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RESUMO

A meliponicultura tem avancado consideravelmente nos ultimos anos e, como
consequéncia, aumentaram as demandas por colOnias. Entretanto as técnicas de
producgdo precisam ser aprimoradas para atingir a escala necessaria. A alimentacdo das
abelhas ¢ uma das técnicas que precisam ser estudadas, pois existem longos periodos de
escassez de florada, o que reduz a disponibilidade de alimento para as abelhas e limita a
producdo de colonias. O presente trabalho teve como objetivo estudar uma alimentagao
artificial proteica para Melipona flavolineata. Foi investigado a composi¢ao nutricional
do alimento natural (polen estocado) e artificial (a base de extrato de soja), seus efeitos
sobre a sobrevivéncia e tamanho dos imaturos e longevidade dos adultos. O alimento
artificial apresentou composicao nutricional diferente & composi¢do nutricional do pdlen
(alimento natural). O alimento artificial ¢ mais rico em carboidratos e lipideos, porém
mais pobre em proteinas. Contudo, a diferenga ndo afetou a sobrevivéncia e tamanho
dos individuos imaturos; foi afetada somente a longevidade dos individuos adultos. E
recomendado que nas proximas fabricagdes, seja reduzida a quantidade de agucar e
adicionado ingredientes com teor de proteina mais elevado. A dieta a base de extrato de
soja se mostrou um bom substituto para o pdlen, mas ndo perfeito. Pequenos ajustes de
ingredientes podem ser direcionados a partir dos resultados desse trabalho para se

chegar a um alimento de melhor qualidade.

Palavras chaves: Abelhas sem ferrdo. Nutricdo. Extrato de soja. Pdlen.



ABSTRACT

The stingless bee keeping has been improved considerably in the last years and,
consequently, the demand for colonies has increased. However, the breeding techniques
still need to be improved to reach the necessary production scale. The feeding system is
one of the issues that must be studied and improved, because long periods of low
availability of food resources constraint the production of new colonies. The present
study aimed to test an artificial diet to replace the pollen for Melipona flavolineata. 1t
was investigated the nutritional composition of their natural food (stored pollen) and of
the artificial diet (based on soybean extract). The effect of the artificial diet was tested at
the survival and size of brood and longevity of adult workers. The artificial diet
presented a different nutritional composition compared to the stored pollen. It was
richer in carbohydrates and lipids, but poorer in proteins. However, this difference did
not affect the survival and size of brood; it affected the longevity of adult workers, but
not drastically. It is recommended to reduce the amount of sugar and to add new
ingredients with higher protein content in future diets. The diet based on soybean
extract showed to be a good substitute for pollen, but not perfect. Small changes can be
addressed based on the results of the present contribution to reach an artificial diet with

better quality.

Key words: Stingless bees. Nutrition. Soy extract. Pollen.
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1. INTRODUCAO

As abelhas indigenas sem ferrdo sao insetos eusociais, com individuos organizados em
castas (zangdo, rainha e operdarias), com divisdo de trabalho intracolonial e com sobreposi¢cdo
de geracdes (MICHENER, 1974). Pertencem a ordem Hymenoptera, a superfamilia Apoidea,
sdo agrupadas na familia Apidae e na subfamilia Apinae que ¢ composta por quatro tribos:
Apini, Bombini, Euglossini e Meliponini (MICHENER, 2007). A tribo Meliponini, conhecida
popularmente por meliponineos ou abelhas indigenas sem ferrdo, ¢ distribuida nos ambientes
tropicais e subtropicais do globo terrestre (MICHENER, 2013). Aproximadamente 600
espécies de meliponineos de diversos tamanhos e formas foram identificadas; deste total,
cerca de 391 espécies encontram-se nas regides Neotropicais (SILVEIRA; MELO;
ALMEIDA, 2002).

A populagdo de uma coldnia de abelhas indigenas sem ferrdo ¢ formada por abelhas
adultas, imaturos (ovos, larvas e pupas), uma unica rainha fisogastrica (ALVES et al., 2010) e
machos jovens. A estrutura fisica € composta por um ninho geralmente envolto por involucro,
potes de armazenamento de alimento (fabricados com cerume - mistura de cera e resina
vegetal), e batume (mistura de resina vegetal e barro) ou propolis, um substrato que veda as
frestas da col6nia. As coldnias geralmente sdo abrigadas em ocos de arvores, no solo ou
outros ocos pré-existentes na natureza e podem ser criadas em caixas adaptadas para cada

espécie (NOGUEIRA-NETO, 1997).
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Figura 01 - Ilustracdo interna de uma coldonia de abelha sem ferrdo do género Melipona.

Batume
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mel e pdlen

et £ v
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Entrada  Fayos de cria 77 Invélucro

Tlustragdo de J. M. F. de Camargo

A criag@o das abelhas sem ferrdo foi nomeada de Meliponicultura por Nogueira-Neto
(1953). No Brasil, foi iniciada pelos povos indigenas, como a tribo Kayapo, que gerou amplo
conhecimento sobre a biologia e comportamento das abelhas, difundindo-as no Norte do pais.
Os conhecimentos indigenas foram transferidos as comunidades tradicionais, que iniciaram a
atividade para complemento ou alternativa de renda familiar (CORTOPASSI- LAURINO et
al., 2006; CAMARGO; POSEY, 1990).

A criacao de abelhas indigenas pode ser destinada a varios fins. Os diferentes géneros
e espécies sdo amplamente diversos e com inumeras especialidades de produgdo. Sdo
eficientes na produ¢do de mel, propolis, pélen, na polinizacdo de diversas culturas agricolas
economicamente importantes ¢ podem ser usadas como ferramenta de educacdo ambiental
(CORTOPASSI- LAURINO et al., 2006, YAMAMOTO; AKATSU; SOARES, 2007,
FREITAS et al., 2007; SA; PRATO, 2007, MAGALHAES; VENTURIERI, 2010).

O conjunto de produtos da criacdo de abelhas sem ferrdo tem promovido o
crescimento da atividade e em consequéncia o surgimento de novas demandas de coldnias,
principalmente para polinizagdo agricola. Cerca de 30 culturas agricolas economicamente
importantes poderiam ser beneficiadas pela polinizagdo por abelhas sem ferrdo (HEARD,
1999; CASTRO et al., 2006; SLAA et al., 20006), e para isso demandardo grandes quantidades
de coldnias. Em diversos paises sdo comercializadas ou alugadas milhdes de colonias de
abelhas para polinizacdo agricola e este servigo ¢ uma importante fonte de renda para os

criadores de abelhas que as alugam ou empresas que as produzem (Velthuis, 2002; Velthuis;
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Van Doorn, 2006). O servigo de polinizagdo no Reino Unido, por exemplo, gera um
faturamento anual em torno de 440 milhdes de libras (POTTS et al., 2010).

O Brasil também tem potencial de produzir e comercializar as colonias para
polinizagao agricola. Entretanto as técnicas de producdo precisam ser aprimoradas para atingir
a escala necessaria. A alimentag@o das abelhas ¢ uma das técnicas que precisam ser estudadas,
pois existem determinados periodos de escassez de florada, o que reduz a disponibilidade de
alimento para as abelhas e limita a producao de colonias (PEREIRA et al., 2006). As abelhas
necessitam basicamente de dois tipos de alimento que € o mel e o polen. O mel, que ¢ a fonte
de agucares, pode ser facilmente substituido por solugdo de acticar. Mas o polen, que € a fonte
de proteinas, lipideos, vitaminas e minerais, ainda precisa de mais estudos para ser

plenamente substituido.

2. REFERENCIAL TEORICO

As abelhas sdo consideradas visitantes florais por exceléncia, coletam nas flores seu
alimento que serd consumido desde a fase larval a adulta (KLEINERT et al., 2009), exceto a
espécie Trigona hypogea que coleta seu alimento em carcagas de animais (ROUBIK, 1989;
NOLL, 1997; MATEUS; NOLL, 2004). Os alimentos das abelhas sdo basicamente mel e
poélen NOGUEIRA-NETO, 1997).

O mel ¢ originado do néctar e ¢ fonte de carboidratos, lipidios, hidratos de carbono,
enzimas, aminodcidos, acidos orginicos, minerais e substancias aromaticas (MARCHINI;
SODRE; MORETI, 2005). Porém, o principal nutriente para as abelhas proveniente do mel
sdo os acucares, muito usado pelas forrageiras como fonte de energia.

O polen ¢ a estrutura reprodutora masculina da planta, ¢ encontrado nas anteras das
flores (MURADIAN et al., 2005). Os graos de polen possuem diversas formas, didmetro de 6
a 200um, cores que variam do branco, amarelo, laranja, vermelho e tons mais escuros, de
acordo com a origem botanica (SCHMIDT; BUCHMANN, 1992; MURADIAN et al., 2005).
E composto por proteinas, aglicares, fibras, lipideos, sais minerais, amino4cidos ¢ vitaminas.
A composi¢do nutritiva varia de acordo com a espécie botdnica, fisiologia e condig¢des
edafoclimaticas (ZUCOLOTO, 1994; SOUZA et al., 2004).

Para coletar o polen as abelhas forrageiras raspam ou vibram as anteras ¢ misturam os
graos com néctar, organizando-os na corbicula em um pequeno aglomerado, que ¢

transportado até a colonia e depositado pelas forrageiras em potes especificos, separado do
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mel. Apesar de o polen ser rico em proteinas e possuir outros nutrientes importantes para as
abelhas, eles ndo estdo completamente disponiveis (ROULSTON; CANE, 2000). Para
disponibilizar os nutrientes as paredes do polen precisam ser quebradas (pré-digestdo) pelos
microrganismos (GILLIAM; ROUBIK; LORENZ, 1990). Os alimentos sdo armazenados no
interior da colonia em potes de cerume (FREITAS, 2003), onde sdo pré-digeridos por acio
microrganica, e consumido de acordo com as necessidades da colonia.

O pdlen ¢ a principal fonte de proteinas das abelhas, ¢ usado especialmente pelas
operarias nutrizes para produ¢do de alimento larval e na alimenta¢do da rainha (NOGUEIRA-
NETO, 1997; BRAND, 2011). O consumo de pdlen pelas operarias ¢ muito elevado apds
emergirem para que assim ocorra o desenvolvimento das glandulas mandibulares e
hipofaringeas, que serdo demandadas para producdo do alimento larval (CRUZ-LANDIM;
AKAHIRA, 1966). As operarias nutrizes ingerem o polen dos potes e adicionam produtos
glandulares para produzir o alimento larval liquido (ZERBO; SILVA de MORAES, 1996;
ZERBO; SILVA DE MORAES; BROCHETTO-BRAGA, 2001).

Diferente de Apis e Bombus, nas abelhas sem ferrdo todo o alimento que os imaturos
irdo precisar para o seu desenvolvimento sdo fornecidos antes da postura do ovo, pois apds a
postura a célula ¢ fechada (SAKAGAMI; ZUCCHI, 1963; MICHENER, 1974; ROUBIK,
1989). A composicao do alimento larval das abelhas sem ferrdo ¢ geralmente 40-60% de
agua, 5-12% de actcares, 15-30% de polen (1,1-19,4% de proteinas e 0,2-1,3% de
aminoacidos livres) (HARTFELDER; ENGELS, 1989). Este composto fornece os nutrientes
necessarios ao desenvolvimento dos imaturos (ROUBIK, 1989; ELTZ; BRUHL; GORKE,
2002; BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010).

Durante seus estagios de vida, as abelhas requerem nutrientes bésicos como
carboidratos e lipidios (nutrientes ndo essenciais), aminodcidos, vitaminas e sais minerais
(nutrientes essenciais) (PANIZZI; PARRA, 2009). As abelhas adultas sdo dependentes do
carboidrato estocado na coldnia e ndo sobrevivem por longo periodo sem este, pois ao
contrario das larvas elas ndo possuem reservas de carboidratos em seus corpos
(CRAILSHEIM et al., 1993). Barker e Lehner (1974) corroboram esta informag¢do ao afirmar
que as abelhas adultas possuem baixos niveis de glicogénio, ¢ quando necessitam de energia
para as atividades buscam-na em reservas de mel da colonia. O lipideo requerido pelas
abelhas ¢ composto por acidos graxos, esterdis ¢ fosfolipidios. O acido graxo ¢ fundamental
na estrutura da membrana celular dos insetos (SOMERVILLE, 2005). Sdo importantes fontes
de energia para as abelhas e o metabolismo destes ocorre no estdgio larval

(BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010).
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O requerimento de proteina ¢ de aproximadamente 20-25%. Sdo formadas por varios
aminoacidos que sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento das abelhas
(SOMERVILLE, 2005). Os aminoacidos necessarios sdo arginina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina, os demais aminoacidos
podem ser sintetizados a partir destes (SOMERVILLE, 2005). Segundo Brodschneider e
Crailsheim (2010) para o crescimento das larvas a vitamina C (dcido ascorbico) também ¢ de
fundamental importancia. Diversas vitaminas e minerais sao importantes para o crescimento e
desenvolvimento das abelhas, porém poucas pesquisas foram realizadas para saber de que
forma cada substincia ¢ wusada. Acredita-se que diversas vitaminas sejam usadas
principalmente na fase imatura, pois em Apis mellifera as abelhas nutrizes ao produzir geléia
real necessitam de vitaminas do complexo B, tiamina, &cido pantoténico, riboflavina,
nicotinamida, acido folico e biotina (BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010). As
vitaminas e minerais precisam estar em pequenas concentragdes no alimento, pois em niveis
elevados podem tornar-se toxicos para as abelhas (SOMERVILLE, 2005). A alimentac¢do
precisa estar balanceada, para ser fornecida em quantidades e qualidades satisfatérias ao
desenvolvimento normal dos individuos. Pois larvas subalimentadas originam individuos

menos desenvolvidos e mais susceptiveis a doengas (FOLEY et al., 2012).

2.1 ALIMENTACAO ARTIFICIAL

E importante a ingestdo de alimentos que supram os requerimentos nutricionais das
abelhas. A alimentagdo inadequada pode interferir no desenvolvimento dos instares iniciais e
juvenis dos individuos e refletird no amadurecimento, com o retardo ou declinio da formagao
glandular, ovariana e ou de outros oOrgdos em geral. As larvas mal nutridas terdo
desenvolvimento retardado, e provavelmente ndo desenvolverdo as glandulas de forma
adequada. O impacto ou detrimento na fisiologia das abelhas, afeta diretamente o
desenvolvimento da colonia, pois reduz a producdo de alimento larval, de alimento para a
rainha, nimero de crias, constru¢do do invélucro, defesa contra os inimigos e em
consequéncia reduz a saude da colonia (CRUZ- LANDIM, 2009).

O armazenamento de polen na coldnia ¢é relativamente pequeno, portanto os estoques
rapidamente acabam em periodos de pouco forrageio ou em falta de flores no ambiente
(SCHMICKL; CRAILSHEIM, 2002). Nas ¢pocas em que a floragdo das plantas ¢ reduzida,
torna escassos os recursos alimentares das abelhas (NUNES- SILVA; HNRCIR;
IMPERATRIZ-FONSECA, 2010). Nestas épocas, as colonias adotam estratégias para
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economizar alimento, como redu¢do na quantidade de alimento fornecido a cria, reducdo da
taxa de postura e da populag@o da coldnia, redugdo das atividades externas (RAMALHO et al,
1990; MENEZES 2010; VEIGA et al, 2012; GOMES et al 2014). Consequentemente, as
coldnias enfraquecem nesse periodo. Por isso, as coldonias manejadas para fins de producao
comercial necessitam de alimentagao artificial.

A recomendag¢do do reforgo alimentar para as abelhas foi estabelecida somente para a
alimentacao energética com uso de xarope (solu¢do de dgua e aclicar) em variadas proporg¢oes
(NOGUEIRA-NETO, 1997; PEREIRA et al., 2006). No entanto, a alimentagdo proteica
também ¢ necessdria para a manutencdao da saide e desenvolvimento da coldnia. Na
apicultura, por exemplo, quando os enxames ndo sao suplementados com alimento artificial,
necessitam de um periodo de fortalecimento de pelo menos 50 dias apds o inicio da floracao,
0 que causa prejuizo aos apicultores (RAAD, 2002).

Segundo Dias et al. (2010) em Melipona subnitida os favos de cria sdo maiores,
quando a colonia ¢ subsidiada com alimento proteico artificial, demonstrando que o subsidio
alimentar ¢ uma ferramenta efetiva no desenvolvimento das col6nias. O alimento artificial
precisa conter nutrientes essenciais e ndo essenciais (carboidratos, lipidios, esterdis, proteinas,
vitaminas € sais minerais) em niveis satisfatorios para realizar o metabolismo e
desenvolvimento das abelhas (PANIZZI; PARRA, 2009). O reforco alimentar deve ser
realizado com o uso de alimentos de alto valor proteico e com provavel ingestdo pelas
abelhas.

O estudo sobre alimentagdo proteica em meliponineos iniciou em 1975, quando
Zucoloto avaliou o valor nutricional de pélen armazenado em coldnias de Apis mellifera, M.
quadrifasciata, ¢ Friseomelitta varia para alimentagdo de Scaptotrigona postica. Segundo
Zucoloto o pélen de Friseomelitta varia ndo foi aceito por S. postica, e ndo apresentou sinais
de fermentacdo, podendo ser esta a razdo da rejeicdo. Posteriormente, Camargo (1976)
comecou a elaborar um alimento proteico artificial, contendo pélen de Typha dominguensis
(taboa), mel e pdlen fermentado da espécie que iria receber o alimento proteico artificial. O
alimento preparado foi fermentado de 10 a 15 dias em reservatorio coberto com gaze, em
temperatura de 28 a 32°C. Segundo a autora o processo de fermentagio é necessario para que
o alimento seja aceito pelas abelhas.

Foram realizadas outras receitas com uso do levedo de cerveja (25%) misturado ao
polen (75%) da propria espécie, apresentou resultados satisfatorios ao desenvolvimento das
glandulas hipofaringeanas e dos ovarios das abelhas de S. postica (PENEDO; TESTA;
ZUCOLOTO, 1976). Algumas receitas também foram testadas por Fernandes-da-Silva e
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Zucoloto (1990), receita 1) polen da propria espécie mais solugdo de sacarose 50% (receita
controle); receita 2) leveduras mais solu¢do de sacarose (50%); receita 3) 1,5g de pdlen
coletado de S. depilis, misturado a 20g de levedura e 30ml de sacarose, fermentado por 15
dias; receita 4) os mesmos ingredientes da receita 3, porém sem o processo de fermentagao.
Os autores observaram que as receitas 1, 3 e 4 apresentaram resultados satisfatorios ao
desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas. Diversas outras receitas foram comparadas
para alimentar S. postica, e a que apresentou melhor resultado foi a mistura de 18% de levedo
de cerveja e 82% de sacarose (ZUCOLOTO, 1977).

Estudo investigando o uso de beemix (suplemento de aminoacido) na alimentagao de
M. subnitida, revelou alto valor proteico e satisfatoria aceitagdo do alimento pelas abelhas,
porém o suplemento possui custo elevado (DIAS et al., 2010). Costa e Venturieri (2009)
investigaram o uso de polen apicola, suplemento de aminodcido, levedo e extrato de soja na
alimentac¢do de M. flavolineata. ldentificou que o pdlen apicola possui alto valor proteico,
mas seu custo no mercado ¢ elevado. Ja o levedo tem custo reduzido em comparagdo aos
demais produtos, porém ¢ pouco aceito pelas abelhas. Enquanto que o extrato de soja tem
custo reduzido, boa aceitagcdo pelas abelhas e considerdvel valor proteico (COSTA;
VENTURIERI, 2009; PIRES; VENTURIERI; CONTRERA, 2009 e DIAS et al., 2010).

Estes estudos identificaram que, dentre todas as alternativas, o extrato de soja tem
maior viabilidade de uso na alimentacao artificial. Além de as abelhas aceitarem o alimento e
ele possuir custo relativamente baixo, foram observados resultados satisfatorios no
desenvolvimento glandular e ovariano nas operdrias alimentadas artificialmente a base de
extrato de soja (COSTA, VENTURIERI, 2009; PIRES, VENTURIERI, CONTRERA, 2009).

As receitas a base de extrato de soja foram elaboradas com ingredientes ricos em
proteinas, mas outros elementos como carboidratos, lipideos, cinzas e umidade precisavam ser
considerados. Apesar de terem apresentado bons resultados de aceitagdo e desenvolvimento
glandular e ovariano das abelhas, ndo era conhecida a composi¢do centesimal e pH do
alimento artificial. Conhecer a composicao centesimal e pH do alimento artificial € importante
para comparar com a composi¢do € pH do pdlen, e assim verificar ndo s6 no teor de proteina,
mas nos diversos elementos se o alimento artificial se assemelha ao natural.

Os trabalhos avaliaram se a dieta era nutritiva por meios indiretos, ou seja, por meio
do desenvolvimento de glandulas e ovarios. Os métodos sao validos ¢ foram importantes para
as avaliacdes e aperfeicoamento inicial do alimento, mas existem poucas informagdes sobre o
efeito desse alimento artificial na colonia como um todo. Apesar de os individuos terem

apresentado desenvolvimento glandular adequado com o alimento artificial, ele poderia ndo
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ser satisfatorio em outros aspectos como no desenvolvimento dos imaturos e longevidade dos
adultos. Assim, € necessario investigar a composi¢cdo nutricional, os efeitos da fermentacao
sobre o alimento artificial e os efeitos dele sobre a sobrevivéncia e tamanho dos imaturos,

bem como sobre a longevidade dos adultos.

OBJETIVOS

e Analisar a composi¢do fisico-quimica do alimento artificial e comparar com a
composicao fisico-quimica do alimento natural

e Investigar se a fermentagdo eleva os teores de alguns nutrientes no alimento artificial

e Estudar os efeitos da alimentacdo artificial sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento

dos individuos imaturos e na longevidade dos individuos adultos.
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3. METODOLOGIA

4.1 AREA E PERIODO DE ESTUDO

O estudo foi realizado na éarea do laboratério de Botanica da Embrapa Amazonia
Oriental (1°26'11.52"S, 48°26'35.50"W) em Belém do Para-Brasil. Esta regido ¢ semi-urbana,
rodeada por manchas de mata e possui clima A4f, de acordo com a classificagdo de Koppen-
Geiger (PEEL; FINLAYSON; MCMAHON, 2007). O estudo foi realizado no periodo de
fevereiro de 2013 até novembro de 2014. Para tal, utilizamos na Embrapa em 2 meliponarios
coletivos, cerca de 45 coldnias de Melipona flavolineata provenientes da cidade de Igarapé-

acu-PA e Inhangapi-PA.

4.2 DESCRICAO DA ESPECIE ESTUDADA

Foi usada como modelo experimental a espécie Melipona flavolineata, conhecida
popularmente como urugu amarela E uma abelha décil, mas colonias fortes podem ser
agressivas necessitando usar um véu para proteger o rosto. Sdo resistentes a0 manejo com
populacdo que varia de 1000 a 1400 operarias adultas. Produz mel acido, com consideravel
atividade antioxidante (OLIVEIRA et al., 2012) e o pdlen estocado nas coldnias apresenta
fortes tragos de fermentacdo. As coldnias de M. flavolineata ocorrem nos Estados do Ceara,
Maranhao, Pard e Tocantins (CAMARGO; PEDRO, 2013). Esta espécie foi usada como
modelo experimental por causa de sua importancia econémica na regido Nordeste do estado
do Pard (VENTURIERI et al, 2003; MAGALHAES e VENTURIERI, 2010) e porque tem
sido utilizada como modelo experimental em outros estudos sobre alimentacdo artificial

(COSTA; VENTURIERI, 2009).
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Figura 02 - Operarias de Melipona flavolineata.

Fonte: Cristiano Menezes.

43 ORIGEM E PROCESSAMENTO DO ALIMENTO NATURAL USADO NOS
EXPERIMENTOS

Foi usado como alimento natural (controle) polen fermentado estocado em coldnias de
M. flavolineata. Na investigacdo da sobrevivéncia dos individuos imaturos, do tamanho dos
individuos recém-emergidos e longevidade dos individuos adultos, o polen usado foi retirado
de colonias de M. flavolineata da regido metropolitana de Belém-PA. Este pdlen ndo sofreu
nenhum processamento, foi retirado da coldnia, armazenado em pote fechado e acondicionado
em geladeira até o momento dos experimentos. O podlen usado para as andlises fisico-quimica
foi retirado de coldnias de M. flavolineata de 3 localidades diferentes (regido metropolitana de

Belém-PA, Muana-PA e Curugd-PA). O polen de cada localidade foi analisado em triplicata.

4.4 ORIGEM E PROCESSAMENTO DO ALIMENTO ARTIFICIAL USADO NOS
EXPERIMENTOS
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O alimento artificial a base de extrato de soja foi produzido com base nos estudos de
Camargo, (1976); Zucoloto, (1975), (1976); Costa, Venturieri (2009); Pires, Contrera,
Venturieri, (2009), com algumas modificagdes. O alimento contém 500g de extrato de soja,
500ml de sacarose diluida e 50g de pdlen fermentado de M. flavolineata coletado a partir dos
potes da colonia e usado imediatamente. No preparo do alimento a sacarose foi diluida em
agua sob aquecimento; em um recipiente grande foi homogeneizada a sacarose diluida aos
500g de extrato de soja; quando a temperatura reduziu para aproximadamente 30°C foi
acrescido 50g de polen fermentado de M. flavolineata. O recipiente foi fechado para evitar a
entrada de forideos e mantido em estufa a 28°C; o alimento foi fermentado em um periodo de
15 dias, manipulado diariamente para homogeneizagao e aeracdo da massa.

O extrato de soja foi selecionado por possuir alto teor de proteina (30g de extrato de
soja contém 14g de proteina de acordo com informacdes do fabricante (marca mae terra) e
apresentar custo relativamente baixo (em supermercados 500g ¢ comercializado por
aproximadamente R$8,00). O pdlen fermentado foi usado para inocular os microrganismos
naturais da propria espécie de abelha e promover a fermentagdo. A sacarose diluida foi usada
para dar consisténcia pastosa ¢ para promover um meio de cultura satisfatorio ao crescimento

dos microrganismos e fermentacao do extrato de soja.

4.5 EXPERIMENTO 1 — ANALISE DA COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO
ALIMENTO NATURAL, ALIMENTO ARTIFICIAL NAO FERMENTADO E ALIMENTO
ARTIFICIAL FERMENTADO.

4.5.1 Processamento das amostras

As analises de composicao fisico-quimica das 3 amostras independentes do alimento
natural (polen) e 3 amostras independentes do alimento artificial a base de soja, antes e depois
do processo de fermentacdo (ver detalhes sobre a origem e processamento das amostras na
secdo anterior) foram realizadas em triplicata. Foi necessario liofilizar as amostras para
realizagdo das andlises principalmente de umidade e cinzas. Antes da liofilizacdo, as amostras
foram congeladas nas bandejas do liofilizador em camara fria (-2°C) por 48h. Posterior ao
processo de congelamento e preparo inicial do liofilizador, as bandejas foram acopladas ao
equipamento e iniciado o processo de liofilizagdo por 26h corridas. A desidratagdo por
liofilizacdo retirou em média 45% de adgua das 3 amostras de polen, 43,90% de agua das 3

amostras do alimento artificial ndo fermentado e 41,50% de dgua das 3 amostras do alimento
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artificial fermentado. Ao término do processo todas as amostras foram trituradas e
armazenadas em frascos de amostras.

Posterior ao preparo das amostras procedeu-se as andlises da composi¢do centesimal
(umidade, cinzas, lipideos, fibras, proteinas e carboidratos) e analise do pH. As metodologias
usadas para as analises fisico-quimicas estdo descritas em Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). Os dados de cada andlise foram recalculados considerando o teor de
umidade retirado no processo de liofiliza¢dao. Foi necessario recalcular os dados para facilitar

a comparacao com a literatura.

4.5.2 Analise de umidade

A metodologia utilizada foi perda de umidade por dessecacdo. Em um cadinho tarado
(aquecido em mufla a 550°C por 1h, resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e
pesado) foi pesado 1,5g de amostra liofilizada; levado para estufa a 105°c por 4h, armazenado
em dessecador para resfriar; depois pesado o cadinho com a amostra seca; a operacao foi

repetida duas vezes para obter resultado final.

4.5.3 Analise de cinzas

Foi utilizada a metodologia de residuo por incineragdo para verificar o teor de cinzas
das amostras. No cadinho preparado conforme descrito na metodologia de umidade, foi
pesado 1,5g de amostra e incinerado em mufla inicialmente em temperatura baixa, elevando-a
até 550°C por 4h. Foram repetidas duas vezes as operagdes de incineracao e resfriamento para

obter o resultado final.

4.5.4 Analise de lipidios

Foi utilizada a metodologia de extracdo de lipideos em aparelho de soxhlet e éter de
petroleo como solvente. Foi pesado 3g de amostra em papel filtro e transferido para o extrator
tipo soxhlet. Acoplado o extrator ao baldo de fundo chato previamente tarado a 105°C.
Posteriormente adicionado ¢ter de petroleo em quantidade suficiente para um extrator ¢ meio.
A extracdo foi realizada por 8h sobre uma bateria acoplada ao banho de dgua fria. Ao final da
extracdo, foi recuperado o éter de petrdleo, retirado do extrator o papel filtro com amostra,

desacoplado o extrator do baldo de fundo chato e levado o baldo de fundo chato para estufa a
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105°C por 1h para evaporar todo o restante de éter, deixando somente o lipideo encontrado na
amostra. Apos sair da estufa o baldo foi resfriado em dessecador por aproximadamente 30

minutos, pesado e realizado os calculos para saber o teor de lipidios encontrado na amostra.

4.5.5 Determinaciio de pH

Foi determinado o pH utilizando a metodologia eletrométrica, usando um medidor de
pH elétrico, previamente calibrado com solugdes tampdes de pH 4 e 7. Posteriormente foi
pesado 1g de amostra liofilizada, diluido em 50 ml de dgua destilada e homogeneizado com
agitador magnético e ima. Apos o preparo da amostra, foi inserido o medidor de pH na

solucado e realizado a leitura.

4.5.6 Analise de fibra

Foi analisado o teor de fibras por detergente dcido (FDA), depois de pesado =3g de
amostra seca em frasco de refluxo, foi acrescentado 100 ml de detergente acido e aquecido até
ebuli¢do por 10 minutos; posteriormente aquecido sob refluxo por 60 minutos com ebuli¢dao
fraca. Em seguida realizado filtragem com minimo de vadcuo em cadinho previamente tarado,
foi adicionado 4gua fervente, lavado duas vezes com 30 ml de acetona, secado a vacuo; em

seguida os cadinhos com as fibras foram secos em estufa a 105°C até peso constante.

4.5.7 Analise de proteina

Para determinagdo da proteina bruta, foi utilizado a metodologia de kjeldahl cléssico.
Foi pesado 0,2g de amostra desengordurada (retirado os lipideos pelo método de soxhlet) em
papel de seda. Foi transferido para o baldo de kjeldahl, acrescentado 25 ml de 4cido sulfurico
e 6 g da mistura catalitica (Di6xido de titanio anidro, sulfato de cobre anidro e sulfato de
potassio anidro, na propor¢do 0,3:0,3:6). Posteriormente levado para digerir sob aquecimento
de 550°C em chapa elétrica, na capela, até a solucdo se tornar azul-esverdeada e livre de
material ndo digerido e aquecido por mais uma hora. No processo seguinte foi resfriado,
destilado e adicionado 10 gotas do indicador fenolftaleina e 1 g de zinco em po6. O baldo foi
ligado imediatamente ao conjunto de destilagdo e mergulhado a extremidade afilada do
refrigerante em 25 ml de 4cido sulfurico 0,05 M, contido em frasco erlenmeyer de 500 ml

com 3 gotas do indicador vermelho de metila. Posteriormente adicionado ao frasco que
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contém a amostra digerida, por meio de um funil com torneira, solu¢do de hidroxido de sodio
a 30% até garantir um ligeiro excesso de base. Foi aquecido até ebulicao e destilado até obter
cerca de (250-300ml) do destilado e titulado o excesso de acido sulfurico 0,05 M com solucao

de hidroxido de sodio 0,1 M usando vermelho de metila.

4.5.8 Analise de carboidratos totais

O percentual de carboidrato obtido foi através do método da diferenca, de acordo com

a equacao abaixo, segundo a RDC n° 360/2003.

G=100 - (U+L+P+F+C)
Sendo:
G= Carboidrato
U= Umidade
L= Lipideos
P= Proteinas
F= Fibras

C= Cinzas

4.5.9 Analise estatistica

Para comparar os dados da composicdo centesimal e pH do alimento natural com o
alimento artificial fermentado, foi realizado o teste de Mann-Whitney. Para comparar o

alimento artificial antes e depois da fermentagao, foi usado o teste de Wilcoxon Pareado.

4.6 EXPERIMENTO 2 - EFEITO DA ALIMENTACAO ARTIFICIAL SOBRE A
SOBREVIVENCIA DOS IMATUROS E TAMANHO DOS INDIVIDUOS PRODUZIDOS.

Para saber o cfeito da alimentagao artificial sobre a taxa de sobrevivéncia dos imaturos
¢ tamanho dos individuos produzidos, foram comparadas 5 colonias alimentadas com
alimento natural com outras 5 alimentadas com alimento artificial (ver se¢do anterior para
mais informagdes sobre origem ¢ processamento dos alimentos usados nos experimentos).

As colonias usadas no experimento foram transferidas para caixas de observacao

(caixa de madeira de 30x30cm), separando o ninho dos potes de alimento, no intuito de retirar
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o alimento previamente estocado e facilitar as observacdes e manipulacdes necessarias. A
transferéncia ocorreu no periodo de escassez de polen (més de maio), para diminuir a
contamina¢do de pdlen do campo nas col6nias amostradas e garantir que as larvas seriam
alimentadas predominantemente com o alimento oferecido. Foi colorido o alimento (tanto o
alimento natural como o artificial) com anilina (Arcolor®) comestivel para certificar se as
larvas estavam sendo efetivamente alimentadas com o alimento oferecido (PIRES;
CONTRERA; VENTURIERI, 2009). Apos a transferéncia foi fornecido solucao de agucar
50% e 4 potes (aproximadamente 19g) de alimento (artificial ou natural dependendo do
tratamento) por semana, durante 2 meses. Nesse periodo as colonias permaneceram abertas,
portanto livres para forrageamento. Esse procedimento foi adotado para que elas se
recuperassem do processo de transferéncia e reativassem a construgdo de células de cria.

Dois meses depois da transferéncia, as colonias foram confinadas por duas semanas
para que os ovos fossem aprovisionados com alimento larval produzido majoritariamente a
partir do alimento oferecido. Os alimentos tingidos de verde nas colonias foram rastreados
para observar se no periodo do confinamento as abelhas usaram o alimento oferecido para o
aprovisionamento das crias (Figura 06).

O favo de cria formado nas duas semanas de confinamento, foi marcado com abertura
de 4 células opostas, repetido em 4 extremidades (Figura 03), para que apos 30 dias (antes da
emergéncia dos adultos), fosse retirado da colonia para andlise de sobrevivéncia e tamanho

dos individuos adultos.
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Figura 03 — Favo formado nas duas semanas de confinamento. As setas amarelas indicam a

marcac¢ao no favo de cria formado nas duas semanas do confinamento.

Fonte: Joyce Teixeira.

Para estimar a taxa de sobrevivéncia, foi observado percentual de individuos mortos
(células destruidas) no momento da retirada dos favos de cria, em uma area retangular de 70
células do favo (7 x 10 células) (Figura 04). Para analise estatistica foi realizado teste Fisher’s
extact test. Logo apos a contagem das células, os favos foram mantidos em placas de petri

identificadas, dentro de estufa a 28°C até a emergéncia dos individuos.
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Figura 04 - Ilustracao do retangulo formado no favo de cria para andlise de sobrevivéncia dos
individuos imaturos. A seta branca na célula desoperculada indica que o individuo estd morto

e a seta alaranjada indica que individuo esta vivo.

Fonte: Joyce Teixeira.

Para verificar o tamanho das abelhas, foram realizadas medi¢des da distancia
intertegular (largura do torax). A distancia intertegular ¢ uma boa medida para inferir tamanho
de abelhas e tem sido usada nesta e em outras espécies de Meliponini (e.g. ARAUJO et al.,
2004; VEIGA et al, 2012; MENEZES; VOLLET-NETO; IMPERATRIZ-FONSECA,
2013b). As operarias eram colocadas em material esponjoso e fixadas com um vidro para
manter suas estruturas em posicdo adequada e fixas para a medicdo. Com uso de camera
fotografica (Motic) acoplada a lupa foi capturada imagens de 20 abelhas recém-emergidas de
cada coldnia experimental, totalizando 100 abelhas (controle) ¢ 100 abelhas (tratamento). As
medidas foram aferidas nas fotografias por meio do software Motic Image Plus 2.0. A
comparagdo entre os grupos foi feita com teste t no programa Statistica versdo 7,

considerando nivel de significancia de 5%.
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4.7 EXPERIMENTO 3 — EFEITO DA ALIMENTACAO ARTIFICIAL SOBRE A
LONGEVIDADE DOS INDIVIDUOS ADULTOS.

Para investigar se ¢ afetada a longevidade dos individuos adultos que consomem o
alimento artificial, foi fornecida alimentagdo artificial e alimentagdo natural para operarias
recém-emergidas, acompanhando desde a emergéncia até a morte. As operarias ndo foram
formadas com alimentagdo artificial, pois o intuito era avaliar o efeito somente na vida adulta.

As amostras foram retiradas de 5 coldnias diferentes. De cada colonia foram retirados
40 operarias, 20 consumiram alimento natural e 20 consumiram alimento artificial. O numero
de individuos amostrados foram 100 consumindo alimento natural (controle) e 100
consumindo alimento artificial (tratamento). Cada grupo de 20 operarias foram confinadas em
caixas de MDF de 8.2 x 8.2cm, dentro de estufa (Quimis) 28°C desde a emergéncia até a
morte; foram alimentados diariamente com alimento natural ou alimento artificial, agua e mel.

A andlise da curva de sobrevivéncia foi realizada com o teste estatistico log-rank.
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5. RESULTADOS

5.1 COMPARACAO ENTRE A COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO ALIMENTO
NATURAL DE M. FLAVOLINEATA (POLEN) E ALIMENTO ARTIFICIAL A BASE DE
SOJA.

As amostras de polen foram semelhantes entre si (Figura 05) nas andlises de umidade
(CV=3,34%), proteinas (CV=7,29%), carboidratos (CV= 6,44%) e pH (CV= 3,82%). Porém
apresentaram alta variacdo nas andlises de cinzas (CV= 17,80%), lipideos (CV= 10,28%) e
fibras (CV= 35,74%). O alimento artificial apresentou diferenca significativa do alimento
natural em todos os parametros analisados, com excecdo do pH (Tabela 01). As maiores
diferencas foram em relacdo aos teores de umidade, proteina, que apresentaram
respectivamente valores de 6,46% e 7,65% a menos que o alimento natural e os teores de

carboidratos que foram 14,24% a maiores que o alimento natural.



Figura 05. Variagdo entre as amostras de polen em cada parametro analisado.
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Tabela 01: Resultados das analises de composicao centesimal e pH do alimento natural de M.
flavolineata (p6len fermentado) e do alimento artificial fermentado. Dados em Média, desvio
padrdo, valor de p e valor do teste.

Parametro Alimento natural Alimento artificial Valor de p e do teste
analisado liofilizado fermentado liofilizado | estatistico (Mann-Whitney)

Umidade 55,3%+0,34 48,84%+0,40 *0,00/0,000349
Cinzas 1,8%=+0,32 1,44%+0,04 *0,00/0,000349
Lipideos 3,9%+0,40 7,13%+0,26 *0,00/0,000349
Proteinas 20%=+1,46 12,35%+0,52 *0,00/0,000346
Fibras 4,18%+1,49 1,16%=+0,12 *0,00/0,000349
Carboidratos 14,82%+0,95 29,06%=+ 0,41 *0,00/0,000349

pH 3,85+0,15 3,90+0,14 35,00000/0,627207

*valores com diferenga estatistica significativa

52 COMPARACAO ENTRE A COMPOSICAO FISICO-QUIMICA DO ALIMENTO
ARTIFICIAL A BASE DE SOJA ANTES E DEPOIS DA FERMENTACAO

A fermentag¢@o proporcionou um leve aumento na maioria dos pardmetros analisados

(Tabela 02). Os principais pardmetros alterados foram a umidade (elevou 5,75%), pH (reduziu

1,95) e os carboidratos (reduziu 8,59%).

Tabela 02: Resultados das analises de composicao centesimal e pH do alimento artificial ndo
fermentado e do alimento artificial fermentado, considerando o teor de umidade retirado na
liofilizagdo. Dados em Média, desvio padrdo, valor do teste e valor de p.

Parametro Alimento artificial | Alimento artificial | Valor de p e do teste estatistico
analisado ndo fermentado fermentado (wilcoxon pareado)
Umidade 46,77%/0,48 48,84%/0,40 *p=0,0039/ W=-45,00
Cinzas 1,95%=+0,87 1,44%=+0,04 *p=0,0195/ W=-39,00
Lipideos 6,21%=+0,33 7,13%+0,26 *p=0,039/ W=-45,00
Proteinas 11,28%=+0,35 12,35%+0,52 *p=0,0039/ W=-45,00
Fibras 1,08%=0,09 1,16%=0,12 p=0,3594/ W=-17,00
Carboidratos 33,28%=0,21 29,06%+0,41 *p=0,0039/ W=45,00
pH 5,85+0,05 3,90+0,14 *p=0,0039/ W=45,00

*valores com diferenca estatistica significativa
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53 EFEITO DO ALIMENTO ARTIFICIAL A BASE DE SOJA SOBRE A
SOBREVIVENCIA DOS INDIVIDUOS IMATUROS E TAMANHO DOS INDIVIDUOS
RECEM-EMERGIDOS.

Todas as coldnias apresentaram alimento larval de cor verde, nitidamente produzido a

partir do alimento oferecido (ver se¢do 4.6).

Figura 06. Rastreamento dos alimentos desde o aprovisionamento, postura e
desenvolvimento do individuo. a) Favo de cria sendo formado com o alimento larval a partir
dos alimentos experimentais tingidos de verde. b) Célula aprovisionada com alimento larval
produzido a partir dos alimentos oferecidos. ¢) Ovo posto no alimento larval colorido. d) larva
de M. flavolineata alimentada a partir dos alimentos oferecidos.

—’v s >

Fonte: Joyce Teixeira

5.3.1 Sobrevivéncia dos imaturos

A sobrevivéncia dos individuos imaturos nao foi afetada pela alimentacdo artificial a

base de soja. Pois uma amostra de 350 individuos submetido a esta alimentacdo, apresentou
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numero de 336 individuos vivos e 14 individuos mortos, outra amostra de 350 individuos
submetidos a alimentacdo natural apresentou 330 individuos vivos e 20 individuos mortos
(Figura 07), ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa (0,3796/p>0,05). O
valor médio da sobrevivéncia dos individuos imaturos que ingeriram alimento artificial foi de
96% =+ 2,75 (n=350), enquanto o valor médio da sobrevivéncia dos individuos imaturos que

consumiram alimento natural foi de 94,28% =+ 6,78 (n=350).

Figura 07: Comparacao do nimero de individuos imaturos que conseguiram viver até a fase
adulta, aprovisionados a partir do alimento natural (p6len) e do alimento artificial a base de
soja.
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5.3.2 Tamanho dos individuos recém-emergidos

A alimentagdo artificial ndo prejudicou o crescimento dos individuos (Tabela 03). Eles
apresentaram tamanho de 5% a mais que os individuos formados a partir da alimentacdo

natural.
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Tabela 03: Comparagdo estatistica do tamanho dos individuos alimentados desde ovo até
adulto, com a alimentagdo natural e com a alimentacao artificial.

Tratamento Numero de Média + desvio | Valor do teste/p
amostras padrdo
Alimento natural 100 individuos

2,78+0,13 t=7,61/p<0,0001

Alimento artificial a 100 individuos

base de soja 2,92+0,13

5.3.3 Efeito do alimento sobre a longevidade dos individuos adultos

A alimentacdo artificial a base de soja afetou a longevidade dos individuos adultos
(X*=7,66; p<0,05). Os individuos que consumiram o alimento natural apresentaram
longevidade média maior (figura 08), cerca de 9 dias a mais que os individuos que
consumiram o alimento artificial a base de soja. Os individuos que ingeriram o alimento
natural apresentaram longevidade média de 71 dias + 43,56 e os individuos que ingeriram

alimento artificial, apresentaram longevidade de 62 dias + 30,07.
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Figura 08. Curvas da longevidade dos individuos adultos que consumiram o alimento natural
e o alimento artificial a base de soja por 140 dias. Os dados coletados foram analisados pelo
teste estatistico log-rank.
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6. DISCUSSAO

As amostras de pélen analisadas apresentaram uma pequena variagdo entre si, apesar
de terem sido coletados em trés regides diferentes (Figura 6). Os pardmetros que variaram
mais foram os teores de fibras (CV=35,74%), cinzas (CV=17,80), lipideos (CV=10,28%) e
proteinas (CV=7,29%) que sdo parametros mais relacionados a composi¢do nutricional do
polen originalmente estocado (ZUCOLOTO, 1994; SOUZA et al., 2004). Os parametros que
variaram menos foram a umidade (CV=3,34%) e o pH (3,82%), que sdo fatores menos
dependentes da origem do podlen e mais relacionadas com a microbiota de cada espécie de
abelha (CAMARGO et al., 1992). Essas informagdes sdo importantes para o aperfeicoamento
de dietas artificiais no futuro porque indicam que determinados pardmetros podem variar
mais, como a quantidade de fibras e cinzas, enquanto outros precisam ser mais padronizados,
como a umidade e o pH.

Existem poucas informagdes na literatura sobre a composi¢ao nutricional de pdlen de
abelhas sem ferrdo, o que dificulta a elaborag¢do de dietas artificiais. De uma forma geral, os
resultados obtidos pelo presente trabalho estdo coerentes com as poucas informagdes que
existem, mas fica claro que ndo ¢ possivel generalizar os dados obtidos para todo o grupo de
abelhas sem ferrdo. No presente trabalho, o pardmetro umidade, por exemplo, foi determinado
em 18,72% para as amostras liofilizadas e estimada em 43,94% para as amostras in natura.
Estes resultados estdo proximos ao encontrado para as espécies do género Melipona em outros
estudos: M. scutellaris, 20% para as amostras liofilizadas e 50% in natura (FERREIRA,
2012); e amostras in natura de polen das espécies M. seminigra, 52,2% (CAMARGO et al.,
1992); M. rufiventris paraenses, 49,2%; M. seminigra merrillae, 46,8% (SOUZA et al.,
2004). Porém, abelhas do mesmo género ou de outros géneros, podem apresentar pdlen in
natura com umidade relativamente menor: M. compressipes manaosensis, 33,4%, 22,3% e
33% de umidade (SOUZA et al., 2004); Trigona dallatorreana 24,1% e Ptilotrigona lurida
com 13,9% de umidade (CAMARGO et al., 1992). Isso evidencia a importancia de se
conhecer a composi¢do centesimal do polen da espécie que se pretende criar para produzir um
alimento artificial com teores semelhantes do alimento natural.

No presente trabalho o teor de umidade determinado no alimento artificial foi 6,22%
menor que o do pdlen. Apesar da diferenca no teor de umidade, ndo foi observado problemas
na fermentagdo do alimento artificial e dificuldades no consumo do alimento pelas abelhas.
Portanto, pequenas variacdes parecem nao afetar a fermentacdo no processo de fabricacdo ou

a aceitacdo pelas abelhas.
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O teor de cinzas determinado no alimento natural foi apenas 0,82% maior que o teor
determinado no alimento artificial. O teor médio de cinzas encontrado no alimento artificial
(2,46% =+ 0,06) ¢ semelhante aos teores de cinzas encontrado em pdlens in natura de algumas
espécies abelhas sem ferrdo, que variam de 1,7% a 2,6% de cinzas (FERREIRA, 2012;
SOUZA et al., 2004). Em termos quantitativos, o teor de minerais do alimento artificial foi
suficiente para promover o desenvolvimento adequado das abelhas, mas ainda ¢ necessario
identificar quais minerais € em quais proporcoes eles se encontram no alimento artificial e
natural, para saber se realmente suprem as necessidades das abelhas ou se ¢ necessario
acrescentar outros ingredientes na dieta artificial.

O uso de minerais pelas abelhas € relativamente pequeno. Coldnias de Apis mellifera
alimentadas com dietas que possuiam de 0,5-1% de cinzas apresentaram aumento na produgao
de cria (SOMERVILLE, 2005). Polens que possuiam valores muito acima de 2% de cinzas
causaram declinio na producdo de cria e chegava a parar quando a dieta continha 8% de
cinzas (SOMERVILLE, 2005). Os teores excessivos de sodio, cloreto de sddio e célcio, por
exemplo, sdo toxicos para as mesmas (SOMERVILLE, 2005). Assim podemos inferir que
elevados niveis de minerais afeta a produ¢do de cria e o acréscimo de novos ingredientes a
dieta artificial precisa ser feito com cautela.

As proteinas também sdo importantes no desenvolvimento larval e sua concentragdo ¢
essencial ao crescimento adequado das larvas (CRAILSHEIM et al., 1992). Por exemplo, o
desenvolvimento da glandula hipofaringea ¢ afetado caso as abelhas nao consumam niveis
suficientes de proteinas nos primeiros dias apos a emergéncia (CRAILSHEIM; STOLBERG,
1989). Consequentemente, a producdo de cria ¢ limitada com a falta ou diminui¢cdo de
proteina no alimento (WINSTON, 2003). As proteinas também desempenham importante
funcdo no metabolismo, saude e longevidade das abelhas adultas (SAGILI; PANKIW, 2007).
O polen ¢ a principal fonte de proteina das abelhas (SOUZA et al., 2004, RODRIGUES,
2003). Portanto, o alimento artificial precisa conter niveis adequados para suprir o
requerimento proteico das abelhas. A quantidade de proteina encontrada em polen de abelhas
sem ferrdo varia de acordo com a origem botanica, mas também pode ser influenciada por
outros fatores, como o processo de fermentagdo apds a estocagem (CAMARGO et al., 1992;
MENEZES et al., 2013a). As avaliagcdes disponiveis na literatura encontraram os seguintes
valores de proteina em amostras de pdlen in natura: 19,1% em M. rufiventris paraensis;
17,1%; 15,7% e 22% em M. compressipes manaosensis; 23,8% em M. seminigra merrillae;
19,7% em M. scutellaris (SOUZA et al., 2004; FERREIRA, 2012). No presente trabalho,

foram encontrados valores compativeis com a literatura, em média 36,35%=2,65 nas amostras
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de polen liofilizadas, que representa em torno de 25% no poélen in natura. J& o alimento
artificial apresentou em média 21,11%=+0,54 de proteina nas amostras liofilizadas, que
representa em torno de 15% no alimento in natura. Ainda que o teor proteico do alimento
artificial seja menor que o do natural, ndo foi observado prejuizos na sobrevivéncia e tamanho
dos imaturos, somente uma pequena reducdo na longevidade dos individuos adultos. Futuros
estudos podem, portanto, buscar adicionar outros ingredientes para aumentar a quantidade de
proteina no alimento artificial.

Foram mensuradas também os teores de fibra dos alimentos fornecidos para as
abelhas. No alimento artificial as fibras sdo oriundas principalmente do extrato de soja que
contem 6%, de acordo com as informagdes do fabricante (marca mae terra). No alimento
natural, as fibras sdo originadas a partir da exina dos graos de pdlen, que sdo geralmente
espessas e de dificil digestdao (ELTZ et al., 2001). No presente estudo, o polen liofilizado
apresentou teor de 7,60% de fibras, aproximadamente 5,2% no poélen in natura, enquanto o
alimento artificial liofilizado apresentou teor de 1,98%. O percentual de fibras determinado no
alimento natural, foi expressivamente maior que o determinado no alimento artificial, cerca de
5,62% a mais. Contudo, a diferen¢a no teor de fibra presente no alimento artificial ndo ¢é tao
relevante, pois as abelhas ndo conseguem digerir a maior parte da exina dos graos de polen, a
maioria € encontrada intacta no excremento (ELTZ et al., 2001). Os valores encontrados estdo
compativeis com outros estudos disponiveis na literatura: 2,76% em pdlen in natura de
Melipona scutellaris e 4,03%; 3,27% e 3,20% em amostras desidratadas (FERREIRA, 2012);
2,9 a 6,9% em amostras desidratadas de polen apicola comercial do Parana (Sampaio, 1991).

O outro parametro analisado foi o teor de lipideos, que sdo compostos organicos,
insoluveis em agua e soliveis em solventes organicos (€ter, cloroférmio e acetona). Atuam
como transportadores de vitaminas lipossoliveis contém 4acidos graxos essenciais ao
organismo (ADOLF LUTZ, 2008) e atuam fornecendo energia para o metabolismo das
abelhas. Na fase larval, as abelhas metabolizam e acumulam os 4cidos graxos presentes nos
lipideos, usando para o seu crescimento e produgdo de horménios. E usado também em todos
0s outros estagios ao longo da vida adulta, fornecendo energia para realizar as tarefas e
nutrientes para desenvolvimentos das glandulas e seus produtos (WINSTON, 2003,
PANIZZI; PARRA, 2009). Apesar de ndo ser considerado o nutriente principal em Apis
mellifera alguns lipideos, como o acido graxo 10-hidro-trans-2-decendico (10-HDA) e
esterdis, especialmente o colesterol 24-metileno, estdo respectivamente presentes em 0,25 e

4% no alimento larval (WINSTON, 2003). A auséncia destes limita o crescimento normal das
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larvas e ¢ essencial a metamorfose (CALLOW; JOHNSTON; SIMPSON, 1959 apud
WINSTON, 2003).

Em geral o polen apresenta teores com ampla variagdo. Foram encontrados indices em
torno de 4 a 6% em polen desidratado e 2,5% em poélen in natura de M. scutellaris
aproximadamente 3,6% em poélen in natura de M. rufiventris paraensis, cerca de 1,9 ¢ 9,3%
em pdlen in natura de M. compressipes manaosensis e 3,4% em polens in natura de M.
seminigra merrillae (SOUZA, et al., 2004; FERREIRA, 2012). As amostras de pdlen
liofilizadas apresentaram média de 7,12%=+0,73 enquanto que o alimento artificial apresentou
12,20%=+0,46, cerca de 5% a mais que o alimento natural.

Outro parametro que se apresentou em excesso no alimento artificial foram os
carboidratos. Os carboidratos fornecem a maior parte da energia necessaria para as abelhas
realizarem seu metabolismo, atividades dentro e principalmente fora da colonia
(NOGUEIRA-NETO, 1997; WINSTON, 2003). Na fase larval, as abelhas armazenam os
carboidratos nos corpos gordurosos e usam conforme o necessario. Os carboidratos sao
usados no desenvolvimento de determinados tecidos e na producdo de cera (PANIZZI;
PARRA, 2009; WINSTON, 2003). O alimento artificial possui condigdes de fornecer os
niveis de carboidratos suficientes para as abelhas, pois apresentou cerca de 22,81% a mais de
carboidratos que o alimento natural. Desta maneira o alimento artificial pode fornecer energia
suficiente para as abelhas, mas em dietas futuras pode ser ajustado o nivel de carboidratos
reduzindo a quantidade de agucar da receita, para obter um alimento com teor de carboidrato
mais proximo do alimento natural.

Tanto o alimento natural, quanto o artificial passam por processos de fermentacdo e a
principal consequéncia ¢ a reducdo do valor de pH (SILVA; ZUCOLOTO, 1994). O pH é um
indice indicador de neutralidade, basicidade e acidez de um meio, e é alterado de acordo com
a concentragdo de acidos organicos (SOUZA et al., 2010). A redugdo do pH contribui com a
estabilidade e conservacdao do alimento, evitando a proliferagdo de alguns microrganismos
prejudiciais que ndo suportam baixos niveis de pH (SOUZA et al., 2010). Os valores de pH
dos alimentos analisados neste estudo foram de 3,85 e 3,90. Portanto, ndo parece ser
necessario ajustes no processo de fermentagdo do alimento artificial, ja que foi semelhante ao
alimento natural analisado ¢ proximo aos valores de 3,8 a 4,28 determinado em polen de M.
scutellaris (FERREIRA, 2012).

O processo de fermentacdo ajuda na aceitacdo do alimento pelas abelhas
(ZUCOLOTO, 1975; CAMARGO, 1976, PIRES; CONTRERA; VENTURIERI, 2009), mas

ndo era conhecido o seu efeito sobre a composi¢cdo nutricional do alimento. A fermentacao
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nao alterou de forma consistente alguns elementos do alimento; ocorreram discretos aumentos
de 1,32% de lipideos, 0,08% de cinzas, 1,35% de proteinas e 0,08% de fibras. Os maiores
efeitos foram na reducdo de 8,59% de carboidratos e 1,95 no valor do pH.

O alimento artificial analisado neste estudo apresentou algumas diferencgas nutricionais
quando comparado com o alimento natural. Porém ndo afetou a sobrevivéncia e tamanho dos
imaturos. As crias apresentaram altas e semelhantes taxas de sobrevivéncia, cerca de 94,28%
e 96% quando foram respectivamente submetidas a alimentagdo natural e artificial. Em
condig¢des criticas de disponibilidade de alimento a taxa de sobrevivéncia varia de 50 a 68%, e
em situagdes normais, a sobrevivéncia das crias € alta, cerca de 80 a 97% (WINSTON, 2003).

A sobrevivéncia dos individuos e o crescimento da colonia dependem de diversos
fatores como a quantidade e qualidade dos alimentos ofertados (ROUBIK, 1989; GENISSEL
et al.,, 2002; BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010). A alimentacdo pode atrasar o
desenvolvimento dos imaturos, afetar o desenvolvimento glandular e a longevidade dos
adultos (WINSTON, 2003). Em Apis mellifera ocorre efeito em sua fisiologia quando existe
grande variagdo na composic¢ao fisico-quimica do alimento (CREMONEZ; JONG; BITONDI,
1998). Genissel et al. (2002) observou que em Bombus a qualidade do alimento das crias afeta
o desenvolvimento larval. Portanto ¢ de suma importancia a qualidade e quantidade de
alimento proteico estocado nas colonias, para que a quantidade de alimento larval depositado
nas células seja suficiente para um bom desenvolvimento e sobrevivéncia das crias.

As proporgdes de polen no alimento larval variam de acordo com a espécie. Em M.
marginata a propor¢ao de podlen ¢ de 50% (RENSI, 2006), em M. scutellaris ¢ de 31% de
pélen (MENEZES et al., 2007) e em Scaptotrigona depilis ¢ 16,7% de polen (MENEZES,
2010). Na fase imatura, para se desenvolver normalmente as abelhas Apis mellifera precisam
de aproximadamente 125 a 145mg de pdlen com cerca de 30mg (20-25%) de proteina
(WINSTON, 2003, SOMERVILLE, 2005), 142mg de mel com cerca de 59,4mg (41,83%) de
carboidratos (RORTALIS et al., 2005) e entre outros nutrientes, como os lipideos que fornecem
os esterais.

A qualidade e quantidade de alimento aprovisionado nas células de cria interferem no
tamanho dos individuos produzidos. O tamanho corporal das operarias varia de acordo com as
condi¢des climaticas, quantidade de alimento armazenado no interior da colonia e competigdo
de alimento com outras colonias. Segundo Menezes (2010) no periodo de baixa florada
(inverno no Estado de Sdo Paulo), as coldnias observadas apresentaram variacdo na

quantidade de alimento larval aprovisionado. A reagdo das colonias aos periodos de pouca
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florada esta relacionada com suas condig¢des (se estdo fortes ou se estdo fracas) (RAMALHO,
IMPERATRIZ-FONSECA, GIANNINI, 1998).

As coldnias resistem melhor a este periodo quando sao fortes e possuem mais alimento
armazenado, assim os ovos sdo aprovisionados com maior quantidade de alimento larval,
produzindo individuos maiores (RAMALHO, IMPERATRIZ-FONSECA, GIANNINI, 1998).
Este mesmo autor, também observou que colonias fracas reduzem a quantidade de alimento
larval nas células de cria, mas produzem em média o mesmo numero de operarias que as
colonias fortes.

Nas coldnias fracas, as crias de Melipona quadrifasciata e Plebeia remota, nascem
com tamanho menor do que as crias das coldnias fortes. Em Nannotrigona perilampoides, foi
observado um menor tamanho nas operarias produzidas em periodos de escassez de alimento
(QUEZADA-EUAN et al., 2011). As operarias de M. flavolineata possuem menor tamanho
quando sdo produzidas no periodo chuvoso com baixa florada e pouco pélen armazenado no
interior da coldnia, em condi¢des inversas as operarias sao produzidas em tamanhos normais
(VEIGA et al., 2012).

No presente trabalho ndo foi mensurada a quantidade de alimento das células de cria
para saber se houve diferenca na quantidade de alimento larval aprovisionado. Porém, foi
fornecido para as colonias volume igual de alimento proteico (natural e artificial a base de
soja). Além de ndo ter sido encontrado efeitos prejudiciais nos experimentos com alimentagao
controlada, as abelhas que consumiram a dieta artificial foram maiores que as que ingeriram
polen natural, possivelmente devido o excesso de lipideos e de carboidratos. De forma
coerente com o presente trabalho, Costa e Venturieri (2009) verificaram que as abelhas jovens
que consumiram o alimento artificial apresentaram glandulas hipofaringeanas e ovarios
maiores que as abelhas submetidas a alimenta¢do natural. Portanto, o efeito do excesso de
lipideos e de carboidratos precisa ser avaliado com cautela ¢ de forma mais especifica em
futuros estudos para verificar se ha necessidade de aprimorar a dieta artificial ou até mesmo
para saber se elas sdo beneficiadas por ele.

A qualidade do alimento também determina a longevidade das abelhas (AMDAM;
OMHOLT 2002), junto aos fatores genéticos, morfoldgicos, fisiologicos, comportamentais
(BIESMEIJER; TOTH, 1998; AMDAM; OMHOLT, 2002), fatores sazonais (disponibilidade
de alimento) ¢ a espécie (WINSTON, 2003). Sao poucos os estudos referentes a longevidade
das abelhas sem ferrdo (HALCROFT; HAIGH; SPOONER-HART, 2013), mas a grande
maioria das espécies vivem em média 50 dias (CAREY, 2001). Simdes ¢ Bego (1991)

descrevendo a longevidade de operarias de Scaptotrigona postica, observaram que elas
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viveram em média 60 dias, mas possuiram longevidades diferentes dentro da mesma colonia.
Em M. beecheii, a longevidade observada foi de 51 dias (BIESMEYER; TOTH, 1998). A
longevidade observada em M. subnitida foi de 36 dias (PINHEIRO et al., 2009). Em M.
Fasciculata, Gomes; Menezes; Contrera (2014) observaram longevidade méxima de 80 dias e
longevidade minima de 17 dias e média de 48 dias. Enquanto que Pires, Venturieri e Contrera
(2009) estudando a mesma espécie, observaram longevidade média de 37 dias.

A sazonalidade do periodo de floragdo e disponibilidade de recursos alimentares ¢ um
dos fatores que limitam a sobrevivéncia das abelhas. O polen ¢ rico em proteinas, que
exercem papel fundamental na fisiologia e morfologia das abelhas (SOMERVILLE, 2005). A
proteina fornecida no alimento atua diretamente na produgdo das crias, no desenvolvimento
das larvas, e reflete na longevidade quando se tornam adultos (BRODSCHNEIDER;
CRAILSHEIM, 2010). Segundo Somerville (2000) as abelhas que possuem maiores niveis de
proteina no corpo vivem mais que as abelhas que possuem menores niveis.

No presente estudo o nivel de proteina da alimentacdo natural foi maior que o da
alimentagao artificial e a longevidade média de operarias de M. flavolineata subsidiadas com
alimento natural foi de 71 dias e, 62 dias quando eram submetidas a alimentacdo artificial.
Neste estudo, a alimentacdo artificial a base de extrato de soja reduziu a longevidade das
abelhas. Diferente do ocorrido no estudo de Pires, Venturieri e Contrera (2009), que as
operarias de M. fasciculata apresentaram maior longevidade quando eram subsidiadas com
alimento artificial a base de extrato de soja 46 dias e 37 dias quando consumiam alimento
natural.

Em Scaptotrigona sp, o resultado foi semelhante ao ocorrido em M. flavolineata, pois
a longevidade das operarias reduziram ao serem submetidas a alimentacdo artificial a base de
extrato de soja. A média da longevidade de Scaptotrigona sp. foi de 68 dias quando
consumiram o alimento natural e 61 dias quando consumiram o alimento artificial (LEAO,
dados ndo publicados). Pode existir uma redu¢do na longevidade das operarias, como ocorreu
nestas pesquisas, as abelhas que consumiram o alimento artificial viveram em média 9 dias a
menos em M. flavolineata e 7 dias a menos em Scaptotrigona sp. A longevidade das operarias
que consumiram o alimento artificial pode ter sido afetada pelas diferengas na composi¢ao do
alimento artificial em relagdo ao alimento natural ou pela caréncia de determinados elementos

nao analisados nesse estudo, como vitaminas ou outros minerais.
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7. CONCLUSAO

A alimentagdo artificial estudada possui composi¢cdo nutricional diferente a do polen.
Mas a diferenca ndo ¢ um fator que limitou a sobrevivéncia e crescimento dos individuos
imaturos, ela apenas reduziu 9 dias a longevidade das operarias adultas de M. flavolineata.
Recomenda-se pequenos ajustes nos ingredientes para proximas fabricagdes do alimento

artificial, como a reducdo de agucar e adicao de ingredientes com elevado teor de proteinas.
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