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RESUMO

O mel é um alimento de alta qualidade, rico em energia e inUmeras outras substancias
benéficas ao equilibrio dos processos bioldgicos do organismo, como compostos fendlicos,
amino@cidos, vitaminas, sais minerais, acidos organicos e enzimas, que atribuem efeitos
terapéuticos ao produto. O mel, juntamente com os demais produtos das abelhas, esta
associado a uma imagem de produto natural, saudavel e seguro. Porém, durante o manu-
seio, acondicionamento e armazenamento pode ocorrer contaminagdes microbiologicas
ou fraudes. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar o diagnostico
da qualidade fisico-quimica e microbiolégica de amostras de mel produzido em unidades
familiares localizadas em areas assentamento agrario no distrito de Cantagalo, Rio das
Ostras-RJ. As andlises microbiologicas realizadas foram, Contagem de Coliformes Totais
e Termotolerantes, fungos e leveduras, Staphylococcus coagulase-positivos, Clostridium
spp. e Bacillus spp. e deteccao de Salmonella spp. As andlises fisico-quimicas realiza-
das foram, umidade, acidez e soélidos soluveis totais. Foram avaliadas seis amostras
de dois lotes de mel distintos, e para todas estas houve auséncia de Salmonella, de
Clostridium sulfito redutores e Coliformes Totais e Termotolerantes. Nas analises de
mesofilas, Bacillus cereus, Sthaphyloccus e fungos e leveduras, foram obtidos resultados
de isolamento positivos, porém as contagens foram inferiores ao critério de confianga de
contagem, que estabelece um numero minimo de 25 UFC/mL. Em relagédo as analises
fisico-quimicas, houve alteracao de acidez em 50% das amostras, os outros parametros
fisico-quimicos estao de acordo com a legislagéao.

Palavras-chave: Mel, Qualidade, Marcadores Higienicossanitarios e Produgcao Familiar.
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B INTRODUGCAO

O mel é considerado o produto apicola mais facil de ser explorado, sendo também o
mais conhecido e aquele com maiores possibilidades de comercializacdo. E um produto
consumido mundialmente e de alta relevancia na saude humana. Além de ser um alimento,
€ também utilizado em industrias farmacéuticas e cosméticas, na fabricacéo de ragbées, como
conservantes de tecidos animais e outros, devido as suas conhecidas a¢des terapéuticas
(FREITAS et al., 2004). A criacao de abelhas da espécie Apis mellifera para fins econémicos
permite n&o apenas a producéao de mel, mas também de cera, propolis, polen, geleia real e
apitoxina, além de possibilitar a prestacéo de servicos de polinizacdo (BEHM et al., 2012).

No Brasil, a importancia da apicultura € consolidada pela multiplicidade de reservas
florais, permitindo que toneladas de méis sejam produzidas atendendo assim os mercados
mais exigentes (WIESE, 1993). Nosso pais esta colocado no ranking mundial entre os maio-
res produtores de mel, sendo a China o primeiro lugar, em seguida da Turquia e Argentina
(FAO, 2018). A apicultura € uma producao agricola considerada livre dos grandes problemas
de sanidade, como residuos de medicamentos e pesticidas (PACHECO, 2006). Entretanto,
ainda existe um grande potencial (flora e clima) ndo explorado, e uma grande possibilidade
de se maximizar a producéo, incrementando o agronegécio apicola. Para tanto, é necessario
que o produtor possua conhecimentos sobre biologia das abelhas, técnicas de manejo e
colheita do mel, pragas e doencas dos enxames, importancia econémica, mercado e comer-
cializacdo (EMBRAPA, 2003).

Neste contexto, a apicultura € uma atividade de grande importancia, capaz de causar
impactos positivos, tanto sociais quanto econémicos, por apresentar uma alternativa de
ocupacéao e renda para o homem do campo, além de contribuir para a manutencéao e pre-
servacao dos ecossistemas existentes. A cadeia produtiva da apicultura propicia a geragao
de inUmeros postos de trabalho, empregos e fluxo de renda, principalmente no ambiente
da agricultura familiar, sendo desta forma, determinante na melhoria da qualidade de vida e
fixacdo do homem no meio rural. Além destes fatos pode ser caracterizado por sua facil ma-
nutencao e por baixo custo inicial em relacéo as demais atividades agropecuarias (FREITAS
et al., 2004). A agricultura familiar € a representacdo da organizagao da produgéo agricola,
florestal, pesqueira, pastoral e aquicola. Sendo a logistica da producéo dependente do tra-
balho familiar, interligando a familia e a fazenda, se desenvolvendo e combinando fungbes
econOmicas, ambientais, sociais e culturais (FAO, 2013). A existéncia dos agricultores fami-
liares esta diretamente relacionada a preservacao do patriménio historico e cultural do interior
do Brasil e na geracdao de emprego no comércio e nos servigos prestados nas pequenas
cidades. A agricultura familiar reune aspectos importantes: a familia, o trabalho, a producéo

e as tradicOes culturais, portanto, pode ser considerada como aquela que, a0 mesmo tempo
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em que é proprietaria, assume os trabalhos no estabelecimento. A melhoria de renda deste
segmento, por meio de sua maior insercdo no mercado, tem impacto importante no interior
do Brasil e, por consequéncia, nas grandes cidades (ZOCAL et al., 2015). Apicultura é a
criacdo de abelhas meliferas, Apis mellifera L., alojadas em colmeias artificiais, utilizando
métodos e equipamentos desenvolvidos para melhor aproveitar a capacidade produtiva na-
tural destes insetos (PERUCA et al., 2002). Por sua natureza, a apicultura é uma atividade
econdmica conservadora das espécies, devido ao baixo impacto ambiental que ocasiona,
possibilitando a utilizagdo permanente dos recursos naturais e a nao destruicdo do meio
rural. Assim, € uma das poucas atividades preenchedora de todos os requisitos do tripé da
sustentabilidade: o social, 0 econémico e o ambiental.

O local de coleta de amostras de mel do presente estudo foi o distrito de Cantagalo
no municipio de Rio das Ostras (RJ), que é constituido majoritariamente pelo projeto de as-
sentamento Cantagalo, instituido pelo Instituto Nacional de Colonizacéo e Reforma Agraria
(INCRA), em 1987. Entre as diversas propriedades do distrito de Cantagalo, ha 10 pontos
de coleta de mel, cada um contendo em média 14 colmeias, onde foram obtidas as amos-
tras de mel. O distrito é abastecido pelo rio Jundia, que nasce entre a Serra do Pote e a
Serra da Careta percorre as varzeas até encontrar o rio Iriry, no encontro destes dois rios é
formado o rio das Ostras, que da nome a cidade. O clima caracteristico € o tropical umido,
com inverno seco e verdao umido e temperaturas tipicas de regiado litordnea, variando de
15 a 38 °C, sendo que as maximas ocorrem entre os meses de novembro e fevereiro e as
minimas entre os meses de junho e setembro. Vale destacar que esta inserido no bioma
Mata Atlantica, possuindo uma grande diversidade de ecossistemas com destaque para o
Corredor da Serra do Mar, abrangendo um dos maiores remanescentes florestais da Floresta
Ombréfila Densa (ICMBIO, 2020).

Como os demais produtos alimenticios, o mel deve satisfazer numerosos critérios de
qualidade e certificacdes antes da comercializacédo (DEVILLERS et al., 2004). Entretanto,
com o incremento de consumo de produtos naturais, 0 mel tem sido utilizado e comercializado
mais intensamente, de modo que aumenta também a possibilidade de fraudes, adultera-
¢cOes e manipulacéo inadequada (CANO et al., 1992). Segundo o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2000), o mel é um produto alimenticio produzido pelas
abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das secre¢des procedentes de partes
vivas das plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas. As abelhas recolhem,
transformam, combinam com enzimas salivares, armazenam e deixam maturar nos favos
da colmeia. E uma solucdo concentrada de acicares com predominancia de glicose e fru-
tose (MAPA, 2000; CODEX, 2001). Contém ainda uma mistura complexa de outros hidratos

de carbonocarboidratos, enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerais, substancias
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aromaticas, pigmentos e graos de polen podendo conter cera de abelhas procedente do
processo de extragdo (MAPA, 2000; CODEX, 2001). E considerado um alimento de alto
valor energético para o organismo humano (CRANE, 1987) uma vez que, 1 grama de mel
contém 6,4 kcal (ETTINGER, 2002) (Tabela 01).

O mel € um produto complexo, cuja composicao varia notadamente em consequéncia
da florada original, das zonas geograficas e das condi¢des climaticas. Nas regides tropicais,
as caracteristicas fisicas e quimicas do mel ainda sdo pouco conhecidas, visto que a flora
apicola é bastante diversificada, associada as taxas elevadas de umidade e temperatura.
Assim, a caracterizacdo de méis € fundamental para o conhecimento de suas proprieda-
des fisicas e quimicas levando-se em consideracao os fatores edafoclimaticos (relativo ao
solo e ao clima) e estabelecendo critérios comparativos de analise entre diversas regides
(CRANE, 1983). A diferenca entre os méis depende da variedade e quantidade de plantas
que florescem e produzem néctar no mesmo periodo (SILVA et al., 2004). A hipbtese de
que este produto possua propriedades terapéuticas tem contribuido para que seja utilizado
como agente de terapia natural devido as suas agdes antibacteriana, antibidtica, anticarie,
anti-inflamatoria, antimicrobiana, bioestimulante, depurativa, emoliente, energética, imunoes-
timulante e cicatrizante (BEKERS et al., 2004; WAILI-AL, 2004; AL et al., 2009).

O mel tem sido amplamente explorado pela sua riqueza nutritiva e sua composicao,
que inclui micronutrientes como vitaminas, minerais. Os minerais podem ser indicadores da
origem geografica do mel quanto indicadores ambientais. As abelhas meliferas podem estar
expostas aos contaminantes presentes no apiario, por isso sao consideradas bioindicadores
de poluicao ambiental. O mineral mais encontrado no mel € o potassio, seguido pelo calcio,
magnésio, sodio, cloro, enxofre e fésforo (AZEREDO; AZEREDO; DUTRA, 2003). Também
séo encontrados tragos de ferro, cobre, zinco e manganés. As vitaminas s&o essenciais
para o crescimento e a reparacao dos tecidos, vitais para o funcionamento dos 6rgaos e a
producao das reagcdes metabdlicas especificas no meio celular, no mel sdo encontradas as
vitaminas do complexo B e vitaminas A, E e C.

Como produto de origem natural o mel de abelha africana (Apis mellifera), apresenta
uma microbiota propria semelhante ao que ocorre com outros produtos alimentares, mas com
um comportamento microbioloégico caracteristico. Esta microbiota pode ser dividida em dois
grupos: 0s microrganismos proprios do mel que, sao introduzidos pelas abelhas na colmeia,
com o néctar, p6len ou melato, ou durante a operacao de limpeza por elas realizada, ao
veicula-lo sobre ou dentro de seu organismo; e 0s microrganismos considerados ocasionais
ou acidentais, introduzidos de forma fortuita por falta de higiene na manipula¢éo ou durante
0 processo de extracao e beneficiamento do mel (GROSSO et al., 2002).

Ciéncias Agrdrias: 0 avango da ciéncia no Brasil - Volume 2 7

%

120



Embora o mel seja um produto que por suas caracteristicas fisico-quimicas nao apre-
sente alta susceptibilidade a proliferacdo de microrganismos, a acao de fatores externos
(ambientais, condicées de manipulacéo e estocagem) pode influenciar negativamente sua
qualidade final (CAMARGO, 2002). Segundo a Portaria n° 367, de 4 de setembro de 1997
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), os padrées microbiol6gicos
para o mel s&o: auséncia de Coliformes Totais/g em cinco amostras analisadas de um lote,
auséncia de Salmonella spp. e Shigella spp. em 25g em dez amostras de um mesmo lote
e presenca de no maximo 100 UFC/g de bolores e leveduras em duas amostras de cinco
analisadas de um mesmo lote. Esta portaria foi revogada pela instrucdo normativa no 11
de 20 de outubro de 2000 onde consta em anexo o Regulamento Técnico de ldentidade
e Qualidade (RTIQ) do mel, entretanto, esta instrucdo normativa nao apresenta padroes
microbiologicos para mel. As caracteristicas microbioldégicas do mel estao relacionadas
a qualidade e a seguranca deste alimento. Os microrganismos indicadores sanitarios de
importancia sao primariamente leveduras, fungos filamentosos e bactérias formadoras de
esporos. Estes microrganismos estao envolvidos em atividades de deterioracéo do produto,
através da producao de enzimas, toxinas, pela converséo metabdlica do alimento, assim como
pela producéo de fatores do crescimento (vitaminas e aminoacidos) e fatores de inibicao de
microrganismos competidores (GOERZEN, 1991). As principais fontes de contaminac¢éo do
mel s&o: 0s seres humanos, 0os equipamentos, 0s recipientes, a poeira, o ar, 0s insetos, 0s
animais e a agua.

Os microrganismos podem sobreviver no mel o que amplia a demanda pela adog¢ao
de boas praticas de fabricacdo como fator essencial no controle de higienicossanitario des-
te produto. As fontes primarias de contaminagéo microbiana do mel como o pélen, o trato
digestorio de abelhas meliferas, a poeira, o0 ar, a terra e 0 néctar sao considerados de dificil
controle, quando comparadas com as fontes secundarias que podem ser controladas através
da implantacao de boas praticas de fabricacao no entreposto (MARTINS et al., 2003). As fon-
tes secundarias incluem: a exposi¢cao ao ar durante a extracdo do mel; os manipuladores
(infeccbes de pele, espirros ou contaminacao fecal); as contaminac¢des cruzadas (animais ou
produtos animais) e os equipamentos (incluindo residuos de alimento e agua). Além destas,
pisos, paredes e tetos, também podem ser reservatorios de microrganismos e contaminar o
alimento. Outro fator pouco considerado € o periodo do ciclo produtivo. A época da estacao
de florada pode interferir na qualidade microbiol6gica do mel ja que, na baixa disponibilidade
de alimentos, as abelhas podem forragear em colbnias fungicas (SNOWDOWN, 1999) ou
mesmo em fezes e outras fontes de matéria orgénica (NOGUEIRA NETO, 1997).

A deterioracéo do mel é em parte o reflexo da acéao de fungos filamentosos e leve-
duras que podem se desenvolver em condicdes acidas e ndo séo inibidas pela presenca
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de sacarose (SNOWDON; CLIVER, 1996), sendo assim, consideradas um problema na
industria de mel. Segundo Crane (1979), o aumento da umidade e temperatura na estoca-
gem do mel favorecem o desenvolvimento de leveduras, contribuindo para a fermentacéao
do produto. Durante a fermentacéao, as leveduras atacam os agucares, produzindo alcool e
didxido de carbono. Na presenca de oxigénio, o alcool pode ser convertido em acido acéti-
co. A fermentacdo usualmente acontece em micro-ambientes (como no topo da embalagem)
onde existe maior concentracdo de agua. De acordo com White (1978), outro fator a ser
considerado é que, mesmo em condi¢des sanitarias adequadas, o processo natural de cris-
talizacdo do mel promove o enriquecimento da fase liquida contribuindo, também, para sua
fermentacéo. Em relacé@o aos fungos filamentosos, alguns estdo associados ao conteudo
intestinal das abelhas, a colmeia e ao ambiente de forrageamento. Aspergillus spp foi isolado
de intestinos de larvas de abelhas (HASIG; KAMBUROQOY, 1996), assim como 0s géneros:
Atichia spp, Coniothecium spp, Hormiscium spp, € Triposporium spp (SNOWDON; CLIVER,
1996). Rios de Selgrad et al. (1992) constataram que uma vez que o0 mel estd contaminado
por fungos e leveduras, estes microrganismos permanecem na forma latente, sem se mul-
tiplicarem. A proliferacao de fungos pode ter como consequéncias: perdas econémicas por
deterioracao do produto e danos a saude devido a possibilidade de serem fungos produtores
de micotoxinas, como por exemplo, as aflotoxinas (MARTINS et al., 2003).

As bactérias de importancia em saude publica que tém sido isoladas a partir do mel sdo
Bacillus cereus e Clostridium botulinum. O Bacillus cereus € uma bactéria Gram positiva,
aerodbica, formadora de esporos esféricos, e muitas estirpes sdo capazes de produzir toxinas.
Esta bactéria € comumente encontrada em solos, vegetais, poeira, agua e em varios alimen-
tos crus e processados tais como arroz, condimentos, leites, vegetais, carnes, farinaceos,
sobremesas e bolos (CHRISTIANSSON et al., 1999). A intoxicagéo por B. cereus tem periodo
de incubacéo geralmente curto (média de 6 a 12 horas) e a principal manifestacao clinica
€ representada pelos vomitos persistentes, decorrentes da intoxicagao pela toxina emética.
Esta toxina é termoestavel, resistente as proteases e aos extremos de pH, além de induzir
alteragbes mitocrondriais nos linfocitos “T helper” tipo 2 (AGATA et al., 2002). Outros tipos
de toxinas produzidas sé&o as enterotoxinas, responsaveis pela manifestacao de diarreia e
de dor abdominal; podem ser de trés tipos, a hemolitica, a ndo hemolitica e a enterotoxina
(FINLAY et al., 2002). O consumo de alimentos que contenham uma concentragéo superior
a 10°UFC de B. cereus/g pode resultar em intoxicagao alimentar (APHA, 2001). Esta bac-
téria atualmente esta entre as predominantes em surtos de intoxica¢do alimentar, causando
diarreia e emese (FINLAY et al., 2002).

Clostridium botulinum é uma bactéria anaerdbica, Gram positiva, possui capacidade
de esporulacdo, o que Ihe confere resisténcia ao calor e mantém a sua sobrevivéncia em
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alimentos n&o processados. E 0 agente etiolégico do botulismo e tem como habitat natural,
o solo (SOLOMON; LILLY, 2001). Este microrganismo produz a toxina botulinica (neuro-
toxina) que é a mais potente toxina natural conhecida, cuja dose letal é de 10" mg/k peso
vivo. Esta pequena quantidade na corrente sanguinea pode causar a morte em minutos
através de paralisia muscular (SOLOMON; LILLY, 2001). A maioria dos casos de botulismo
esta associada ao consumo de alimentos caseiros, especialmente vegetais, frutas e peixes
inadequadamente conservados. A intoxicagcao por C. botulinum € uma doencga rara com
ocorréncia de 24 casos/ano nos Estados Unidos. Raramente sao identificados casos de
botulismo apds o0 consumo de alimentos processados. Os alimentos enlatados, defumados
ou em conserva, cujo tratamento térmico ndo permitiu a destruicdo dos esporos, também
podem ser fontes de contaminacéo (KUPLULU et al., 2006).

As bactérias do género Staphylococcus séo patdogenos reconhecidos em Doencas
de transmissao alimentar a partir da contaminagao de origem humana e aninal. Sdo bac-
térias em formato de cocos Gram-positivos, pertencentes a familia Staphylococcaceae
(FRANCO e LANDGRAF, 2005), imoveis, nao esporulados, capsulados ou nao, anaero-
bios facultativos, e que visualizados em microscopio aparecem em sua grande parte na
forma de cachos. Possuem metabolismo respiratério e fermentativo (BENNETT e MONDAY,
2003) e com maior crescimento sob condi¢cdes aerdbias, quando, entdo produzem catalase
(FRANCO e LANDGRAF, 2005), sendo classificadas como espécies catalase positivas.
Além disso, os estafilococos utilizam uma variedade de carboidratos e requerem fontes de
nitrogénio (BENNETT e MONDAY, 2003). Dentre as espécies que fazem parte do género
Staphylococcus, a espécie S. aureus certamente € a que se atribui maior grau de relevéan-
cia. O crescimento e proliferacdo do S. aureus em alimentos representa um risco a saude do
consumidor, considerando a producao de enterotoxinas. A raz&o primaria para a sua busca e
para sua identificacédo é a tentativa de rastrear se houve contaminacéo p6s-processamento
(BENNETT e MONDAY, 2003), assim como fontes de contaminacao secundarias que indi-
cam praticas de higiene e manipulacao inadequadas. O homem & o principal reservatorio
de S. aureus e os percentuais de colonizagcéo variam de 60 a 70% (SANTOS, 2000).

Outro grupo de microrganismo de relevancia sanitaria, € o grupo dos coliformes totais
e fecais. A denominacgéo “coliformes fecais” foi utilizada durante muitos anos para descrever
coliformes que fermentavam a lactose com producéo de gas a 44,5°C. Escherichia coli e
algumas cepas de Klebsiella spp. € Enterobacter spp. apresentam esta caracteristica de
termotolerancia, porém, somente E. colitem como habitat primario o intestino humano e de
animais. Klebsiella spp. e Enterobacter spp. podem ser encontradas em outros ambientes,
como vegetais e solo, onde persistem por tempo superior ao das bactérias patogénicas de
origem intestinal (SILVA; CAVALLI, OLIVEIRA, 2006).
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Em geral, o grupo dos coliformes, é utilizado para avaliar o status sanitario dos alimen-
tos. Contudo, eles podem ser usados para avaliar aspectos gerais de qualidade, uma vez
gue séao rotineiramente empregados para avaliar a qualidade do produto final e a higiene
empregada no seu processamento (SANT’ANA et al., 2003). Dentre os grupos de microrga-
nismos indicadores destaca-se como melhor indicador de contaminacéo fecal a Escherichia
coli (JAY, 2005), por ser de facil isolamento nos meios de cultura convencionais e mais re-
sistente por um periodo de tempo maior (SOUZA, 2006). Esta bactéria tem uma tendéncia
de se modificar de organismo comensal para um patégeno oportunista e para uma bactéria
extremamente especializada (HART; WINSTANLEY, 2001), ocasionando doengas em hospe-
deiros sadios; por isso, € desejavel a determinacéo de sua incidéncia em uma populagao de
coliformes. O trato gastrointestinal humano é suscetivel a infecgbes alimentares, sendo seus
principais agentes causadores representados por membros da familia Enterobacteriacea.
Dentre as bactérias dessa familia tém destaque fundamental as categorias diarreiogénicas
de E. coli. Suas infec¢des sao limitadas a coloniza¢ao de superficies mucosas ou podem se
disseminar através do organismo, tendo sido implicadas, além dos processos de infecc¢éo,
também em casos de meningite (NATARO; KAPER, 1998).

Outro grupo de microrganismo de relevancia sanitaria é representado pelo género
Salmonella spp. que € amplamente distribuido na natureza, sendo o trato intestinal do homem
e dos animais o principal reservatério natural. Em funcédo da sua capacidade de disseminagao
no meio ambiente, essa bactéria pode ser isolada de locais variados, e consequentemente,
de diversas matérias-primas alimentares. Pode ainda ser veiculada pelo préprio homem,
sem sintomas clinicos, sendo neste caso caracterizada a condi¢cdo de portador assintomatico
(CARDOSO, 2006).

A seguranca alimentar € uma questao com importancia crescente em saude publica,
e 0s governos de todo o mundo tém intensificado seus esforcos visando melhorias (WHO,
2007). Portanto, € necessaria a prevencao dessas doencas veiculadas por alimentos, através
de instituicdo de medidas preventivas eficazes e de treinamento, aliadas a implantacéo de
boas praticas de higiene, desde o campo até o consumidor final, o que ir4 contribuir para a
minimizacao de contaminacéo e/ou crescimento bacteriano indesejado em produtos alimen-
ticios, incluindo o mel (SOUZA, 2006).

H MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Neste estudo avaliou-se um total de seis amostras de mel obtido durante o perio-
do de outubro 2019 proveniente da agricultura familiar do distrito de Cantagalo- Rio das
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Ostras localizadas em areas de asentamento agricola com remanescentes da Mata
Atlantica. As amostras foram obtidas em frascos de 250 mL ou em garrafas de vidro de um
litro. As amostras foram enviadas para o laboratorio de Microbiologia de alimentos do Polo
Ajuda UFRJ Campus Macaé para as analises microbioldgicas acandicionadas em tempera-
ture ambiente. O processamento das amostras de mel foi realizado em cabine de seguranca
bioldgica, tendo a superficie da embalagem de mel desinfetada com algodéo embebido em
alcool 70% e aberta assepticamente. Em seguida, foram pesados 25g da amostra de mel
e transferidos para um erlenmeyer contendo 225mL de agua peptonada 0,1%, sendo esta
mistura homogeneizada por trés minutos. A partir desta diluicao (1/10), as suspensodes foram
semeadas em meios proprios para o tipo de microrganismo que se pretendia isolar. As ana-
lises microbiol6gicas foram determinadas através da metodologia preconizada pelo APHA
(American Public Health Association).

Analise microbioldgica de marcadores higienicossanitarios do mel

As analises microbioldgicas compreenderam os testes de contagem de bactérias me-
sofilas, enumeracao de Coliformes Totais e Fecais a 45 °C, fungos filamentosos e leveduras,
Staphylococcus coagulase-positivos, Clostridium spp. sulfito redutores, Bacillus cereus e
pesquisa de Salmonella sp..

- Contagem padrao de bactérias mesofilas heterotréficas aerbbias estritas e faculta-

tivas viaveis.

As amostras foram diluidas em agua peptonada 0,1%, homogeneizadas, submetidas
a diluicbes decimais seriadas e plaqueadas, pela técnica Pour Plate, em Agar Padrdo para
Contagem (PCA) bacteriana. As placas foram incubadas a 36 + 1 °C durante 48 horas (ISO
4833, 2003). Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colénia (UFC)
por volume expresso em mL segundo APHA (2001).

- Contagem de coliformes totais e termotolerantes pela técnica dos tubos multiplos

O teste presuntivo para as amostras de mel foi realizado empregando-se o Caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST). Neste teste trés aliquotas de trés diluicbes da amostra foram
inoculadas em uma série de trés tubos do LST por diluicdo. As amostras foram incubadas
a 35 °C por 24 a 48 horas em estufa bacterioldgica. As diluicbes que apresentarem reacao
presuntiva positiva, evidenciada pela mudanca de coloragdo do meio e producéo de gas,
foram submetidas ao teste confirmatorio de coliformes totais em tubos contendo 10 mL de
Caldo Lactose Verde Brilhante Bile 2% (VBBL) e incubacéao a 35 °C por 24/48 horas. Para
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a confirmacéao de Coliformes Termotolerantes aliquotas das diluicdes positivas foram repi-
cadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de Caldo EC e incubadas em banho-maria a
44,50 +0,2 °C por 24/48horas, considerando-se positivos 0s que apresentaram turvacao e
retencéo de gas no tubo de Durham (BRASIL, 1997; BRASIL, 2018). As amostras positivas
para Coliformes Termotolerantes foram isoladas em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
e submetidas as provas de caracterizagcdo bioquimica para confirmacao de Escherichia
coli (KONEMAM et al., 2008). O numero de tubos positivos tanto no Caldo VBBL quanto
no Caldo EC foram conferidos nas tabelas de NMP, e os resultados expressos em NMP/g.

- Detecgao de bolores e leveduras

As amostras foram diluidas em agua peptonada alcalina a 0,1% (APA), homogeneiza-
das e submetidas a diluicdes decimais seriadas e plaqueadas, pela técnica Spread Plate,
em agar batata glicose 2% acidificado a pH 3,5 (BDA). As placas foram incubadas a 25 +
1 °C durante 5-7 dias. Os resultados foram expressos em UFC /mL (ISO 21527-1, 2008).

- Contagem e Identificacdo de Staphylococcus spp.

As amostras foram diluidas em agua peptonada alcalina a 0,1% (APA), homogeneiza-
das e submetidas a diluicbes decimais seriadas e plaqueadas, pela técnica Spread Plate em
Agar Baird Parker para enumeracéo de Staphylococcus spp.. As coldnias tipicas negras com
halo duplo de lipolise foram semeadas em Agar Manitol Vermelho de fenol a 7,5% de cloreto
de sddio (NaCl), para observacao dos aspectos morfo-tintorias pela técnica de coloracao
de Gram, prova da coagulase e demais testes fenotipicos para caracterizacao do género e
espécie. A identificacao foi efetuada por meio dos seguintes procedimentos padronizados:
prova da catalase e do hidrdxiso de potassio (KOH), de reducéo de nitratos, Voges-Proskauer,
producao de urease, DNAse e fermentacao de agucares (ISO 6888-1, 2003).

- Contagem de Bacillus cereus

Uma aliquota de 0,1 ml da diluicdo 10" foi semeada em duplicata, de acordo com o
método de Spread Plate (Figura 2), em superficie de placas de Petri descartaveis estéreis
contendo meio seletivo para Bacillus cereus (MYP / microMed). As placas foram incubadas
a 30 °C por 24-48 horas. Posteriormente, a identificacao presuntiva das colbnias foi realizada
de acordo as caracteristicas de crescimento das colbnias, observando-se a formacéao de
zonas de precipitacao ao redor da colénia indicando a producéao de lecitinase e a ocorréncia
ou nao, da fermentacdo do manitol. As colbnias suspeitas foram transferidas para tubos
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contendo Agar Nutritivo (Merk®) inclinado e incubado a 30 °C por 24 horas, posteriormente
foram realizados testes para identificacao (APHA, 2001; KONEMAN et al., 2008).

- Contagem de Clostridium spp. sulfito-redutor

Foram utilizados dois meios de enriquecimento, caldo de carne cozida (CMM/ BBL) e
caldo tripticase - peptona - glicose - extrato de levedura (TPGY) e em Agar Sulfito Polimixina-
Sulfadiazina (SPS - Vetec) acrescido de 5% de emulsdo de gema de ovo sendo incubadas
em ambiente aerbbio e outra em anaerobiose, ambas a 35 °C por 48-72 horas. As colb-
nias que apresentaram crescimento apenas em anaerobiose foram consideradas positivas
(KUPLULU et al., 2006; SOLOMON; LILLY, 2001).

- Deteccao de Salmonella sp.

Para detectar Salmonella as amostras foram homogeneizadas em agua peptonada
alcalina a 0,1% (APA) e ap0s incubagéao por 16-20 horas a 36 + 1 °C, aliquotas de 1 e 0,1
mL foram transferidas para caldo Selenito cistina, Rappaport Vassiliadis e Tetrationato de
Saodio, respectivamente. Depois da incubacao durante 24-30 horas a 41 + 0,5 °C em ba-
nho-maria, foi realizado isolamento em meios seletivos: dgar XLD e SS com incubagao por
18-24 horas a 36 + 1 °C (ISO 6579,2002), para observacéo das caracteristicas tipicas de
Salmonella spp..

B ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA QUALIDADE DO MEL:
- Determinacao de umidade

A umidade do mel foi determinada de acordo com a metodologia da AOAC (1997). O prin-
cipio deste método consiste na determinacao do indice de refragcdo do mel a 20 °C, que
é convertido para umidade através da tabela de referéncia de Chataway. Inicialmente foi
transferido de 3 a 4 gotas da amostra para o prisma do refratbmetro. Em seguida, foi reali-
zada a leitura do indice de refragcéo a 20 °C.

- Solidos sollveis totais

Foi determinado por leitura direta das amostras em refratdmetro de bancada, do tipo
Abbe, segundo a técnica estabelecida pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Os sélidos soluveis
totais tém correspondéncia direta com todas as substancias que se encontram dissolvi-
das em um determinado solvente. Sao expressos em °Brix e tem tendéncia de aumento

com a maturagao.
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- Determinacéo da acidez

O teor de acidez do mel foi obtido por titulacéo do filtrado com NaOH 0,1N, segundo
a técnica estabelecida pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo os resultados expresso em
meq.kg™'. Inicialmente foi pesado 10g de cada amostra em erlenmeyers de 250 mL onde se
adicionou 50 mL de destilada. Em seguida, foi adicionado de 2 a 4 gotas de fenolftaleina e
feita a titulagdo com solucéo de hidréxido de sédio, com a concentragcéo de 0,1062 mol/l,
até atingir a coloracao résea. Anota-se o volume gasto e faz-se o calculo de acordo com
a equacgao abaixo:

Acidez em meqg/kg = V x f x 10, onde f € o fator da solu¢cdo de NaOH 0,1 mol/Le V é
o volume gasto na titulagéao.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises microbiolégicas

Foi analisado um total de seis amostras de dois lotes de mel distintos, e para todas estas
amostras houve auséncia total de Clostridium sulfito redutores, Salmonella spp. e grupo de
coliformes totais e fecais. Para as demais analises foram obtidos resultados de isolamento
positivos, porém as contagens foram inferiores ao critério de confianca, que estabelece um
numero minimo de 25 UFCs. A tabela 01 apresenta os resultados das analises microbiol6-
gicas para avaliagdo do perfil higienicossanitario do mel em questéo e as discussbes serdo
apresentadas a diante (Tabela 02)

- Contagem total de bactérias heterotroficas mesofilas aerdbias estritas e facultativas

Resultados obtidos nas contagens de bactérias mesofilas foram menores ou iguais a
10" UFC/g nas seis amostras analisadas. Sabe-se que a contagem de bactérias meséfilas
€ importante porque inclui a maioria dos contaminantes dos alimentos de origem animal,
podendo atingir contagens altas quando o alimento € mantido a temperatura ambiente, dis-
cordando das normas para a conservagao do alimento (SILVA, 2002).

Os resultados obtidos no presente trabalho foram similares a de algumas amostras
analisadas por Schlabitz et al. (2010), quando avaliavam a qualidade microbiolégica do
mel comercializado na regido do Vale do Taquari/RS, onde obtiveram resultados variando
de 1x10'" a 2,7 x 102 UFC/mL para 12 amostras analisadas. De acordo com o ICMS (2002)
0 numero de microrganismos aerobios mesobfilos detectados em alimentos tem sido um
dos indicadores microbioldgicos da qualidade mais comumente utilizado como indicadores
de adequacéo das técnicas de limpeza, de desinfeccdo e do controle do binémio tempo/
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temperatura durante o processamento, transporte e estocagem. Esta importancia se justifica
pela grande maioria das bactérias patogénicas de origem alimentar fazerem parte deste grupo
(FRANCO e LANDGRAF, 2005). Esse indicador microbiano permite também a obtencéo de
informacdes sobre as altera¢des deteriorantes e da validade comercial. Portanto, a baixa
contagem destes indicadores reflete condi¢coes higiénicas adequadas e também desfavora-
veis para a multiplicagédo de microrganismos potencialmente patogénicos para o consumo
humano (LIRA, PEREIRA, 2001; SILVA, 2002).

- Contagem de Bacilus cereus

Os resultados obtidos no presente estudo detectaram que em apenas duas amostras
nao houve crescimento tipico de Bacilus cereus, enquanto nas demais amostras de mel a
contagem foi menor ou igual a 10". UFC/g.

Em estudo realizado na argentina por lurlina et al. (2006), foi detectada a prevaléncia
de bactérias do género Bacillus em diferentes produtos e constatado que no universo de 70
amostras de méis analisadas, 27 (38,6%) apresentavam tal contaminacao e 23% de todas
as amostras de méis apresentavam contaminacao especifica por Bacillus cereus. Lopez e
Alippi (2007) constataram incidéncia de contaminacéo por B. cereus de 27% em amostras
de méis argentinos. Apesar da discrepancia de tais resultados que demonstram a presenca
desta bactéria de forma intensa, no presente estudo obtivemos uma contagem bem redu-
zida de colbnias de Bacillus cereus. Logo, as amostras foram consideradas seguras para
0 consumo e pode-se inferir que houve o cumprimento dos padrdes higienicossanitarios

preconizados pela legislacéo.
- Contagem e identificacéo de Staphylococcus aureus

Um total de 66,67% (4/6) das amostras de mel apresentaram contagem menor ou
igual a 10" de colbnias tipicas de Staphylococcus que foram posteriormente submetidas a
caracterizacao bioquimica, ndo havendo a deteccao da espécie S. aureus. Em 33,33% (2/6)
aproximadamente ndo houve crescimento de colénias bacterianas tipicas de Staphylococcus
coagulase-positivos. De forma semelhante ao presente estudo, Santos (2013) detectou a
auséncia de Staphylococcus aureus nas amostras de méis analisados. A contaminagao por
Staphylococcus aureus em méis provém majoritariamente de fontes secundarias. A con-
taminacéo pds-processamento de alimentos € comum, devido ao contato humano com o
alimento ja processado ou exposicéo a superficies inadequadamente sanitarizadas.

- Contagem de Clostridium spp. sulfito-redutores
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Nas analises para detecgéo e contagem de Clostridium spp. sulfito-redutores ndo houve
crescimento tipico em meios de cultivo seletivo e nas técnicas preconizadas pela literatura.
Diversos estudos relatam a prevaléncia de Clostridium spp em amostras de mel e discordam
dos resultados do presente estudo que detectou a auséncia deste grupo. Schocken-lturrino
et al. (1999) analisaram 80 amostras de mel brasileiro das quais, seis (7,50%) estavam
contaminadas com C. botulinum.

- Contagem de fungos filamentosos e leveduras

Nas seis amostras de mel analisadas, obteve-se uma contagem maior ou igual a 10",
estando, portanto dentro dos limites preconizados pela Portaria n° 367, de 4 de setembro de
1997 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que estabelece o limite
maximo de 1,0 x 102 UFC/qg. Esta portaria foi revogada pela instru¢do normativa n° 11/2000
onde consta em anexo o RTIQ do mel, entretanto, esta instrugcdo normativa ndo apresenta
padrbes microbiol6gicos para mel. As contagens para esses microrganismos no presente
estudo foram menores do que as relatadas na literatura. Sodré et al. (2007) detectaram a
contagem de 1,7 x 10* e Schlabitz et al. (2010) que avaliando a qualidade microbiolégica dos
méis de Apis mellifera relataram o valor de 2,7 x 102 UFC/g. A presenca de fungos filamen-
tosos no produto final pode estar relacionada a sua capacidade em suportar concentracoes
elevadas de acucar, acidez e as propriedades antimicrobianas do mel. Os bolores mais
encontrados no mel sdo os do género Penicillium, Mucor e Aspergillus, 0s quais podem
produzir metabdlitos tdxicos. As leveduras podem crescer em condi¢oes de baixo pH e nédo
séo inibidas pela sacarose. A presenca de leveduras osmofilicas no mel € um problema,
pois 0 seu crescimento apenas esté limitado pela quantidade de agua disponivel. Algumas
condicdes, tais como, o aumento da umidade, temperatura moderada, granulacéo, e conta-

gem elevada de leveduras favorecem a fermentacao do mel.
- Pesquisa de Salmonella spp.

Em todas as seis amostras obtiveram-se como resultado, auséncia de Salmonella
spp.. estando em conformidade com a legislacéo brasileira (BRASIL, 2000) que somente
prevé auséncia de Salmonella spp. em 25 g do produto. Os resultados obtidos no presente
estudo estdo em consonancia com os demais trabalhos disponiveis na literatura que de-
monstram auséncia de Salmonella spp. nas amostras de mel, e atendimento aos padrdes
microbiologicos legais. A qualidade microbiolégica de determinado alimento incluindo mel
esta relacionada diretamente com as condic¢des higiénicas de produc¢do e manipulacéo das
amostras e a forma de armazenamento, envolvendo, portanto, um contexto mais social do
que botanico e, por se tratar de um microrganismo patogénico, requer atencao e remete a
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contaminagéao cruzada do produto através da sua manipulagédo (FRANCO 2008). As espécies
do género Salmonella apresentam a capacidade de disseminagcédo no meio ambiente, sendo
esta bactéria isolada de locais variados, e consequentemente, de diversas matérias-primas

alimentares, podendo ainda ser veiculada pelo préprio homem sem sintomas clinicos.
- Contagem de Coliformes Totais e Coliformes Termotolerantes

Nas seis amostras analisadas obteve-se contagem inferior a <3,0 NPM/g de colifor-
mes totais e coliformes termotolerantes atendendo os padrdes estabelecidos pela Instrucéo
Normativa n® 11, de 20 de outubro de 2000, do MAPA que estabelece auséncia (<3,0 NPM/qg)
para coliformes totais. Resultados semelhantes ao do presente estudo foram encontrados
por Pires (2011), que verificou a qualidade microbioldgica dos méis de abelhas Apis mellifera
produzido no Piaui. Em todos os méis avaliados, nao foi detectada a presenca de micror-
ganismos do grupo dos coliformes. Souza et al. (2012), ao avaliarem as caracteristicas mi-
crobiolégicas de 21 méis produzidos na Regido Nordeste do Estado da Bahia, encontraram
valores < 3,0 NMP/g. Os microrganismos pertencentes ao grupo dos coliformes podem ser
utilizados para refletir a qualidade microbiolégica de produtos em relacéo a vida de pratelei-
ra ou a seguranca. A presenca desta microbiota no mel pode ser atribuida a manipulacao
inadequada, observada no momento da colheita das amostras e durante o envase, ou por
condicdes inapropriadas de temperatura durante a produ¢do ou conservac¢ao do produto,
além do fato da utilizagdo de frascos nao esterilizados.

B ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Foram avaliadas um total de seis amostras de mel de dois lotes distintos e os resultados
obtidos destas analises fisico-quimicas estao apresentados na Tabela 03.

- Umidade

As analises de umidade das amostras de mel detectaram um teor médio de 18,3%, e
variaram entre de 18% a 18,8% (Tabela 03). Esses valores se encontram abaixo do limite
maximo permitido pela legislacdo vigente, que estabelece um critério de 20% segundo o
estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (MAPA, 2000).
Semelhantemente, as anélises dos méis da Paraiba obtiveram os resultados entre 17,59 a
20,3% (RODRIGUES et al, 2005). Silva et al (2004) analisando méis do Piaui, encontraram
teores de umidade que variaram de 17,6 a 19,7%. As condic¢des climaticas no dia da colheita
e extracao do mel influenciam seu conteudo de agua, ja que € um produto higroscopico, ou

seja, absorve agua. Teores de agua acima de 20% indicam que o mel foi colhido antes de
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ficar “maduro” (ndo operculado) ou sofreu adicdo de agua devido a processamento indevido
(LEAL, SILVA e JESUS, 2001). Quanto maior o conteudo de agua do mel, mais esse se
torna propicio a fermentacao indesejada (BERTOLDI, GONZAGA e REIS, 2004). O teor de
agua é um parametro de qualidade importante, pois permite dizer a duragcéo do produto,
conservacgao, palatabilidade, estabilidade do mel e sua fermentacdao. Quanto maior for o
teor de agua, maior é a probabilidade de o mel fermentar durante o seu armazenamento.
Como produto higroscopico, o mel pode absorver e reter umidade durante a extracdo em
dias Umidos e com o0 armazenamento inadequado e em embalagens mal fechadas.

- Acidez

Os valores da acidez para as seis amostras de mel analisadas variaram entre 27,35
a 82,19 meq.kg™', com média de 51,83 meq.kg™', estando apenas 50% das amostras em
conformidade com os parédmetros preconizados pelo o Codex Alimentarius (2001), que
estabelece a acidez maxima de 50 meq.kg. A legislacao Brasileira, estabelece um limite
maximo de 60 meq.kg™' de acidez para o mel de abelha (Brasil, 2000). Os resultados deste
presente trabalho segundo as duas literaturas sdo similares, 50% das amostras estariam em
conformidade aos padrdes preconizados. A acidez do mel esta relacionada principalmente
ao acido glucdnico, produzido pela enzima glicose-oxidase sobre a glicose. A acao dessa
enzima se mantém mesmo apds o processamento, permanecendo, dessa forma, em ativi-
dade durante o armazenamento do mel (VENTURINI, 2007). Outros fatores que podem ser
atribuidos a acidez do mel seriam a agéo das bactérias durante a maturagéo e os ions inor-
ganicos presentes na composi¢ao desse produto apicola, como o fosfato e cloreto. O grau de
acidez detectado nas amostras do presente estudo pode ter uma relagdo com a deteccéao de
leveduras obtidas nas analises microbioldgicas. A determinac¢ao da acidez pode fornecer um
dado valioso na apreciacao do estado de conservagéo de um produto alimenticio (IAL, 2008),
visto que as leveduras sao microrganismos que podem crescer no mel por tolerar condi¢coes
acidas e niveis altos de sacarose, enquanto que as leveduras osmofilicas crescem quando
a pressao osmobtica é alta. Estas podem crescer até mesmo no mel maduro, fermentando-o
facilmente (SNOWDON, 1999). A fermentacdo do mel resulta no crescimento da levedura
convertendo o acucar em alcool, gas carbénico, acidos organicos e outras combina¢des com
sabores e odores indesejaveis As leveduras encontradas no mel com predominancia séo:
Saccharomyces, Schizosaccharomyces e Torula (SNOWDON,1999).

- Solidos sollveis totais

As amostras de mel analisadas apresentaram um valor médio de 79,73 %, com valores
entre 79,6 e 80%. No mel, esse resultado representa, com bastante exatidao, a quantidade,
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em percentual, de acUcares totais. A legislacéo atual ndo exige a analise de grau Brix para
determinacao da qualidade do mel, porém essa medida foi realizada para compor mais uma
variavel de comparacédo dos resultados. Em analise de 15 amostras provenientes de dife-
rentes cidades do estado de Goias, a média encontrada foi de 81,04 °Bx, sendo o maior e 0
menor resultado encontrado de 85 e 78,3 °Bx, respectivamente (SILVA et al, 2003). Carvalho
et al. (1998) e Marchini & Moreti (2001), ao realizarem analises relataram valores de 76,0 a
80,1%, tendo desta maneira, resultados similares ao do presente trabalho.

H CONCLUSAO

De acordo com os parametros das legislacdes vigentes, destaca-se que a presente
andlise detectou a presenca mais significativa, do ponto de vista microbioldgico, por parte dos
fungos filamentosos e leveduras, das bactérias mesoéfilas, Bacillus cereus e Staphylococcus
coagulase-positivos, apesar dos isolamentos positivos das amostras de mel apresentam-se
de acordo com os padrdes estabelecidos pela portaria n° 367/97 (Brasil, 1997A), portaria
n° 451/97 (Brasil, 1997) e RDC n 0 12/2001. A quantidade reduzida microroganismos mar-
cadores sanitarios pode estar associado a presenca de fatores antimicrobianos do mel, de
adocao de boas praticas de higiene durante a manipulagcédo, ao cuidado no processo de
armazenamento e da localizacéo das areas de criagdo das colmeias afastadas de fontes
poluidoras. As amostras de mel foram obtidas em uma unidade apicola familiar localizadas
proximas as nascentes dos rios Jundia e Iriri, assentados da reforma agraria, em areas de
remanescentes da mata Atlantica no distrito de Cantagalo, Rio das Ostras-RJ, preservadas
da agdo antropica, desmatamento, urbanizagéo e a especulacéo imobiliaria.

As analises fisico-quimicas de sélidos soluveis totais e umidade das seis amostras de
mel estéo dentro dos limites preconizados. E em apenas duas amostras apresentaram valo-
res de acidez superiores ao limite estabelecido pelas legisla¢des vigentes (BRASIL, 2000),
podendo ter sido influenciada pela origem boténica da florada, por condi¢des climaticas e
geograficas ou pela colheita do mel antes da sua completa maturidade e pela presenca de le-

veduras osmofilicas que podem também aumentar o risco para a ocorréncia de fermentacao.
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