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RESUMO
O mel contém elevada concentracdo em acucares, e outros fatores, que desfavorecem o
crescimento de microrganismos, sendo encontrados sobretudo os esporulados. A
contaminacdo primaria, devida as prdprias abelhas, vem do néctar, parte de plantas, das
proprias abelhas, suas larvas e do ambiente da colméia. A contaminagdo secundéria, seja por
microrganismos esporulados ou ndo, ocorrera por influéncia ambiental e humana durante a
coleta e envase, dependendo da higiene. Foram pesquisados representantes das fases primaria
e secundaria de contaminacdo em nove méis de Apis mellifera comercializados em Dourados,
MS. Para pesquisa das bactérias esporogénicas aerébias mesdéfilas, o mel suspenso em salina
peptonada a 0,1% foi inoculado em porc¢des de 10 ml, 1 ml e 0,1 ml em frascos contendo 100
ml de TGE, pH 7,0 a 50-55°C. Homogeneizou-se, submeteu-se a choque térmico de
10min/80°C, distribuiu-se o volume de cada frasco em placas estéreis e incubou-se a
30°C/48h. Para pesquisa de estafilococo coagulase positiva o mel foi suspenso em salina
peptonada a 0,1% seguindo-se diluicdo seriada até 10*. De cada dilui¢do foi inoculado por
incorporacdo 0,1 ml em placas com AMS, pH 7,4. Incubou-se a 28-32 °C/48h. Né&o se obteve
cultura tipica desenvolvida em AMS e de todos os méis se obteve bactérias esporogénicas
aerdbias mesofilas em TGE, respectivamente, as maiores contagens, 121 e 87 esporos/g para
os méis (florada/localidade) V (silvestre/Fatima do Sul) e VI (silvestre/Dourados), e
contagens menores, 3,5 e 7,0 esporos/g para os meis VIII (eucalipto/Sdo Paulo) e llI
(silvestre/Ponta Pord). Inferiu-se que duas amostras tiveram contaminacdo de fonte

secundaria.

Palavras-chaves: mel, estafilococo coagulase positiva, bactéria esporogénica aerdbia
mesofila.
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1 INTRODUCAO

O mel é substrato que nédo favorece o desenvolvimento de microrganismos devido ter
elevado conteido em acucares, principalmente frutose e glicose (CAMPOS et al., 2003) que
Ihe proporcionam alta forga osmotica e a outras propriedades como a formacao de perdxido
de hidrogénio, a baixa atividade de agua, presenca de compostos fendlicos e a outros fatores
desconhecidos. (TAORMINA et al., 2001).

Contudo, o mel n&o é estéril; pode abrigar microrganismos que podem se manter viaveis
por longos periodos como, por exemplo, os formadores de esporos.

As bactérias esporogénicas podem ser de fonte primaria, ou seja, como se fossem
préprias do mel, se estiveram antes presentes na fonte de néctar, na colméia, na superficie
externa das abelhas ou no seu aparelho digestério. E também podem ser de fonte externa,
secundaria, sendo incorporadas ao produto por ocasido da colheita e envase, como exemplos,
pelo ar ambiente, poeira, pelos manipuladores e pelo equipamento e utensilios contaminados.
(SNOWDON; CLIVER, 1996; OLAITAN et al., 2007).

Os estafilococos coagulase positiva, se presentes em mel, provavelmente sejam de fonte
externa visto serem encontrados em humanos, em ambientes por eles frequentados e em
objetos de uso pessoal. Havendo condicdo favoravel, como o aumento no teor de umidade, as
bactérias do mel podem se desenvolver e com isso alterar o produto, diminuindo o tempo de
viabilidade de consumo.

Esta pesquisa visou trazer informacdes sobre os conteudos de bactérias esporogénicas e

estafilococos coagulase positiva em amostras de mel comercializadas em Dourados, MS.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bactérias esporogénicas mesofilas aerobias

De acordo com Silva et al. (2007), endGsporos, ou esporos internos, sao estruturas que
resistem a condi¢gdes ambientais que seriam letais para células vegetativas de bactérias. Apos
serem formados, os esporos permanecem em estado de dorméncia, ndo tem atividade
metabolica, ndo se multiplicam, suportam o congelamento, a desidratacdo, a irradiacdo, a
presenca de conservantes, tratamento com desinfetante e a exposi¢do a altas temperaturas.
Entretanto, em condi¢Ges favoraveis, podem germinar e dar origem a novas células
vegetativas.

Entre as bactérias aerobias mesofilas formadoras de esporos e associadas com alimento
estdo os bastonetes do género Bacillus (SILVA et al, 2007). Embora haja muitas espécies no
género Bacillus, as espécies B. anthracis e B. cereus se destacam por causarem,
respectivamente, infeccdo natural ou experimental como arma bioldgica, e intoxicacdo
alimentar por colonizacdo do intestino delgado. O B. cereus produz enterotoxina e cresce
causando no ser humano a sindrome diarréica e emética. (GOMES, 2013).

Os esporos do Bacillus cereus sao hidréfobos, ou seja, aderem fortemente as superficies
de ago inoxidavel e de diversos materiais, resistindo aos procedimentos de limpeza e podendo
provocar problemas nas industrias de alimentos (GOMES, 2013).

As bactérias esporuladas mais pesquisadas em mel sdo do género Clostridium, que é
anaeradbio estrito. Ha bem menos informacdes sobre bactérias esporuladas aerobias, como o
género Bacillus.

Contudo, Kokubo et al. (1984) apud Snowdon; Cliver (1996) investigaram 74
amostras de mel e encontraram esporos bacterianos em 67 amostras. Dessas, a maioria era de

Bacillus, sendo predominante o B. cereus seguido por B. coagulans, B. megaterium e B. alvei.

2.2 Estafilococos coagulase positiva

A pesquisa de estafilococos produtores de coagulase se faz porqué muitas vezes esta
associada a capacidade da producdo de enterotoxinas, sendo um indicador indireto do
potencial patogénico do microrganismo (FDA, 2001).

Essas enterotoxinas sdo termoestaveis e resistem & cocgdo e a enzimas proteoliticas, e

basta uma dose de toxina menor que 1,0 pg/Kg (300 a 500ng) em alimentos contaminados
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para produzir sintomas de toxinose por estafilococos (BALABAN, N.; RASOOLY, A.,
2000 apud SANT"ANA; AZEREDO, 2005). A toxina € produzida quando a quantidade das
bactérias esta entre 10° e 106 UFC/g ou ml do alimento.

Os sintomas da toxinose, que aparecem dentro de 1-6 horas apds a ingestdo de um
alimento contaminado, sdo caracterizados por nausea, vomito, espasmo abdominal e diarréia.
Em casos severos, muco e sangue sao observados no vomito e nas fezes, como citam Raddi et
al. (1988).

Entre as espécies coagulase positivas, que sdo Staphylococcus aureus, S. intermedius e
S. hyicus (Doyle, 1989 apud Sant”Ana; Azeredo, 2005), foi enfocada neste trabalho a S.
aureus devido sua frequéncia em humanos (TRABULSI; ALTHERTUM, 2008).

De acordo com Trabulsi; Althertum (2008) e Franco (2005), os Staphylococcus aureus
medem aproximadamente 0,5 a 1 um de didmetro, ocorrem isolados, aos pares e em
agrupamentos semelhantes a cachos de uvas. Sdo imoveis e nao formam esporos. Sao Gram-
positivos, anaerdébios facultativos, a maioria pode multiplicar-se em 7,5% a 15% de NaCl.
Fermentam carboidratos e produzem pigmentos amarelo-ouro.

Os S. aureus, embora patogénicos, sdo comumente encontrados na pele e mucosas de
humanos e animais saudaveis, nas vias aéreas superiores do homem, sendo facilmente
transferidos para os alimentos por meio do contato direto com as méos ou por perdigoto.
(TRABULSI; ALTHERTUM, 2008; FRANCO, 2005; RADDI et al., 1988).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral
Avaliar amostras de mel quanto ao conteudo de bactérias de fontes priméaria e

secundaria visando o consumo humano.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar a densidade de bactérias esporogénicas mesofilas aerdbias.
Avaliar a densidade de estafilococos coagulase positivos.

Avaliar as condicGes higiénico-sanitarias das amostras de mel.

Revista O Universo Observavel - v.1, n.3, jul., 2024 11
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

4.1.1 Vidraria, aparelhos e outros materiais.

Vidraria comum de laboratorio.

Aparelhos: autoclave, banho-maria, balanca analitica, estufa de esterilizacdo e secagem,
estufa incubadora, geladeira, microscépio Optico, pHmetro, agitador de tubos, micropipeta
com ponteiras para 1000 ul e para 100 pl.

4.1.2 Amostras de mel

Foram adquiridos méis de Apis mellifera disponibilizados no comércio, sendo estas
amostras inspecionadas por 6rgdos oficiais. As amostras foram colhidas entre outubro de
2012 a fevereiro de 2014 e analisadas dentro do periodo de validade que é de dois anos apos a

colheita. As amostras foram mantidas nas embalagens de origem e em local fresco e seco.

4.1.3 Meios de cultura e solugdes (SILVA et al., 2007).

Agar Manitol Sal (AMS); g/l:
Peptona (10,0), extrato de levedura (1,0), NaCl (75,0), d-manitol (10,0), vermelho de fenol
(0,025), agar (18,0), 4gua destilada (1000,0 ml). pH 7,4 + 0,2. Autoclavar a 121°C, 15 min.

Agar Triptona Glicose Extrato de Carne (TGE); g/l
Triptona (5,0), peptona de carne (3,0), glicose (1,0), agar (18,0), agua destilada (1000,0 ml).
pH 7,0 + 0,2. Distribuir 100 ml/frasco ja contendo a porcdo de &gar. Autoclavar a 121°C, 15

min.

Solucéo salina peptonada a 0,1%; g/l:
NaCl (8,6), peptona (1,0), agua destilada (1000,0 ml). Distribuir 9ml/tubo para determinagédo
de estafilococos coagulase-positivos e 90ml/frasco para contagem de esporos de bacterias
mesdfilas aerdbias. Autoclavar121°C, 15 min.
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4.2 Métodos

As analises foram feitas em duplicatas.

4.2.1 Determinacéo de estafilococos coagulase-positiva (SILVA et al., 2007).

Pesar 10 g de mel e diluir em 10 ml de salina peptonada (1:1, m/v). A partir desta suspensdo-
mée proceder a diluicdo seriada até 10 em salina peptonada a 0,1%. Homogeneizar as suspensoes a
cada diluicdo.

De cada diluicdo colocar 100 pl em placa esterilizada. Verter 20 ml do meio de Agar Manitol
Sal, pH 7,4, resfriado a aproximadamente 45 °C (método pour-plate). Homogeneizar, aguardar
solidificag&o, selar a placa com filme pléstico e incubar a 28-32 °C, por 48h.

Contar o numero de col6nias caracteristicas com formato circular, convexas, cremosas €

brilhantes, cor amarelo ouro. Obter culturas puras para submeter ao método de Gram e testes

catalase e coagulase.

4.2.1.1 Método de Gram (NEDER, 1992)

Preparar um esfregaco espalhando-se uniformemente pequena porcdo de colbdnia
bacteriana misturada a uma gota de agua em uma lamina de microscopia. Deixar secar ao ar.
Fixar o esfregaco passando a lamina 3 vezes pela chama. Esfriar. Corar pelo Método de

Gram.

Técnica de coloracdo:

Cobrir o esfregago com solugédo de cristal violeta ou de violeta de genciana (corante).
Deixar 1 minuto. Esgotar a ldamina e cobrir com a solucdo de lugol (mordente). Deixar 1
minuto. Esgotar a lamina e, mantendo-a inclinada, gotejar alcool a 95% até ndo se desprender
mais corante da preparacdo. Lavar em agua corrente. Cobrir a ldmina com solugdo de fucsina
durante 30 segundos. Lavar em agua corrente. Secar.

Examinar ao microscépio, com objetiva de imersdo. Anotar a coloracdo das bactérias e
outras caracteristicas, como morfologia e modalidade de agrupamento celular.

Estafilococos sdo cocos Gram-positivos encontrados isolados ou em tétrades ou em

“cacho de uva”.
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4.2.1.2 Teste da catalase (LARPENT; LARPENT-GOURGAUD, 1975).
Homogeneizar pequena porcdo da colbnia bacteriana em uma lamina de microscopia
contendo 2 gotas de agua oxigenada a 3%. N&o agitar. O desprendimento de bolhas de gas

(O.) indicaré a presenca da catalase.

4.2.1.3 Evidenciacdo da coagulase (BRASIL, 1981).

Inocular pequena porcdo da colonia de cocos Gram-positivos em tubos contendo 1 ml
de Caldo Cérebro-Coracdo (BHI) e incubar a 37 °C durante 24 h. Apés, transferir 0,3 mL
desse cultivo para tubo contendo 0,5 ml de plasma oxalatado e incubar a 37 °C por 4 h.
Verificar a presenca de coagulos. Se a reacdo for negativa, incubar novamente por até 24 h

para a confirmagéo dos resultados.

4.2.2 Contagem de esporos de mesofilos aerobios (SILVA et al., 2007).

Pesar 10 g de mel e diluir em 90 ml de agua salina peptonada (1:10, m/v).

Inocular porgdes de 10 ml, 1 ml e 0,1 ml do mel diluido em trés frascos diferentes
contendo 100 ml de &gar TGE, pH 7,0, previamente fundido e resfriado 50-55 °C.
Homogeneizar. Submeter a choque térmico de 10min. a 80 °C, em banho-maria com
temperatura controlada a fim de matar as células vegetativas. Iniciar a contagem do tempo
guando todos os frascos atingirem temperatura de 80 °C, usando frasco com TGE nédo
inoculado e contendo um termémetro.

Apos, distribuir o volume de cada frasco em cinco placas vazias e esterilizadas (20
ml/placa). Aguardar a solidificacdo e incubar as placas a 30 °C por 48h.

Contar as Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) desenvolvidas em cada conjunto de

cinco placas com dilui¢do apropriada para a contagem (com 25 a 250 colonias).

Calculo do numero de esporos/g, de acordo com o volume do in6culo:
In6culo de 10 ml: Esporos/g = n°® UFC.
In6culo de 1 ml: Esporos/g = n° UFC x 10;
In6culo de 0,1 ml: Esporos/g = n® UFC x 100.

O numero de esporos que pode ser quantificado por essa técnica varia de 1 a 150.000/g.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram analisadas sete amostras de mel silvestre provenientes da regido sul de Mato
Grosso do Sul e duas amostras de mel unifloral provenientes de Séo Paulo-SP, coletadas entre

outubro de 2012 a fevereiro de 2014 (Tabela 1) e analisadas dentro do periodo de validade.

Tabela 1 Tipos de mel, procedéncia e data da coleta.

Amostra de mel  Florada predominante Municipio Coleta
I silvestre Jardim out/2012
] silvestre Dourados nov/2013
Il silvestre Ponta Poré dez/2013
vV silvestre Itapord fev/2013
\% silvestre Fatima do Sul fev/2014
VI silvestre Dourados fev/2014
VIl silvestre Dourados jan/2014
VIl eucalipto Séo Paulo set/2013
IX laranjeira Séo Paulo mai/2013

As amostras foram investigadas quanto as concentracdes de bactérias mesofilas aerdbias
formadoras de esporos e de estafilococos coagulase positiva.

Em nenhuma das amostras teve ocorréncia de estafilococos coagulase positiva. Como
citam Snowdon; Cliver (1996), o “mel natural” contém muito poucos tipos de
microrganismos e é desprovido de bactérias ndo-formadoras de esporos. Olaitan et al. (2007)
reforcam sugerindo que bactérias ndo formadoras de esporos geralmente ndo sdo encontradas
no mel, ndo sdo proprias do mel, devido ndo ter condicdo para sobrevivéncia. Quando
introduzidas experimentalmente no mel, sobreviveram apenas poucas horas.

Taormina et al. (2001) compararam a atividade antimicrobiana de méis em relacdo a
varias espécies de bactérias. Encontraram que o B. cereus foi pouco afetado. E que houve
inibicdo do crescimento de S. sonnei, L. monocytogenes e S. aureus em solugdes de mel a
25%. Os autores inferem que o efeito microbicida seria devido ao perdxido de hidrogénio, que
é produzido naturalmente devido a ocorréncia da enzima glicose oxidase no mel, e também

devido aos compostos fenolicos.
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Em todas as amostras haviam bactérias aerdbias esporogénicas em concentragcdes que
variaram entre 3,5 esporos/g no mel de eucalipto oriundo de S&o Paulo-SP a 121,0 esporos/g
no mel silvestre coletado em Fatima do Sul-MS (Tabela 2). As diferencas nas concentracfes
dessas bactérias, além da presenca natural delas, pode também indicar se houve cuidados de

higiene durante procedimentos de coleta e envase do mel.

Tabela 2 Densidade de estafilococos coagulase positiva e de esporos de bactérias

mesofilas aerdbias em mel.

Amostra Estafilococos Esporos de meséfilos aerdbios/g
de mel coagulase positiva/g  Contagem1 Contagem 2 Média

[ 0 28 15 21,5 (+9,19)

I 0 30 23 26,5 (£ 4,95)

1l 0 5 9 7,0 (£ 2,83)

v 0 34 42 38,0 (+ 5,66)
V 0 111 131 121,0 (+ 14,14)
Vi 0 63 111 87,0 (+ 33,94)

VI 0 16 13 14,5 (£ 2,12)

VI 0 5 2 3,5 (£2,12)

IX 0 9 10 9,5 (+0,71)

Na legislacdo brasileira para a qualidade do mel ndo constam pardmetros sobre presenca
e quantificacdo de microrganismos em méis (BRASIL, 2000). E na legislacdo pertinente ao
Mercosul constam somente critérios microbiolégicos em relacdo aos coliformes totais/g,
Salmonella spp - Shigella spp/25 g, e fungos e leveduras UFC/g (MERCOSUL, 1994).

De acordo Olaitan et al. (2007), bactérias do género Bacillus, que é aerdbia e formadora
de esporos, tem sido os mais encontrados em superficies externas e intestinos de abelhas, bem
como nas plantas fontes de nectar.

lurlina; Fritz (2005) encontraram presenca de Bacillus em todas as 70 amostras de mel
polifloral que pesquisaram, na Argentina.

Lopez; Alippi (2010) pesquisaram 132 culturas de B. cereus e 52 culturas de B.
megaterium isoladas de mel, quanto a presenca de quatro genes com perfil enterotoxigénico e

seu relacionamento com atividades hemoliticas e producdo de coagulase, por essas bacterias.

Revista O Universo Observadvel - v.1, n.3, jul., 2024 16



ISSN: 2966-0599

ou 0

Periddico Cientifico Indexado Internacionalmente

contato@ouniversoobservavel.com.br

As autoras observaram a correlacgdo entre a atividade coagulase e a presenca dos fatores
de viruléncia, sendo este o primeiro trabalho que estabeleceu esta correlacdo em bactérias do
género Bacillus. Sugerem que o mel, tido como produto saudavel (BOGDANOV, 2006) pode

também ser veiculo de enfermidades.
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6 CONCLUSAO

Né&o foi encontrado em nenhuma das amostras de mel contaminacéo por Staphylococcus
coagulase positiva. Porém, em todas as amostras haviam bactérias aerobias esporogénicas,
sendo que nas duas amostras com contagens mais altas é possivel supor que tenham havido

falhas quanto & aspectos de higiene na coleta e envase do mel.
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