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Resumo

O mel é um produto que apresenta atividade antimicrobiana atribuida a fatores fisicos e quimicos. Mesmo assim, ainda é possivel encontrar
uma série de microrganismos presentes neste produto e que servem como indicadores de qualidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
qualidade microbioldgica do mel produzido por espécies de abelhas sem ferrdo (Trigonini) do Estado da Bahia. Quatorze amostras de mel
foram avaliadas quanto ao teor de umidade, atividade de 4gua, contagem padrio de bolores e leveduras, e presen¢a de microrganismos do
grupo coliforme. Um total de 50,0% das amostras apresentou contagem padrao para bolores e leveduras acima do méximo permitido pela
regulamentagdo brasileira para alimentos. Esta desclassificacdo de amostras assepticamente colhidas indica a necessidade de identificagdo
desta microbiota e sua possivel ocorréncia natural no mel produzido por este grupo de abelhas. Nenhuma das amostras foi desclassificada
em relagdo a contagem de microrganismos do grupo coliforme.

Palavras-chave: atividade de dgua; bolores e leveduras; coliformes; controle de qualidade microbiolégica; mel de abelhas sem ferrdo.

Abstract

Honey is a product that presents antimicrobial activity attributed to physical and chemical factors. Even so, it is still possible to find many
microorganisms present in this product, which can be used as quality indicators. The objective of this work was to evaluate the microbiologic
quality of the honey produced by stingless bee species from the State of Bahia, Brazil. Fourteen samples of honey were evaluated for the
moisture content, water activity, standard counting of moulds and yeasts, and presence of microorganisms of coliform group. A total of 50.0%
of the samples presented standard counting of moulds and yeasts above the maximum value permmited by the Brazilian food legislation. This
disqualification of samples asseptically harvested indicates the need of identification of this microbiota and its possible natural occurrence in
the honey produced by this group of bees. None of the samples was disqualified regarding the counting of microorganisms of the coliform

group.

Keywords: water activity; moulds and yeasts; coliform; microbiological quality control; stingless bee honey.

1 Introdugao

O mel, juntamente com os demais produtos das abelhas,
esta associado a uma imagem de produto natural, saudavel e
limpo (BOGDANOY, 2006), sendo atribuidas a ele propriedades
medicinais e atividade antimicrobiana, geralmente relacionadas
as suas caracteristicas fisicas e quimicas (MOLAN, 1999).

A despeito destas caracteristicas ainda é possivel observar
a ocorréncia de diversos microrganismos no mel, que se
constituem em um dos principais critérios de qualidade do
produto, juntamente com as suas caracteristicas sensoriais,
quimicas e fisicas. Internacionalmente, estes critérios de
qualidade sdo especificados em regulamentos, compilados
no Codex Alimentarius (BOGDANOV et al., 1999). Apesar

da atual legislacdo brasileira para mel (BRASIL, 2000) nio
contemplar as caracteristicas microbioldgicas aceitéveis para o
produto, estes conceitos precisam ser revistos principalmente
por se tratar de um produto consumido por criangas, idosos,
gestantes e doentes (TCHOUMBOUE et al., 2007), sendo os
unicos valores de referéncia estabelecidos pela RDC 012 da
ANVISA (BRASIL, 2001) e constituindo na contagem de bolores
e leveduras, e verificagdo da presenca de coliformes a 35 °C e
coliformes a 45 °C.

Importante ressaltar que todas estas regulamentagdes
que visam ao controle de qualidade do mel, seja nacional
ou internacional, consideram caracteristicas de qualidade
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atendidas, em sua maioria, pelo mel produzido pelas abelhas
Apis mellifera. No entanto, o Brasil possui, de acordo com
Silveira et al. (2002), cerca de 192 espécies de abelhas sem
ferrdo pertencentes a diversos géneros e que produzem
um mel com elevado teor de umidade, como verificado
para Melipona (SOUZA et al.,, 2004; ALVES et al,, 2005),
Scaptotrigona (ALMEIDA-ANACLETO, 2007) e Tetragonisca
(RODRIGUES et al., 1998; ALMEIDA-MURADIAN;
BARION, 2007), que pode desencadear processos fermentativos
quando associada a presenca de levedos.

Além da umidade, também o conceito de atividade de agua
tem sido utilizado por agéncias regulatoérias para avaliacdo
da estabilidade do alimento durante sua armazenagem, com
enfoque no crescimento de microrganismos indesejaveis,
defini¢ées de potencial de riscos alimentares, controle de pontos
criticos, normas para alimentos em conservas e exigéncias de
embalagem (FONTANA Jr., 2000).

Os trigonineos (Trigonini) constituem um grupo muito
diversificado de abelhas sem ferrdo, englobando a maioria
dos géneros existentes, a excegdo de Melipona (Meliponini).
Alguns de seus membros estdo distribuidos por todo o territério
brasileiro, a exemplo da abelha jatai (Tetragonisca angustula),
produtora de um mel de sabor e qualidade diferenciados.
Mesmo apresentando esta importancia, ainda sdo escassos os
estudos voltados a avaliacdo microbiolégica do mel produzido
por este grupo de espécies de abelhas, principalmente se
considerando a sua larga utilizagdo com fins alimentares e
mesmo medicinais.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
qualidade microbioldgica de amostras de mel de abelhas sem
ferrdo pertencentes a tribo Trigonini, provenientes de diferentes
localidades do Estado da Bahia, verificando a possivel presenca
de contaminantes microbioldgicos que possam comprometer a
utilizacio deste produto para consumo humano direto.

2 Material e métodos

2.1 Colheita das amostras de mel

Foram utilizadas 14 amostras de mel de abelhas sem
ferrdo produzido pelos seguintes géneros: Frieseomelitta
(1 amostra); Nannotrigona (3 amostras); Partamona (1 amostra);
Scaptotrigona (4 amostra); e Tetragonisca (5 amostras). As
amostras foram colhidas entre dezembro de 2004 e maio de
2006, provenientes de diferentes localidades do Estado da Bahia
(Tabela 1) em suas respectivas épocas de produgéo.

Asamostras foram obtidas por meio de sucgdo com seringa
descartavel ou bomba elétrica, sendo armazenadas em potes
plasticos tipo PET com capacidade para 200 mL de fechamento
hermético e mantidas sob refrigera¢ao (aproximadamente 5,0 °C)
até realizagio das andlises no Laboratério de Insetos Uteis, setor
de Entomologia do Departamento de Entomologia, Fitopatologia
e Zoologia Agricola da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” - USP, campus de Piracicaba — SP.
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Tabela 1. Géneros de trigonineos (Apidae: Trigonini), codificagdo
e locais de colheita (localidade e coordenadas) das amostras de mel
submetidas a contagem padrao de bolores e leveduras (UFC.g™!) e
determinagéo de coliformes a 35 °C e a 45 °C (NMPg™).

Géneros Cédigoda  Locais de colheita Coordenadas
amostra
Frieseomelitta 1 Porto de Sauipe  12°22’S e 37°53’ O
Nannotrigona 2,3,4 Camagari 12°58 Se38°15 O
Partamona 5 Itaberaba 12°31’S e 40°18 O
Scaptotrigona 6,8 Porto de Sauipe  12°22’S e 37°53’ O
Scaptotrigona 9 Itaberaba 12°31’Se 40°18 O
Scaptotrigona 7 Camagari 12°58 Se38°15 O
Tetragonisca 10, 12 Salvador 12°59°Se39°26° O
Tetragonisca 11,13, 14 Porto de Sauipe  12°22’S e 37°53’ O

2.2 Andlises microbioldgicas

As andlises microbioldgicas foram realizadas seguindo
metodologia descrita nas normas internacionais (DOWNES;
ITO, 2001) para cada grupo de microrganismo. Nestas analises
foi realizada a contagem padrdo de bolores e leveduras, e
pesquisadas as presencas de coliformes a 35 °C e coliformes a
45 °C nas amostras de mel.

Uma aliquota de 25,0 g das amostras de mel foi tomada
para preparagdo da primeira diluigao (10™') em 225,0 mL de
agua peptonada tamponada 0,1%, e as preparagdes das dilui¢des
decimais subsequentes foram realizadas em tubos contendo
9,0 mL do mesmo diluente para obten¢ao das concentragdes
102 e 10~ de mel.

Para contagem padrao dos bolores e leveduras, 1,0 mL das
dilui¢des foi plaqueado em profundidade, utilizando o meio
Agar Batata Dextrose (BDA) acidificado com 4cido tartérico
10% até pH 3,5. A incubagéo se deu em estufa bacterioldgica
a 25 °C durante 5 dias. Ap0ds esse periodo, as placas foram
contadas para determinar o numero de unidades formadoras de
colonia (UFC.g ™). Para a pesquisa de coliformes, foi utilizada a
técnica de fermentagdo em tubos multiplos, sendo inicialmente
realizado o teste presuntivo utilizando o caldo lauril sulfato
triptose (LST) para incubagio das dilui¢oes, permanecendo este
material em estufa para demanda biolégica de oxigénio (BOD)
a 35 °C por 48 horas.

Para os tubos da série LST que apresentaram resultados
positivos (formagido de gas no interior do tubo de Duran), foi
realizado o teste confirmatdrio utilizando o caldo verde bile
brilhante (VBB) para coliformes a 35 °C e o caldo Escherichia coli
(EC) para coliformes a 45 °C, sendo este ultimo mantido sob
agitacdo. O nimero de coliformes (NMP.g™) foi obtido pela
tabela de Hoskins.

2.3 Umidade e atividade de dgua (aw) das amostras de mel

Além das analises microbioldgicas, foram também obtidas
informagoes sobre a umidade e a atividade de agua (aw) das
amostras de mel. A umidade foi determinada por meio de
refratdmetro especifico para mel (ATAGO Co., 2007) e a aw,
com o equipamento AquaLab 3TE para determinagdo da
atividade de agua pelo ponto de orvalho (DECAGON, 2005).
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2.4 Andlises estatisticas

Os dados obtidos para cada espécie, em triplicata, foram
analisados usando o programa SAS (SAS, 2004), sendo
calculado o coeficiente de correlagdo de Spearman entre estas
caracteristicas e a contagem de bolores e leveduras. Para trés
amostras de mel de Nannotrigona, ndo foi possivel obter o valor
de aw devido a quantidade insuficiente de mel por amostra.
Desta forma, estes dados faltantes foram estimados pela técnica
de imputagao multipla (BERGAMO et al., 2008) e sdo indicados
na Tabela 2.

3 Resultados e discussao

Os resultados encontrados para as contagens padrao
de bolores e leveduras (UFC.g™"), nimero mais provavel de
coliformes a 35 °C e a 45 °C (NMP.g™), umidade e atividade de
agua das amostras sdo apresentados na Tabela 2.

De acordo com os resultados obtidos para contagem
padrdo de bolores e leveduras, sete amostras, correspondendo
a 50,0% do total, apresentaram valores acima do méximo
estabelecido pela regulamentagéo técnica para alimentos, RDC
012 (BRASIL, 2001), sendo consideradas impréprias para o
consumo humano direto. Os valores mdximo e minimo foram
verificados nas amostras 9 e 12, respectivamente, <1,0 x 10 e
4,4x10° UFC.g.

Avaliando a qualidade microbioldgica de amostras de mel
produzido por cinco espécies de abelhas sem ferrao no Estado de
Séo Paulo (T. angustula, S. bipunctata, N. testaceicornis, F. varia
e Tetragona clavipes), Almeida-Anacleto (2007) encontrou um
total de 20 amostras (correspondendo a 64,5% do total analisado)
com contagem de bolores e leveduras acima do permitido pela
regulamentacéo brasileira, variando entre 1,50 x 10*e 1,58 x 10*

Tabela 2. Contagem padréo de bolores e leveduras (UFC.g™), nimero
mais provavel de coliformes a 35 °C e a 45 °C (NMP.g™), umidade
e atividade de agua (aw), determinados em amostras de mel de
trigonineos (Apidae: Trigonini) do Estado da Bahia.

Géneros Amo Bol./Lev. Coliformes Umi aw
(UFC.g)  35°C 45°C (%)
(NMPg') (NMPg")
Frieseomelitta 1 9,0 x 10 <3,0 <3,0 21,0 0,618
Nannotrigona 2 1,3 x 102 <3,0 <3,0 28,3 0,729
Nannotrigona 3 7,5 x 10 <3,0 <3,0 27,8 0,729
Nannotrigona 4 2,0x 10 <3,0 <3,0 27,5 0,729
Partamona 5 2,2 x 10? <3,0 <3,0 36,6 0,810
Scaptotrigona 6 4,0 x 10* <3,0 <3,0 32,4 0,733
Scaptotrigona 7 2,5%x 10 <3,0 <3,0 42,1 0,837
Scaptotrigona 8 4,6 x 107 <3,0 <3,0 33,3 0,745
Scaptotrigona 9 <1,0x10 <3,0 <3,0 35,8 0,762
Tetragonisca 10 3,0x10° <3,0 <3,0 265 0,660
Tetragonisca 11 3,5x10 <3,0 <3,0 27,0 0,609
Tetragonisca 12 4.4 x 10° <3,0 <3,0 24,7 0,598
Tetragonisca 13 4,5x 10 <3,0 <3,0 26,9 0,636
Tetragonisca 14 2,0 x 10° <3,0 <3,0 27,9 0,644

Amo: amostra; Bol./Lev.: bolores e leveduras; Umi: umidade; aw: atividade de agua;
valores imputados sdo destacados por sublinhado.
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UFC.g™". Nesse estudo, as espécies S. bipunctata e T. angustula
foram, dentre as espécies com mais de cinco amostras, as que
apresentaram um maior percentual de desclassificacéo, 83,4 e
60,0%, respectivamente.

Outros trabalhos relacionados a quantificacdo de
microrganismos no mel foram desenvolvidos, porém a maioria
analisando o mel produzido por A. mellifera, sendo ainda poucos
os trabalhos com mel de abelhas sem ferrao.

Em amostras de mel de Camardes, produzido por
A. mellifera, Tchoumboue et al. (2007) encontraram presenca
de contaminagdo por microrganismos em mais de 73,4%
das amostras analisadas, atribuindo esta contaminag¢do ao
processamento pos-colheita ou adulteracido do produto, uma vez
que sua amostra de mel testemunha néo apresentou estes niveis
de contaminac¢do. Também para mel de Apis, Finola et al. (2007)
determinaram contagem menor que 1,0 x 10 UFC.g™!' para
bolores e leveduras em todas as amostras analisadas, apesar do
baixo nivel de acidez das amostras. No Brasil, Sodré et al. (2007)
determinaram para amostras provenientes dos Estados do Piaui
e Ceara, desclassificagdo de 76,3 e 90,0%, respectivamente,
devido a elevada contagem de bolores e leveduras.

Avaliando a qualidade microbioldgica de amostras de mel de
abelhas sem ferrdo submetido a diferentes métodos de colheita
(método do produtor e método asséptico), Oliveira et al. (2005)
verificaram que, apesar de em nenhum dos dois métodos ter sido
verificada a presenca de microrganismos do grupo coliforme, a
contagem de bolores e leveduras em 65% das amostras colhidas
pelos produtores estava acima do maximo estabelecido pelas
normas brasileiras, contra 25% das colhidas assepticamente. A
importancia destes cuidados durante a colheita das amostras
de mel de abelhas sem ferrdo foi demonstrada por Souza et al.
(2006), comparando as contagens de bolores e leveduras em
amostras de mel de Melipona scutellaris colhidas por suc¢io e
por escorrimento.

A presenca de leveduras osmofilicas (tolerantes ao agticar)
¢é geralmente aceita para todo mel, em maior ou menor
quantidade, as quais podem levar o produto a fermentar,
implicando na hidrdlise de agucares com produgio de alcool e
gas carbonico (WHITE JUNIOR, 1978). A quantificagdo deste
alcool (etanol) tem sido sugerida com o objetivo de constatar
estes processos fermentativos (RUOFF; BOGDANOYVY, 2004).
No entanto, essa analise deve ser utilizada com ressalvas, sendo
inclusive considerada como um critério pouco recomendavel
por Huidobro et al. (2001). Estes autores verificaram diferentes
comportamentos na varia¢do do etanol presente em amostras
de mel avaliadas durante o periodo de um ano, possivelmente
relacionados também a presenga, ou ndo, de leveduras
consumidoras deste dlcool.

A origem dos fungos e leveduras no mel muitas vezes é de
ocorréncia natural. Muitos destes microrganismos naturalmente
associados as abelhas representam uma microflora nao patogénica
(GILLIAM, 1997), sendo muitos ainda desconhecidos. Eltz et al.
(2002), citando diversos autores, informam que a coleta de
fungos por abelhas em substituigdo ao pdlen ja foi verificada para
espécies dos géneros Apis, Trigona e Partamona. Teixeira et al.
(2003) descreveram uma espécie de levedura isolada em abelhas
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sem ferrdo e associada ao alimento (mel e poélen), prépolis,
detritos e abelhas adultas, das espécies Melipona quadrifasciata,
M. rufiventris, T. angustula e Trigona fulviventris. Também
Machado (1971) relata a simbiose entre espécies de abelhas sociais
brasileiras e a bactéria Bacillus meliponotrophicus.

Apesar da conhecida influéncia da quantidade de agua sobre
o crescimento de microrganismos, a umidade e a atividade de
agua das amostras de mel ndo explicaram a contagem de bolores
e leveduras encontrada (Tabela 3). Este resultado pode estar
relacionado ao fato da quantificagdo destes microrganismos no
mel representarem dados pontuais sobre esta quantidade e ndo
o seu crescimento neste meio. Informagdes precisas poderiam
ser encontradas por meio de determinacdes feitas no tempo.
De acordo com Isengard et al. (2006), o acompanhamento
destas caracteristicas da dgua nos alimentos é de grande
importancia pois afetardo tanto a estabilidade enzimatica
quanto microbioldgica do produto, com reflexos sobre aspectos
tecnoldgicos, nutricionais, logisticos, econdmicos e legais.

Em nenhuma das amostras de mel de trigonineos analisadas
foi verificada a presenca de microrganismos do grupo coliforme,
sugerindo uma observéncia as boas praticas de manipulacdo
em relagdo ao mel. Oliveira et al. (1984) alertam que a presenga
desses microrganismos indicadores pode sugerir também
a possivel presenca de outros microrganismos de maior
patogenicidade e mais dificeis de serem detectados que os do
grupo coliforme.

Em amostras de mel de trigonineos, Almeida-Anacleto
(2007) verificou a presenca de coliformes a 35 °C em duas
amostras produzidas por T. angustula (de um total de 31
amostras produzidas por cinco espécies de abelhas sem ferrao),
sendo ausentes os coliformes a 45°.

A presenca deste grupo de microrganismos indica
contaminacdo externa do produto, uma vez que estas bactérias
necessitam de aw > 0,91 para seu crescimento (BOBBIO;
BOBBIO, 2001). Para as amostras analisadas no presente
estudo, a maior atividade de agua foi de aw = 0,837, verificada
para a amostra 7, sendo insuficiente para o desenvolvimento
de patégenos enterais.

Outra constatacio diz respeito ao fato de algumas das
amostras de mel terem sido produzidas por meliponineos
considerados de hébitos anti-higiénicos, como Scaptotrigona e
Partamona, como observado por Nogueira-Neto (1997). Mesmo
com esses habitos indesejaveis, as suas amostras de mel nio
foram comprometidas pela presenca de coliformes.

De acordo com Cortopassi-Laurino e Gelli (1991), quando
comparado ao mel produzido por A. mellifera, o mel das abelhas

Tabela 3. Coeficiente de correlagdo de Spearman entre a contagem de
bolores e leveduras, umidade e atividade de 4gua determinadas em
amostras de mel de trigonineos (Apidae: Trigonini) provenientes do
Estado da Bahia.

Bolores e leveduras Umidade Atividade de d4gua
Umidade -0,2615 (p =0,3664) 1,0000 0,9161 (p < 0,001)
Atividade de dgua -0,2936 (p = 0,3083) - 1,0000
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sem ferrao responde de maneira diferente as cepas de bactérias
e, no geral, possui maiores propriedades bacteriostatica e
bactericida. Contrariamente a esses autores, Miorin et al. (2003),
avaliando a atividade antibacteriana de mel e prépolis
produzidas por T. angustula e A. mellifera contra S. aureus,
verificaram que tanto o mel quanto a propolis apresentaram
atividade contra este microrganismo, sem diferenca estatistica
entre as espécies de abelhas, sendo a atividade da propolis
maior que a do mel. Esta mesma similaridade de agdo entre
o mel de Apis e de meliponineos foi verificada por Demera e
Angert (2004), com amostras provenientes de diferentes regides
fitogeograficas da Costa Rica.

Apesar do registro desta atividade antimicrobiana, a
adogao de boas praticas de produgio associadas a técnicas de
conservagao que prolonguem a vida de prateleira do produto
ainda tém sido sugeridas, levando-se em consideragio o elevado
teor de dgua do mel de meliponineos e a presenca de leveduras
(FONSECA et al., 2006). Dentro desta perspectiva, a aplicagdo
da técnica de desumidificagdo (ALVES et al., 2007) pode vir a
atender a este propdsito, sem alteragdes expressivas na qualidade
e aceitabilidade do produto (CARVALHO et al., 2009).
Técnicas de irradiagdo do produto também sdo sugeridas
como alternativa aos métodos tradicionais de pasteurizagio
e refrigeracdo, inclusive apresentando agdo sobre esporos de
Clostridium (MIGDAL et al., 2000), devendo ainda ser utilizadas
com ressalva em fun¢do do pouco conhecimento sobre a
composi¢ao microbioldgica deste mel.

4 Conclusoes

Metade das amostras de mel de trigonineos analisadas
apresentou contagem padrdo de bolores e leveduras acima
do méximo previsto na regulamenta¢do brasileira para
alimentos.

As contagens de bolores e leveduras nao apresentaram
correlagdo com o teor de umidade e a atividade de agua das
amostras.

Estudos devem ser realizados com a finalidade de identificar
os microrganismos presentes no mel, e determinar se sdo
naturalmente associados a este produto.

Nenhuma das amostras foi positiva para presenca do grupo
coliforme.
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