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RESUMO

Os produtos apicolas resultado do trabalho das abelhas da espécie Apis melifera como o
mel, polen apicola e a propolis, sdo valiosas fontes de alimentos e medicamentos bem como fonte
de renda para os apicultores. A regiao do litoral norte do Estado de Alagoas possui grande potencial
produtivo apicola, produtos como o mel de mangue e o p6len apicola das palméaceas, extremamente
valorizados no mundo. Existe uma preocupacdo quanto a qualidade e segurancga alimentar de
produtos de origem animal, dessa forma, objetivou-se analisar o perfil microbiolégico de
crescimento em amostras de pélen apicola fresco e mel in natura do litoral norte alagoano. Foi
avaliado contaminacdo microbiolGgica presente nas amostras e quantificados fungos filamentosos
e leveduras, bactérias aerobias mesofilas, bactérias aerdbias psicotroficas, coliformes totais e
coliformes termotolerantes, (Escherichia coli), presenca de esporos de Clostridium e Salmonella
spp. de mel e pdlen. Apds andlise das amostras de pdlen e mel fresco, foi verificado que, ndo houve
presenca de clostridium, salmonela, a contagem de bolores e leveduras assim como de bactérias
mesdfilas e as psicotréficas foram (< 1.0 x 10 UFC), para o grupo dos coliformes totais e
termotolerante (< 3,0 NMP). Os resultados evidenciaram gque as amostras de mel alagoano fresco
dos manguezais e pdlen das palmaceas do litoral submetidas as analises microbioldgicas
apresentam excelente padréo de qualidade estando aptas a serem processadas e comercializadas.
Palavras-Chave: Microbiologia de alimentos. Produtos apicolas. Apicultura alagoana.



ABSTRACT

Bee products resulting from the work of bees of the Apis mellifera species, such as honey,
bee pollen and propolis, are valuable sources of food and medicine as well as a source of income
for beekeepers. The northern coastal region of the State of Alagoas has great beekeeping potential,
products such as mangrove honey and bee pollen from palm trees, which are extremely valued in
the world. There is a concern regarding the quality and food safety of products of animal origin,
therefore, the objective was to analyze the microbiological growth profile in samples of fresh bee
pollen and fresh honey from the north coast of Alagoas. Microbiological contamination present in
the samples was evaluated and filamentous fungi and yeasts, mesophilic aerobic bacteria,
psychotrophic aerobic bacteria, total coliforms and thermotolerant coliforms (Escherichia coli),
presence of Clostridium spores and Salmonella spp. were quantified. of honey and pollen. After
analyzing the pollen and fresh honey samples, it was verified that there was no presence of
clostridium, salmonella, the count of molds and yeasts as well as mesophilic and psychotrophic
bacteria were (< 1.0 x 10 CFU), for the coliform group total and thermotolerant (< 3.0 MPN). The
results showed that samples of fresh Alagoan honey from mangroves and pollen from coastal palm
trees submitted to microbiological analyzes present an excellent quality standard and are suitable
for processing and commercialization. Key Word: Food microbiology. Bee products. Beekeeping

alagoana.
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1. INTRDUCAO

A apicultura é considerada parte da zootecnia que trata especificamente das abelhas com
ferrdo, sendo uma ciéncia ou arte ou, ainda, capacidade que o homem tem de criar abelhas de forma
racional, no intuito de produzir em menos tempo produtos de melhor qualidade, com menor custo
e maior lucro (ROCHA, 2008). Barros (2008) a define como a técnica de criacdo de abelhas
produtoras de mel em colmeias artificiais, utilizando métodos e equipamentos desenvolvidos para
melhor explorar as capacidades naturais destes insetos.

Os produtos apicolas resultado do trabalho de milhGes de abelhas da espécie Apis melifera
africanizada proporcionam alimentos e medicamentos de alta qualidade para populagdo, bem como
fonte sustento de apicultores em todo pais.

O mel é um alimento natural de grande valor agregado, que contém em sua composi¢ao
acucares, dgua, sais minerais e vitaminas, é produzido pelas abelhas que colhem e transformam o
néctar encontrado nas flores, € depositado nos alvéolos dos favos, onde o mel amadurece, ficando
pronto para o consumo (RIBEIRO, 2019). O pdlen apicola é coletado das flores e manipulado pelas
abelhas, sendo depois depositado nos alvéolos. E usado para alimentar as larvas e abelhas adultas
e gracas a seu alto valor nutritivo, é usado como alimento humano em sua forma desidratada
(Embrapa, 2007).

O estado de Alagoas, mais especificamente na Regiéo do litoral possui potencial produtivo
de produtos apicolas extremamente valorizados no mundo todo como é o caso do mel dos
manguezais, o polen apicola das palméaceas em cima dos quais desenvolve-se esta pesquisa.

Por se tratar de produtos alimenticios de origem animal ha uma preocupacdo constante
quanto a qualidade e seguranca alimentar do mel e do pdlen apicola, a qual evidencia a necessidade
dos estudos de caracterizacdo da microbiota presente nos produtos cujos padrdes sdo estabelecidos
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Obijetivou-se analisar o perfil microbioldgico de crescimento em amostras de polen apicola
fresco e mel in natura dos manguezais do litoral norte alagoano. Também buscou-se avaliar
possiveis contaminacao e se presentes quantificar bolores e leveduras, bactérias aerobias mesofilas,
bactérias aerobias psicrotroficas, coliformes totais e coliformes termotolerantes (Escherichia coli),

e esporos de Clostridium e Salmonella spp. de mel e pélen.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Abelha e sua importancia

As abelhas sdo insetos da ordem Hymenoptera que evoluiram de vespas insetivoras e
modificaram sua fonte de sustento para se alimentar a partir de entdo de néctar e polen dos vegetais.
Estimasse que existam mais de 40 mil espécies de abelhas pelo mundo, das quais mais 20 mil ja
foram descritas, e dessas apenas 2% vivem em sociedade e produz mel (CAMARGO, et al, 2002).

As abelhas desempenham um papel vital como polinizadores de angiospermas, que sdo as
plantas com flores. A polinizacéo realizada por abelhas é essencial para a reproducéo e perpetuacao
de muitas espécies de plantas, incluindo muitas culturas importantes para a agricultura e para 0s
ecossistemas naturais. Cerca de 75% dos alimentos vegetais consumidos pelos seres humanos estéo
diretamente ligados ao servigo de polinizacdo prestado pelas abelhas (MARQUES, et al, 2015). O
papel das abelhas na polinizacdo faz com que seu valor como componente para producao de
alimentos e manutencao biodiversidade seja inestimavel, visto que sem uma polinizacao eficaz, a
reproducdo e producdo de frutos e sementes na maioria das culturas teriam suas producées
prejudicadas resultando em prejuizos financeiros e escassez de alimentos (BARETA, 2018).

Além de polinizar eficientes, as abelhas produzem matérias primas diversas e extremamente
valorizadas comercialmente, sdo elas mel, pélen, prépolis, cera, geleia real e apitoxina, produtos

que geram renda e sustento para milhares de apicultores ao redor mundo.

2.2.  Produtos apicolas

Apicultura como vérias outras culturas na agropecudria tem produtos finais diversos, da
criacdo de abelhas africanizadas sdo obtidos 6 produtos comercializaveis, sdo eles mel, pélen,

prépolis, cera, geleia real e apitoxina.
2.2.1. Mel

Mel é o produto natural elaborado por abelhas a partir de néctar de flores e/ou exsudatos
sacarinicos de plantas (ANDRADE, 2017), quando de origem extrafloral o mel recebe nome de
melato, produto extremamente rico em antioxidantes. O mel é um produto de facil acesso
amplamente consumido pela populacéo, devido ao seu status de remédio natural, dogura e alto
valor nutritivo (OKANEKU, 2020). Sua composicado, cor, sabor e cheiro variam de acordo com

sua origem boténica, porém segundo KHAN (2007), o mel possui cerca de 80% de agucares em
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sua maioria glicose e frutose, esse fato Ihe confere um sabor cerca de 25% mais doce que o agucar
a base de sacarose, sendo assim por tanto um substituto de alta qualidade para o agUcar
convencional, além disso o mel é munido também de &cidos organicos, flavonoides, hormonios,
enzimas, agua, , sacarose, maltose, sais minerais e vitaminas, seu uso € relatado desde a antiguidade

e a cada dia ganha novos mercados consumidores (RIBEIRO, 2019).
2.2.2. Pdlen apicola

O pdlen é gameta masculino da flor, grdos microscopicos de diversas formas, cores e
sabores, localizados nas anteras, extremidades dos estames, de onde € retirado pelas abelhas e
levado até a colmeia e depositado nos alvéolos dos favos. O polen € a principal fonte de proteinas

e lipidios para as operarias e larvas (MELO et al., 2009).

O corpo das abelhas é recoberto por finos pelos nos quais o pélen adere quando as abelhas
visitam as flores. As abelhas os acondicionam nas patas traseras, as corbiculas. Ap6s estocado nos
favos e pela acdo de enzimas presentes na saliva das abelhas este pdlen estocado sofre algumas
transformagdes e recebe o nome de “pao de abelhas” é essencial para a reproducdo das colbnias
(MORET], 2006).

O polen apicola é coletado das abelhas na entrada das colmeias padrdo Langstroth com
auxilio de coletores de p6len para alvado com tela coletora em acrilico, chamada de trampa, com
furos de 4 mm e furos com 4,6 mm de didametro, ela faz a retencéo de 70% do pdlen trazido pelas
operarias, a gaveta tem fundo telado em inox permitindo a ventilacdo do p6len que é derrubado das
corbiculas das abelhas (MORET], 2006).

E usado para alimentar as larvas e abelhas adultas, gracas a seu alto valor nutritivo, é usado
como alimento humana. E vendido seco, misturado com mel, em capsulas ou tabletes com altissimo
valor agregado (FUNARI et al., 2003).

2.2.3. Propolis

A palavra propolis vem do grego pro e polis, que significa respectivamente, em defesa e
cidade ou neste a colmeia. Posteriormente a palavra foi empregada por Plinio em latim para nomear
a resina extraida da polpa da arvore, estas que as abelhas utilizam para fortalecer os favos e revestir
a entrada em suas colmeias objetivando proteger contra micro-organismos, fechar pequenas fendas
e mumificar insetos mortos (PEREIRA, ET AL., 2002).
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A propolis é complexa, composta por resinas coletadas pelas abelhas das plantas, varia
dependendo de sua origem boténica, os vegetais possuem mecanismos de protecdo dos seus 6rgaos
contra infecgdes, atraves da producdo de uma substancia resinosa com potencial antimicrobiano,
que impede a putrefaccdo, a prova de &gua e com propriedades de isolamento térmico
(ALBUQUERQUE, 2021).

2.2.4. Cera

A Cera € uma resina produzida pelas préprias abelhas para a construgdo de favos, tem
aspecto mole e coloracdo amarelada, excretada, ou secretada pelas glandulas abdominais
especializadas das abelhas (ANDRADE, 2017). A cera de abelhas é um produto de valor acentuado
na producdo apicola, sua qualidade é essencial para o bom desenvolvimento de uma col6nia e
consequentemente na quantidade e qualidade do mel (BARROS E NUNES, 2017). A cera é um
produto versatil, os usos da cera fora do universo apicola vao desde as industrias de cosméticos e

alimentos até seu uso como lustra moveis.
2.2.5. Geleia Real

A geleia real, um produto das secre¢fes das glandulas hipofaringeanas (de consisténcia
aquosa) e mandibulares (de consisténcia leitosa), localizadas na cabeca das abelhas operérias
(Haydak, 1970), é um dos mais valorizados produtos apicolas, sendo produzida por operéarias de 5
a 12 dias de idade, denominadas nutrizes. A geleia real, para as abelhas, tem trés aplicacdes:
alimentacdo das larvas das abelhas operarias de até 90 horas de vida larval; alimentacao da rainha
durante toda sua vida (Wang, 1965); e alimentacdo das larvas de zangdes durante toda a sua fase
larvaria. De consisténcia espessa e cremosa com sabor levemente acida, de coloracdo
esbranquicada ao amarelo claro e certa transparéncia, € produzida nas de glandulas secretoras,
chamadas de hipofaringeanas, mandibulares e salivares, considerada a substancia mais completa e
concentrada de elementos vitais encontrada na natureza, explicando o tempo de vida prolongado
da rainha em relacdo as abelhas operérias e a capacidade extraordinaria de por o seu proprio peso
em ovos (ANDRADE, 2017).

2.2.6. Apitoxina

Veneno secretado pelas abelhas durante a picada, qual é obtido utilizando-se um coletor de

elétrico com placas de vidro, que por meio de pequenos choques estimulam as abelhas a expelirem
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a substancia que apos secagem das placas € raspada e comercializada com valores que ultrapassam
0s 80 reais 0 grama para uso na industria de farmacos e estética (G1, 2016).

2.3. Asabelhas Apis melifera africanizada, nascimento da apicultura brasileira

As abelhas europeias da espécie Apis mellifera foram introduzidas no Brasil pelo Padre
Antbnio Carneiro em 1840 vindas da Espanha e Portugal. Em 1845, imigrantes alemaes
introduziram no Sul do Pais Apis mellifera mellifera. Entre os anos de 1870 a 1880, as abelhas
italianas Apis mellifera ligustica foram introduzidas no Sul e na Bahia. A dispersdo dos enxames
dessas espécies europeias no resto do pais se deu naturalmente com o passar dos anos, entretanto
0s apicultores possuiam poucas colmeias manejadas nos préprios quintais, em razdo da baixa
agressividade, a criacdo se dava de forma rustica (CAMARGO, 2002).

A produgdo de mel tinha fins apenas pra consumo proprio das familias e comunidades
porem a partir do ano 1939 o Estado do Rio de Janeiro passou a produzir comercialmente. Em
1950, o setor passou a enfrentar sérios problemas de sanidade devido ao aparecimento de varias
doencas e pragas (nosemose, acariose e cria patrida europeia), levando a reducdo de 80% da
producdo apicola no pais (PEREIRA; VILELA, 2003).

Em 1956, o professor Warwick Estevan Kerr foi & Africa, enviado pelo Ministério da
Agricultura Brasileiro para trazer rainhas africanas da Apis melifera scutella, subespécie agressiva,
mas produtiva e resistente a doencas. Com intencdo de pesquisar e comparar a produtividade,
rusticidade e agressividade entre as abelhas europeias, africanas e seus hibridos no clima brasileiro,
porem a experiéncia falhou e muitas colmeias enxamearam e se multiplicaram descontroladamente
pelo continente americano, a alta agressividade Ihe concederam a fama de "abelhas assassinas”
sendo consideradas pragas, com campanhas para a sua erradicacdo inclusive, que levaram varios
apicultores a desistirem da atividade. A solucdo foi distribuir rainhas italianas virgens, que se
acasalavam com zangdes africanos, obtendo uma prole mais produtiva e menos agressiva
(CAMARGO, 2002).

A abelha africanizada é o resultado do cruzamento entre abelhas africanas da subespécie
Apis mellifera scutellata e abelhas europeias de outras ragas, como a Apis mellifera mellifera e a
Apis mellifera ligustica. Esses cruzamentos ocorreram principalmente no Brasil na década de 1950,
quando as abelhas africanas foram implementadas para melhorar a produgdo de mel, mas acabaram

cruzando com as abelhas europeias ja presentes no pais. Como resultado, as abelhas africanizadas,
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também conhecidas como “abelhas africanas”se tornaram uma raga predominante no Brasil e em
varias outras regides da América Latina. A Apis melifera é conhecida pelo seu comportamento
altamente organizado e social, além disso, as caracteristicas comportamentais incluem instinto
defensivo, organizacdo social, comunicacdo e migracdo,, comportamento este que pode ser
controlado com o uso de técnicas adequadas (ALBUQUERQUE, 2021).

Com a africanizacdo das demais subespécies existentes no pais, e daquelas posteriormente
introduzidas (Apis mellifera caucasica e Apis mellifera carnica), houve avanco significativo da
apicultura nacional. Apds o desenvolvimento de técnicas adequadas de manejo, ocorrido em 1970,
a criacdo de abelhas passou a ser intensamente praticada em todos os estados da federacdo. Em
1980, foi considerada agronegdcio e conquistou produtores em todo o territorio brasileiro. No ano
de 1990, a cultura zootécnica alcancou pequenos e médios produtores que vislumbravam, na
atividade apicola, uma maneira de explorar a mdo de obra familiar (SOUZA, 2004; SANTOS;
RIBEIRO, 2009).

Além das caracteristicas negativas das abelhas africanizadas, também existem boas
qualidades que incentivaram os apicultores a adota-las, como: As caracteristicas de alta
enxameacao contribuiram consideravelmente para povoar novas colmeias e aumentar a populacao
apicola no Brasil; motivaram a fundacdo de AssociacGes de Apicultores em todo pais; foram
motivo para a realizacdo de encontros, congressos e surgimento da industria de materiais,
equipamentos e apetrechos para apicultura. As abelhas africanizadas séo responsaveis pelo atual
sucesso da apicultura brasileira, possuem tolerancia a varias doencas que assolam a atividade em
todo 0 mundo, mas ndo as abelhas africanizadas de modo a causar problemas econémicos sérios
no brasil, o pais também conquistou posicdo de destaque no mercado de exportacdo mundial
(SILVA, 2016).

O elevado potencial apicola de muitos estados brasileiros é referenciado em funcéo da
diversidade da flora melitdfila, condigcdes edaficas da regido que influenciam na vegetagédo
(MARQUES, 2011) e rusticidade as doencas inerentes as abelhas (PAULA, 2008). De acordo com
(MARTINEZ; SOARES, 2012), a atividade tem potencial de expandir mais no pais. O Brasil
possui reservas botanicas e florais que podem proporcionar milhares de toneladas de mel e outros
produtos apicola de primeira qualidade, aceito pelos mercados mais exigentes do mundo (WIESE,
1982).
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A apicultura é uma das atividades do Nordeste brasileiro que mais tem crescido nos ultimos
anos, constituindo-se em uma alternativa capaz de elevar o nivel socioeconémico dos produtores
rurais aproveitando o potencial de diversos biomas onde é possivel a producéo apicola (SILVA,
2003).

2.4.  Apicultura Alagoana

No Estado a apicultura vem sendo praticada desde o final da década de 80 e inicio da década
de 90. Nos primeiros anos devido a abundancia de enxames encontrados nas propriedades rurais
atividade era desenvolvida de forma artesanal, sem o uso dos equipamentos adequados, muitas
vezes fabricados pelos préprios apicultores de forma rudimentar ndo existia a presenca de empresas
comercializadoras de insumos, equipamentos e ferramentas apicolas. Na segunda metade da década
de 90 a apicultura teve seu inicio como atividade profissional nos municipios de Marechal Deodoro
e Maceid, isso se deu a partir da chegada de linhas de financiamento em bancos e Programa
Nacional de Agricultura Familiar (PRONAF) que fomentaram a atividade no estado. A partir dos
anos 2000 as relacGes entre entidades publicas, privadas, pesquisadores, instituices de fomento e
pesquisa, entidades de crédito, entidades e representativas dos apicultores se estreitaram
constituindo a cadeia de comércio dos produtos apiculas (SOUZA, 2006).

A exploracdo racional da apicultura representa uma atividade de elevada importancia
econbmica para Alagoas, devido seu grande potencial para producdo de mel, pélen e propolis
vermelha.

A abundéancia de pastos apicolas variados, cum énfase para as regies de caatinga do agreste
e semiarido alagoano constitui um potencial altissimo para producdo de mel com caracteristicas
naturais necessarias e suficientes ao seu reconhecimento como organico o que Ihe proporcionara
melhores cotacGes no mercado, principalmente no mercado internacional (ALBUQUERQUE,
2021).

Em outro extremo do estado temos 0s biomas mangue e da mata atlantica no litoral que
proporcionam a producao de um mel diferenciado com caracteristicas Unicas e alto valor agregado,
além das possibilidades da expansdo na producdo de polen, devido a extensa area do litoral
alagoano com cobertura vegetal de coqueiros, planta decididamente polinifera, responsavel por boa
parte da producéo de polen das regides litoraneas Brasileiras. O litoral também propicia a producdo

pelas abelhas da propolis vermelha dos manguezais (RODRIGUES, 2023).
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2.5.  Os produtos apicola e os micro-organismos nocivos

A Instrucdo Normativa N° 11, de 20 de outubro de 2000, aprovou o Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Produtos de Origem Animal, assim como para outros produtos das
abelhas, em conjunto com a Instrucdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003 determinam a
tolerancia e os padrdes, bem como os métodos de quantificacdo de contaminantes para a sanidade
e a qualidade microbiolégica dos produtos apicolas, os quais sdo exigidos pela Anvisa
(OKANEKU, 2020).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel - RTIQM néo estabelece
especificamente padrdes microbioldgicos para o mel (BRASIL, 2000). Apesar da grande
capacidade higiénica das abelhas africanizadas alguns organismos ainda escapam de seu crivo e
podem se proliferar, porém substancias como o mel e a propolis atuam para retardar essas
contaminacoes.

O potencial do mel de impedir o crescimento de varias bactérias deriva, em parte da acdo
de compostos fenolicos e flavonoides (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010), produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas que fornecem o néctar base para producdo do mel, esses
também sdo responsaveis pelo efeito antioxidante (SILICI; SAGDIC; EKICI, 2010). Outras
propriedades do mel que contribuem para sua atividade antimicrobiana sdo reagcdo enzimatica
glicoseoxidase, elevada pressdo osmdtica/baixa atividade de agua, baixo pH/meio acido, baixo
conteddo proteico, baixo potencial redox devido ao alto teor de agUcares redutores, a viscosidade
que limita a solubilidade do oxigénio e outros agentes quimicos e fitoquimicos (TAORMINA et
al, 2001).

Com relacédo as andlises de qualidade microbioldgica dos produtos das abelhas, 0s micro-
organismos indicadores de qualidade comercial (bactérias aerébias mesofilas e psicrotroficas,
bolores e leveduras), qualidade sanitaria (coliformes totais e seu subgrupo que sao os coliformes
termotolerantes (também chamados fecais) com énfase para espécie Escherichia coli), e de
seguranga (esporos de Clostridium sulfito redutores e Salmonella spp.) (BARBARA et al, 2018).

O grupo dos micro-organismos mesofilos, engloba grande parte das bactérias acidificantes,
se multiplicam em temperaturas moderadas, entre 20 e 40 °C, sua presenca em altos nimeros
sugere falhas nos métodos de higiene sendo indicadores da qualidade produto (Barbosa, 2020).
Segundo Silva (2002) Um indicador direto da qualidade do alimento, ou do processamento ao qual

ele foi submetido ¢ a quantidade de micro-organismos aerobios mesofilos encontrados no mesmo.
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Dessa forma, a contagem dessas bactérias permite saber também a provavel vida util do produto e

se ele estd sendo armazenado em temperatura correta.

Santos (2001) descreve as bactérias aerdbias psicotroficas como o grupo que apresentam
temperaturas de crescimento abaixo de 7 °C, temperatura na qual o pélen é conservado no periodo
que antecede o beneficiamento. O tempo prolongado de armazenagem em temperaturas de

refrigeracdo favorece o crescimento e predominio de bactérias psicrotréficas (BOOR et al., 1998).

As leveduras ocorrem naturalmente no mel com exce¢do das leveduras osmofilicas,
causando fermentacdo quando agem sobre a glicose e frutose, formando alcool e gas carbénico, o
alcool, na presenca de oxigénio, pode ser desdobrado em &cido acético e agua, alterando o sabor
original do produto.

Segundo (ROLIM, 2018) os fungos filamentosos (bolores) ndo se reproduzem no mel,
porem podem correr no polen, o fato de serem frequentemente encontrados, indicando possivel
contaminacdo ambiental. Alguns produzem micotoxinas, sendo Mucor, Aspergillus, Penicilium e
Saccharomyces predominantes.

Coliformes totais sdo encontrados geralmente no solo ou vegetais, que séo encontradas em
fezes sdo consideradas termotolerantes, onde a mais estudada é Escherichia coli, sendo micro-
organismo indicador de contaminacdo durante a manipulacdo no processamento, producdo ou
armazenamento (Franco; Landgraf, 2008). Mesmo estando presente, a identificacdo de E. coli
remete um risco baixo de toxinfeccdo, depois do consumo do mel (Pereira et al., 2007).

A Salmonella spp. sdo bactérias gram-negativas, anaerobias facultativas, ndo formam
enddsporos e possuem forma de bastonetes curtos. Elas fermentam a glicose produzindo géas e
acido (BRASIL, 2011). A composi¢do do mel e do pdlen é favoravel ao desenvolvimento de
Salmonella spp. (ROLIM et al., 2018). As bactérias do género Salmonella estdo amplamente
distribuidas na natureza (VARNAM & EVANS, 1991). Esta presente em todas as espécies animais,
especialmente nas aves e nos suinos, sendo patogénica para humanos e muitas espécies de animais
(HOLT et al., 1994). A Salmonelose, patologia causada pela Salmonella, é apontada como a
zoonose mais disseminada do mundo (BRASIL, 2011).

O Clostridium botulinum comumente encontrado no solo e nas aguas, € uma bactéria do
tipo bacilar, reta ou semi-curva, Gram-positiva, esporulada, movel, anaerobia estrita (SILVA,
2013). O C. botulinum € uma espécie de bactéria que pode acarretar perigo a saude em especial de
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criangas menores que 1 idade, devido ao risco de intoxicacdo pela ingestdo da neurotoxina
causadora do botulismo produzida durante o crescimento do micro-organismo no estdmago,
favorecido pelo pH. Os esporos do C. botulinum estdo frequentemente distribuidos na natureza e
podem ser carreados as colmeias, presos as asas e patas das abelhas, ou através da forca dos ventos
(Ragazani, 2008). O mel é uma fonte potencial de transmissdo do botulismo (SILLOS;
FAGUNDES, 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratdrio de Microbiologia do Campus de Engenharia e
Ciéncias Agrarias — CECA/Universidade Federal de Alagoas UFAL.

3.1. Coleta e preparagdo da matéria prima

As coletas foram realizadas no Apiario Cana brava (Coordenadas: -9.031988,-35.235348)
localizado no municipio de Maragogi, extremo norte litoral alagoano, as amostras foram
acondicionadas em potes de vidro estéreis no caso dos favos e sacos plasticos virgem para o pdlen,
e posteriormente levadas para o Laboratério de Microbiologia.

Figura 1 — Imagem de satélite do local da coleta (Apiario Cana Brava).

Google (:) 100% Data das imagens: 22/11/2019 a mais recente ~ Maxar Technologies 100 m Camera: 1.062m 9°01'49'S 35°14'14'W 10m

Fonte: Imagem extraida do software Google Earth® 2 de fevereiro de 2024.

As amostras de mel in natura corresponderam a favos de mel, coletados em diferentes
colmeias do tipo Langstroth de forma aleat6ria no apiario, cada amostra foi correspondente a 100g,

sendo coletado 3 amostras para cada enxame em 3 enxames diferente.

O polen apicola fresco foi obtido, utilizando coletores de poélen modelo Langstroth
esterilizados com chamas através de um magcarico, as amostras foram coletadas das mesmas
colmeias que os favos, pesando 100g cada amostra, de forma similar ao mel foram recolhidas 9
amostras, para uma melhor amostragem dos dados para ambos ocorre a mistura e homogeneizacéo
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das amostras, constituindo assim uma amostra composta para as diferentes analises posteriormente

realizadas.

3.2.  Analises microbioldgicas para mel e pdlen

As anélises microbiolégicas foram realizadas seguindo a metodologia descrita nas normas
internacionais (DOWNES; ITO, 2001) para cada grupo de micro-organismo, metodologia do
Manual de microbiologia de alimentos (SIQUEIRA,1996) e metodologia para controle
microbiologico de alimentos do International Commission Microbial, Specification for Foods —
ICMSF (1992).

Foi realizada a contagem padrdo de bolores e leveduras, bactérias aerébias mesoéfilas e
psicrotroficas, esporos de Clostridios sulfito redutores e Salmonella spp. e pesquisadas as presencas
de coliformes a 35 °C e coliformes a 45 °C nas amostras. Uma aliquota de 25,0 g das amostras de
mel e pdlen foi tomada para preparagao da primeira dilui¢do (107t) em 225,0 ml de 4gua peptonada
tamponada 0,1% ou solucéo salina a 0,85% e as preparagdes das diluicdes decimais subsequentes
foram realizadas em tubos contendo 9,0 ml do mesmo diluente para obtencdo das concentragdes
102e 1073,

3.2.1. Estimativa da populacéo de coliformes totais e fecais (termotolerantes a 450 C - E.

coli)

Foram pesadas 25g da amostra e adicionada em erlenmeyer contendo 225 ml de &gua
peptonada a 0,1%, sendo agitada, constituindo a diluicdo 107 e entdo procedeu-se pipetando as
demais diluicdes de forma seriada para se obter as amostras ( 102, 10%), logo ap6s, realizou-se o
teste presuntivo, onde transferiu-se 1 ml para tubos, contendo um tubo de Durham invertido e 9 ml
de caldo Lauril (LST), em triplicatas para as trés dilui¢cdes.

Para realizacdo do teste confirmativo, transferiu-se uma aliquota, dos tubos que
apresentaram formacdo de gas dentro do tubo de Durhan, para tubos contendo meio Verde
Brilhante, por 24h a 37 °C, com a finalidade da identificac&o de coliformes totais. Para confirmagéo
de coliformes termotolerantes, transferiu-se uma aliquota para tubos contendo meio EC, por 24h a
45 °C.

A confirmacdo do teste é indicada pela turvacdo dentro do tubo de Durhan, para maior

certeza em caso de resultados positivos referentes aos coliformes termotolerantes, foram
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inoculados 0,5 ml em placas contendo meio EMB Agar (lactose-bile-verde brilhante 2%), o
crescimento de colonias com reflexo verde metalizado, indica a presenga de E. coli. Os valores
serdo calculados a partir da tabela de Nimero Mais Provavel, fornecida pela FDA (FOOD AND
GRUD ADMINISTRATION), expressados em UFC/g ou ml, seguindo as recomendacGes da
instrugdo normativa N°62 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL,
2001).

3.2.2. Pesquisa de Salmonella spp.

Seguindo o padréo, foram adicionados 25 g da amostra em erlenmeyer com 225 ml de Caldo
Lactosado e homogeneizados para se obter a diluicio 107, com a finalidade do Pré-enriquecimento
a 37°C por 1 hora. Para o Enriquecimento seletivo, inoculou-se 1 ml em um tubo contendo 9 ml de
Caldo Tetrationato, e 1 ml em um tubo contendo Caldo Selenito Cistina, por 24 h a 40 °C. Apoés a
incubacdo, foram realizadas estrias em meio &gar Hektoen (HE) e Salmonella Shigella Agar (SS),
a formacdo de col6nias vermelhas ou rosadas com centros pretos indica a possivel presenca de

Salmonella sp.

3.2.3. Contagem de bactérias aerobias Mesofilas e Psicotroficas

Para caracterizacdo de bactérias mesofilas e psicotroficas, foi realizada a dilui¢do seriada
das amostras de 10 até 10, pipetou-se 1 ml em placas contendo meio PCA (Agar Padrdo para
Contagem) das 6 fases de dilui¢do, as quais foram incubadas de forma invertida a 37 C por 48 h
para as mesofilas e a 7o C para as psicotréficas com 3 repeticdes, ao término do tempo, realizou-se
a contagem seguindo as recomendagdes da instrucao normativa N°62 do Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003), os valores foram expressados em UFC/g.

3.2.4. Bolores e leveduras

Para determinacdo dos bolores e leveduras, pipetou-se 1,0 ml das amostras previamente
diluidas em solugéo salina a 0.85%, tanto na dilui¢&o 10", como nas 102 e 103, em placas contendo
meio BDA - Batata, Dextrose Agar, procedendo-se com incubagdo das placas invertidas por cinco
dias a 25° C.

A formacdo de col6nias com caracteristicas semelhantes aos bolores e/ou leveduras, indica
a presenca dos mesmos nas amostras. O procedimento foi realizado em triplicata, para melhor

verificacdo dos resultados.
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3.2.5. Clostridios sulfito redutores
3.2.5.1. Semeadura direta:

Foram adicionados diretamente 10g do mel e p6len em erlenmeyer contendo 90 ml de
Caldo de Carne Cozida CMM (Cooked Meat Medium) e incubados em banho-maria a 65°C por 30
minutos, com a finalidade de inativar a microbiota ndo esporulada. As amostras foram incubadas

em estufa a 35° C por um periodo de sete dias.

3.2.5.2. Isolamento:

Apbs sete dias de incubacdo em estufa foi verificado no meio: a turbidez, producédo de gas
e proteolise (digestdo da carne). As culturas com crescimento ndo significativas foram incubadas
na estufa na mesma temperatura utilizada anteriormente por mais trés dias, completando um
periodo maximo de dez dias. As culturas ainda sem crescimento foram consideradas negativas e
descartadas.

Das amostras positivas foram feitos esfregagos corados pelo método de Gram, para detectar
bacilos Gram positivos esporulados ou ndo. As culturas positivas foram semeadas em placas de
Petri contendo Anaerobic Egg Yolk Agar (AEY) e incubadas em anaerobiose em Jarra de
anaerobiose a 35° C por sete dias. As colbnias tipicas obtidas foram reestriadas em duplicata em
placas contendo meio de AEY, na qual uma de cada incubada aerobicamente e anaerobicamente
em Jarra de anaerobiose, ambas a 35°C por 48 horas. Posteriormente procedeu-se com a coloracéo
de Gram das laminas feitas com as placas para detectar bacilos Gram positivos e confirmacao da

presenca de clostridios.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Namero Mais Provavel de coliformes

Todas as amostras de mel apresentaram resultados negativos para presenca de coliformes
totais a 35 °C por 24horas e termotolerantes a 47 °C por 24 horas, bem como as amostras de polen
fresco, ndo havendo formacdo de gazes nos testes presuntivos com todos os resultados
correspondendo a um valor (< 3 NMP/g). Auséncia de termotolerante por sua vez também indica
a auséncia da bactéria Escherichia coli. Em trabalhos realizados microrregido de Ribeira Do
Pombal na Bahia em 2012 Almeida et al. obtiveram resultados idénticos nas analises coliformes
totais e coliformes termotolerantes do pdélen. Em geral, micro-organismos indicadores, como o

grupo dos coliformes, séo utilizados para avaliar a sanidade dos produtos (SILVA et al., 2008).

Tabela 1. Quantificacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes NUmero Mais
Provavel (NMP/g).

A Coliformes 35 °C Coliformes
mostras (NMP/g) termotolerantes
g (NMP/g)
Mel fresco <3 NMP/g < 3 NMP/g
Polen fresco <3 NMP/g <3 NMP/g

Okaneko et al. em 2020 obteve resultados de coliformes totais e termotolerantes <3 NMP/g
para amostras de mel produzida por apicultores de Roraindpolis-RR, caracterizando esse resultado

como um produto seguro para alimentagdo humana.

Inversamente aos resultados obtidos na presente pesquisa os valores obtidos por Lima em
2011 para o mel processado obtidos no mercado publico de Maceid variaram de 3 a 24x10° NMP/g
por grama de mel, muito acima do recomendo para coliformes totais e termotolerantes no mel,

atribuindo tais valores as condic¢Oes inadequadas de higiene na colheita e processamento do mel.
5.2. Salmonela spp.

Apols as etapas de pré-enriquecimento e enriquecimento ndo houve crescimento em
nenhumas das amostras contendo 0s meios seletivos para salmonela para ambos os produtos nas

trés diluicbes. Em pesquisas realizadas na Universidade Federal do Amazonas por (OKANEKU
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2020) os resultados de salmonela para 25 g de mel foram ausentes, cujo resultado condiz com a

determinacéo exigida pela Anvisa.

Tabela 2. Presenca de Salmonela, amostras de mel e pdlen frescos.

Amostras Salmonella spp.
Mel fresco Ausencia
Pélen fresco Ausencia

Barbara et al. (2018) analisou pdlen fresco de abelhas sem ferrdo na Bahia obtendo
resultados similares para presenca de salmonela nas amostras, indicando a capacidade das abelhas
de conservar o produto em condic¢des higiénicas para o consumo das mesmas. De forma similar
Nicolai e Junior em pesquisa realizada 2012 com polen obtidos em trés estados diferentes néo foi
detectada a presenca de Salmonela spp, apesar da constatacdo relatada por ele da dificuldade em

capacitar os apicultores sobre as Boas Préaticas de Apicolas (BPAs) e de fabricagdo (BPF’s).

5.3. Bactérias aerdbias Mesofilos e psicotropicos

Tanto para o polen como para 0 mel dos manguezais foram constatadas auséncia de
bactérias mesofilas e psicotropicos ndo havendo crescimento de colénia no meio Agar Padréo para
Contagem. As propriedades antibacterianas do mel corroboram esse resultado, caracteristica que
possibilita a longa vida de prateleira do produto (CRANE, 1999).

Almeida 2012 em seu trabalho com polen do litoral baiano obteve resultado negativo para

a presenca de bactéria psicotrificas evidenciando a qualidade do polen das palmaceas.

Tabela 3. Caracterizacdo dos valores em Unidades Formadoras de Colénias por grama

(UFC/g) de bactérias mesofilas e psicotréficas.

Amostras Meséfilos (UFC/g) Psicrotroficas

(UFCl/g)
Mel fresco <1,0x10 UFC/g <1,0x10 UFC/g
Polen fresco <1,0x10 UFC/g <1,0x10 UFC/g

A quantificacdo de bactérias aerobia mesoéfilas é um pardmetros de qualidade comercial

apesar de haver um codigo alimentar brasileiro varios autores se baseiam no argentino, que
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determina valores maximos de 150 x 10° UFC/g e minimo 102 UFC/g para pélen apicola, e que
embora a presenca de micro-organismos mesofilos ndo esteja associada ao risco a salde dos
consumidores, sdo alimentos que ndo suportem um longo tempo de armazenamento in natura,

podendo assim acarretar prejuizos econémicos (BARBARA, 2018).

5.4. Bolores e leveduras

Apesar da grande umidade nas amostras de polen apicola frescas e a rusticidade do mel in
natura nos favos, 100% das amostras resultaram em negativo pra a presenca de col6nias de fungos

na forma de bolor ou levedura.

Tabela 4. Caracterizacdo dos valores em Unidades Formadoras de Col6nias por grama

(UFC/g) de fungos na forma de bolores e leveduras.

Bolores e Leveduras
Amostras

(UFCl/qg)
Mel fresco <1,0x10 UFC/g
Polen fresco <1,0x10 UFC/g

As leveduras podem crescer no mel por tolerar as condi¢cdes acidas e niveis altos de
sacarose, enquanto que as leveduras osmofilicas crescem quando a pressdao osmdtica € alta,
inclusive no mel maduro, ocasionando a fermentacdo do mel, o crescimento da levedura
convertendo o aclcar em alcool, gas carb6nico, &cidos organicos e outras combinagdes com
sabores e odores indesejaveis (LAIS, 2011). A auséncia de tais micro-organismos no mel de
mangue torna-o ainda mais saboroso e suave, caracteristica que faz dele um dos mais raros do

mundo.
5.5. Clostridium

Tabela 5. Confirmacédo de Bacilos Gram positivos das culturas em meio AEY.

Amostras Anaerobiose Aerobiose

Mel Auséncia Auséncia

Polen Auséncia Auséncia
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De forma similar a atual pesquisa Moraes em 2021 em sua pesquisa desenvolvida na
Universidade Federal campus Macaé no litoral do Rio de Janeiro obteve auséncia de esporos de
clostridium em amostras de mel litoraneo.

A pesquisadora (ORVALHO, 2023) da Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar
(ESTM) testou a presenca de clostridium em amostras de pélen apicola submetidos a 3 formas de
conservacao, sendo elas frio, liofilizacdo e desidratacdo e em todas elas ndo ocorreu presenca de
clostridium sendo a contagem <10' UFC/g. Em sua pesquisa (NICOLAI, 2012) também ndo
evidenciaram presenca de micro-organismos maléficos a salde dos consumidores em amostras de
polen apicola, estando assim aptas para comercializagéo.

As técnicas de boas praticas de fabricacdo aliadas as caracteristicas de comportamento
higiénico por parte das colénias de abelhas africanizadas, caracteristica essa que é deseja pelos
apicultores por proporcionar mais longevidade e saude ao enxame, explicam a auséncia de

contaminacdo no mel e polen.
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6. CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que as amostras de mel alagoano dos manguezais e pélen fresco
das palmaceas do litoral submetidas as analises microbioldgicas apresentam excelente padrao de
qualidade estando aptas a serem processadas e comercializadas, visto que apresentaram auséncia
de contaminacdo por bactérias mesdfilas e psicotroficas, bolores e leveduras, bactérias do grupo
dos coliformes totais e termotolerantes, salmonela e clostridios sulfito redutores segundo o0s

padrdes do Ministério de Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA .

Como uma opcédo para complementacdo dessa pesquisa se faz necessario um estudo mais
aprofundado a fim de verificar da influéncias das esta¢des do ano na qualidade microbioldgica dos
produtos mel e pélen produzidos nos mangues do litoral alagoano a fim de confirmar a permanéncia

dos resultados obtidos.
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