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RESUMO

O mel produzido pelas abelhas meliferas € um alimento adocicado, muito apreciado pelo paladar
humano pelas suas propriedades nutricionais e acdo antimicrobiana. A analise microbiolégica faz-se
necessaria devido ao fato de a maioria dos méis ndo serem pasteurizados. Por outro lado, a acao
antimicrobiana do mel depende da sua composi¢do quimica. Sua composicdo: cor, aroma e sabor
advém, principalmente, das floradas, das regifes geograficas, do clima e da espécie de abelha. O
presente trabalho tem por objetivo, demonstrar a qualidade microbiana dos méis produzidos e
comercializados na regido de Guaxupé-MG. As amostras de méis foram analisadas para determinar a
presenca de contaminantes microbianos, principalmente bactérias e fungos, através das técnicas de
diluicdo em série e plaqueamento por espalhamento. As propriedades antimicrobianas das amostras
de méis foram analisadas monitorando o crescimento da cultura da bactéria Escherichia coli pela
técnica de turbidimetria. Os resultados foram realizados sempre em triplicada, sendo observada a
presenca de bactérias mesdfilas numa quantidade inferior a 5 UFC/g, o que pode ser considerado
insignificante. Esses resultados indicaram boa procedéncia, coleta e armazenamento dos méis
analisados. Comparando-se os resultados obtidos, todos os méis demonstram uma boa atividade
antimicrobiana, sendo que as amostras A, C, D, F e H apresentaram um crescimento bacteriano
quase zero. Diante dos resultados observados, pode-se concluir que os méis da regido apresentam
excelente qualidade microbioldgica e antimicrobiana.
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ABSTRACT

The honey produced by the melliferous bees is a sweet food very much appreciated by the human
taste and by the its nutritional properties and antimicrobial activity. Microbiological testing is necessary
due to most honeys do not undergo pasteurization. Moreover, the antimicrobial activity of honey
depends on its chemical composition. Its composition, color, aroma and flavor depend mainly on the
blossoms, geographical regions, climate and bee species. Some of the components are due to
maturation of honey, some by bees are added and some are derived from plants. This paper aims to
demonstrate the microbial quality of honey produced and marketed in the region of Guaxupé - MG.
The honey samples were analyzed to determine the presence of microbial contaminants, particularly
fungi and bacteria through techniques serial dilution and plating scattering. The antimicrobial
properties of the honey samples were analyzed by monitoring growth of a culture of Escherichia coli
by turbidimetry technique. Results were performed in triplicate, the presence of mesophilic bacteria
was observed less than 5 CFU/g, which can be considered negligible amount. These results indicated
good source, collection and storage of honeys analyzed . Comparing the results, all honeys show
good antimicrobial activity, with samples A, C, D, F and H exhibited a bacterial growth almost zero.
Given the observed results, we can conclude that the region honeys exhibit excellent antimicrobial and
microbiological quality.
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1. INTRODUCAO

O mel € um dos mais antigos produtos naturais, sendo conhecido como edulcorante,
ou adocante natural (WIESE, 1986). Entretanto, apesar da sua aparente simplicidade, o mel
€ um produto bioldgico extremamente complexo (LIANDA, 2004).

Neste trabalho foi avaliada a qualidade microbiolégica de méis produzidos por
pequenos apicultores na regido de Guaxupé (MG), através de aplicacdo de técnicas
tradicionais de analise de alimentos. Uma das justificativas para este estudo € o fato da
regido concentrar um numero significativo de pequenos apicultores com uma producdo
artesanal de mel.

O mel é um produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas a partir do néctar
das flores, das secregfes procedentes de partes vivas das plantas ou ainda de excregdes
de insetos sugadores que ficam sobre as plantas. As abelhas recolhem esses compostos,
transformam e combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam
madurar nos favos da colmeia (mel de melato) (BRASIL, 2000).

O mel é também designado como produto viscoso, adocicado e geralmente de
aroma agradavel. Sua qualidade nutricional (vitaminas, minerais, valor energético elevado),
suas propriedades medicinais (agdo antioxidante e antisséptica relacionada aos compostos
fendlicos) e suas propriedades sensoriais tém atraido milhares de consumidores
(MOREIRA, 2001).

O Brasil tem um grande potencial apicola devido a sua flora ser bastante
diversificada, por sua extensdo territorial e pela variabilidade -climatica existente,
possibilitando assim produzir mel o ano todo, o que o diferencia dos demais paises que,

normalmente, colhem mel uma vez por ano (PEREIRA, 2010).

2. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO MEL DE ABELHA E SUA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

O mel apresenta inUmeros componentes e substancias em sua composicdo, desde

acucar até sais minerais, proteinas e vitaminas, com valores e propor¢des ja determinados.
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O mel mais analisado para se obter dados e padrbes a respeito dos valores e proporcdes
dos seus componentes e substancias, € o da abelha Apis mellifera (APOSTILA, 2008).

A composicdo do mel pode ser descrita como sendo 79% uma solucéo de acglcares,
sendo 31% de glicose, 38% de frutose e 10% de outros aclUcares. O mel ainda apresenta
18% de agua e 3% de outras substancias. Esses 3% de substancias variadas € que tornam
o mel Unico, em que se incluem substancias como vitaminas, minerais, pigmentos, enzimas,
acidos organicos, flavonoides e outras substancias biologicamente ativas (PEREIRA, 2010).
A composi¢do quimica e, consequentemente, o sabor, aroma, cor e densidade do mel
variam de acordo com sua origem botanica, clima, solo, umidade, altitude e, por fim, até a
manipulacdo do apicultor (BARTH, 1989; 2004).

A acdo antimicrobiana do mel, sendo considerado um anti-inflamatério e antibiotico
natural, depende da sua composi¢cdo quimica. Ao todo ja foram encontradas mais de 180
substancias em diferentes tipos de méis. Pequenas alteracbes na composicao quimica do
mel também podem ser atribuidas aos efeitos de processamento e estocagem (PEREIRA,
2010).

Estudos das propriedades antibacteriana, antifingica, imunolégica e antioxidante do
mel tém sido amplamente divulgados, nos mais diferentes agentes etioldgicos de interesse
médico, como Escherichia coli, Salmonella thyphimurium, Shigella sonnei, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans, Helicobacter pylorie
Candida albicans, entre outros (APOSTILA, 2008).

O mel pode manter-se preservado a deterioracdo por longos periodos de tempo.
Essa sua caracteristica intrinseca, se deve a sua atividade antimicrobiana, que pode variar
de acordo com a sua origem floral (SATO & MIYATA, 2000). Existem varios fatores que
podem contribuir para a propriedade antimicrobiana do mel, dentre os quais: baixa atividade
de agua, alta pressdo osmdtica, baixo valor de pH, sistema glucose-oxidase, com a
formacdo de perdxido de hidrogénio, alta taxa carbono/nitrogénio, baixo potencial redox —
relacionado ao alto conteddo de acucares redutores — baixo conteudo de proteinas,
presenca de agentes quimicos e substancias volateis (HOOPER, 1976; MOLAN, 1996;
NATIONAL HONEY BOARD, 2006; WESTON, 2000; WHITE, 1979).

2.1 Qualidade microbioldgica do mel
Quando comparado com outros produtos de origem animal, o mel apresenta uma

baixa microbiota, porém ndo é um alimento estéril e estd suscetivel a contaminagfes pela
manipulacdo inadequada (MENDES, da SILVA, de MESQUITA, 2009).
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A microbiota do mel pode ser dividida em dois grupos, os pertencentes a propria flora
do mel (existentes antes da colheita) e os de contaminacdo secundaria, diretamente
relacionada a extracdo e ao beneficiamento. Quanto aos micro-organismos da flora do mel
podem ser citados os bolores e leveduras que, em condicbes normais de umidade, ndo
interferem na qualidade do mel e ndo sdo patogénicos (MENDES, da SILVA, de
MESQUITA, 2009).

O mel também € a Unica fonte registrada de alimento veiculador do agente causador
do botulismo infantil. Essa doenga é causada pela bactéria Clostridium botulinum, que afeta
quase exclusivamente as criangas com idade inferior a um ano. Estas séo suscetiveis ao
desenvolvimento da doencga devido a imaturidade da flora intestinal, pois a ingestdo de
alimento contendo esporos, permite a germinagao, multiplicacdo e producdo de neurotoxina
botulinica no intestino infantil (MENDES, da SILVA, de MESQUITA, 2009).

A qualidade do mel ndo depende apenas das praticas higiénicas do produtor, mas
também esta relacionada aos habitos higiénicos das abelhas. A maioria das meliponas
costuma visitar excrementos humanos, de animais e aguas poluidas. Considerando esses
habitos, as abelhas podem ser classificadas em limpas, ocasionalmente limpas e sujas. A
abelha mais higiénica é a popular Jati (Tetragonisca angustula). Levando-se em conta as
abelhas classificadas como sujas, a qualidade do seu mel torna-se muito comprometida
pelos seus habitos inadequados, a ponto de seu mel ndo ser recomendado para consumo
humano. Exemplos de abelhas com habitos higiénicos impréprios incluem: a Cupira,
(Partamona cupira), Mandassaia (M. quadrifasciata), Jandaira do Nordeste, (M. subnitida),
Urucu do Nordeste, (M. scutellaris), e (T. testaceicornis). J& foram vistas essas espécies de
abelhas coletando excrementos humanos e de animais para a construgéo de suas colmeias.
A Trigona necrofaga e outras espécies de trigonas sdo descritas como tendo o habito de
visitar carcacas de animais mortos, para retirar deles sua fonte de proteinas (MENDES, da
SILVA, de MESQUITA, 2009).

Como os demais produtos alimenticios, o0 mel deve satisfazer os nhumerosos critérios
de qualidade e certificacbes antes da comercializacdo. Entretanto, com o incremento de
consumo de produtos naturais, o0 mel tem sido utilizado e comercializado mais intensamente,
aumentando também a possibilidade de fraudes, adulteracbes e manipulacdo inadequada.
Com a crescente exigéncia do mercado consumidor em relacao a qualidade de produtos
alimenticios, existe um aumento da procura por selos de qualidade, como o do Servico de
Inspecéo Federal (S.I.F), no caso do mel (da SILVA et al., 2008).

3. METODOLOGIA
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Foram obtidas na regido de Guaxupé (MG) oito diferentes amostras de méis
silvestres, sendo estes analisados para a determinag¢édo de contaminantes microbioldgicos e

também de suas propriedades antimicrobianas.

3.1 Determinac¢do dos contaminantes microbianos dos méis pela técnica de diluicdo e

espalhamento em placas

As amostras de méis foram analisadas para determinar a presenga de contaminantes
microbianos, através da técnica de diluicdo e espalhamento em placas. No plaqueamento
foram utilizados os meios de culturas para determinacdo e cultivo de bactérias totais,
bolores e leveduras totais descritos por Neder (1992). As analises foram feitas pesando
aproximadamente 1 g da amostra de mel e diluindo 1% em 10 mL de agua peptonada,
sendo depois vigorosamente agitada para a total dissolucdo. Em seguida, 100uL dessa
solucéo foram transferidos para uma placa de Petri com 0 meio de cultura apropriado para
determinar bactérias totais ou para levedura e bolores totais, e espalhados com auxilio de
uma alca de Drigalski (NEDER, 1992). As placas inoculadas foram incubadas a 30°C, sendo
observado o crescimento de colbnias ap0s 24 e 48 horas de inoculagédo. Todas as analises

foram realizadas em triplicada.

3.1.1. Preparo dos meios de cultura

a) Meio para Isolamento Total de Bactérias (NEDER, 1992)

Para a preparacdo deste meio, utilizou-se dos seguintes reagentes: 5,0 g de
peptona, 3,0 g de extrato de carne, 1,0 g de cloreto de sédio, 15,0 g de 4gar e 1000 mL de
agua destilada.

b) Meio para Isolamento Total de Fungos (NEDER, 1992).

Para a preparacdo deste meio, utilizou-se dos seguintes reagentes: 30,0 g de
sacarose, 2,0 g de nitrato de sédio, 1,0 g de fosfato dibasico de potassio, 0,5 g de sulfato de
magnésio, 1,0 g de cloreto de potassio, 0,01 g de sulfato ferroso, 18,0 g de agar e 1000 mL

de agua destilada.

3.2 Determinacdo das propriedades antimicrobianas dos méis por turbidimetria

As propriedades antimicrobianas das amostras de méis foram analisadas através da

técnica de turbidimetria. A espectroscopia de ultravioleta-visivel permitiu monitorar a turbidez
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dos meios de cultura da bactéria Escherichia coli e, dessa forma, acompanhar o
desenvolvimento dessas culturas em meios contendo as diferentes amostras de méis.

O meio de cultura utilizado para cultivar a Escherichia coli € 0 mesmo descrito no
item 2.1 para determinar bactérias totais (NEDER, 1992); a Unica diferenca € a adicdo do

mel ao meio.

3.2.1. Preparo das culturas

Foram adicionados em erlenmeyers de 125 mL, 50 mL do meio de cultura
esterilizado e 10 g de mel, obtendo no final um meio de cultura contendo 0,2 g de mel/mL.
Os meios de culturas contendo mel (0,2 g/mL) foram inoculados com 100uL de meio de
cultura de Escherichia coli, com 12 horas de crescimento e valor de absorbancia aproximado
de 1,5 em 600nm. A cultura foi em seguida mantida em crescimento na estufa a 30°C sob
agitacdo constante.

O crescimento bacteriano foi monitorado de hora em hora através da medida de
absorbancia (Densidade Otica-DO) no comprimento de onda de 600nm em um
espectrofotbmetro UV-Visivel FeMTO 700 Plus. Tomou-se o cuidado de diluir a amostra do
meio de cultura de E.coli toda vez que a absorbancia ultrapassou o valor de 1, a fim de
respeitar a Lei de Beer (SKOOG et al., 2002).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacdo dos contaminantes microbianos dos méis pela técnica de diluicdo e

espalhamento em placas

Os resultados das analises para determinacédo de bactéria, levedura e bolores nas

diferentes amostras de méis estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Representagdo dos resultados obtidos das diferentes andlises microbiol6gicas dos méis
apos 48 horas de incubacéo.

Amostras Bactérias Totais Bolores e Leveduras Totais

(UFC/g) (UFC/g)
A 7 x 10? Auséncia
B 5 x 10? Auséncia
C 2 x 10? Auséncia
D Auséncia Auséncia
E Auséncia Auséncia
F 1,5 x 102 Auséncia
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G 0,5 x 10? Auséncia
H 0,5 x 10? Auséncia
Fonte: elaborada pelas autoras.

Os resultados da Tabela 1 mostraram a boa qualidade microbiana dos méis
produzidos na regido de Guaxupé. Foi observado um baixo crescimento bacteriano e, no
caso das amostras D e E, ndo foi constatado nenhum crescimento bacteriano mesmo apés
48 horas de cultivo.

Nas analises de bolores e leveduras totais também nao foi observado nenhum
crescimento. A baixa incidéncia e a auséncia de bolores e leveduras em amostra de méis, ja
foram observadas e discutidas por Garcia-Cruz e colaboradores (1999) na analise de méis
da regido de Séo José do Rio Preto.

A inibicdo do crescimento microbiano é uma caracteristica do mel em geral, pois este
apresenta baixa atividade de &agua, alta pressdo osmoética, além de possuir na sua
composi¢ao quimica agentes antimicrobianos naturais. Portanto, sendo o mel procedente de
abelhas com habitos limpos, tendo sido coletado, processado e armazenamento de forma

adequada, é considerado um alimento com tempo longo de prateleira.
4.2 Determinacédo das propriedades antimicrobianas dos meéis por turbidimetria
A Figura 1 mostra as curvas de crescimento da bactéria Escherichia coli obtidas a

partir do monitoramento da DO em 600nm das culturas sem a adicdo de mel (amostra

referéncia-Branco) e com a adicdo de mel na concentracdo de 0,2 g/mL.
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Figura 1 - Curva de crescimento da bactéria Escherichia coli obtido pelo monitoramento
da absorbancia em 600nm em intervalos de 1 hora.
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Fonte: elaborada pelas autoras.

Os resultados obtidos demonstram que, de forma geral, todos os méis possuem uma
boa atividade antimicrobiana. As amostras A, C, D, F e H apresentaram um crescimento
bacteriano quase zero. As amostras B, E e G apresentaram um pequeno crescimento apos
8 horas de cultivo. O monitoramento foi realizado até 12 horas apés a inoculacdo, sendo no
final deste periodo observado um crescimento significativo das culturas das amostras B e E.
Dessa forma, pode-se constatar que no periodo de 8 horas, apds a inoculagdo, ocorreu a
adaptacdo metabolica das bactérias; nesse processo foram selecionadas as células com

maior resisténcia as propriedades antimicrobianas presentes no mel. No caso das amostras
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A, C, D, F e H, pode-se concluir que as propriedades antimicrobianas presentes nos meéis na

concentracao 0,2g/mL foram suficientes para inibir totalmente o crescimento bacteriano.

5. CONSIDERACOE FINAIS

Analises para identificagdo e contagem de micro-organismos nas amostras de méis
comprovaram a excelente qualidade das amostras analisadas. Considerando que a maior
parte das amostras foi adquirida de pequenos produtores e que estes produzem e
comercializam de forma artesanal os méis, acredita-se que a producdo e manipulacdo dos
méis tém sido feitas com higiene e cuidado necessérios para evitar possiveis
contaminacdes. No entanto, ressalta-se o fato do mel, em geral, ja apresentar naturalmente
na sua composicdo componentes antimicrobianos, em maior ou menor quantidade
dependendo da sua origem.

Este trabalho mostrou a boa atividade antimicrobiana dos méis da regido de
Guaxupé, para inibir o crescimento de culturas de E. coli nas concentragbes de 0,2 g/mL.
Como a composicdo do mel depende principalmente da flora local onde a abelha coleta o
néctar, podemos considerar que a regido possui caracteristicas propicias para produzir mel
silvestre com boa qualidade antimicrobiana.

Apés a identificacdo das amostras de méis (amostras A, C, D, F e H) com maior
atividade antimicrobiana realizada neste estudo, pode-se sugerir, como trabalhos futuros, a
identificacdo mais detalhada da flora local que pode ter contribuido para as boas
propriedades desses méis, além de também classificar os agentes quimicos que, neste

caso, contribuem para a atividade antimicrobiana.
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