e na palatabilidade do produto. Portanto, a
definicho do tipo de cultura e a combinagdo das culturas a serem utilizadas,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Bifidobacterium
animalis spp. lactis, Lactobacillus casei shirota e Saccharomyces cerevisiae,
interferiram mais na fermentacédo do que a quantidade utilizada de 10%.

A concentracdo superior a 10° UFC/g presente no suplemento fermentado
desenvolvido corrobora com a concentracdo indicada para produtos probidticos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2008). Preparacfes probidticas comerciais
utilizam concentraces médias de 10° UFC/g (Kazimierczak-Baryczko & Szymas, 2006;
Szyma$, PLangowska, & Kazimierczak-Baryczko, 2012). Independente do valor
adicionado ao suplemento fermentado desenvolvido, o produto final de todos os ensaios
apresentaram UFC/g ideais para serem considerados como produto probiotico. As
bactérias se reproduziram e colonizaram o substrato existente com quantidades ideias

para 0 meio em que estavam situadas.
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Conclusoes:

Foi possivel desenvolver um suplemento proteico fermentado otimizado em

condicdes de laboratdrio em cinco dias;

O método desenvolvido para fermentar o suplemento forneceu condicées ideais

para uma eficiente atividade dos micro-organismos;

O suplemento desenvolvido possuiu caracteristicas fermentativas préximas ao do

péo da abelha, alimento natural das abelhas.
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IV — Longevidade de abelhas africanizadas alimentadas com suplemento proteico
fermentado por probidticos

RESUMO: O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do suplemento proteico
fermentado por probidticos sobre o acréscimo de vida das abelhas africanizadas
confinadas em gaiola. Foram utilizados quatro tratamentos com cinco repeti¢cées. Os
tratamentos foram: xarope, pdlen, suplemento proteico e suplemento proteico
fermentado. Para a fermentacdo do suplemento, foram utilizados os probi6ticos:
Lactobacilos, Bifidobacterias e Saccharamyces e o prebiotico inulina. As respostas
avaliadas foram: consumo do suplemento, taxa de mortalidade e aumento da
longevidade. Nos 30 primeiros dias de vida, o consumo médio mais alto foi das abelhas
alimentadas com suplemento proteico ndo fermentado 17,42+1,78g e o menor das
abelhas alimentadas com suplemento proteico fermentado por probidticos 6,75+1,09g.
A maior taxa de mortalidade foi encontrada em abelhas alimentadas apenas com o
xarope, 100% no 36° dia de vida e a mais baixa foi em abelhas alimentadas com
suplemento proteico fermentado por probidticos de 92,6% e suplemento proteico nao
fermentado de 95,4%. A maior longevidade foi observada em abelhas alimentadas com
suplemento proteico fermentado por probiéticos de 16,8+1,6 dias e a menor foi em
abelhas alimentadas com o polen 9,6+1,3 dias. Conclui-se que a fermentacdo e a
presenca de probidticos no suplemento promoveram nas abelhas que a consumiram,
uma rapida saciedade, menos mortes e aumento da longevidade em abelhas mantidas
em sistema fechado.

PALAVRAS-CHAVE: Apis mellifera, Bifidobacterias, consumo, Lactobacilos,
mortalidade, Saccharomyces.
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IV - Longevity of Africanized honeybees fed with protein supplement fermented by
probiotics

ABSTRACT: The aim of this research was to evaluate the effect of the protein
supplement fermented by probiotics at increasing the longevity of the Africanized
honeybees confined in cages. Four treatments with five repetitions were used. The
treatments were: sugar syrup, pollen, protein supplement and fermented protein
supplement. For the supplement fermentation the probiotics used were: Lactobacilli,
Bifidobacteria and Saccharamyces and the inulin prebiotic. The responses evaluated
were: supplement intake, mortality rate and longevity increment. In the first 30 days, the
highest average consumption was from the treatment with honeybees fed with
unfermented protein supplement 17.42+1.78g and the lowest was from honeybees fed
with protein supplement fermented by probiotic 6.75+1.09¢g. The highest mortality rate
was found in honeybees fed only with sugar syrup, 100% in the 36th day of life, and the
lowest was found in honeybees fed with protein supplement fermented by probiotic of
92.6% and unfermented protein supplement 95,4%. The highest longevity was observed
in honeybees fed with protein supplement fermented by probiotic of 16.8+1.6 days and
the lowest was found in the treatment with honeybees fed with pollen 9.6£1.3 days. It
was concluded that fermentation and the presence of probiotics in supplement promoted
a quick satiety, fewer deaths and increased longevity in bees kept in a closed system.

KEY WORDS: Apis mellifera, Bifidobacteria, consumption, Lactobacilli, mortality,
Saccharomyces.
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Introducéo:

Prolongar a vida das abelhas contribui para maior populacdo de forrageiras,
aumento da producdo de mel e melhor eficiéncia da poliniza¢do (Yang et al., 2017). A
longevidade da operéria é fortemente influenciada pela dieta e pode ser beneficiada pelo
consumo de proteina (Brodschneider & Crailsheim, 2010; Wang et al., 2014). O pdlen
fermentado, também denominado péo da abelha, é a principal fonte de proteina para as
abelhas (Tomas et al., 2017).

A necessidade pelo consumo de proteina quando adulta aumenta nos primeiros
dias de vida e diminui ligeiramente em abelhas mais velhas, sendo fundamental a
ingestdo de dez aminoacidos essenciais (De Groot, 1953). Para obter estes aminoacidos,
as abelhas coletam grdos de polen de varias espécies para suprir suas necessidades
(Dimou & Thrasyvoulou, 2009). As abelhas armazenam a quantidade de pdlen
necessaria para manter a cria, alterando o comportamento de forrageamento (De Lima,
2016).

A falta de alimento armazenado ou a nutri¢do deficiente € umas das principais
razbes para as perdas das colbnias (Naug, 2009). Para que ndo enfraguegam,
suplementos sdo utilizados para manter ou aumentar a populacdo (Barragan, Basualdo
& Rodrigues et al., 2015). Nao é recomendado fornecer pdlen as coldnias pelo risco de
espalhar patogenos. Os substitutos ou suplementos proteicos sdo as alternativas mais
favoréveis (Brodschneider & Crailsheim, 2010).

Vérias dietas proteicas suplementares foram formuladas apresentando beneficios
para as abelhas (Pereira et al., 2006; Cappelari et al., 2009; De Jong et al., 2009; Sereia
et al., 2010a,b; 2013; Morais et al., 2013a,b). Reconhece-se o alto valor nutritivo dos
suplementos, mas ainda ndo se equivale a alimentacdo natural, pois ndo possuem micro-
organismos que beneficiam a salde da abelha (Kazimierzak-Baryezko & Szymas,
2006).

As bactérias identificadas no poélen das flores também sdo encontradas
frequentemente na colmeia e no aparelho digestivo das abelhas (Anderson et al., 2013).
Ao emergir a operaria ndo possui microbiota no aparelho digestivo. O pdo da abelha é a
principal rota de inoculacdo. Quando adulta abriga grande comunidade bacteriana no
intestino, com cerca de 1 bilhdo de células bacterianas (Martinson, Moy, & Moran,
2012; Powell etal., 2014).

Os principais grupos de espécies de bactérias estdo presentes em regides
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especificas. A vesicula melifera possui pouca bactéria, que toleram as condicGes de
oxigénio e acidez do néctar. O intestino médio, em que ocorre a digestao e absorc¢ao do
alimento, também possui pouca bactéria, pois é envolvido pela membrana peritréfica.
No entanto, o intestino posterior € dominado por bactérias, tais como, Snodgrassella
alvi, Gilliamella apicola, Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (Engel & Moran,
2013; Moran, 2015; Kwong & Moran, 2016). Com excessdo as paredes do sistema
digestivo, todo 0 ambiente é anaerdbico e acido e a principal consumidora de oxigénio é
a Snodgrassella alvi. Ocorre também a reducdo do pH, para aproximadamente 5,2,
especialmente no ileo e no reto, em que a maioria das bactérias se localizam (Zheng et
al., 2017).

Os micro-organismos presentes nos suplementos desempenham papel importante
no estimulo a resposta imune das abelhas (Evans & Lopez, 2004); crescimento da
coldnia, aumento do nimero de cria, aumento da populacdo de abelhas forrageiras,
aumento da producdo de mel (Patruica & Hutu, 2013); reduz bactérias patogénicas no
intestino e repovoa com as espécies benéficas (Patruica & Mot, 2012); maior
desenvolvimento das glandulas de cera e secrecdo de cera (Patruica et al., 2012);
maiores quantidades de membranas peritréficas (Szymas, Langowska, & Kazimierczak-
Baryczko, 2012); melhor utilizagdo dos nutrientes (Kaznowski et al., 2005); maior
desenvolvimento das glandulas faciais (Kazimierczak-Baryczko & Szymas, 2006);
maior sobrevivéncia das abelhas, maior massa seca e corpo gorduroso (Kaznowski et
al., 2005, Kazimierczak-Baryczko & Szymas, 2006).

E essencial o desenvolvimento de substitutos de pdlen melhorados, com alto
valor nutritivo que aumentem a vida das abelhas. Os substitutos do pélen precisam ser
suplementados com microrganismos que colonizam o trato digestivo. Uma alimentacéo
de curto prazo, dois dias, é o suficiente para colonizar o intestino da abelha (Kaznowski
et al., 2005). Devido aos beneficios apresentados, esta pesquisa teve como objetivo
identificar, em laboratdrio, o efeito do suplemento proteico fermentado por probioticos

na longevidade das abelhas africanizadas.
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Material e Métodos

Local:
As andlises foram realizadas no Laboratério de Prestacdo de Servigo da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana em Campo Mourdo no Estado do Parana,

entre o periodo de marco a junho de 2017.

Dieta:

Um total de quatro dietas foi fornecido as abelhas confinadas em gaiolas:

Xarope (controle):
A 4gua mineral e o acucar cristal foram pesados em balanca analitica de precisao
na mesma proporcao (1:1). Posteriormente, foram homogeneizados com bastdo de vidro

em Becker, aquecidos em chapa de aquecimento até dissolver todo o acUcar.

Poélen:
O polen multifloral foi desidratado em estufa de secagem de circulacdo de ar a

40°C, moido, peneirado e armazenado em plasticos de polietileno em freezer a -20°C.

Suplemento proteico:

O suplemento proteico foi o desenvolvido por Sereia et al. (2013a). A cada 100
gramas, o suplemento era composto por: 17,5g de proteina de soja, 4g 6leo de linhaca,
49 6leo de palma, 17,59 levedo de cerveja, 40,99 acucar cristal, 10g mel multifloral, 5¢
po6len multifloral, 1g lecitina de soja, 0,1g nlcleo de vitaminas.

Suplemento proteico fermentado:

O suplemento submetido a fermentacdo foi o desenvolvido por Sereia et al.
(2013a) com modificacdo. A modificacdo foi a eliminacdo da carga microbiana presente
no polen seguindo o método descrito por Fuenmayor, Quicazan, & Figueroa (2011). A
permanéncia da mistura de pélen multifloral: &gua destilada (2:1) em autoclave a 121°C
durante 15 minutos é suficiente para eliminar os micro-organismos presentes sem alterar
a composicao do pélen. O polen foi autoclavado nesta proporgdo em frasco de vidro de
200 mL devidamente tampado.

Todos os ingredientes do suplemento foram pesados em balanca de preciséo
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eletrbnica e acrescentados 2% do prebidtico inulina Orafti® GR. Uma esterilizag&o final
foi realizada, permanecendo os ingredientes por 15 minutos em estufa de esterilizacdo e
secagem a 90°C. A percentagem de umidade foi determinada seguindo o método
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Posteriormente, foi realizada a equacéo
global para o balanco de massa. Utilizou agua destilada para manter a umidade em 66%.

No interior da capela de fluxo laminar, o mix de 10% dos probidticos foi
inoculado em 100g do suplemento. O mix era composto por: Streptococcus
thermophilus,  Lactobacillus  delbrueckii  spp. Bulgaricus, Bifidobacterium
animalis spp. Lactis, Lactobacillus casei shirota e Saccharomyces cerevisiae. As
culturas foram adquiridas nas empresas SACCO, Chr. Hansen, Bela Vista e isoladas de
bebidas fermentadas comerciais.

A ativacdo dos probidticos foi realizada em caldos especificos previamente
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. A levedura em Caldo Malt Extract
Powder Refined da Himedia® por 30 minutos a 30£2°C em banho metabdlico sem
agitacdo. As bactérias produtoras de acido latico em caldo De Man, Rogosa e Sharpe
Lactobacillus da Acumedia® (MRS) por 72 horas a 37+2°C em estufa bacteriologica.

O suplemento inoculado foi mantido em potes de vidros de 200 mL e
armazenado em anaerobiose dentro de jarras modelo Probac com indicador de auséncia
de oxigénio por cinco dias em estufa bacteriologica a 38,9°C. Depois de fermentado, a
confirmacdo dos probidticos no suplemento foi realizada pela contagem das bactérias
acidolaticas, conforme descrito em Siqueira (1995).

O método utilizado foi o de inoculagdo em profundidade em triplicata. Em
capela de fluxo laminar foi adicionado a 225 mL de &gua peptonada a 0,1%, 25 g do
suplemento fermentado, formando a diluicdo 10™. Apés a diluicdo inicial, foram
realizadas diluigdes seriadas consecutivas, retirando 1 mL da diluicdo inicial para 9 mL
de agua peptonada a 0,1%. Das diluicBes 10° a 10™° foram pipetadas 1 mL para placas
de Petri esterelizadas.

Adicionou a cada placa 15 mL do meio de cultura 4gar De Man, Rogosa e
Sharpe Lactobacillus da MicroMed® (MRS). O meio foi previamente fundido e
resfriado a temperatura de 44+2°C. As placas foram movidas suavemente em formato de
oito para a distribuicdo uniforme no crescimento das col6nias. Apds solidificagdo as
placas foram mantidas em anaerobiose dentro de jarras modelo Probac com indicador de
auséncia de oxigénio por 72 horas a 37+2°C. Apos a incubacéo foi realizada a contagem

do ndmero de unidades formadoras de colénias (UFC/g). O suplemento apresentou
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valores acima de 1x10® (UFC/g), concentracdo ideal para ser considerado probiético
(Gallina et al., 2011). Apo6s a contagem de bactérias o suplemento foi liofilizado.

Para a liofilizacdo o suplemento fermentado foi adicionado em placas Petri. As
placas foram envolvidas em papel aluminio com algumas perfuracfes e permaneceram
por 24 horas em freezer a temperatura de -20°C. A secagem ocorreu em liofilizador de
bancada por 96 horas. ApGs o0 processo, as placas foram encaminhadas para a capela,
para evitar contaminacdo, o suplemento foi adicionado em embalagem de plastico 100%
polietileno com fecho hermético, triturado manualmente, peneirado e armazenado em

embalagem metalica e fechada com maquina seladora.

Gaiolas:

As gaiolas foram de madeira, envolvidas em tela com perfuracbes para a
circulacdo de ar. Na tela, um ziper foi fixado para facilitar a troca de alimento e
remocdo de abelhas mortas. As gaiolas foram posicionadas na estufa afastadas e em
sentidos opostos para evitar contato entre abelhas de outras gaiolas. Dentro da gaiola foi
fixado na parte superior, cera alveolada. Na parte inferior, os alimentadores para
alimentos sélidos e liquidos. O alimentador para alimentos sélidos foi um pote de
plastico transparente que ndo permitia o desperdicio de alimento. O alimentador para
alimentos liquidos foi o alimentador de passarinho com algoddo para evitar que as
abelhas afoguem. Foram utilizadas cinco gaiolas por tratamento, compostas
inicialmente por 125 abelhas operérias recém-emergidas. Para homogeneizar a idade
das abelhas as gaiolas com os diferentes tratamentos foram montadas no mesmo dia.

Coleta das abelhas operarias:

A espécie de abelha utilizada foi Apis mellifera africanizada, seguindo as
condicdes ideiais decrita por Williams et al. (2013). Foram coletados no més de margo
de 2017, quatro favos novos de cria fechados com abelhas proximas a emergir, ou seja,
pupas com olhos escuros e com cuticula. Estes foram removidos de col6nias fortes e
saudaveis do apiario préximo ao local de estudo. Os favos foram inseridos em gaiolas
de aprisionamento com capacidade para um favo, envolvido com jornal e encaminhado
para o laboratério de estudo. No laboratério, foram transferidos para estufa B.O.D com
temperatura de 35°C e umidade relativa de ar de 70%. Para o controle da umidade,
bandejas com agua destilada e sal de cozinha foram adicionadas na estufa B.O.D. Apo6s

a emergéncia das abelhas, as mesmas foram transferidas manualmente para as gaiolas
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de estudo e mantidas até a morte na estufa B.O.D nas mesmas condic6es de temperatura

e umidade usadas para a emergéncia.

Consumo:

A cada trés dias os alimentos foram removidos e substituidos por alimentos
novos. Eram fornecidos a cada troca 10 mL de alimento liquido e trés gramas de
alimento sélido. O consumo foi calculado pela diferenca do peso inicial do alimento
fornecido e a sobra de alimento no dia da troca. O registro foi realizado durante os 30

primeiros dias de vida das abelhas.

Mortalidade:

A cada trés dias as abelhas mortas eram removidas com pinca e registradas. A
mortalidade foi calculada pelo somatério médio das mortes e expressa em porcentagem.
Essas observacbes foram realizadas até o tratamento controle atingir 100% de

mortalidade.

Longevidade:
A longevidade foi calculada a partir do somatério médio dos dias adicionais das

abelhas apds a morte do tratamento controle.

Analises estatisticas:
Foram utilizados quatro tratamentos com cinco repeticdes. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia, ANOVA, e teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia utilizando o programa SAS (2012).



51

Resultados:

Foram observados valores significativos para as trés varidveis respostas:
quantidade da dieta consumida, taxa de mortalidade das abelhas e aumento da
longevidade das abelhas. Houve diferenca entre todos os tratamentos com relagdo ao
consumo médio total da dieta durante os primeiros 30 dias de vida. O consumo médio
maior entre as dietas proteicas foi o das abelhas alimentadas com suplemento néo
fermentado 17,42+1,78g, seguido do polen 11,16+1,85g e 0 menor consumo para o

suplemento fermentado por probioticos 6,75+1,09g (Figura 1).

17,42A%*

18,00
16,00
14,00
12,00 6,75C*
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

11,16B*

Pélen Suplemento Suplemento
fermentado

Figura 1. Médias e diferencas estatisticas (n=5) da quantidade total (g) da dieta
consumida pelas abelhas até o trigésimo dia de vida. *Médias seguidas por letras
diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes (p<0,05)

A taxa de mortalidade mais alta foi observada nas abelhas alimentadas apenas
com o xarope, apresentado 100% das mortes no 36° dia de vida, contudo, foi observado
que ndo houve diferenca estatistica com as abelhas alimentadas com o polen que
apresentaram 97,1% de mortes nesse mesmo periodo de tempo. A taxa de mortalidade
mais baixa foi observada nas abelhas alimentadas com suplemento fermentado com
probidticos de 92,6%, mas ndo diferiu estatisticamente daquelas alimentadas com

suplemento ndo fermentado 95,4% (Figura 2).
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Figura 2. Médias e diferencas estatisticas (n=5) da taxa de mortalidade (%) de abelhas
alimentadas com diferentes suplementos no 36° dia de vida. *Médias seguidas por letras
diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes (p<0,05)

Houve diferenca entre todos os tratamentos com relagdo ao aumento da

longevidade das abelhas. A maior longevidade foi observada nas abelhas alimentadas

com suplemento fermentado 16,8+1,6 dias, seguido das abelhas alimentadas com

suplemento ndo fermentado 13,8+1,6 dias, e a menor longevidade foi para as abelhas

alimentadas com o pélen 9,6+1,3 dias (Figura 3). As abelhas alimentadas com o polen,

suplemento né&o

respectivamente.

fermentado e suplemento fermentado viveram 48, 51 e 54 dias,
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Figura 3. Médias e diferencas estatisticas (n=5) do incremento da longevidade (dias) das
abelhas alimentadas com diferentes suplementos a partir do 36° dia de vida. *Médias
seguidas por letras diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes (p<0,05)
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Discussao:

Consumo:

O maior consumo, 17,42g/gaiola, foi observado em abelhas alimentadas com
suplemento ndo fermentado. Sereia et al. (2010a), utilizando suplemento semelhante,
observaram consumo de 11,12g/gaiola, afirmando que o suplemento possuia caracteristicas
sensoriais que estimularam a ingestdo. Com a ingestdo os insetos atendem 0s Seus
requisitos para os nutrientes deficientes (Pirk et al., 2010). Dependendo da composicéo da
dieta, os nutrientes sdo metabolizados de maneira diferente nas abelhas (Barragan,
Basualdo & Rodrigues et al., 2015). Provavelmente, as abelhas engaioladas precisaram
consumir mais suplemento ndo fermentado para se satisfazerem nutricionalmente.

O menor consumo, 6,75g/gaiola, foi observado no suplemento fermentado por
probidticos. Nao houve diferenga no consumo de suplementos proteicos com ou sem
probidticos observados por Kaznowski et al. (2005), média de 0,009mg/abelha/dia, e
Kazimierczak-Baryezko & Szymas (2006), media de 0,010mg/abelha/dia. A acdo das
bactérias acidolaticas ndo influencia apenas na fabricacdo do produto fermentado, mas
também no sistema digestivo do individuo, favorecendo a quantidade e a
biodisponibilidade de alguns nutrientes (Saad et al., 2011). O baixo consumo foi atribuido
ao suplemento ser fermentado, normalmente, produtos fermentados facilita a absorcdo dos
nutrientes, atendendo com mais rapidez as necessidades nutricionais. Foi fornecido as

abelhas menor quantidade com maior qualidade.

Mortalidade:

A maior taxa de mortalidade ocorreu em abelhas alimentadas com xarope. Este
resultado é proximo ao observado por Algarni (2006) em que todas as abelhas mantidas
em gaiolas consumindo xarope de agucar morreram em 33 dias. Sereia et al. (2010a)
observaram 100% das mortalidades em abelhas alimentadas com polen e/ ou xarope em 53
dias. O carboidrato ¢ ideal para o metabolismo energético, de modo que, as abelhas
permaneceram vivas por um determinado tempo inferior as abelhas que consumiram
proteina, nutriente ideal para finalizar o desenvolvimento corporal no inicio da vida
(Nogueira-Couto e Couto, 2006).

A menor taxa de mortalidade das abelhas foi observada em abelhas alimentadas
com suplemento proteico fermentado, 92,60% que ndo diferiu do suplemento proteico ndo
fermentado, 95,40% em 36 dias de vida. A menor taxa de mortalidade das abelhas

alimentadas com probidticos foram observados por Kaznowski et al. (2005) de 12,33% em
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14 dias e Kazimierczak-Baryezko & Szymas (2006) de 16,20% em 14 dias. O fato dos
suplementos proteicos (com ou sem fermentagcdo) apresentarem menores taxas de
mortalidade é atribuido a padronizacdo da quantidade de proteina fornecida e a sua
esterilidade, diferente do pdlen que pode diversificar na quantidade de proteina e conter
patdgenos e residuos (Wiilliams et al., 2013). O produto fermentado é facilmente
absorvido e, a disponibilidade dos nutrientes € um dos principais determinantes para o
crescimento e sobrevivéncia de qualquer individuo (Wang et al., 2014). O bom
funcionamento do sistema imunoldgico da abelha é ligado a sua microbiota e, alteracGes
dos micro-organismos, mortalidade ocasionada por antibiéticos, por exemplo, aumenta a
susceptibilidade a doencas que acarretam mortes nas abelhas (Li et al., 2017). A
formulacdo de um produto completo em nutrientes, livre de patdgenos, fermentado e

probidtico beneficiaram as abelhas com taxas de sobrevivéncias maiores.

Aumento da longevidade:

Uma maior longevidade (17 dias) foi observada em abelhas alimentadas com
suplemento fermentado. A fermentacdo ocasionada por bactérias acidolaticas pode
enriquecer o produto aumentando a concentracgao de vitaminas do complexo B, a liberacéo
de aminoacidos livres e a producdo de acidos graxos de cadeia curta (Saad et al., 2011).
Apo6s colonizar o intestino da abelha, as distintas cepas produzem diferentes
concentracdes de metabolitos que contribuem para maior resisténcia a infeccdes e
melhor desenvolvimento da coldnia (Piano et al., 2017).

As abelhas alimentadas com suplemento proteico ndo fermentado também tiveram
uma longevidade superior (14 dias) as que consumiram poélen (10 dias). Sereia et al.
(2010a) observaram aumento da longevidade de 16 dias em abelhas alimentadas com
suplemento ndo fermentado, atribuindo a este resultado a composi¢do quimica do
suplemento, rico em &cidos graxos saturados, insaturados, aminoacidos e vitaminas do
complexo B.

As abelhas alimentadas com xarope, polen, suplemento proteico e suplemento
proteico fermentado por probidticos viveram em média 36, 48, 51 e 54 dias
respectivamente. Abelhas de climas tropicais, em atividade, vivem em média de 30-40 dias
(Nogueira-Couto & Couto, 2006). O acréscimo observado de 17 dias na vida de uma
operaria é importante para o progresso e o futuro da colénia pela permanéncia de abelhas
em atividade.

Para compensar 0 alto custo da alimentacdo de colonias alimentadas com
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prebidtico e/ou probidtico, Patriuca & Hutu (2013) observaram mais forrageiras coletando
néctar, aumento da producdo de mel e aumento no retorno lucrativo. A polinizacdo das
flores é o principal beneficio obtido com 0 aumento do tempo de vida das abelhas (Yang et
al., 2017). O acréscimo em vida das abelhas atribuido a alimentacdo suplementar, podera

favorecer a colonia no campo, o apicultor e 0 meio ambiente.
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Concluséo:

A fermentacdo do suplemento proteico e a presenca de bactérias acidolaticas
contribuiram para menor consumo do alimento, diminuicdo da taxa de mortalidade e maior

longevidade de abelhas africanizadas em sistema fechado.
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