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Qualidade microbioldgica de méis de abelhas-sem-ferrdo comercializa-
dos em Coari e Tefé, Amazonas, Brasil

Microbiological quality of stingless bee honey sold in Coari e Tefé, Amazonas state,
Brazil

Adiane Souza BATISTAL, Michel Nasser Corréa Lima CHAMY?, Kemilla Sarmento RE-
BELO?

RESUMO

As abelhas-sem-ferrdo (ASF) sdo nativas das areas tropicais e subtropicais do planeta,
sendo que a maior diversidade é encontrada na regido amazénica. O mel de ASF pode
apresentar microrganismos comuns da colmeia ou indesejados, devido a falta de higiene
durante a coleta, armazenamento e/ou comercializacdo. O objetivo deste estudo foi ava-
liar os parametros microbioldgicos de qualidade de méis de abelhas-sem-ferrdo comerci-
alizados nos municipios de Coari e Tefé, Amazonas, Brasil. Foram coletadas nove amos-
tras de méis, sendo cinco no municipio de Tefé e quatro no municipio de Coari, todas
adquiridas no comércio ambulante. Estas foram submetidas as analises de coliformes a
45 °C, Salmonella spp. e bolores e leveduras, conforme determina a Portaria n° 253, de
2016, da Agéncia de Defesa Agropecuaria e Florestal do Estado do Amazonas, que esta-
belece 0 Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do mel de abelha-sem-ferrédo.
Nas analises de bolores e leveduras, as nove amostras encontravam-se dentro do padrdo
de qualidade. O teste para coliformes apresentou resultados negativos para todas as amos-
tras; contudo, quatro amostras apresentaram Salmonella spp, indicando que estavam im-
préprias para consumo humano. A contaminacdo por Salmonella indica falhas higiénico-

sanitarias no processo de colheita e/ou beneficiamento do mel.

Palavras-chaves: Meliponineos; CondicGes higiénico-sanitarias; Microrganismos; Para-

metros microbiolégicos.



ABSTRACT

Stingless bees (SB) are native to tropical and subtropical areas of the planet, but the great-
est diversity is found in the Amazon region. SB honey may present common hive micro-
organisms or unwanted ones, due to lack of hygiene during collection, storage and/or
marketing. The objective of the research was to evaluate the microbiological quality pa-
rameters of stingless bee honey sold in the interior of the Amazon. Nine samples of hon-
eys were collected, five in the municipality of Tefé and four in the municipality of Coari,
both purchased from street vendors. These were subjected to analysis as described in Or-
dinance 253 of 2016 of the Agricultural and Forestry Defense Agency of the State of
Amazonas, which establishes the Technical Regulation of Identity and Quality of sting-
less bee honey, for coliforms at 45 °C, Salmonella spp. and molds and yeasts. In the ana-
lyzes for molds and yeasts, the nine samples were within the quality standard, the test for
Coliforms showed negative results in all samples, however four samples showed positive
results for Salmonella spp, making them unfit for human consumption. Contamination by
Salmonella indicates hygienic-sanitary flaws in the honey harvesting and/or processing

process.

Keywords: Meliponines; Hygienic-sanitary conditions; Microorganisms; Microbiologi-

cal parameters.



INTRODUCAO

As abelhas fornecem alimento e matéria-prima para 0 homem desde a antiguidade. Elas
atuam como polinizadores e ocupam posicéo de destaque na natureza, sendo que sua ali-
mentacdo depende das flores (Zilse et al. 2012; Parpinelli 2016). Dentre as 20 mil espécies
de abelhas existentes no mundo, aproximadamente 400 espécies ndo possuem ferrdo fun-
cional, e sdo chamadas de meliponineos ou abelhas-sem-ferrdo (ASF). Os meliponineos
sdo abelhas sociais, ou seja, vivem em col6nias, e ocupam areas tropicais e subtropicais
do planeta, porém a maior diversidade se encontra na regido amazonica (Zilse et al. 2012).
A Meliponicultura, nome dado a criagdo de abelhas-sem-ferrdo da subtribo Meliponina,
é uma pratica que foi desenvolvida ha séculos, ao longo da histéria da evolucdo da huma-
nidade, antes da introducdo da abelha europeia (Apis). A apicultura (criacdo de Apis mel-
lifera) vem crescendo como atividade econémica em diversos estados brasileiros, sendo
considerada um investimento sustentavel e de geracdo de renda (Wolff 2018).

O mel se destacou como um dos produtos mais conhecidos das ASF, e possui caracteris-
ticas fisico-quimicas diferentes do mel produzido pela abelha africanizada Apis mellifera
(Demeterco et al. 2019), o que lhe confere caracteristicas de sabor, cor e odor diferencia-
dos e que variam de acordo com a espécie de abelha criada e a florada da regido (Ventu-
rieri 2008; Zilse et al. 2012; Menezes et al. 2018).

O mel de abelhas pode apresentar microrganismos introduzidos pelas préprias abelhas,
além de outros microrganismos indesejados, devido a problemas na higiene durante sua
manipulacdo (Schlabitz et al. 2010). Por isso, diversos estudos vém sendo realizados com
méis de diferentes espécies de abelhas, visando conhecer e garantir a qualidade do mel
para consumo (Araudjo 2018; Campos 2019; Souza et al. 2021).

Entretanto, apesar da popularidade e reconhecimento das propriedades do mel de ASF e
seu crescimento na producdo como fonte de renda tenha crescido nos ultimos anos, tem-
se caréncia de pesquisas voltadas para verificar os parametros microbioldgicos destes
méis produzidos e comercializados nos municipios do estado do Amazonas, o que difi-
culta o estabelecimento de padrdes proprios para a producao e comercializacdo na regido.
A Portaria da Agéncia de Defesa Agropecuaria e Florestal do Estado do Amazonas
ADAF/AM n° 253 de 31 de outubro 2016, determina os parametros de controle para a
qualidade do mel de ASF, estabelecendo o Regulamento Técnico de Identidade e Quali-
dade (RTIQ) do mel de ASF, com requisitos que o mel deve obter para ser considerado

apto para o consumo. Com relacdo aos contaminantes, a Portaria estabelece os limites
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para microrganismos, como bolores e leveduras de até 10 (UFC g ou mL™?); auséncia
de Salmonella spp. e coliformes a 45 °C de até 10 2 (NMP g* ou mL™), além de requi-
sitos para a composicdo, acondicionamento, rotulagem, higiene, métodos de analises, en-
tre outros (Adaf, 2016). A Portaria n° 253/2016 - ADAF/AM foi um grande avango na
Meliponicultura, contudo cada regido tem suas particularidades de ambiente, de florada
e de producédo, o que pode resultar em méis com caracteristicas diferentes de uma regido
do estado para outra . Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi analisar a qualidade
microbiolégica de méis de ASF comercializados nas cidades de Coari e Tefé, Amazonas,
Brasil, de acordo com o que determina o RTIQ do mel de abelhas-sem-ferrao.

MATERIAL E METODOS

Aquisicdo das amostras

Foram coletadas nove amostras de méis, sendo cinco no municipio de Tefé e quatro no
municipio de Coari, Amazonas, Brasil, todas adquiridas no comércio local, entre marco
e junho de 2022 (Tabela 1). Foram adquiridas amostras de todos os comerciantes que
vendiam mel de abelhas nos dias de aquisi¢do, sendo que cada amostra foi adquirida de
um vendedor diferente. Todos os vendedores declararam que o mel comercializado era
produzido por abelhas jandairas, que é o nome popular atribuido as ASF na regido. As
amostras foram mantidas nas embalagens originais, em temperatura ambiente, e ao abrigo
de luz solar. Em seguida foram transportadas ao Laboratdrio de Microbiologia do Insti-
tuto de Saude e Biotecnologia, da Universidade Federal do Amazonas, onde foram arma-
zenadas sob refrigeracéo, a 10 °C, até 0 momento das anélises, seguindo as técnicas re-
comendadas pela APHA - American Public Health Association (2017) e BAM - Bacteri-
ological analytical Manual (2020).

Preparo das amostras

Uma aliquota de 25 mL de cada amostra foi retirada do frasco original e transferida para
um tubo Falcon estéril, onde ficou reservada sob refrigeracdo (10 °C) até o momento da
analise. Cada amostra foi submetida a agitacdo manual até completa homogeneizacéao e

analisada a temperatura ambiente. O material utilizado para o processamento das
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amostras foi esterilizado e toda a operagéo foi realizada préxima a um bico de Bunsen,
dentro da capela de fluxo laminar. Todas as analises descritas a seguir foram realizadas

em triplicata.

Tabela 1. Dados de identificacdo das amostras de méis adquiridas no comércio das cida-
des de Coari e Tefé, Amazonas, Brasil, 2022.

Amostra  Municipio Local de aquisi¢ao
Tef-1 Tefé Feira Municipal de Tefé
Tef -2 Tefé Feira Municipal de Tefé
Tef-3 Tefe Vendedor Ambulante
Tef-4 Tefé Feira Municipal de Tefé
Tef-5 Tefé Mercado Municipal de Tefé
Coa—-1 Coari Vendedor Ambulante
Coa-2 Coari Vendedor Ambulante
Coa-3 Coari Feira Municipal de Coari
Coa-4 Coari Feira Municipal de Coari

Contagem de bolores e leveduras

Para determinacao de bolores e leveduras foram seguidas as recomendagdes do método
APHA 21:2015. Em um Erlemeyer foram diluidos 25 mL de amostra em 225 mL de 4gua
peptonada, sendo esta a diluigdo 10~L. Em seguida, transferiu-se 1 mL desta diluicdo para
um tubo contendo agua peptonada, sendo esta a diluicdo 1072, Transferiu-se 1 mL da
segunda diluicdo para um novo tubo com agua peptonada, que constituiu a dilui¢do 103,
Posteriormente, 0,1 mL das dilui¢des 102, 102 e 1073 foi inoculado por plagueamento de
superficie, com auxilio de uma alga de Drigalski, em placas contendo meios Agar Extrato
de Levedura Glicose Cloranfenicol (YEGC). As placas foram incubadas em estufa do
tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand), a 25 °C, por cinco dias. Para a contagem
foram observadas coldnias tipicas de bolores (cotonosas, aveludadas ou pulverulentas) e
leveduras (observacdo microscopicas da morfologia das células), seguido do somatério
expresso em UFC mL* (APHA 2017b).
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Contagem de coliformes a 45 °C

O teste presuntivo foi realizado partindo das diluicdes em Agua Peptonada 10°%, 1072 e
1073, Foram pipetadas aliquotas de 1 mL das respectivas diluicBes para uma série de trés
tubos contendo 9 mL do Caldo Lactosado e um tubo de Durham invertido. Os tubos foram
homogeneizados e incubados a 35 °C por 24 horas, e como ndo houve altera¢cdo do meio
ou producdo de gas, aguardou-se mais 24 horas e realizou-se a leitura novamente (APHA
2017a).

Pesquisa de Salmonella spp.

Conforme o método descrito no Manual Analitico Bacteriologico - BAM (FDA 2020), de
forma estéril e controlada, em um Erlenmeyer foram adicionados 25 mL de cada amostra
de mel a 225 mL de caldo Lactosado. Em seguida, foi realizada uma dilui¢éo seriada em
tubos contendo 10 mL de caldo Lactosado, retirando-se 1 mL para cada diluigéo seguinte.
Os tubos foram incubados em estufa a 35 °C por 24 horas. Em seguida, foi inoculado 1
mL de cada diluicdo em 10 mL de caldo Selenito-Cistina (SC), e os tubos foram levados
a estufa a 35 °C por mais 24 horas. Posteriormente foi semeada uma aliquota da cultura
SC para placas com agar Verde Brilhante (VB) e agar Salmonella-Shigella, com auxilio

de uma alca de platina, e as placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 constam as caracteristicas das embalagens dos méis analisados. Observou-
se que nenhuma das embalagens apresentava rotulagem, todas as embalagens eram reuti-
lizadas, algumas com vedacgdo imprépria e a maioria das embalagens era de material plas-
tico. O RTIQ estabelece as normas para acondicionamento e rotulagem do mel, tornando
obrigatdrio que o mel exposto para comércio esteja em embalagens propicias para ali-
mentos e adequadas para as condicGes de prateleira, que confira prote¢do apropriada con-
tra contaminacao, além de rétulo contendo a identificacdo taxonémica da espécie de abe-
Iha-sem-ferrdo (ADAF/AM 2016).
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Nos municipios estudados, os comerciantes de mel de ASF ndo seguem as determinacdes
do RTIQ quanto ao acondicionamento e rotulagem. Embora a reutilizacdo de embalagens
seja uma possibilidade viavel, desde que sejam devidamente esterilizadas e contenham
vedacdo adequada, ndo ha como garantir que os méis adquiridos foram extraidos e emba-
lados em conformidade com as normas de boas praticas de manipulacéo de alimentos, o

que pode colocar em risco a satde do consumidor.

O crescimento de microrganismos em alimentos é influenciado pelas suas caracteristicas
fisico-quimicas, que determinam quais tipos de microrganismos sao capazes de se desen-
volver; assim como fatores externos como o0 manejo inapropriado, uso de material ndo
higienizado ou reutilizado. A contaminacdo do mel pode ser minimizada através do cum-
primento de normas de boas praticas de manipulacdo, além do uso de embalagens ade-

quadas para acondicionamento de alimentos.

Tabela 2. Caracteristicas das embalagens dos méis adquiridos no comércio dos munici-

pios de Coari e Tefé, Amazonas, Brasil, 2022.

Amostra Rétulo Tipo de embala- Material da em-

gem balagem
Tef-1 Ausente Reutilizada Plastico
Tef -2 Ausente Reutilizada Plastico
Tef -3 Ausente Reutilizada Vidro
Tef -4 Ausente Reutilizada Plastico
Tef -5 Ausente Reutilizada Plastico
Coa-1 Ausente Reutilizada Vidro
Coa-2 Ausente Reutilizada Plastico
Coa-3 Ausente Reutilizada Plastico
Coa-4 Ausente Reutilizada Plastico

Observou-se que todas as amostras analisadas estavam dentro dos padrdes estabelecidos
para bolores e leveduras, com auséncia ou dentro dos limites estabelecido pelo RTIQ
(Tabela 3). Em outros estudos foram encontrados resultados semelhantes aos do presente
trabalho para bolores e leveduras, com niveis de contaminagdo aceitaveis na maioria das
amostras analisadas. De 20 amostras de méis de Tiuba (Melipona fasciculata) provenien-
tes de municipios da Baixada Maranhense, apenas uma apresentou valores acima do re-
comendado, 105 UFC g~}(Fernandes et al. 2020). Caldas et al. (2020), obtiveram resulta-

dos, para bolores e leveduras, dentro dos limites estabelecidos (de 10* UFC mL ™) em
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60% das amostras analisadas. Enquanto Menezes et al. (2018), observaram niveis de até
1,19 x 106 UFC g* em mel de Melipona flavolineata proveniente da Comunidade da

Flecheira, Municipio de Tracuateua, no Nordeste Paraense.

Tabela 3. Resultados das analises microbiolégicas de amostras de méis de abelhas-sem-

ferrdo comercializados nos municipios de Coari e Tefé, Amazonas, Brasil.

Amostra Bolores e Leveduras Coliformes (45 °C) Salmonella spp.

Tef-1 1x10t UFC mL™* Ausente Ausente
Tef -2 Ausente Ausente Ausente
Tef -3 Ausente Ausente Presente
Tef -4 <1x10t UFC mL™ Ausente Presente
Tef-5 1,5x102 UFC mL™* Ausente Presente
Coa-1 1,5x102 UFC mL™ Ausente Ausente
Coa-2 <1x10! UFC mL™ Ausente Ausente
Coa-3 Ausente Ausente Ausente
Coa—4 <1x10! UFC mL™ Ausente Presente
Tolerancia* 10*UFC mL™* 102 NMP mL™* Ausente

*RTIQ - Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade, Portaria ADAF n° 253 de 31 de outubro de
2016.

Foi observada auséncia de coliformes a 45 °C em todas as amostras analisadas (Tabela
3), em conformidade com o que determina ° o Regulamento que estabelece os padrdes de
identidade e qualidade do mel de abelha-sem-ferrdo. A presenca de coliformes esta rela-
cionada a contaminagéo fecal, indicando falhas na higiene durante a manipulagéo do mel,
0 que pode ocasionar problemas a satde do consumidor. Por este motivo, a pesquisa de
coliformes é de suma importancia para avaliar a qualidade higiénico sanitaria do mel,
principalmente em regiGes onde o mel é produzido/comercializado de forma rudimentar
e muitas vezes sem os devidos cuidados de higiene (Lima et al. 2015; Probst, Biesek, e
Sales 2016; Coelho, Moura, e Andrade 2021).

No presente estudo verificou-se que quatro amostras de méis (Tef-3, Tef-4, Tef-5e Coa-
3) estavam contaminadas por Salmonella spp. (Tabela 3), em desacordo com o que deter-
mina o RTIQ do mel de ASF (ADAF/AM 2016). Esta bactéria é responsavel por uma
grande parte dos surtos de doengas transmitidas por alimentos, podendo causar quadros
de diarreia, vémito, febre, dor abdominal, mal-estar geral, cansago, perda de apetite e

calafrios, dependendo do nivel de contaminacao (Ministério da Saude 2019).

Embora o comércio de mel de ASF tenha crescido nos ultimos anos, em feiras livres e

mercados a comercializagdo ainda costuma ser realizada de forma rudimentar. Visando
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melhorar a qualidade microbioldgica desse mel é fundamental a adocéo das boas praticas
de manipulacdo em todas as etapas da cadeia produtiva, desde o manejo das colmeias até

0 armazenamento e distribuicdo para o comércio (Villas-Bbas 2018).

Cuidados com a higiene de equipamentos, utensilios, vestimentas, bem como no manejo
da colbnia, colheita e envasamento do mel s@o essenciais para que se obtenha um produto
de boa qualidade microbioldgica. Portanto, a adocao das boas préaticas de manipulacao
servem para prevenir contaminag6es externas do mel, pois alguns tipos de microrganis-
mos podem produzir metabdlitos tdxicos, e quando encontrados em altas concentracoes
podem indicar contaminagio devido a praticas incorretas de manipulagio do mel (Avila
et al. 2016; Menezes et al. 2018; Pinto e Souza 2018).

Os microrganismos do mel de ASF podem ocorrer de forma natural, pela microbiota as-
sociada as ASF, ou por contaminacdo durante seu beneficiamento e manipulagdo. Em
estudos recentes foi possivel observar uma relacdo de simbiose benéfica entre as abelhas
e uma microbiota que inclui virus, leveduras, bactérias e fungos filamentosos, mostrando
que o mel, pdlen e/ou néctar podem conter uma microbiota natural diversificada e ainda

pouco conhecida (Echeverrigaray et al. 2021; Paula et al. 2021).

Destaca-se que embora haja diversos trabalhos académicos relacionados a quantificacdo
de microrganismos em mel de abelhas, a maioria foi realizada com mel produzido por A.
mellifera (abelha-com-ferrdo) (Campos 2019; Okaneku et al. 2020; Albuquerque et al.
2021), sendo que ha uma caréncia de estudos sobre mel de abelha-sem-ferrdo, principal-
mente na regido amazoénica, o que torna necessaria a realizacao de mais estudos para ve-
rificar a qualidade microbioldgica dos méis de diferentes espécies de ASF em diferentes

locais.

CONCLUSAO

Em relacdo ao acondicionamento e rotulagem, nenhuma amostra cumpriu 0s critérios es-
tabelecidos no RTIQ do mel de ASF do Amazonas. Ja em relacdo aos critérios microbio-
I6gicos, pouco mais da metade (55%) das amostras cumpriram os requisitos exigidos. No
entanto quatro amostras (45%) apresentaram contaminacao por Salmonella spp., estando

inaptas para consumo humano.
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Os resultados observados reforcam a importancia da oferta de treinamentos relacionados
a boas praticas de manipulacdo de alimentos, visando melhor higiene nas etapas de
manejo e beneficiamento do mel, de forma a contribuir com a profissionalizacdo dos
meliponicultores, além de proporcionar a comercializacdo de um alimento seguro aos

consumidores.
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