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RESUMO - As anélises microbioldgicas e as pesquisas de adulterantes contribuem a fiscalizacdo do mel: ambas
garantem o comércio de produtos com melhor qualidade sanitaria e menor depreciagdo nutricional. Os principais
micro-organismos encontrados no mel sdo os fungos e coliformes, e as adultera¢cdes mais frequentes sdo por
adicdo de agUcares e xaropes de plantas C4, como os de cana-de-agUcar e milho. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi pesquisar a qualidade microbioldgica de méis puros e adulterados comercializados em Recife - PE,
Brasil. No total, 55 amostras foram submetidas & avaliagdo isotépica do mel e de sua proteina, assim como a
pesquisa de bolores e leveduras; coliformes 35°C e 45°C. Os resultados revelaram que 31 (56,36%) méis
estavam adulterados com aglcares ou xaropes provenientes de plantas C4 e 46 (83,64%) apresentaram
contaminagdo por bolores e leveduras. Méis puros e adulterados com aglcares ou xaropes provenientes de
plantas C4, contaminados por fungos, sdo comercializados em Recife - PE, Brasil. Sua ingestdo pode causar
prejuizos a populagdo consumidora pelo risco de pessoas adquirirem produtos com contaminagdo microbiana.

Palavras-Chave: coliforme; bolores; leveduras; is6topo; adulteracéo.

ABSTRACT - Microbiological analysis and adulterants researches contribute to surveillance of honey: both
ensure trade of the products with sanitary and nutritional quality. The main microorganisms identified in honey
are fungi and coliforms, and more frequent adulterations by sugars and syrups of the C4 plants, like sugar cane
and corn. In this context, the objective of this work was to investigate the microbiological quality of pure and
adulterated honeys marketed in Recife - PE, Brazil. In full, 55 honey samples were submitted to isotopic
evaluation honey and its protein, and to search of mold and yeasts; coliforms 35°C and 45°C. The results
revealed that 31 (56,36%) samples were adulterated with sugars or syrup of the C4 plants and 46 (83,64%)
honeys were contaminated with molds and yeasts. Pure and adulterated honeys with sugars or syruos of the C4
plants, contaminated for fungi, were marketed in Recife - PE, Brazil. Its ingestion may harm the consumer when
acquire products with microbial contamination.
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INTRODUCAO
A auséncia de cuidados higiénicos pode
comprometer a qualidade do mel de forma

irreversivel e inviabilizar a sua comercializagdo.
Como é um produto usualmente consumido in
natura, os cuidados durante a colheita e extracdo
devem ser considerados, uma vez que processos
subsequentes ndo sdo capazes de eliminar ou
reduzir  micro-organismos  patogénicos  ou
deteriorantes, se existentes no alimento.

Pélen, ar, p6, solo, néctar e aparelho digestivo das
abelhas sdo fontes priméarias de contaminagao
microbiana, de dificil controle (Mendes, 2008).
Outros fatores como os maus habitos higiénicos dos
manipuladores, além de equipamentos e instalaces
sujas, também contribuem a disseminacdo de
agentes etiolégicos nos méis. Dessa forma,
leveduras, bolores e bactérias presentes no mel
podem estar envolvidos na produgdo de enzimas,
toxinas, assim como inibir micro-organismos
competidores, depreciando o produto (Silva et al.,
2008).

A excecdo das osmofilicas, a maioria das leveduras
se desenvolve em condic¢Bes adequadas de umidade
e temperatura. Elas causam fermentacdo quando
agem sobre a glicose e frutose, formando alcool e
gés carbbnico. O alcool, na presenca de oxigénio,
pode ser desdobrado em &cido acético e agua,
alterando o sabor original do produto. Em
contrapartida, diferente das leveduras, os bolores
ndo se reproduzem no mel: apesar de serem
frequentemente encontrados, apenas indicam uma
contaminagdo ambiental recente ou durante seu
beneficiamento. Alguns produzem micotoxinas,
sendo  Mucor, Aspergillus, Penicilium e
Saccharomyces 0s géneros mais predominantes
(Snowdon & Cliver, 1996; Ananias, 2010).

Os coliformes totais compdem as bactérias da
familia Enterobacteriaceae e sdo encontrados em
vegetais e solo. Os que apresentam origem fecal séo
considerados  termotolerantes, onde o0 mais
pesquisado é a Escherichia coli, um micro-
organismo indicador. Geralmente & contaminagdo é
atribuido o descuido do manipulador com sua
higiene pessoal, além de remeter a condicOes
inadequadas durante o processamento, produgao ou
armazenamento (Franco & Landgraf, 2008; Pires et
al., 2015). Mesmo estando presente, a identificagcdo
de E. coli remete um risco baixo de toxinfeccéo,
uma vez que ndo ha relatos na literatura de doencas
veiculadas, por este agente etiol6gico, depois do
consumo do mel (EMBRAPA, 2007).

A legislacdo brasileira ndo estabelece pardmetros
microbioldgicos para o mel (BRASIL, 2000). No
entanto, as analises microbioldgicas contribuem a
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fiscalizacdo do alimento, protegendo o consumidor
na aquisicdo de produtos de baixa qualidade ou
adulterado (Marchini et al., 2004).

A adulteracdo do mel é decorrente da adicdo de
acUcar de cana-de-agUcar, aclcares comerciais €
solucdo de acUcar invertido, além de xarope de
milho, arroz, trigo e beterraba. As plantas
frequentemente utilizadas para adulterar o mel
podem ser classificadas como C3 ou C4, com base
no seu metabolismo de carbono (ciclo
fotossintético). As C3 fixam o dioxido de carbono
atmosférico utilizando o Ciclo de Calvin-Benson e
elas apresentam relagdo mais baixa de *C/*C do
que as C4, as quais fixam o diéxido de carbono
utilizando o Ciclo Hatch-Slack (C4) (Padovan et
al.,, 2003; Zabrodska & Vorlova, 2014). As
principais plantas utilizadas a adulteracdo do mel
sdo0 0 arroz e a beterrada (C3) (Zhao et al., 2013; Li
et al.,, 2013); milho, trigo e cana-de-aclcar (C4)
(Subari et al., 2012; Agila & Barringer, 2013; Guler
etal., 2014).

De acordo com Z&brodskd & Vorlova (2014), a
técnica oficial a quantificacdo da inclusdo de
subprodutos de fontes C4 ao mel é a andlise
isotépica do carbono (8% °C), a qual utiliza a
razdo isotépica do carbono (3C/*C = d% ©*C). O
método compara a razdo de iso6topos de carbono no
mel e is6topos de carbono das proteinas separadas a
partir do mel. A média para o mel puro é -25,4 %q.
A diferenca entre d%q, **C mel e d %, 3C proteina
ndo deve ser superior a 1 %y (Tosun, 2013).
Resultados equivalentes a (-1%q) correspondem &
inclusdo de 7% de aglcar ou xaropes de plantas
com ciclo fotossintético C4. Valores maiores que
7% o caracterizam como adulterado (Padovan et al.,
2003; Arauco, 2005).

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar
a qualidade microbiolégica de méis puros e
adulterados comercializados em Recife - PE, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras de méis foram obtidas em feiras-livres e
mercados publicos do Municipio de Recife - PE.
Méis registrados no Servico de Inspecdo Estadual
(SIE) ou Federal (SIF) foram adquiridos, apds a
confirmagdo constada no rétulo, de que o produto
fora originado de abelhas meliferas (Apis
mellifera). Méis ndo registrados ou sem rétulos
também foram coletados, sendo estes considerados
sem inspe¢do sanitaria (clandestinos). Para isto,
vendedores garantiram que se tratava de “mel puro
de abelha com ferrdo ou mel italiano”, depois de
serem questionados sobre o tipo de mel e abelha.

A aquisicdo das amostras foi realizada através da
compra avulsa: a cada lote do produto
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comercializado fora obtido um frasco de mel entre
280g e 1000g, para posterior fragmentacéo.

Cada amostra foi identificada em ordem numérica
crescente (nimero inteiro), utilizando etiquetas de
papel e escritas com lapis. Todas as amostras foram
transportadas em caixas de papeldo, protegidas do
sol e calor, para a fragmentacdo em unidades
amostrais no Laboratério de Inspecdo de Carnes e
Salde Pdblica do Departamento de Medicina
Veterinaria - UFRPE, Campus Recife. Aquelas que
precisaram de conservagao, por causa do periodo
reservado as analises laboratoriais, foram mantidas
em temperatura ambiente (25°C), ao abrigo do calor
e / ou umidade.

O procedimento de fragmentacdo foi realizado em
bancada de azulejo higienizada: limpa com éagua e
detergente neutro, enxaguada com agua e seca com
papel toalha limpo; desinfetada com solucdo de
hipoclorito de sodio a 1%, durante 10 minutos, e
seca com papel toalha limpo. Cada amostra foi
subdividida a dois frascos de vidro esterilizados em
autoclave (121°C / 30°), com rosca, lacre e
capacidade para 280g. Utilizou-se a chama do bico
de Bunsen para aquecer as bordas dos gargalos e
evitar contaminagdes dos recipientes, antes e depois
de preenché-los com mel. Estes foram
acondicionados em plastico-bolha, jornal e contidos
em caixas de papeldo para evitar quebra. As
amostras foram enviadas aos locais de analises
utilizando transporte aéreo.

Para identificar a existéncia de méis adulterados
com agucar derivado de cana-de-agicar ou milho,
amostras, contendo 50 g de mel, foram submetidas
a analise isotépica do carbono (8% *C). O teste
foi realizado no Centro de Is6topos Estaveis
Ambientais, Instituto de Biociéncia de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho / UNESP, utilizando a metodologia oficial da
Association Official of Agricultural Chemists
(AOAC, 2000).

A realizacdo dos ensaios microbiol6gicos ocorreu
no Laboratério de Analise do Mel da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)
Meio Norte — Teresina, Pl. Os procedimentos
seguiram as recomendagdes da American Public
Health Association (APHA, 1984).

Nestas analises foi realizada a contagem padréo de
bolores e leveduras, e pesquisadas as presengas de

coliformes 35°C e coliformes 45°C nas amostras de
mel.

Os resultados foram expressos através das
estatisticas: média, desvio padrdo e mediana. Para a
comparacdo entre os méis adulterados ou ndo
adulterados  (puros), inspecionados ou ndo
inspecionados (clandestinos), e sem comparagdo
entre os méis adulterados ou ndo adulterados
(clandestinos), foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. Ressalta-se que a escolha do teste foi
devido ao nimero de amostras e / ou a falta de
normalidade dos dados em cada subgrupo
analisado. A verificagdo da hipdtese de
normalidade dos dados foi verificada através do
teste de Shapiro-Wilk (Conover, 1980; Altman,
1991).

A margem de erro utilizada nas decisdes dos testes
estatisticos foi de 5%. O programa utilizado para
digitacdo dos dados e obtencdo dos célculos
estatisticos foi o SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) na verséo 21.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para 0s méis puros ou
adulterados através da analise isotépica do carbono
(8%, ™C), com inspecdo ou sem inspecdo
(clandestinos), sdo encontrados na Tabela 1.

No total, 31 (56,36%) das 55 amostras de mel
coletadas estavam adulteradas com derivados de
plantas do ciclo fotossintético C4. A variacdo
isotopica dos méis puros foi entre -0,01% e -
0,99%0. Para méis adulterados variaram de -1,27%
a —12,690/00, equivalente a 7,04% e 100% de adicao
de agUlcar ou xarope de plantas C4. Esses resultados
corroboram as informagBes de Tosun (2013),
quando o autor afirma que a diferenca entre os
valores isotopicos do mel e de sua proteina (8%
B3C) ndo deve exceder 1%y, pois categoriza
adulteracdo; de Arauco (2005) ao ressaltar que, nos
célculos, resultados equivalentes a  (-1%y),
correspondem & inclusdo de 7% de subprodutos das
plantas de ciclo fotossintético C4; e de Padovan et
al. (2003), ao salientarem que a adicdo de 7% de
acucar de milho ou de cana-de-aglcar ao mel é o
limite pratico para considerar a amostra pura, cujos
valores acima o caracterizam como um produto
adulterado.

Tabela 1. Valores isotépicos (8% °C) das amostras de mel e de sua proteina, comercializadas em Recife - PE,
Brasil.

A IN VIM VIP VIP - VIM %A
S N Mi Ma Mi Ma Mi Ma %Mi  %Ma
S 8 -26,60 -16,06 -27,88 -25,58 -1,28 -9,52 7,04 59,95
23 -26,79 -11,15 -28,56 -18,24 -1,27 -12,69 7,56 100,0
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8 -27,11  -24,13 -27,15  -25,11 -0,26 -0,99 1,52 6,42

N 16 -2790  -23,58 -28,65  -24,40 -0,01 -0,88 0,06 5,58

A: adulterado, IN: Inspecionado; VIM: Valor isotdpico do mel; VIP: Valor isotdpico da proteina do mel; S: Sim; N: Nao; Mi:
Minimo; Ma: Maximo; %A: Percentual de adulteracéo; %Mi: Percentual minimo; %Ma: Percentual méaximo.

E importante observar que os valores isotopicos dos coliformes 35°C e 45°C, indicando ou a fragilidade
méis adulterados e das suas proteinas variaram destas bactérias a se desenvolverem no mel, devido
entre -11,15%, a -26,79% € -18,24%y, a -28,56% o, a alta pressio osmética do alimento ou a
respectivamente, o que ratifica a adicdo de fontes inexisténcia de contaminag&o fecal.
C4. Padovan et al. (2003) citam que plantas com a
fotossintese Calvin-Benson (ciclo C3), apresentam Estes resultados confirmam as informacdes de
razdo isotopica entre - 21%q, e - 32°%4,. Aquelas com Peralta (2010), ao citar que o gradiente osmoético do
a fotossintese Hatch-Slack (ciclo C4) revelam mel confere ao produto atividade antimicrobiana,
valores isotopicos distintas das fontes C3, causando plasmélise a alguns microrganismos; e a
equivalentes a - 12%g, a - 19%q. Isto ocorre porque descricdo de Souza et al. (2009), ao afirmarem que,
plantas C4 tém niveis elevados de *C quando se coliformes forem identificados nas analises
comparados com fontes C3. microbioldgicas, é sugerida contaminagdo externa
do produto por fezes e a possivel existéncia de
Os valores obtidos das analises microbiol6gicas outros germes de dificil deteccdo e maior
para méis puros ou adulterados, inspecionados ou patogenicidade. Para Oliveira (2003) bactérias deste
clandestinos, sdo apresentados na Tabela 2. grupo podem ser danosas aos consumidores, uma
Nenhuma amostra apresentou contagem de vez da possibilidade de ingestdo de toxinas.

Tabela 2. Caracteristicas microbioldgicas (coliformes 35°C, coliformes 45°C, bolores e leveduras) determinadas
para amostras de méis puros ou adulterados, inspecionados ou clandestinos, comercializados em Recife - PE,
Brasil.

A IN ] CBL CC35°C CC45°C
S N APBL Mi Ma APC 35°C APC 45°C
S 8 8 0,07 x 102 0,23 x 10° 0 0
23 14 0,00 x 102 0,27 x 102 0 0
N 8 8 0,07 x 102 0,37 x 10° 0 0
16 16 0,03 x 102 21,07 x 10° 0 0

IN: Inspecionado; CBL: Contagem de bolores e leveduras UFC.g™; CC 35°C: Contagem de coliformes 35°C UFC.g™%; CC
45°C: Contagem de coliformes 45°C UFC.g'l; A: Adulterado; S: Sim; N: Ndo; “APBL: Quantidade de amostras positivas a
bolores e leveduras; Mi: Minimo; Ma: Méaximo; “APC 35°C: Quantidade de amostras positivas a coliforme 35°C; “APC
45°C: Quantidade de amostras positivas a coliforme 45°C.

Bolores e leveduras foram identificados em 46 osmofilicas, 4gua e concentracdo de aglcares; ou
(83,64%) amostras, apesar do nimero relativamente aquecimento durante descristalizacdo e tratamento
baixo de unidades formadoras de colbnias. Dois térmico. Para os méis adulterados, os baixos valores
méis apresentaram contagem de fungos acima de revelados podem ser correlacionados a grande
100 UFC.g', o que caracterizou elevada concentragdo de aclcares nos xaropes Ou ao
contaminagdo (APHA, 1984): 2,43 x 10> UFC.g™e aquecimento dos subprodutos de fonte C4, durante
21,07 x 10* UFC.g™. Esses resultados podem esta a producdo do adulterante liquido.
correlacionados a auséncia de boas praticas apicolas
durante o beneficiamento, uma vez que se tratava Percentuais de contaminacéo, semelhantes ao deste
de méis artesanais, produzidos sem fiscalizacdo trabalho, foram encontrados por alguns autores.
sanitaria. Barros et al. (2003), ao analisarem a qualidade de
méis industriais e artesanais comercializados na
N&do foram identificados bolores e leveduras em Regido Metropolitana do Recife, identificaram 90%
nove (23,08%) amostras. No entanto, os méis de contaminacdo por bolores e leveduras, e
correspondentes estavam adulterados com agUlcares correlacionaram-na a umidade das amostras. Sodré
provenientes de plantas do ciclo fotossintético C4, et al. (2007), ao determinarem as caracteristicas
na proporcao de 75,89% a 100%. microbiol6égicas de méis produzidos por A.
mellifera Linnaeus, 1758, constataram a existéncia
Aos méis puros, as baixas contagens de bolores e de fungos e leveduras em 90% das amostras
leveduras sugerem ou a observancia de cuidados provenientes do Estado do Ceard e 76,3% das
higiénicos nos estabelecimentos processadores, coletadas do Piaui. No mesmo sentido,
associada ou ndo a presenca de espécies fungicas Tchoumboue et al. (2007), ap6s determinarem as
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caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do Na Tabela 3 sdo apresentadas as médias, desvio-
mel de CamarBes, produzido por A. mellifera, padrdo e mediana da contagem de bolores e
identificaram 73,4% de amostras contaminadas por leveduras, segundo as combinagdes de dois fatores:
microrganismos. A atribuicdo a percentagem adulteracdo (sim ou nédo) e inspecionado (sim ou
obtida, segundo os pesquisadores, foi reflexo da ndo).

higiene empregada na producéo.
A média mais elevada (172,75 UFC.g™) foi

A importancia dos cuidados higiénicos durante o registrada entre as amostras de méis ndo
processamento do mel também foi mencionada por adulterados (puros) néo inspecionados
Alves et al. (2009). Em meio a pesquisa de (clandestinos), indicando contaminacdo ambiental
identificacdo de coliformes, bolores e leveduras em recente (presenca de bolores) e fontes puras de mel
amostras de mel orgénico de abelhas africanizadas (presenga de leveduras osmofilicas). Contudo, a
das ilhas do alto rio Parand, os autores citam que menor média (6,36 UFC.g™) foi obtida dos méis
cuidados especiais tomados durante as etapas de adulterados clandestinos, provavelmente pelo alto
coleta e processamento do mel sdo importantes a percentual de adulteracdo com fontes C4 (7,56% a
inocuidade do alimento. Ainda, a diversidade de 100%), uma vez que 0s xaropes destas plantas
substancias presentes no mel, em virtude da pressao tendem a ndo apresentar naturalmente fungos e séo
seletiva exercida pela composicdo do alimento, teor aquecidos durante o processamento.

de umidade médio de 18,85% e pH variando entre

3,33 e 4,04 foram importantes aos baixos valores de Para a margem de erro fixada (5,0%) foram
microrganismos encontrados durante as verificadas diferencas significativas entre os meis
investigacdes. inspecionados e clandestinos das amostras

adulteradas, e entre os méis adulterados e puros das
amostras clandestinas.

Tabela 3. Estatisticas da contagem de bolores e leveduras de méis comercializados em Recife - PE, Brasil,
segundo as condigbes: adulterado ou ndo adulterado e inspecionado ou ndo inspecionado.

IN
A S N Valor de p
Média + DP (Mediana; n) UFC.g"  Média + DP (Mediana; n) UFC.g™
Sim 13,00 + 7,62 (13,00; 9) 6,36 + 7,43 (5,00; 22) p® =0,032*
N#o 18,75 + 9,87 (20,00; 8) 172,75 + 518,84 (28,50; 16) p®=0,122
Valor de p p® = 0,216 p® < 0,001*

IN: Inspecionado; A: Adulterado; S: Sim; N: N&o; (*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%; (1): Através do teste de
Mann-Whitney.

Quantos aos bolores e leveduras, os resultados na Microrregido de Pires do Rio, Goids, o autor
obtidos neste estudo sdo distintos aos de outros quantificou os valores de < 1,00 x 10 UFC.g"a 5,00
autores. Pires et al. (2015) quando verificaram a x 10 UFC.g".
qualidade do mel produzido no Estado do Piaui,
adquirido de apicultores que utilizavam as A importancia dos fungos no mel esta associada a
Unidades de Extragdo de Produtos Apiculas possibilidade de toxinfeccdo alimentar e perda da
(UEPAs) com Boas Praticas Apicolas (BPA) (T1) e qualidade. Segundo Franco & Landgraf (2008),
sem BPA (T2), contabilizaram a média da mesmo 0s méis apresentando acidez elevada e
contagem de bolores e leveduras, em UFC.g™, de baixa atividade de &gua, o crescimento fungico é
2,03 a T1 e 2,70 para T2. Quanto a Silva et al. possivel. Quando presentes, os fungos podem
(2008), ao diagnosticarem as condi¢des de colheita acarretar depreciacdo do alimento por meio da
e extracdo de mel na Regido Norte da Zona da Mata deterioracdo enzimética, assim como gerar
Mineira, optaram por amostras de méis locais metabolicos tdxicos, durante sua multiplicacdo. Se
(apicultores) e provenientes de entrepostos com ingeridas, estas substdncias podem  causar
Servigo de Inspecdo Federal do Estado de Minas alterac@es bioldgicas prejudiciais para os homens e
Gerais (SIF). As médias da contagem de bolores e outros animais, sendo inclusive danosas as abelhas.
leveduras em UFC.g", pesquisadas aos grupos Tais informacbes corroboram as de Oga (2003),
“apicultores e SIF”, foram 2,90 x 10* e 3,70 x 10°. quando ratifica que a ingestdo de fungos € um
perigo a saude publica. Segundo ele as micotoxinas
As médias para bolores e leveduras obtidas neste ocasionam sintomas como nauseas, dermatites e
trabalho se assemelham as de Ananias (2010). Ao carcinomas hepéticos. Diante do fato, Merabet
avaliar as condicGes de producdo, extracdo e (2011) retrata sua preocupacao frente a legislacdo

beneficiamento do mel produzido por A. mellifera
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brasileira, por ndo

microbiologicos.

contemplar  pardmetros

Problemas na qualidade dos méis também sdo
mencionados por Migdal et al. (2000). Os
pesquisadores relatam a influéncia das leveduras ao
processo fermentativo. Conforme as descricGes, 0s
micro-organismos podem acarretar alteracdes
consideraveis nos parametros fisico-quimicos do
produto. Chirife, Zamora & Motto (2006) explicam
que as leveduras agem sobre a glicose e frutose,
resultando na formacdo de etanol e didxido de
carbono. O alcool gera, na presenca de oxigénio,
acido acético e agua, promovendo gosto azedo.

CONCLUSAO

Méis puros e adulterados com aglcares ou xaropes
provenientes de plantas C4, contaminados por
fungos, sdo comercializados em Recife - PE, Brasil.
Sua ingestdo pode causar prejuizos a populacdo
consumidora pelo risco de pessoas adquirirem
produtos com contaminagdo microbiana.
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