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RESUMO

O mel é um suplemento alimentar que vem recebendo um incremento no consumo,
decorrente das diversas propriedades benéficas a saude. A microbiota do mel é
constituida por leveduras, fungos filamentosos e bactérias. Este alimento tem um
alto valor comercial e esta sujeito a fraudes e adulteragdes, que podem favorecer o
aumento do numero de colbnias de micro-organismos, principalmente de fungos
filamentosos, 0 que podera acarretar na producdo de micotoxinas. Alguns fungos
sdo patogénicos, oportunistas e responsaveis por doencas nos seres humanos,
através de alimentos contaminados pela presenca de micotoxinas. O presente
trabalho teve como objetivo caracterizar micologicamente amostras de méis
produzidos em Roraima visando a seguranca alimentar deste alimento. Foram
realizadas analises de méis procedentes do apiario experimental da Universidade
Federal de Roraima/UFRR, de apiarios dos municipios roraimenses de Mucajai e
Canta e de uma marca disponivel no comércio de Boa Vista, coletados nos periodos
chuvoso e seco, perfazendo um total de oito amostras. Os fungos filamentosos e
leveduras foram isolados e as unidades formadoras de colénia (UFC) foram
guantificadas para enquadramento na legislacdo do Mercosul. O método
convencional de identificacdo foi baseado em caracteristicas de macro e
micromorfologia, e utilizou-se o0 método molecular na PCR de rDNA e amplificacédo
da regido ITS1-5.8S-ITS2 com os iniciadores universais ITS1 e ITS4 para
confirmacédo. Das amostras analisadas, somente a coletada no apiario de Mucajai no
periodo chuvoso foi considerada imprépria, devido a quantidade de fungos
filamentosos e/ou leveduras que excederam 100 UFC. Foram obtidas 63 UFC de
fungos filamentosos das amostras de méis roraimenses, as quais foram agrupadas
em 19 morfotipos pertencentes aos géneros Penicillium, Paecilomyces, Humicola,
Cladosporium e Monodictys. E as espécies Eurotium amstelodami, E. rubrum,
Paecilomyces formosus, Penicillium citreonigrum, P. hispanicum, Syncephalastrum
racemosum, Talaromyces mineoluteum e T. phialosporus. Todos 0s géneros
isolados sdo potencialmente toxigénicos, com excecdo de Syncephalastrum. Os
parametros micolégicos observados nas amostras reforcam a necessidade do
controle de qualidade dos méis na regido, bem como da implantacdo de Boas
Praticas de Fabricacao.

Palavras chaves: Identificacdo. Fungos. Toxigénicos. Alimentos. Roraima.



ABSTRAT

Honey is a food supplement that has received an increase in consumption arising
from the various beneficial health properties. The honey microflora comprises yeast,
filamentous fungi and bacteria. This food has a high commercial value and is subject
to fraud and adulteration that may favor the increase of the number of colonies of
these microorganisms, principally filamentous fungi, which may result in producing
mycotoxins. Some fungi are pathogenic, opportunistic and responsible for diseases
in humans through food stricen by mycotoxins. This study aims at characterizing
mycologically samples of honey produced in Roraima aimed at food security of this
food. Honey analyzes were carried out coming from the experimental apiary of the
Federal University of Roraima / UFRR, apiaries Mucajai and Cantd and a trademark,
collected in the periods rainy and dry, a total of eight samples. Filamentous fungi
and yeasts were isolated and colony forming units (UFC) were quantified for the
framework of Mercosul legislation. The conventional method of identification was
based on macro and micro-morphology characteristics and molecular method, the
PCR and amplification of rDNA ITS2-ITS1-5.8S with universal primers ITS1 and
ITS4. Just the samples analyzed collected in the apiary of Mucajai the rainy season,
it was considered inappropriate because the amount of filamentous fungi and / or
yeasts that exceeded 100 UFC. 63 UFC were obtained from filamentous fungi
Roraima honey samples, which were grouped into 19 morphotypes belonging to the
genera Penicillium; Paecilomyces, Syncephalastrum, Humicola, Cladosporium,
Eurotium e Monodictys, and the species Eurotium amstelodami, E. rubrum,
Paecilomyces formosus, Penicillium citreonigrum, P. hispanicum, Syncephalastrum
racemosum, Talaromyces mineoluteum e T. phialosporus. All are potentially
toxigenic isolated genres, except Syncephalastrum. The mycological parameters
observed in the samples reinforces the need for quality control of honey in the region
as well as the implementation of Good Manufacturing Practices.

Key words: Identification. Fungi. Toxigenic. Food. Roraima.
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1 INTRODUCAO

Esta pesquisa teve como objetivo geral caracterizar os fungos filamentosos
presentes em amostras de méis produzidos em Roraima. Espera-se que as
informacdes obtidas possam contribuir para a formacado de uma base de dados, que
caractererize a qualidade deste produto, sendo um importante fator de viabilizacao
do processo de comercializagéo.

O Brasil esta entre os maiores produtores de mel do mundo, devido a sua
flora diversificada que favorece a producdo ao longo do ano. A legislacdo brasileira
define-o como um produto natural elaborado a partir do néctar das flores ou das
secrecbes procedentes de partes vivas das plantas, ou de excrecdes de insetos
sugadores de plantas.

As abelhas recolhem o néctar das flores e/ou exsudatos das plantas e os
transporta no papo para a colmeia, onde sofre mudancas em sua concentracao e
composicdo quimica, para entdo ser armazenado e deixado maturar nos favos. O
mel € um suplemento alimentar, que vem recebendo um incremento no consumo
comercial decorrente de suas propriedades benéficas a satde. E um alimento rico
em vitaminas, minerais, aminoacidos e antioxidantes. Além destas caracteristicas o
mel é utilizado na medicina popular como antimicrobiano. O que vem despertando
interesse entre os pesquisadores, devido ao potencial farmacoldgico deste produto.

A microbiota do mel é constituida por micro-organismos como leveduras,
fungos filamentosos e bactérias formadoras de esporos, em quantidade reduzida.
Estes micro-organismos sdo origindrios de fontes primarias introduzidas pelas
abelhas e por fontes secundarias advindas da forma inadequada de higiene, durante
0 manejo das colmeias e da manipulacdo do mel. Alguns destes micro-organismos,
principalmente os fungos filamentosos séo produtores de micotoxinas. No entanto,
deve-se ressaltar que a presenca de fungos filamentosos em mel puro nao interfere
na qualidade do mesmo.

O mel é um produto natural com alto valor comercial e esta sujeito a fraudes
e adulteragbes, que podem favorecer o aumento do numero de colbnias dos fungos
filamentosos o que, consequentemente, aumentara a quantidade de micotoxinas.
Estes micro-organismos poderdo causar sua deterioracdo, fermentacao,

envelhecimento e o desenvolvimento de espécies competidoras. Por se tratar de um



16

alimento, necessita de andlises de varios parametros para definicdo sua certificacao
no mercado, e algumas destas variaveis sdo micoldgicas, visto que alguns fungos
sdo patogénicos, oportunistas e responsaveis por doencas nos seres humanos,
através de alimentos contaminados pela presenca de micotoxinas.

E relevante avaliar a qualidade micolégica do mel antes da comercializagéo,
a qual esta diretamente relacionada com a seguranca no consumo deste produto.
Para reduzir os riscos de contaminacdo durante 0 manejo, 0s apicultores precisam
seguir criteriosamente as normas das Boas Praticas Apicolas - BPA em todas as
etapas do processo produtivo. Alguns fatores podem favorecer o aumento do
namero de colbnias dos fungos no mel, tais como as condi¢des climaticas, o estagio
de maturacdo, 0 processamento e 0 armazenamento deste alimento,
comprometendo a qualidade do produto.

Nesta pesquisa utilizou-se, principalmente, os parametros estabelecidos pela
resolucdo do Mercosul, instrumento que contempla os parametros micolégicos que
preconizam critérios da identidade e qualidade do mel. A legislacao brasileira ndo
estabelece padrdes microbiolégicos para o mel, somente refere-se aos parametros
fisico-quimicos como requisitos para sua qualidade e classificacdo. Estes
parametros tém sido amplamente pesquisados por diversos autores, e servem para
excluir os méis que sofreram alguma pratica de adulteracdo ou processamento
inadequado.

Atualmente a producédo e a comercializacdo do mel sdo regulamentadas por
critérios de qualidade especificos na legislacdo brasileira. Porém, a legislacdo é
omissa e inespecifica em relacdo aos quantitativos toleraveis para a qualidade
microbiolégica do mel de abelhas. Por outro lado, apesar do crescimento da
producdo e da qualidade do mel, ainda existem desafios relacionados ao
processamento, manejo e fontes de contaminacdo. A legislacdo em vigor nao
contempla as diversidades da flora no Brasil, que é peculiar em cada regido, e
também sé considera as caracteristicas do mel de Apis, deixando de apresentar
parametros para o mel das abelhas nativas, além de informag8es micoldgicas.

Devido a crescente exigéncia do mercado consumidor nacional e
internacional em relacdo a qualidade de produtos alimenticios, postula-se a seguinte
guestdo: os méis do Estado de Roraima se adéquam aos padrbes de qualidade
estabelecidos pelo Regulamento Técnico do MERCOSUL quanto as caracteristicas

micoldgicas?
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Os procedimentos metodolégicos utilizados nesta pesquisa foram o
isolamento, a quantificacdo, o agrupamento em morfotipos e a identificacdo pela
taxondmica convencional e molecular. As leveduras foram somente quantificadas.
Foram analisadas amostras de méis provenientes de apiarios dos municipios de Boa
Vista/RR, Canta/RR, e Mucajai/RR. As amostras de méis foram coletadas de
produtores que ndo fornecem alimentacdo artificial as abelhas. As amostras foram
coletadas no periodo chuvoso e seco e as analises realizadas nos Laboratérios do
PRONAT-UFRR.

O mel pode ainda ser classificado de acordo com a sua origem, esta
classificacdo depende do néctar ser predominantemente originario de uma ou varias
fontes florais ou obtido principalmente a partir de secre¢fes provenientes de partes
vivas das plantas. Acredita-se que grande fracdo do mel apicola de Roraima
apresenta um diferencial quanto a sua origem em relacdo aos outros Estados do
pais, por ser proveniente em grande proporcdo de nectario extrafloral existente no
peciolo das folhas de Acacia mangium, sendo denominado de “Mel de Acacia” ou
mel de melato. O mel de melato € diferente em suas propriedades fisico-quimicas do
mel floral, ou seja, 0 mel de acécia apresenta menores teores de glicose e frutose,
maior teor de oligossacarideos e de cinzas e maior pH do que o mel floral, que
apresenta estes parametros com valores significativamente menores em relagdo ao
mel de melato.

Portanto, a caracterizacdo micolégica dos méis roraimenses contribuira para
a classificacdo e certificacdo de origem do mel apicola, agregando valor ao produto,
tornando-se um diferencial competitivo para o Arranjo Produtivo Local - APL. Desta
forma, favorecerda a conquista de novos mercados e, ainda, ampliard o
conhecimento da diversidade dos fungos filamentosos em méis e dos parametros
micoldgicos que podem indicar a qualidade deste produto. Este é um dos motivos
pelos quais esta pesquisa possui relevancia também na area social. Tornando
importante o diagndstico da qualidade micolégica, para a real identidade do mel
roraimense.

O referencial tedrico ressalta a importancia de se analisar a qualidade
microbiolégica do mel, e esclarece como os fungos filamentosos podem causar
danos a salude publica devido a produgcdo de micotoxinas. Além de mostrar a
necessidade de se fazer a caracterizacdo micoldgica do mel, tornando claro as

possiveis adulteracdes devido a valorizagdo do produto, informando os tipos de
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contaminagcdes e os riscos devido ao manuseio inadequado desde a producéo,
armazenamento e comercializacdo do produto. Ressalta também a classificacdo e a
origem do mel em Roraima, a identificacdo taxondmica convencional e molecular
dos fungos filamentosos no mel e os parametros legais da qualidade deste produto

no Brasil.
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1.1 Caracterizacao do mel

O mel € um produto alimenticio composto por uma solugédo concentrada de
acucares, com predominancia de glicose e frutose. Contém ainda, uma mistura
complexa de outros carboidratos, enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerais,
substancias aroméaticas, pigmentos, graos de pdélen e as vitaminas essenciais a
saude humana; pode conter cera de abelha procedente do processo de extracédo
(LACERDA et al., 2010).

Com relacéo a cor, segundo Neto, Oliveira e Santos (2014) esse parametro
néo diz respeito a qualidade direta do mel. No entanto, o aspecto visual é atrativo ao
consumidor. Os méis mais claros sdo os mais preferidos para consumo, atingindo
maior valor comercial que 0s méis escuros. Assim a cor € um dos parametros que
determinam o seu valor no mercado.

A lei brasileira Normativa 11/2000 — MAPA (BRASIL, 2000) classifica dois

tipos de méis, dependendo de suas origens:

A legislacéo brasileira define mel como produto alimenticio produzido pelas
abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das secregbes
procedentes de partes vivas das plantas ou de secre¢cbes de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as
abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias especificas
proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colméia. O mel pode
ser classificado quanto a sua origem em mel floral ou mel de melato. O mel
floral é obtido dos néctares das flores, e ainda pode ser classificado em: mel
unifloral ou monofloral (quando o produto procede principalmente da origem
de flores de uma mesma familia, género ou espécie e possui caracteristicas
sensoriais, fisico-quimicas e microscoépicas proprias) ou mel multifloral ou
polifloral (obtido a partir de diferentes origens florais). O mel de melato é
formado principalmente a partir de secrecfes de partes vivas das plantas ou
de excrec¢fes de insetos sugadores de plantas que se encontram sobre elas
(PERICO et al., 2011, p. 336).

O mel de abelhas tem sua origem no néctar das flores e/ou exsudados
sacarinicos de plantas, armazenados em favos de cera pelas abelhas meliferas
(AROUCHA et al.,, 2008). E sédo considerados dois tipos: o mel floral, obtido do
néctar e o mel de melato, obtido de excre¢bes de insetos sugadores de plantas ou
de secrecdes provenientes de plantas (BRASIL, 2000). O mel produzido por A.
mellifera quando comparado com outros produtos de origem animal, apresenta um

baixo nimero e menor variedade de micro-organismos, porém nao € um alimento
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estéril, estando susceptivel a contaminagbes tanto primdrias quanto secundarias
(SILVA et al., 2008).

1.2 Producéo, comercializacdo e consumo de mel no Brasil

A riqueza de produtos naturais no Brasil esta refletida também na apicultura
nacional, traduzindo-se em produtos Unicos e diferenciados. A producdo apicola
nacional € de 40.000 toneladas anuais, sendo o 11° produtor no ranking mundial e o
5° maior exportador, passando de 269 toneladas de mel exportadas em 2000, para
21 mil toneladas em 2005 (CBA, 2013). A apicultura teve grande impulso apés 2001,
quando o Brasil iniciou as exportacées de mel para a Europa e Estados Unidos
(SENAI, 2009).

No Brasil a producédo do mel comercial esta ligada a importacdo de abelhas
europeias da espécie Apis mellifera, cuja historia teve inicio no Rio de Janeiro em
1839. No entanto, a apicultura brasileira avancou com a introducdo de abelhas
africanas (A. mellifera scutellata) em 1956, que culminou com a africanizacdo das
demais subespécies existentes. Apds o desenvolvimento de técnicas adequadas de
manejo na década de 70, além do aumento da procura do mel e a valorizacdo do
produto, a apicultura passou a ser intensamente praticada em todos os estados
(PIRES, 2011).

Nas regides brasileiras as abelhas africanizadas estdao bem adaptadas a
areas urbanas, bordas de florestas e formacdes vegetativas abertas (OLIVEIRA,
CUNHA, 2005). Também sao amplas as caracteristicas de diversidade de flora e
clima, o que favorece um mel diferenciado, com peculiaridades de acordo com sua
origem, as quais lhe conferem potencial para a atividade apicola (SILVA et al.,
2009). O sucesso do Brasil ocorre devido a variedade deste alimento, que é
promovida pela diversidade de flora e as diferentes espécies de abelhas produtoras
de mel (SODRE et al., 2003). No decorrer dos anos a apicultura no Brasil esta se
tornando tecnificada, deixando-se voltar ao mercado interno e aumentado sua
producdo para exportacdo com técnicas mais apuradas de manejo e manipulagéo do
mel (MONTES et al., 2013).

De acordo com Barbosa, Lopes e Barbosa (2007) a apicultura € um ramo da

agricultura com atividade econdmica de baixo impacto ambiental, contribuindo para



21

a preservacéao da natureza. Segundo Mendonga et al. (2008) a apicultura possibilita
uma renda aos proprietarios de terra, os quais tém um retorno econémico e, ao
mesmo tempo, mantém o equilibrio no ambiental.

Com o inicio das exportacdes cresceu a preocupacdo com a manutencao da
qualidade do mel produzido no Brasil, seguindo as normas estabelecidas nas Boas
Praticas Apicolas (BPA). Observa-se que é cada vez maior a busca da garantia da
producdo de alimentos seguros no setor agropecuario, a qual esta alinhada as
outras exigéncias do mercado e saude do consumidor (SENAI, 2009). Com o
aumento da producdo e do consumo do mel, consequentemente, € crescente a
preocupacdo, bem como o0 conhecimento das caracteristicas utilizadas como

indicadoras de qualidade do alimento (PIRES, 2011).

1.3 Comercializagdo e consumo do mel em Roraima

A comercializacdo de mel em Roraima € priorizada por Arranjo Produtivo
Local - APL, que corresponde a uma das formas organizacionais para aumentar a
producao, principalmente como atividade econémica, geralmente em parceria com

Estados e Municipios, como explicam Barbosa, Lopes e Barbosa (2007, p.53):

A apicultura roraimense é uma das atividades prioritarias para acdes de
incentivo e fomento a producdo agropecuaria e ao desenvolvimento
regional. Foi priorizado como Arranjo Produtivo Local — APL, com projetos
de estudo e desenvolvimento que vem sendo realizados pela Fundacéo
Estadual do Meio Ambiente, Ciéncia e Tecnologia — FEMACT, a partir da
organizacdo da Camara Setorial de Apicultura, e por parte do Servico
Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas — SEBRAE-RR, por
meio do Projeto Apis.

Pezente (2011) classifica 0 mel de Roraima como melato. Segunda a autora
o mel é originario do nectario extrafloral da espécie Acacia mangium e algumas
amostras, principalmente as dos meses secos, ndo se enquadravam na legislacéao
brasileira, pois é baseada na Legislacdo Britanica onde ha grandes diferencas
principalmente devido ao clima.

O “mel de melato” e o mel floral sdo diferentes nas suas propriedades fisico-

quimicas, pois 0 mel de melato € caracterizado por apresentar menor teor de

glicose, razdo pela qual comumente nao cristaliza; este tipo de mel apresenta
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também menor teor de frutose, maior teor de oligossacarideos e de cinzas, maior pH
e maior teor de nitrogénio, segundo Campos et al. (2003).

A legislacdo brasileira referente a méis ndo contempla a flora do lavrado,
pois foi baseado na legislacdo do mel briténico. O lavrado € um bioma especifico de
Roraima. Portanto, o que vem diferenciar o mel desta regido é sua caracteristica de
origem. Desta forma, a legislacdo em vigor, a Normativa 11/2000 — MAPA (BRASIL,
2000), ndo contempla as diversidades de flora e de habitats utilizados na producéo
do mel.

Independente da classificagcdo do mel de Roraima quanto a sua origem,
verifica-se que nado existe pesquisa focada para a caracterizacdo micoldgica.
Assim, os apicultores do estado, mesmo possuindo esse diferencial na origem do
mel, ndo tém a certificacdo de qualidade, que é a forma de garantir a procedéncia
desse produto. A certificacdo deve satisfazer os quesitos descritos pelas medidas
legislativas, caso ndo sejam satisfatérios, possivelmente, o mel ndo atingir4 os
grandes mercados.

Neste trabalho realizado com mel no estado de Roraima foi analisado
somente a contagens dos micro-organismos (fungos filamentosos e leveduras) e na
pesquisa de Pezente (2011) apenas o0s parametros fisico-quimicos como
caracteristicas glicidicas foram avaliadas. Estes resultados reforcam a importancia
do controle de toda a cadeia produtiva do mel, desde o campo até sua
comercializacdo. Portanto, somos pioneiros, pois determinou-se a caracterizacao
micoldgica a nivel taxondmico convencional, associada as técnicas moleculares para

complementar a identificacdo de espécies, presente nos meéis roraimenses.

1.3.1 A origem do mel de Roraima

Roraima € dividido em trés grandes sistemas ecoldgicos: florestas,
campinas-campinaranas e savanas ou lavrado. As florestas abrangem menos de um
terco da regido do estado, e sdo constituidas por matas estacionais, ombrdfilas, de
contato (ambientes ecoOtonos), e savanas florestadas ligadas a rios, lagos e
pequenas serras. As campinas sdo ambientes com espécies ndo encontradas em
outras paisagens amazoOnicas. Estes ambientes encontram-se em depressoes

cercadas pelas campinaranas. Apenas 17% das espécies de plantas de campinas
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ocorrem também nas campinaranas, e menos de 4 % existem também nas florestas
de terra firme (BARBOSA; MIRANDA, 2005). O lavrado € dominado por areas
abertas, mas é importante ressalvar que também apresenta ambientes florestais. O
lavrado é termo local para a regido das savanas de Roraima. Trata-se de um
ecossistema unico, numa extensa area aplainada, sem correspondente em outra
parte do Brasil (INPA, 2008; PINHEIRO; HORTENCIO; EVANGELISTA, 2012).

As areas de lavrado ocupam as partes do centro-leste e nordeste do estado,
contribuindo com 17% do total. Este ecossistema ocupa um importante espaco na
biogeografia do estado de Roraima. Essa importancia ultrapassa aos limites fisicos
do espaco geografico, influenciando e moldando a ocupacdo social e o
desenvolvimento do Estado (BARBOSA; MIRANDA, 2005).

Em Roraima acreditava-se que a Acacia mangium possui 0 potencial para
cultivo no Estado, tendo sido introduzida comercialmente no final do século passado,
visando suprir a demanda de matéria-prima para a industria de celulose (TONINI;
HALFELD-VIEIRA; SILVA, 2010). Segundo Barros et al. (2009) os plantios florestais
de A. mangium constituem uma alternativa cada vez mais praticada em éareas de
lavrado localizado em Roraima do norte da Amazonia ocupando mais de 25.000
hectares. Outra caracteristica dessa regido € sua possivel utilizacdo para a
producdo de mel, por estarem proximas de areas degradadas por pasto, fruticulturas
e/lou cultivos agricolas, além de ser de facil acesso na maior parte do ano
(PEZENTE, 2011).

A espécie A. mangium é caracterizada pelas folhas bipenadas, comumente
aculeadas, peciolos com glandulas (nectarios extraflorais) e androceu com
numerosos estames, brancos, cremes ou amarelos. O género Acacia compreende
mais de 1.350 espécies de distribuicdo cosmopolita, caracterizado principalmente
por espécies com glandulas nos peciolos ou nectéarios extraflorais (DU BOCAGE et
al., 2008).

Portanto, o mel produzido nas areas de savanas em Roraima com pasto
apicola com predominancia de A. mangium é considerado mel de melato
(PEZENTE, 2011).

No entanto, segundo como Barth (2004) méis originados de duas ou mais
espécies de plantas sdo denominados de méis poliflorais ou silvestres e podem ser
produzidos por abelhas do género Apis ou nativas, com propriedades diferenciadas

dependendo da espécie de abelha, fatores climaticos e o tipo de flora.
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Os méis silvestres podem ser provenientes de diferentes origens, por isso
sao considerados multifloral ou polifloral (BRASIL, 2000). As vegetacdes isoladas e
especificas (savana) de Roraima possuem identidade ecologica e floristica propria
(BARBOSA; MIRANDA, 2005). Portanto, o mel produzido pela flora existente em
area de savana apresenta caracteristica peculiar.

Pezente (2011) afirma, que o néctar utilizado pelas abelhas para producéo
de mel em Roraima € provavelmente de nectarios com altos teores de sacarose. Nos
meis roraimenses analisados foram encontrados outros agucares, como a frutose em
maior quantidade, seguido de glicose, maltose, erlose e melezitose. No periodo
seco a cor do mel de melato é de coloracdo ambar escuro, principalmente nos
meses de dezembro e janeiro, época tradicionalmente mais seca no Estado. Em
periodo chuvoso as andlises dos méis de Roraima demonstram caracteristicas
similares aos europeus, ou seja, ao mel floral.

Portanto, a escassez de estudos sobre o mel da regido de savana localizada
em Roraima dificulta caracterizar a identidade deste alimento. E se faz necesséria a
realizacdo de pesquisas sobre a composi¢ao fisico-quimica e microbiologica do mel

roraimense.

1.4 Parametros legais de qualidade do mel

A atual legislagéo brasileira, Normativa n® 11/2000 — Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2000) regulamenta o padrdao de
qualidade e identidade do mel e estabelece medidas legislativas antes da
comercializacdo. No entanto, verifica-se que a legislacao vigente (BRASIL, 2000)

ndo contempla as caracteristicas microbiolégicas do mel.

A Legislacéo Brasileira (sic), através da Instrucdo Normativa n. 11 de
Outubro de 2000, regulamenta o padrdo de qualidade e identidade do mel
comercializado estabelecendo limites que servem para excluir os méis que
sofreram algumas préaticas de adulteracdo ou processamento inadequado.
Como teor de umidade, hidroximetilfurfural, aglcares redutores, sacarose
aparente, acidez livre, atividade diastasica, solidos insoliveis em agua,
minerais e proibe o uso de corretivos de acidez, corantes, aromatizantes,
espessantes, conservadores e edulcorantes de qualquer natureza, sejam
eles naturais ou sintéticos (AROUCHA et al., 2008, p. 212).
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A Portaria n® 367 de 04/09/1997 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2000) foi revogada. Este instrumento contemplava o0s
padrées microbiologicos do mel. E o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade do Mel disposto na Normativa n°® 11/2000 abrange apenas 0s parametros
de qualidade do mel com requisitos voltados para a qualidade fisico-quimica. Nesta
mesma Normativa, quando se refere aos critérios macroscopicos e microscopicos do
mel, observa apenas que o produto ndo deve conter substancias estranhas de
qualquer natureza, tais como insetos, larvas, graos de areia e outros.

O mercado consumidor tem atualmente a preocupagao de adquirir um
produto livre de contaminagdo (GOIS et al.,, 2013). E embora a caracterizagao
fisico-quimica venha sendo amplamente pesquisada, h& poucos trabalhos
referentes a caracterizacdo micologica, que é importante para a certificacao,
valorizagédo e comercializacdo do mel.

Quando se refere as andlises micologicas, 0s pesquisadores utilizam
instrumentos como o Decreto n° 30.691/1997 (BRASIL, 1997), que € o
Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal. O
artigo segundo desta legislacdo deixa claro, que ficam sujeitos a inspecdo e
reinspecao previstas neste Regulamento, os animais de acougue, a caga, O
pescado, o leite, 0 ovo, 0 mel e a cera de abelhas e seus produtos e subprodutos
derivados.

A Resolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria aprova o Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbiolégicos
para Alimentos. Esta resolucéo se refere aos produtos de origem animal e vegetal,
regulamentando seus padrdes de identidade e qualidade de alimentos (BRASIL,
2001) e estabelece os padrbes microbiolégicos sanitarios e os critérios para a
concluséo e interpretacao dos resultados das analises microbiolégicas de alimentos
destinados ao consumo humano.

Outra legislacdo brasileira especifica para mel, e que estabelece os
parametros fisico-quimicos deste alimento € preconizada pelo Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade do Mel, de acordo com a Instru¢do Normativa
11, de 20 de Outubro de 2000 — MAPA (BRASIL, 2000), atualmente em vigor. Este
instrumento ndo contempla os parametros microbiolégicos. Seu objetivo é
estabelecer a identidade e os requisitos minimos de qualidade do mel destinado ao

consumo humano.
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Além da legislagéo nacional, ha a Resolucéo internacional do MERCOSUL
n° 15/1994 (MERCOSUL, 1994), que envolve quatro paises: Brasil, Argentina,
Paraguai e Uruguai. Como em 2009 foi aprovada a entrada da Venezuela no
MERCOSUL (GOLDZWEIG, 2013), hoje o mercado € composto pela Republica
Argentina, a Republica Federativa do Brasil, a Republica do Paraguai, a Republica
do Uruguai e a Republica Bolivariana da Venezuela. Esta Resolucdo é o
instrumento que estabelece a quantidade minima e maxima de unidade formadora
de col6nias de fungos e leveduras presentes no mel.

Quando se fala em legislagao internacional, ndo se pode deixar de discorrer
sobre os critérios de ocorréncia de micro-organismos e os parametros de qualidade
fisico-quimica presente no mel, que sdo especificados no Codex Alimentarius
Commission (BOGDANOV et al., 1999). Este instrumento estabelece parametros
de qualidade fisico-quimica do mel de abelhas meliferas e estao divididos em trés
grupos: indicadores de maturidade, de pureza e de deterioragdo, que auxiliam na
deteccao de possiveis falhas no processo produtivo (CAC, 2014).

Pode-se concluir, que a legislacdo brasileira ndo se adequada as
caracteristicas dos parametros microbiologicos além da origem da flora, que é
peculiar a cada regido, contemplando somente os parametros fisico-quimicos do

mel de origem floral produzido por abelhas do género Apis.

1.4.1 Parametro fisico-quimicos

O pH esta associado ao desenvolvimento de micro-organismos em qualquer
alimento. No mel ndo é diferente e o valor de pH pode esta relacionado ao néctar, as
diferencas na composicdo do solo ou na associacdo botanica para sua composicao.
Além disso, as substancias mandibulares das abelhas acrescidas ao néctar quando
do transporte até a colméia, podem contribuir para a variagdo do pH
(EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005).

Terrab, Diez e Heredia (2002) afirmam, que o pH baixo, elevada viscosidade
e concentragdo elevada de acucares inibem a presenca e o0 crescimento de micro-
organismos no mel, que crescem s6 em pH 7 ou proximo de 7 (CHAVES; GOMES;
COSTA, 2012). Estes parametros tém grande importancia durante a extracdo e o
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armazenamento do produto, por influenciarem na textura, na estabilidade e no
tempo de vida util nas prateleiras.

Pontara et al. (2012) avaliaram a qualidade fisico-quimica e microbiologica
do mel produzido por abelhas A. mellifera africanizadas, a partir de flores de
mandioca. E realizaram andlises de pH, sélidos sollveis totais, acidez, umidade,
acucares redutores e totais, sacarose aparente, hidroximetilfurfural, cor, cinzas,
proteinas, solidos insollveis em &agua, atividade diastasica, teor de minerais e
monitoramento dos teores de acido cianidrico (HCN), além de avaliacdes
microbiologicas. O grupo coliformes, bolores e leveduras foram analisados de
acordo com Regulamento Técnico sobre PadrBes Microbiologicos para Alimentos
(BRASIL, 2003) e o Regulamento técnico MERCOSUL de identidade e qualidade do
mel (MERCOSUL, 1994). As amostras analisadas apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas, incluindo o pH, e microbiol6gicas favoraveis a comercializagdo. Os
autores somente fizeram contagem de colonias e verificaram, que 0s bolores e
leveduras mostraram crescimento inferior a 10 UFC/g.

O pH baixo ou &cido é inGspito para bactérias, leveduras e fungos
filamentosos e no mel é influenciado pela origem, sendo geralmente inferior a 4,0
para mel de origem floral e superior a 4,5 para os méis de melato (AZEREDO et al,
1999). Devido a microbiota natural do mel € importante analisar as caracteristicas
microbioldgicas, os fungos filamentosos, além de leveduras e bactérias formadoras
de esporos, por indicarem a qualidade sanitaria e comercial do mel, e oferecerem
risco potencial a saide humana. Dentre eles, a presenca das leveduras e fungos
filamentosos sao inevitaveis, uma vez que as abelhas recolhnem os micro-organismos
juntamente com o néctar (FELSOCIOVA et al., 2013).

1.4.2 Parametros microbiol6gicos

Segundo Aroucha et al. (2008) o mel &€ um produto mundialmente
consumindo por seu valor farmacologico, fonte de energia e adocante natural. Por
ser alimento de origem animal, pode conter pesticidas, cuja aplicacdo reduz a
presenca dos polinizadores em &reas cultivadas, pois 0s agrotoxicos utilizados para
matar pragas fazem o mesmo com as abelhas, consideradas 0s principais

polinizadores em ambientes naturais, além de diretamente responsaveis pela
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producdo do mel. Estudos comprovam que o mel contaminado € ingerido por crianca
com idade inferior a um ano pode resultar em sérios problemas a saude, inclusive a
morte, que ocorre pela intoxicacdo com substancias toxicas produzidas e liberadas
pelos micro-organismos (SENAI, 2009).

A contaminacdo microbioldgica pode ser causada pela microbiota natural
das proprias abelhas (fonte priméria), que incluem também o poélen, néctar floral,
poeira, terra e o proprio corpo e trato digestivo da abelha, além de fungos e algumas
bactérias (LIEVEN et al.,, 2009). E por fontes secundarias, que sdo aquelas
decorrentes da manipulacdo do mel por pessoas; estas incluem os manipuladores,
contaminacdo cruzada, equipamentos e instalacdes. As fontes priméarias sdo muito
dificeis de controlar. Por outro lado, as fontes secundarias podem ser controladas
pelas boas praticas de fabricacdo de acordo com FelS6ciova et al. (2013).

O mel deve atender aos critérios de qualidade e certificacbes antes de sua
comercializacdo e exportacdo, pois estd sujeito a fraudes, adulteracdo e
contaminacdo por manipulacdo inadequada. Portanto, o controle da qualidade na
producdo do mel é primordial, tornando-se fundamental, principalmente, as boas
praticas de higiene por parte dos apicultores, bem como a utilizacdo de local
adequado para o manuseio e extracao do mel (PIRES, 2011). Segundo Silva et al.
(2008), a presenca de 0s micro-organismos pode estar associada a veiculagéo pelas
abelhas meliferas, podendo ocorrer contaminacfes antes (fontes primarias), durante
e depois da extracao do mel (fontes secundaria), devido a nao utilizacdo das BPA, e
as mas condicdes dos equipamentos e ao armazenamento e acondicionamento
deste produto.

E necessario o controle no processo de producéo do mel desde o campo,
até a entrega do produto, para que suas caracteristicas sejam preservadas e
controlados o0s riscos de contaminacdes, para garantir um alimento seguro.
Geralmente, a ma qualidade do mel ocorre devido as falhas durante o processo de
producdo, extracdo e processamento. Estd qualidade ndo pode ser recuperada
durante o seu processamento no entreposto (SENAI, 2009).

Quando se trabalha com este alimento, podem ocorrer variagdes em suas
composi¢cdes que interfere na qualidade do produto, dependendo das condi¢des
climaticas, do estagio de maturacdo, da espécie de abelha, do processamento e
armazenamento, além do tipo de florada (SILVA; QUEIROZ; FIGUEIREDO, 2004).
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O controle de qualidade é uma etapa importante para que o produto seja
comercializado com as suas propriedades naturais preservadas, com caracteristicas
que facilitem sua utilizacdo e que tenha uma adequada conservacao e apresentacéo
(LACERDA et al., 2010). Sistematicamente, apicultores e consumidores tém
demonstrado grande preocupacédo com a qualidade e com constantes adulteracdes
de amostras de méis (BARBOSA; LOPES; BARBOSA, 2007).

A caracteristica in natura do mel favorece a ocorréncia de adulteracdes.
Segundo Rossi et al. (1999) as alteracbes podem acontecer com adi¢cdo de caldo-
de-cana pelos manipuladores, que levam-no ao fogo para que seja “apurado”. Em

relacéo a cor, a mistura é melhorada pela adicdo de iodo e aditivos quimicos.

O mel de abelhas é um produto muito apreciado, no entanto, de facil
adulteracdo com acUcares ou xaropes. Dessa forma, € necessario que haja
algumas andlises para a determinacdo da sua qualidade para que seja
comercializado. O mel é basicamente uma mistura complexa de acUcares
altamente concentrada. A composicdo do mel depende de muitos fatores
tais como: espécies colhidas, natureza do solo, raga de abelhas, estado
fisiolégico da colbnia, estado de maturagdo do mel e condigdes
meteoroldgicas (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2005, p. 1167).

O mel é um alimento de valor nutritivo apreciado por seu sabor
caracteristico. Por este motivo, o preco é relativamente alto, o que também favorece
a adulteracao, que geralmente é feita através de adicdo de outros tipos de melato,
como os de aclicares comerciais, derivados de cana-de-acticar e milho (ARAUJO;
SILVA; SOUSA, 2006).

Por apresentar pH acido, o mel devido a umidade, atividade baixa da agua,
viscosidade elevada, além da concentracdo de acucares e pressao osmotica alta,
reine condicbes que fazem com que seja um substrato pouco favoravel ao
desenvolvimento de micro-organismos. Quando ocorre adicdo de acucar comercial
ou ma higiene do local onde se processa o mel, esses fatores alteram o pH, a
pressao, e a concentracao de acucar reduzindo e a qualidade do mel.

Em trabalhos onde se fez a analise microbiolégica do mel como o de Sereia
et al. (2011), que utilizou amostras de méis organico de A. mellifera, Santos e
Oliveira (2013) com amostras de méis de A. mellifera de entrepostos e Lieven et al.
(2009) que trabalhou com amostras de méis adquiridas no comeércio formal
(supermercados e farmacias) e informal (feiras e ambulantes), foram analisadas

bactérias, leveduras e os fungos filamentosos, e em relacdo aos fungos filamentosos
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e leveduras fizeram somente contagem das colonias, sem a identificagcdo dos
isolados, principalmente dos fungos filamentosos. Dado a escassez de informagdes
referente a taxonomia, fazem-se necessarias pesquisas nesta area, para verificar se
0s possiveis fungos presentes em amostras de mel sdo patogénicos ou produtores
de toxinas.

Sereia et al. (2011) estudaram as principais fontes de contaminacao e as
condi¢cdes higiénico-sanitarias de amostras de mel organico de A. mellifera
provenientes das llhas do rio Parana. E segundo os parametros microbiologicos
estabelecido pela resolucdo do MERCOSUL - Grupo de Mercado Comum — GMC
n° 15/1994 (MERCOSUL, 1994), aprovada pela Portaria n° 326/1997 (BRASIL,
1997) o mel deve conter no maximo de 1,0x102 UFC/g de leveduras e bolores. E
os resultados encontrados indicaram que as fontes de contaminacdo secundarias
sdo as responsaveis pela reducéo da qualidade do mel orgéanico.

Lieven et al. (2009) analisaram a qualidade microbiolégica do mel
comercializado formal e informalmente na regido do extremo sul baiano, quanto a
presenca de coliformes totais, termotolerantes, bolores e leveduras. Para os padrdes
microbioldgicos utilizaram a Instrugdo Normativa n°® 11/2000 MAPA (BRASIL, 2000),
que estabelece um valor tolerdvel de 1,0x102 UFC/g para bolores e leveduras e
auséncia (<3,0 NMP/g) para coliformes totais. Os autores consideraram, que as
amostras ndo apresentaram contaminacdo por bactérias do grupo coliformes, no
entanto oito amostras continham bolores e leveduras.

Santos e Oliveira (2013) analisaram os parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos de méis de A. mellifera provenientes de sete entrepostos localizados
na regido do Vale do Jaguaribe/Cearad. Quanto as analises microbiolégicas foram
pesquisadas a presenca de fungos filamentosos e leveduras (UFC g'1), coliformes a
35 e 45°C (NMP g'1) e Salmonela spp. Estas analises foram conduzidas segundo
metodologias da American Health Association — APHA e para as andlises fisico-
guimicas foram adotados com os valores estabelecidos pela legislacdo brasileira
vigente (BRASIL, 2000). Os resultados indicaram, que o0s méis avaliados
apresentaram boa qualidade microbioldgica, com auséncia de coliformes a 35 e
45°C, de Salmonella spp. e baixa contagem de fungos filamentosos e leveduras.

Montes et al. (2013) analisaram as caracteristicas fisico-quimicas em
amostras de méis de trés grupos de abelhas nativas (Melipona compressipes, M.

subnitida e M. scutellaris). A determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas
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(umidade, atividade de &gua hidroximetilfurfural, acidez e cor) seguiram os métodos
preconizados pela legislacdo brasileira vigente, que se encontram descritos na
Instrucdo Normativa n°11/2000 — MAPA (BRASIL, 2000). Para as analises
microbiolégicas avaliaram somente a ocorréncia da bactéria Salmonella spp. A
contagem das colonias dos fungos isolados do mel foi realizada com base no
Regulamento Técnico sobre Padrfes Microbiologicos para Alimentos — RDC N°
12/2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001). Os autores
concluiram, que a maioria dos parametros fisico-quimicos obtidos nas amostras
apresentaram valores adequados para o consumo humano. As contagens fangicas
foram acima do recomendado pela legislacdo, demonstrando que o mel nédo se
encontrava numa condi¢ao higiénica satisfatéria.

Silva et al. (2013) analisaram 27 amostras de mel produzidas em dez
cidades do Estado do Para, por trés espécies diferentes de abelhas (A. mellifera, M.
fasciculata e M. flavoneata). Foram pesquisados os teores de elementos minerais
(Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Sr e Zn)
determinados via espectrometria de emissdo atdbmica por plasma acoplado
indutivamente (ICP OES). As analises fisico-quimicas (cor, umidade, densidade,
pH, solidos insollveis e sollveis totais, cinzas, condutividade elétrica, indice de
formol, acidez livre, HMF, acUcares redutores e totais e sacarose) foram analisadas
de acordo com a Normativa n°11/2000, a Resolucdo MERCOSUL n°.15/1994 e a
Codex Alimentarius Commission. Os resultados fisico-quimicos apresentaram-se
de acordo com as legislacdes. Oito dos elementos estudados (As, Ba, Be, Bi, Cd,
Co, Cr e Li) ndo foram detectados em nenhuma das amostras analisadas. K, Ca e
Na foram os elementos mais abundante nos méis. Cu, Zn e Ni foram encontados
abaixo do limite maximo estabelecido pela legislacéo brasileira. Das 27 amostras o
Cr foi detectado apenas em trés amostras. Al, Mg, Mn e Sr foram detectados nas
amostras da espécie A. mellifera.

Soares, Aroucha e Gaéis (2010) pesquisaram a qualidade fisico-quimica de
méis de flores silvestres provenientes de diferentes pontos comerciais no municipio
de Apodi/RN, de acordo com Normativa n°® 11/2000, referentes a parametros como
os teores de umidade, acidez total, hidroximetilfurfural — HMF, acucares redutores e
sacarose aparente. Os resultados constataram, que o teor de umidade e HMF

apresentaram-se acima do permitido pela legislacéo brasileira.
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Komatsu, Marchini e Moreti (2002) analisaram as caracteristicas fisico-
quimicas e proteinas de trés amostras de méis de origens florais (silvestres,
eucalipto e de laranjeira) coletadas no Estado de S&o Paulo. Os resultados
estavam de acordo com os parametros estabelecidos pelo Decreto n° 30.691/1997
(BRASIL, 1997). Os valores para proteina ndo foram aceitaveis no conjunto de
todas as amostras estudadas. No entanto, a legislacdo vigente ndo determina a
analise de proteina, que foi determinada seguindo-se o método do Laboratério de
Controle de Qualidade do Instituto de Zootecnia de Pindamonhangaba - SP, que
adota a reacao de Lund para determinacao do referido parametro.

Barth et al. (2005) avaliaram a composicao fisico-quimica e palinolégica de
meéis considerados monoflorais produzidos na regido sudeste do Brasil. Esta
analise visou reconhecer os tipos polinicos encontrados nas amostras de mel e, a
partir dos resultados, determinar as espécies vegetais que os produziram, bem
como a vegetacdo de interesse apicola ao redor de um apiario. Os resultados
obtidos mostraram que, os méis comercializados como monoflorais indicam
incorretamente sua origem botéanica, isso significa que os padrées estabelecidos
pela legislacdo brasileira ndo contempla alguns caracteristicas de meéis desta
regiao.

Lopes et al. (2011) avaliaram o efeito de diferentes niveis de
sombreamento das colmeias e analisaram o0s parametros fisico-quimicos de
amostras de méis, tais como a acidez e o teor de HMF, de acordo com a Normativa
n°11/2000. Os resultados mostraram que as coberturas influenciam, no
desenvolvimento das col6nias e no indice de HMF.

Os parametros fisico-quimicos das amostras de méis, com base na
Normativa n°® 11/2000 (BRASIL, 2000) vém sendo utilizados por diversos
pesquisadores, 0 que contribui para se determinar a qualidade do mel. Tais
resultados foram apresentados por Sodré et al. (2003), onde analisaram a umidade,
cor, proteina, pH, acidez, indice de formol, condutividade elétrica, cinza, nimero de
diastase, hidroximetilfurfural — HMF, acUcares totais, agucares redutores, sacarose
e tipos polinicos de 36 amostras de meéis da Regido Litoral Norte do Estado da
Bahia e verificaram que, todas se encontravam dentro do limite permitido pela
norma vigente (BRASIL, 2000). Silva, Queiroz e Figueirédo (2004) analisaram a
umidade, HMF, aclcares redutores, sacarose aparente, cinzas, acidez livre, solidos

insollveis em agua, atividade diastasica, e o pH. E os resultados obtidos foram
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satisfatorios em todas as amostras de méis de A. mellifera L. produzidos no Estado
do Piaui, as quais estavam dentro dos padrées exigidos na Normativa n°® 11/2000
(BRASIL, 2000).

Alves et al. (2005) analisaram as amostras de mel da abelha Melipona
mandacaia provenientes do municipio de Sdo Gabriel do Estado da Bahia. Os
pardmetros analisados foram: umidade, HMF, acgucares redutores, sacarose
viscosidade, condutividade elétrica, pH, acidez, indice de formol e a cor. A maioria
dos parametros fisico-quimicos apresentaram valores médios adequados para o
consumo humano. Dentre as caracteristicas, apenas o teor de umidade encontrava-
se fora dos padrdes definidos pela legislagdo (BRASIL, 2000).

Bera e Almeida-Muradian (2007) estudaram as caracteristicas fisico-
quimicas (umidade, HMF, acucares redutores, sacarose aparente, proteinas,
reacOes de Fiehe, Lugol e Lund) do mel com prépolis, com o intuito de verificar
possiveis adulteragcdes em amostras comerciais do Estado de S&o Paulo, com base
nos parametros referentes a legislacdo (BRASIL, 2000). Os resultados obtidos nas
analises das amostras indicaram, que todas continham mel verdadeiro e que nao
houve indicios de adulteracdo do produto com agua, amido ou aglcar comercial.

Aroucha et al. (2008) analisaram amostras de méis nas feiras do municipio
de Mossor6 — RN quanto a cor, umidade, acidez total, acuUcares redutores,
sacarose aparente e atividade diastasica. As 19 amostras apresentaram-se dentro
do padréo estabelecido pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2000), no que se refere
ao teor de umidade, acUcares redutores, cor e atividade diastasica. Apenas uma
amostra apresentou sacarose aparente fora do padréo estabelecido para mel floral,
podendo ser comercializada como mel de melato. Em relagcéo a acidez total das 19
amostras de méis analisadas, 10 apresentaram dentro do padrdo exigido pela
legislacéo brasileira (maximo de 50 meqg/kg).

Evangelista-Rodrigues et al. (2005) realizaram analises fisico-quimicas dos
méis de A. mellifera e Melipona scutellaris provenientes dos estados da Bahia e da
Paraiba, relacionadas a umidade, HMF, cinzas, acidez total e sélidos insolUveis em
agua. E concluiram que, os méis produzidos pelas abelhas africanizadas (A.
mellifera) e pela abelha nativa M. scutellaris apresentam valores diferentes dos
padrées do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel (BRASIL,

2000) para alguns parametros, o que pode dificultar o seu armazenamento por um
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longo periodo, pois o alto teor de &gua do produto diminui a sua vida util de
prateleira.

Vale ressaltar, que os pesquisadores utilizam diferentes métodos para
verificar os parametros de contaminacdo no mel, como Mercosul n° 15/1994
(MERCOSUL, 1994), Normativa n° 11/2000 MAPA (BRASIL, 2000), Decreto n°
30.691/1997 (BRASIL, 1997), American Health Association — APHA e Codex
Alimentarius Commission. Observa-se que ndo existe uma legislacao especifica para
estabelecer os parametros da qualidade do mel no Brasil. Portanto, & relevante
analisar as caracteristicas microbiolégicas do mel, pois estdo relacionadas
principalmente a identidade e a qualidade do mel.

1.4.2.1 Contaminantes microbiol6gicos

Todo alimento manipulado pode oferece risco a saude. As caracteristicas
microbiolégicas do mel estdo relacionadas a qualidade e a seguranca deste
alimento. Os micro-organismos de importancia primaria sdo as leveduras, fungos
filamentosos e bactérias formadoras de esporos. Estes micro-organismos podem
estar envolvidos em atividades de deterioragcdo do mel, producdo de toxinas e
producdo de enzimas, podendo causar intoxicagdo quando consumido.

Durante a extracdo do mel, as fontes de contaminacdo podem estar
relacionadas com a manipulacao incorreta, uso de materiais mal higienizados, locais
inapropriados pela incidéncia do vento, presenca de insetos e permanéncia de
animais domeésticos e de estimacao (SILVA et al., 2008). A respeito deste fato, os
fatores externos podem influenciar negativamente na qualidade final, entre eles
destaca-se a higiene das areas no entorno do apiario (MATOS et al., 2011). Para
garantir uma boa qualidade do produto, os apicultores tém que averiguar todas as
etapas do seu processamento.

Além das atividades de deterioracédo do mel, os fungos filamentosos podem
acarretar inibicdo de outros micro-organismos competidores. Quando ocorre
qualguer alteragcdo no mel, o crescimento anormal desses micro-organismos €
estimulado. Silva et al. (2008) avaliaram a qualidade microbiolégica de méis obtidos
diretamente de apicultores e provenientes de entrepostos registrados no Servi¢o de
Inspecao Federal - S.1.F./Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
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no Estado de Minas Gerais. Os pesquisadores analisaram o0s coliformes totais,
coliformes termotolerantes, fungos filamentosos e leveduras. O mel de A. mellifera
apresentou uma flora microbiana propria, que inclui, entre outros micro-organismos,
fungos do género Penicillium e Mucor e alguns géneros de leveduras tolerantes a
altas pressdes osmoticas. Os resultados obtidos referentes a contaminacdo por
fungos filamentosos e as leveduras foram superiores nas amostras provenientes da
producdo de pequenos apicultores, quando comparado a contagem nos meéis
provenientes de entrepostos. Porém, apiarios e entrepostos trabalharam fora das
Boas Praticas de Fabricacdo. Esta pesquisa corroboram que a qualidade e a
seguranca no consumo do mel estdo relacionadas com as caracteristicas
microbiolégicas, podendo ser controladas todas as etapas do processamento, a fim
de garantir um produto de maior qualidade para a comercializacao.

Souza et al. (2009) avaliaram a qualidade microbiol6gica do mel produzido
por espécies de abelhas sem ferrdo (Trigonini) no Estado da Bahia. As analises
microbiolégicas foram realizadas seguindo as normas de Scott, Clavero e Troller
(2001). Nestas analises foram realizadas a contagem padrdo de bolores e
leveduras e a presenca de coliformes a 35°C e 45°C nas amostras de meéis.
Concluiram que das quatorze amostras de méis de trigonineos analisadas, metade
apresentou contagem padrdo de bolores e leveduras acima do maximo previsto na
regulamentacao brasileira para alimentos; nenhuma das amostras foi positiva para
presenca do grupo coliforme.

As pesquisas de Alves et al. (2009) com amostras de méis de A. mellifera
das ilhas Floresta e Laranjeira do alto rio Parana e Souza et al. (2009) com mel
produzido por espécies de abelhas sem ferrdo (Trigonini), do estado da Bahia,
objetivaram a quantificacdo de micro-organismos no mel, o que constitui um dos
principais critérios de qualidade do produto de acordo com a legislacédo
MERCOSUL, 1994 e com as normas internacionais de acordo com Scott, Clavero e
Troller (2001). Mas, quando se refere ao consumo humano, estes critérios podem
nao ser suficientes para garantir a seguranca no consumo deste alimento. A
quantificacdo aliada a identificacdo e a determinacdo da microbiota no mel,
revestem-se de importancia para o estabelecimento e a andlise dos riscos destes
fungos filamentosos ao homem. Além disso, é importante esclarecer a origem dos

micro-organismos, principalmente os fungos e leveduras naturalmente associados
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as abelhas, representando uma microflora ndo patogénica, e que ocorre somente
quando o mel é puro.

Pires (2011) avaliou a qualidade do mel de abelhas A. mellifera produzido
no Piaui. As amostras foram analisadas quanto aos parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos, tais como: umidade, atividade de agua, pH, acidez, cor, HMF,
pesquisa de Salmonella spp., NMP.g1 de coliformes a 35°C e 45°C, contagem de
Staphylococcus coagulase positiva, contagem padrdo de bactérias heterotréficas
mesodfilas e fungos filamentosos e leveduras. As amostras ndo apresentaram
contaminacdo por Salmonella spp., coliformes a 35°C e 45°C e Staphylococcus
coagulase positiva. Verificou-se a presenca dos géneros fungicos: Aspergillus spp.
e seus telemorfos, Penicilium spp., Cladosporium spp., Fusarium spp.,
Byssochlamys spp. e Curvularia spp.; e das espécies Aspergillus flavus, A. niger e
agregados, Penicillium citreonigrum, P. decubens, P. waskmani, P. restrictum, P.
implicatum, P. islandicum e P. felutanum, nas amostras. Estes resultados reforcam
a necessidade do controle de boas praticas apicolas pelos apicultores, que devem
abranger as atividades de manejo ao longo da criagdo das abelhas, a extracdo do
mel e o armazenamento deste alimento, para assegurar a qualidade do mel
produzido.

Os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sdo indesejaveis porque
algumas espécies sdo capazes de produzir enzimas deterioradoras e produtoras de
micotoxinas. Os géneros Aspergillus e Penicilium produzem a micotoxina
ocratoxina, que sao conhecidas por causarem efeitos téxicos, particularmente no
sistema renal. As fumonisinas sdo produzidas por fungos do género Fusarium e
atingem os 6rgdos como rins, figado e esdéfago (BANDO et al., 2007).

De acordo com Sodré et al. (2007) os micro-organismos presentes em uma
colmeia podem ser aqueles comumente encontrados no mel. Os fungos sao
trazidos pelas abelhas para a colmeia. E alguns deles ndo sobrevivem quando o
néctar € transformado em mel. Santos et al. (2011) discorrem que outros micro-
organismos podem resistir e se multiplicar, podendo causar a fermentacdo do
alimento, com producdo de numerosos subprodutos que alteram o paladar e o
aroma do mel. Algumas alteracdes podem acontecer devido a falta de informacao
quanto a extracdo, a forma de manejo adequado, equipamentos a serem utilizados

e, principalmente, armazenamento e conservagao (CORDEIRO et al., 2012).
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FelS6ciova et al. (2013) analisaram nove amostras de méis poloneses e
obtiveram 50 isolados, dentre eles: Alternaria spp., Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Aspergillus sp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Mycelium
sterilium, Penicillium brevicompactum, P. commune, P. corylophilum, P. crustosum,
P. expansum, P. griseofulvum, P. chrysogenum, P. polonicum e Rhizopus spp.
Desses isolados, 33 sdo do género Penicillium, grupo que se apresenta como um
potencial produtor de micotoxinas. Desta forma, € relevante que se faca
identificacdo de fungos filamentosos presentes no mel, pois as micotoxinas tém
importéancia como contaminantes em alimentos humanos.

Martins, Martins e Bernardo (2003) concluiram, que das 80 amostras de
meéis provenientes de mercados publicos de varejo na cidade de Lisboa/Portugual,
46 estavam contaminadas com bolores: Mucor sp., Penicillium spp., Aspergillus
candidus, A. flavus, A. fumigatus e A. niger e por leveduras Candida humicola,
Saccharomyces sp. sendo, portanto, necessarios mais estudos sobre as
caracteristicas micologicas do mel, uma vez que esses resultados sao significantes,
guando se trata de adulteracdo e do risco consideravel em termos de saude

publica.

1.5 Importancia da caracterizagdo micoldgica

Os fungos filamentosos s&o micro-organismos que estdo presentes em
todos os ambientes, e podem contaminar diversos alimentos, deteriorado-os e
alterando seu valor nutricional. O crescimento de fungos € determinado por varios
fatores, entre os quais, destacam-se: os teores de umidade, dano provocado por
insetos, temperatura e tempo de armazenamento do produto; e em alguns casos,
podem causar dano a saude publica (VECCHIA; CASTILHOS-FORTES, 2007).

Os fungos protagonizam uma série de reacbes quimicas, que servem ao
armazenamento e ao consumo de energia para atividades biologicas. Um dos
produtos deste metabolismo sdo as micotoxinas. Dependendo da quantidade de
toxinas ingerida por alimento contaminado, estas podem causar doencas
denominadas de micotoxicoses, independente da presenca do fungo (PUTZKE;
PUTZKE, 2002).
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Segundo Keller et al. (2005) h4 numerosas espécies fungicas reconhecidas
como produtoras de uma ou mais toxinas. Alguns géneros de fungos filamentosos
como Aspergillus, Penicillium e Fusarium podem causar sérios riscos a saude,
devido ao fato de algumas espécies serem produtoras de micotoxinas, as quais tém
atividade carcinogénica, teratogénica e mutagénica (STELATO et al., 2010). E
importante deixar claro, que nem todos os fungos filamentosos de um género ou
espécie produzem micotoxinas, e mesmo a presenca de fungos produtores nao
implica em presenca da toxina, jA que esta depende de condi¢cdes bioldgicas e
ambientais favoraveis (OGA et al., 2008).

Os esporos de leveduras, fungos e bactérias encontradas no mel séo
provenientes do intestino das abelhas e do néctar, que é fonte primaria de
alimentacdo das abelhas. Estes também podem contaminar o alimento durante o
processamento, por estarem sempre presentes no ar. Existe um grande interesse na
microbiota do mel para a biotecnologia, principalmente para a fabricacdo de
remédios e de cosméticos. Embora estes micro-organismos quando o mel ndo é
adulterado nado cresca, os fungos e leveduras podem continuar presente no mel e
serem transportados para um novo produto, no qual o mel é usado como
ingrediente, e se multiplicarem até deteriora-lo (SNOWDON, 1996).

A relevancia de caracterizar o mel é devido as informacdes benéficas a
saude, desta forma vem aumentando o consumo deste produto, sendo considerado
o de maior comercializacdo. Embora seja um alimento que, por suas caracteristicas
fisicas e quimicas, apresente elevado grau de resisténcia diante da proliferacéo de
micro-organismos, a acao de fatores externos, como ambientais, condi¢cbes de
manipulacdo e estocagem, podem influenciar negativamente em sua qualidade final
(LIEVEN et al., 2009).

As contaminag¢Bes de alimentos podem ocasionar riscos a saude, e de
acordo com Andrade e Nascimento (2005) uns dos fatores de risco para saiude nos
alimentos sédo contaminacgdes por fungos e outros micro-organismos. A preocupacao
com a qualidade do mel produzido no estado de Roraima tornou-se relevante, assim
como o conhecimento dos fungos filamentosos. A contaminacédo dos alimentos se
inicia na producao da matéria-prima e se estende as etapas de transporte, recepgao
e armazenamento. E necessario, porém, estar informado da procedéncia do mel, se
hé& fiscalizacdo e se este se encontra nos padrbes de higiene exigidos pelo Ministério

da Agricultura. Sabe-se, que ainda ha extracdo do mel de forma artesanal,
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possibilitando a contaminagdo microbiologica acima do admissivel, causando danos
a saude e desqualificando o produto (LIEVEN et al., 2009).

Nesse sentido, a caracterizacdo do mel de melato proveniente de acéacia é
importante como parte de uma estratégia de valorizagdo desse produto de
identidade regional, podendo agregar valor ao mesmo. Segundo Campos et al.
(2013) o melato, sendo uma ocorréncia natural, precisa ser caracterizado e
identificado, para que seja possivel haver um controle sobre a qualidade deste
alimento. E preciso estar cauteloso com o mercado consumidor para que haja uma
boa aceitagdo, principalmente pelo mercado externo que € mais exigente, inclusive o
do Mercosul.

Estudar e conhecer a microbiota destes alimentos € imprescindivel,
principalmente os fungos filamentosos, sendo importante ressaltar que a
quantificacdo fungica deve ser aliada com a identificacdo que € uma forma de
garantir a qualidade micologica do mel. Segundo Mazaro et al. (2014) € evidente a
necessidade e a importancia de fiscalizar o mel, a fim de identificar possiveis riscos
de contaminacédo. Essa fiscalizacdo garante a populacdo o consumo de um alimento
saudavel, livre de elementos que possam causar danos a saude.

Por isso, o mel tem que ser estudado a fim de se estabelecer a sua origem:
floral ou melato. A legislacédo vigente exige que no rétulo estejam discriminados os
meéis de melato ou nas misturas de mel floral e mel de melato (CAMPOS et al.,
2013).

1.5.1 Fungos filamentosos de alimentos

Os bolores ou morfos sao fungos filamentosos que crescem na forma de
uma massa disforme e que se espalha rapidamente no alimento (JAY, 2005). Os
fungos filamentosos sdo encontrados praticamente em todos os lugares. Estes
fungos formam hifas, cujos conjuntos formam micélios. O miceélio tem a funcéo de
fixacdo e reproducdo pelo aspecto caracteristico das colbnias que se formam
(CARVALHO, 2010).

Jay (2005) discorre que os fungos filamentosos de maior importancia nos
alimentos reproduzem-se por ascOsporos, zigosporos ou conidios. Os fungos

filamentosos sdo denominados de fungos conidiais ou imperfeitos, que significa o
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estado anamorfos (fase assexuada). Estes micro-organismos se reproduzem
assexuadamente através da producédo de conidios, formados por estrutura chamada
de conidioforo, que foi originada a partir das hifas (CASTRO; GUTIERREZ; SOTAO,
2012).

As caracteristicas micolégicas do mel estdo relacionadas principalmente a
qualidade e a seguranca deste produto. O mel € um alimento que pode ser fluido ou
sélido, de acordo com a temperatura na qual o mel “amadurece” na colmeia e o seu
conteudo da agua, lembrando que no interior das colmeias a temperatura é de 35°C.
Para que ndo ocorra contaminagdo e manter preservadas as propriedades do mel,
deve-se trabalhar com mel préximo a esta temperatura, desde o manejo do processo
de extracdo até o envasamento do mel em recipientes (MARCHINI et al., 2005).
Outro fator que favorece a contaminacao e fermentacao nos meéis € a coleta de méis
“verdes”, ou seja, colhidos antes de serem operculados 100% pelas abelhas
(MERABET, 2011).

Alguns géneros de fungos filamentosos produzem micotoxina. E diferentes
espécies de fungos podem produzir um mesmo tipo de micotoxina, como também,
uma unica espécie de fungo pode produzir mais de um tipo de toxina. Algumas
dessas substancias possuem capacidade mutagénica e carcinogénica, enquanto
outras apresentam toxidade especifica a um 6rgdo ou sao téxicas por outros
mecanismos (JAY, 2005).

De acordo com FIB (2011) os fungos filamentosos podem ser responsaveis
por doencas alimentares, pois algumas espécies sdo capazes de produzir toxinas
fungicas, na superficie dos alimentos. Nomeadamente, naquelas situacdes em que
as condicGes de conservacdo e armazenamento estejam inadequadas. Portanto, o
crescimento de fungos filamentosos em méis ocorre, quando absorve umidade em
sua superficie, devido ao armazenamento inadequado (MENDES et al., 2009).

Os fungos estdo presentes nos alimentos, principalmente os do género
Aspergillus, Fusarium, Cladosporium e Penicillum estdo inseridos no grupo dos
Deuteromycotas denominados de fungos conidiais. O género Mucor pertencente ao
grupo Zygomycota, cujas espécies podem ser encontradas no solo, esterco, frutas,
vegetais, graos e outros alimentos (JAY, 2005; SIQUEIRA, 1995).

As especies dos géneros Penicillium, Mucor e Aspergillus sdo encontradas
em mel. Estas ndo necessariamente se reproduzem, quando o mel é puro. Assim, o

namero elevado desses micro-organismos indica contaminacdo pelo ambiente da
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abelha, colmeia ou equipamento de processamento do produto (SNOWDON;
CLIVER, 1996).

A ocorréncia de algumas espécies de fungos em alimentos tem servido de
alerta para o risco de contaminagcdo com micotoxinas, contribuindo para a perda de
qualidade do produto e causando prejuizos & saude dos seres humanos (SILVA et
al. 2007). Cerca de 300 micotoxinas ja foram estudas, contudo, as toxinas mais
conhecidas e encontradas em alimentos causando danos ao consumidor sdo as
toxinas aflatoxinas, esterigmatocistina, ocratoxina, zearalenona, tricotecenos,
fumonisinas, patulina, rubratoxinas, esporodesminas, acido ciclopiazbnico e
micotoxinas tremorgénicas (SCUSSEL; RODRIGUEZ-AMAIA; SILVA,1983).

Os géneros Aspergillus e Penicillium sao mais frequentes em mercadorias e
alimentos armazenados. Enquanto o género Fusarium € patogénico para plantas,
podendo produzir micotoxinas antes ou imediatamente apos a colheita (SWEENEY;
DOBSON, 1998). As espécies do género Cladosporium sdo saprofita e algumas
deterioram alimentos e frutas (JAY, 2005).

As micotoxinas sdo produzidas principalmente pelos géneros dos fungos
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. As espécies do género Aspergillus produzem
aflatoxinas (LACAZ et al., 2002; PITT, HOCKING, 2009). As aflatoxinas s&o
metabolitos secundarios sintetizados por fungos, principalmente do género
Aspergillus flavus e A. parasiticus (SILVA et al, 2007). Tais toxinas tém se mostrado
como hepatotdxicas e hepatocancerigenas para homens e animais (LACAZ et al.,
2002).

As espécies do género Penicillium produzem patulina (os efeitos lesivos séo
cardiotoxicidade e neurotoxicidade), rubratoxina (cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e
neurotoxicidade) e citrinina (lesbes no figado). A patulina, outro metabdlito
carcinogénico é produzida por diferentes espécies de géneros Aspergillus,
Byssochlamys, Gymnoascus e Paecilomyces (LACAZ et al., 2002).

Os géneros Penicillium e Aspergillus produzem a micotoxina denominada de
ocratoxina A. Esta toxina é produzida por fungos encontrados durante a estocagem;
as espécies que produzem a ocratoxina sao: A. ostianus. A. mellus, P. viridicatum,
P. cyclopium e P. variable. Os seus efeitos sdo hepatotoxico, nefrotoxico,
teratogénico e carcinogénico (LACAZ et al., 2002).

Outra micotoxina com propriedades téxicas acentuadas € o acido fusarico.

Possivelmente, uma das micotoxinas mais encontrada na natureza, uma vez que €
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produzida pela maioria das espécies do género Fusarium. O acido fusarico possui a
capacidade de aumentar a toxicidade de outras micotoxinas (SANTIN et al., 2000).

A contaminacao de alimentos por micotoxinas € um assunto que tem sido
relatado no mundo todo, principalmente em alimentos susceptiveis ao crescimento
fungico. O efeito de uma micotoxina no organismo animal ou humano depende da
dose e da quantidade ingerida, podendo ser agudo (letal ou ndo) ou subagudo
(MAZIERO; BERSOT, 2010).

1.5.2 Identificagao dos fungos filamentosos

O método de microcultivo em lamina preserva a integridade das estruturas
fungicas e proporciona o estudo detalhado da disposicdo de estruturas ao longo
das hifas. Disserta Lacaz et al. (2002, p. 955), que “o cultivo em lamina permite
demonstrar, ao exame microscépio, a morfologia dos fungos, tornando possivel a
visualizacdo correta de suas estruturas”. Para a identificacdo e classificacdo dos
fungos filamentosos sdo observados os tipos de conidios e conidiogénese (o
processo de formacdo do conidio). Também pode se observar os conidiéforos que
possuem uma ou mais células conididgenas. Outras estruturas auxiliam na
distincdo taxondmica, tais como, esclerécio e clamiddsporo, ditas de resisténcia.
Quando sado produzidas podem ser usadas para identificar fungos deuteromicetos,
que sdao classificados como mitospéricos ou imperfeitos e sdo caracterizados por
reproduzir-se assexuadamente (GUARRO; GENE, STCHIGEL, 1999). As hifas, que
sdo longos filamentos que sustentam o corpo dos fungos, podem ser pigmentados,
septadas ou ndo e 0s ascosporos sao importante para diagnostico de género e
espécie (LACAZ et al., 2002).

O método de microcultivo em |amina é rapido e de baixo custo, mas requer
experiéncia do pesquisador, pois se prende essencialmente as morfoldgicas
macroscopicas e microscopicas. Estas caracteristicas dificultam a identificagdo de
espécies ou mesmo de alguns géneros de fungos, pois esses micro-organismos
apresentam modificacdes na estrutura morfolégica, devido do tipo de meio de

cultura, a temperatura e a umidade.



43

1.5.2.1 Identificacdo Molecular

As caracteristicas morfolégicas dos fungos sdo métodos trabalhosos,
demorados e muitas vezes, fornecem resultados taxondmicos insuficientes para
identificar em nivel de espécie (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999). Outra
ferramenta aliada para a identificagdo taxonémica sédo os métodos moleculares,
segundo Varo et al. (2007). Estes complementam o processo de identificacdo, mas
ainda € um recurso custo alto e necessita de profissionais especializados. Esta
técnica viabiliza uma correta analise taxonémica, pois a identificacdo € feita em
comparacao com um banco de dados universal. O uso de técnicas moleculares na
identificagdo convencional de fungos filamentosos é cada vez mais acessivel e
visa, principalmente, a analise de genes que codificam o DNA ribossémico
(ANDERSON; CAIRNEY, 2004).

A biologia molecular € uma linha de investigacdo com aplicagbes na
sistemética dos fungos, inclusive no estudo da analise sequencial dos nucleotideos
de grandes subunidades de acido desoxirribonucléico ribossémico (rDNA) desses
micro-organismos (LACAZ et al.,, 2002). A técnica de PCR é utilizada para a
deteccdo de micro-organismos patogénicos ou toxigénicos em varios substratos,
incluindo alimentos (FACH et al., 1995). De acordo com Fungaro (2000) a utilizagao
da PCR para caracterizacao de fungo filamentoso é possivel, devido a utilizacdo do
Espaco Interno Transcrito (ITS) do rDNA, que sao areas variaveis, possibilitando a
distincdo morfologica entre as espécies desses micro-organismos. Lupatini, Mello

e Antoniolli (2008, p. 2678) explicam que:

Existem muitas cépias de rDNA, como 18S, 5.8S, 28S, as quais séo
arranjadas por espacos nao codificados. As sequéncias (sic) codificadas do
rDNA séo altamente conservadas entre espécies de fungos. A diferenciagéo
genética entre populagBes de uma espécie constitui o primeiro estadio da
divergéncia evolutiva. Essa diferenciacédo resulta, na maioria dos casos, da
acdo de diferentes ambientes a que cada populagdo esta sujeita sobre a
variabilidade preexistente na espécie.

Os genes 18S, 5,8S e 0 28S séo separados por regides denominadas de
Espaco Interno Transcrito ITS1 e ITS2 (figura 1), as quais sao transcritas e
processadas para dar origem ao RNA ribossémico. A regido 18S é a mais
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conservada e por isso € utlizada apenas para comparacdo de organismos
distantemente relacionados. O gene 5,8S é altamente conservado, sendo uma
ferramenta valiosa no estudo de relagcdes genealdgicas, pois este gene é igual em
todos os fungos. A porcdo 28S é mais variavel e, portanto, é apropriada para a
comparacdo de diferentes géneros ou, em alguns casos, de diferentes espécies
(FUNGARO, 2000).

As regides ITS do rDNA sédo regides variaveis dentro de uma mesma
espécie, podendo ser utilizadas para o estabelecimento de relacfes filogenéticas e
distin¢cbes, sendo assim, regifes apropriadas para discriminar espécies relacionadas
ou até mesmo variedades entre elas (FUNGARO, 2000; SANTOS et al., 2013).

A identificacdo molecular em nivel de espécie tem sido baseado nos
oligonucleotideos iniciadores universais nos fungos foward ITS1 e reverse ITS4,
sendo os mais comumente utilizados na amplificagdo desta regido (White et al.,
1990) e para o sequenciamento do material genético utiliza-se a metodologia de

Sanger, Nicklen e Coulson (1977).

Figura 1 - Representacdo esquemaética da regido do rDNA com o espaco interno
transcrito ITS1 e ITS2.

Oligonucleotideo
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_ITs1 | _ITs2
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Iniciador
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A regido ITS é escolhida para identificacdo dos micro-organismos em niveis
especificos, devido ao seu alto grau de variabilidade ribossémico (ANDERSON;
CAIRNEY, 2004). Estas regides sao relativamente curtas, com cerca de 500 a 800
pares de bases, e por aparecerem em grande numero de copias no genoma,
permitem que sejam amplificadas, usando-se o0s oligonucleotideos iniciadores

universais e sequenciadas facilmente. Devido a isto, € amplo o numero de
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sequéncia ITS de diferentes fungos, disponiveis nos bancos de dados de sequéncia
de nucleotideos (MICHAELSEN et al., 2006). A regido ITS evolui mais rapidamente
e varia entre diferentes espécies dentro de um género, auxiliando na confirmacéo da
identidade taxonémica dos fungos filamentosos (CHEN et al., 2000). Ou seja,
contém sequéncias intraespecificas e altamente conservadas, mas variaveis entre
diferentes espécies, o que possibilita a ao nivel especifico, deste modo, a analise
de variacdo de diferentes niveis taxonémicos (FUNGARO, 2000).

Para a identificacdo dos fungos filamentosos s&o utilizados programas
computacionais, que permitem a comparacdo das sequéncias deste micro-
organismos (LUPATINI; MELLO; ANTONIOLLI, 2008). Portanto, a amplificacdo de
regides especificas do genoma do rDNA por meio da PCR de regides especificas do
genoma aliada ao método convencional, fundamentaram a identificacdo taxonémica

dos isolados que obtidos do mel de Roraima.
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2 OBJETIVOS

Esta pesquisa tem como foco analisar micologicamente méis roraimenses e

poSsui 0s seguintes objetivos:

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os fungos filamentosos presentes em amostras de méis

produzidos em Roraima visando a seguranca alimentar deste alimento.

2.2 Objetivos especificos

v' Determinar a frequéncia dos fungos filamentosos das amostras de
méis;
v' ldentificar os fungos filamentosos isolados;
v' Verificar o pH das amostras de méis;
v Relacionar quantitativamente os fungos filamentosos identificados, com
os critérios estabelecidos no Regulamento Técnico MERCOSUL de Identidade e
Qualidade do Mel.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a contagem e isolamento dos bolores e leveduras, as amostras dos
méis (melato e silvestre) foram submetidas a diluicAo seriada. Os fungos
filamentosos foram agrupados e identificados por meio da técnica do microcultivo em
laminas e por métodos moleculares; as leveduras foram somente quantificadas. Os
fungos filamentosos foram preservados pelo método de Castellani e em tubos com
meio Sabouraud inclinado. As analises foram realizadas nos Laboratorios de
Microbiologia e Biologia Molecular, do Programa de Pdés-graduacdo em Recursos
Naturais — PRONAT da Universidade Federal de Roraima - UFRR e os isolados
foram depositados na Coleg¢&o de Cultura do Centro de Estudos da Biodiversidade —
Cbio, da instituigéo.

3.1 Localizacédo das areas de estudo

As coletas foram realizadas no periodo chuvoso (PC), que ocorreu nos
meses de maio a agosto de 2014 e no periodo seco (PS), que abrangeu 0os meses
de setembro de 2014 a fevereiro de 2015. Os locais amostrados foram: o Apiario
Experimental do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Roraima,
localizado no Campus Cauamé, bairro do Monte Cristo em Boa Vista, Roraima, nas
coordenadas 02° 52’ 179” N e 60° 42’ 969” W, um apiéario do Canta localizado na BR
401 — BR 432 no municipio de Canta/RR, nas coordenadas geograficas 02° 31’
11,33” N e 60° 38 11,90” W; um apiario em Mucajai, localizado na vicinal Franco
Tamandaré a 21,6 Km da BR 174, no municipio de Mucajai/RR nas coordenadas
geograficas 02° 32’ 15,06” N e 61° 02’ 05,41” W e uma amostra comercializada em
supermercado do municipio de Boa Vista/RR, nas coordenadas geograficas 02° 48’
59,35” N e 60° 43’ 29,09” W (figura 2).

3.1.1 Amostragem

O critério amostral focou os maiores produtores de mel no estado de

Roraima (figura 3) e que abastecem o mercado local. Foram analisadas amostras de
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méis dos municipios de Boa Vista/RR (Al e A2), Cantd/RR (A3) e Mucajai/RR (A4).
Cada coleta foi realizada em duplicata, contabilizando-se 16 amostras de méis,
sendo oito amostras no PC e oito amostras no PS. Das 16 amostras, quatro foram
obtidas pela compra direta no mercado local, de mel com registro inspecionado no
Ministério da Agricultura de Roraima — Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). As amostras comerciais de mel foram adquiridas baseadas
nos periodos seco e chuvoso, de acordo com a data de envasamento do produto. E
apenas uma amostra, de cada duplicata, teve suas caracteristicas micolégicas

analisadas, a segunda amostra foi preservada para posterior analise.

Figura 02 — Mapa georeferenciado dos pontos de coleta onde se localizam os
apiarios e o supermercado, de onde as amostras de meéis produzidos por Apis
mellifera foram coletadas para anélise.

Legenda
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(] bv_bairro

Alto Alegre

Fonte: IBGE (2015) e ZEE (2015).
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Figura 3 — Descri¢Bes das amostras de méis de municipios roraimenses.

Local Floracéao Periodos Qu:nudade de
mostras
M do/Boa Vist {PC 2
ercado/Boa Vista -
PS 2
Apiario — UFRR/Boa Vista . PC 2
Silvestre
(Amostra controle) PS 2
S da Lua/Canta Acéci {PC 2
erra da Lua/Canta cacia
PS 2
T daré/Mucajai Silvest {PC 2
amandaré/Mucajai ilvestre
: PS 2
Total de Amostras 16

As amostras dos meéis com Registro no Ministério/SIFISA/RR da agricultura
foram adquiridas e retiradas aleatoriamente do mesmo lote de um supermercado de
Boa Vista. As amostras adquiridas diretamente dos apicultores foram coletadas do
tanque de decantacdo, recipiente destinado ao recebimento dos méis ja
centrifugados, pronto para o envaze e posterior comercializagdo. Para as amostra
A3 e A4 foi realizada a coleta em dois potes de vidro previamente esterilizados, em
seguida foram tampados e identificados. As amostras do apiario da UFRR foram
coletadas diretamente das melgueiras (compartimentos onde sdo armazenados 0s
méis). Os favos coletados foram embalados em sacos plasticos para evitar
contaminacdo secundaria. Estas amostras foram utilizadas como controle, por seguir

criteriosamente as normas de Boas Praticas Apicolas.

3.2 Determinacéo do pH

O pH foi determinado por leitura direta com o medidor de pH (Quimis).

3.3 Isolamento e contagem de fungos filamentosos e leveduras

Para o isolamento dos fungos filamentosos e leveduras, as amostras foram
submetidas a diluicdo seriada, de acordo com os Métodos Analiticos Oficiais para
Anélises Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua do
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Ministério da Agricultura (BRASIL, 2003). Foram retiradas e pesadas das amostras
uma aliquota de 25g de mel, que foram diluidas em 225 ml de solucdo salina
peptonada (0,65%). As preparacdes das diluicbes decimais subsequentes foram
realizadas em tubos contendo 9 ml de solucdo salina peptonada, até a concentracao
de 103, Para a quantificagdo de fungo filamentoso e levedura foi aplicada a técnica
de semeadura em placa contendo meio Agar Dextrose Batata (BDA) e Agar
Dextrose Sabouraud (Sb), acrescidos de clorafenicol (250mg/l).

A inoculacao das diluicbes em placas foi realizada em triplicata para todas
as concentracdes (101, 102 e 103), com auxilio de alga de Drigalski. As placas com
ambos os meios foram incubadas em estufa a 25°C e 28°C, sem inverter. ApOs sete

dias de incubacéo foi avaliado o crescimento dos micro-organismos.

3.4 Quantificacao das coldnias

Para a contagem foram selecionadas as placas em triplicata que continham
entre 15 a 150 colbnias; as placas com contagens superiores foram consideradas
com numero maior que 150 colénias (>150), de acordo com Normativa n® 62
(BRASIL, 2003). O numero de colbnias crescidas foi anotado em planilhas

especificas, para posterior determinacao da frequéncia.

3.5 Agrupamento dos fungos filamentosos

O agrupamento dos morfotipos foi realizado com base em caracteres
macroscopicos das coldnias dos fungos filamentosos, que cresceram nas placas
utilizando a técnica de diluicdo seriada, e foi verificado a textura, verso, reverso,
superficie, borda das colénias e liberagdo de pigmento no meio. Estes fungos
filamentosos foram agrupados e os morfotipos foram transferidos para novas placas

com meio Sh, para obtencéo de culturas puras.

3.6 Enquadramentos dos resultados na legislacdo especifica
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Apés as quantificacbes das colbnias dos bolores e leveduras obtidos nas
amostras de méis no periodo chuvoso e seco, os resultados foram comparados com
o regulamento do MERCOSUL n° 15/1994 (MERCOSUL, 1994), que estabelece o

valor maximo de 1,0x102 UFC/g para bolores e leveduras.

3.7 Identificagao dos fungos filamentosos

Para a identificacdo dos morfotipos foi utilizado o microcultivo em Iamina,

visando a descricdo micromorfolégica.

3.7.1 Técnica de Microcultivo em lamina

Os fungos filamentosos foram identificados convencionalmente, de acordo
com suas caracteristicas microscépicas, e analisados através de exame do
microcultivo, sendo possivel a visualizacdo das hifas, conidiéforos, conidios,
formato e tamanho da célula, septos e a presenca de estrutura de reproducéo.

Dentro de uma camara de fluxo laminar foram montadas a laminas para
microscopia. Pequenos blocos de 1cm? de meio de cultura Sb foram cortados com
auxilio de uma alga de platina previamente flambada. Cada bloco foi transferido
para uma lamina esterilizada e inoculado nos quatro vértices, com pequenos
fragmentos de micélios dos fungos a serem estudados e identificados. Os blocos
com os fragmentos foram cobertos com uma laminula estéril, com auxilio de uma
pinga previamente flambada. Este conjunto foi mantido no interior de uma placa de
Petri sobre dois suportes e pequena porcéo de algodédo (LACAZ et al., 2002).

Para manter a camara Uumida dentro da placa de Petri e proporcionar o
desenvolvimento dos fungos, foram colocados algoddes umedecidos com &agua
destilada esterilizada. As placas de Petri foram incubadas a temperatura de 28°C.
Apés sete dias de incubacao, as laminas foram submetidas a acdo do formol (40%)
por 48 horas, para inativar a esporulagéo, auxiliar na fixagdo e na visualizagdo das
estruturas microscopicas dos fungos.

Com o auxilio de uma pinga foi removida a laminula e o bloco de Sb do

microcultivo. A laminula removida fez par com uma nova lamina estéril e a lamina de
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origem do microcultivo fez par com outra laminula. Para uma melhor visualizagao
das estruturas microscopicas, as laminas foram coradas com uma gota de Azul de
Metileno. As laminulas foram vedadas com esmalte transparente nas bordas, para
impedir a evaporacao do corante.

A identificacdo dos fungos filamentosos isolados das amostras de méis foi
baseada na observacdo macromorfolégica das colénias e micromorfolégica das
estruturas microscopicas dos fungos, conforme descrito por Barnett e Hunter
(1987), Kiffler; Morelet (2000), Lacaz et al. (2002), Carlile; Watkinson; Gooday
(1994) e Pitt; Hocking (2009) e a confirmacéo das identificacdes foram realizadas
pela Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco.

3.7.2 Caracterizacdo Molecular

Para a identificacdo molecular dos isolados, primeiramente foram
selecionadas e cultivadas culturas puras dos fungos filamentosos em meio de
cultura Agar Sabouraud Dextrose - Sh. O DNA foi extraido dos micélios ou esporos
através de diversos processos fisicos (maceracédo, centrifugacdo e incubacao) e
quimicos (tampdes). Por meio da Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) foram
amplificados as regifes altamente conservadas dos fungos, que se encontram
subdivididas em trés subunidades os genes 18S subunidade menor, (5,8S) e (28S)
subunidade maior, que sdo denominados de espaco de transcrigdo interno (ITS).
Estas subunidades conservadas sao separadas pelas as regides ITS1 e ITS2, as

quais sao transcritas e processadas para dar origem ao RNA ribossémico

3.7.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA total foi realizada com modificacdes, de acordo com Hoog
et al. (2005). Os fungos filamentosos foram cultivados por sete dias em meio de
cultura Sb. Fragmentos de micélio foram retirados com auxilio de uma algca de
platina, e colocados diretamente dentro de um cadinho congelado a -80 °C, e depois
macerado com o auxilio de um pistilo. Em seguida foram acrescidos 400 uL de

tampéo de lise (Tris-HCI - trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA - &cido
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etilenodiamino tetra-acético 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS - sédio dodecil sulfato 1%)
macerou-se novamente e transferiu-se para microtubo. Em seguida foram
acrescidos 5 uL de Proteinase K (50 pg/mL). Apés homogeneizagéo, o microtubo foi
colocado por 30 minutos a 60 °C em banho-maria. Ap0s essa etapa foram
adicionados 162 pyL de CTAB (Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%),
seguido de homogeneizacao e incubacgédo por 10 minutos a 65 °C. Posteriomente
foram acrescentados 570 uL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apos
homogeneizacdo, o tubo foi incubado por 30 minutos em gelo. Em seguida, o
conteudo foi centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos e o liquido sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de 1,5 mL, e acrescentado 10% do volume de uma
solucéo de acetato de sédio 3 M. O tubo foi vertido para homogeneizacao, incubado
a 0 °C por 30 minutos e centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde foi adicionado 50% do volume
de isopropanol e deixado por 15 minutos a 4 °C; em seguida foi centrifugado a
13.200 r.p.m. por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado por inversdo. A seguir
foram adicionados 200 pL de etanol (Merck) 70% p/v e a suspensao foi gentilmente
homogeneizada. ApGs este procedimento, a amostra foi centrifugada a 13.200 r.p.m.
por 5 minutos e o0 sobrenadante desprezado por inversdo, seguido por
homogeneizagdo com etanol 70% p/v. A amostra foi seca por aproximadamente 30
minutos, e posteriormente foi acidionado 50 uL de agua ultra-pura. Ap6s overnight
foram adicionados 5 pL de RNAse em cada amostra e homogenizado. Os
microtubos foram colocados por 60 minutos a 37 °C em banho-maria. As amostras
foram armazenadas em freezer a -20 °C.

A partir das amostras extraidas foi realizada a quantificacdo do DNA por
espectrofotometria no aparelho  BioMate™ 3S Spectrophotometer (Thermo
Scientific, EUA). Para este procedimento foram retiradas aliquotas de 1ul, que
foram diluidos em 499l de Tris-HCL, pH 8,0 resultando numa diluicdo de 1:500. A
leitura das amostras foi realizada a 260nm e 280nm. A razdo entre

A260nm/A280nm foi calculada para determinacdo do grau de pureza.

3.7.2.2 Amplificacdo por PCR dos genes ITS1-5,8S-ITS2

A regido correspondente aos genes ITS1-5.8S-ITS2 foi amplificada
utilizando os iniciadores foward ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e reverse
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ITS4 (TCCTCCCGTTATTGATATGC). A reacdao de amplificacdo foi realizada
conforme o protocolo a seguir: 11,95 pL de agua ultra pura; 1 uL de dNTPs a 5mM;
2,5 pL de tampéo a 10x; 0,75 pL de MgCl2 a 50 mM; 2, 5 pL de cada um dos
iniciadores ITS1 e ITS4; 0,8 uL de Tag DNA polimerase 5u/ml (Ludwig) e 1 pL da
amostra de DNA. O volume final de cada reacéo foi de 25 pL e os microtubos foram
colocados em um aparelho termociclador Peltier-based thermal gyder (Biosystem,
EUA) que foi programado para realizar 30 ciclos, ap0s uma desnaturacao inicial de
quatro minutos a 95 °C. Cada ciclo de amplificacéo consistiu das seguintes etapas:
a etapa da desnaturacdo (95 °C, 45 segundos), a anelamento (55 °C, 45
segundos), a extensao (72°C, um minuto) e uma etapa de extensao final a 72 °C
durante dez minutos. Ao final da PCR foi produziu um fragmento, que variou entre

500 a 900 pares de bases, dependendo da espécie.

3.7.2.3 Eletroforese

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese (100 V por
60 minutos) em gel de agarose a 1% (m/v), e apos diluido em tampé&o de corrida
com Tris-Acetato-EDTA 1X (TAE). Foram colocadas separadamente gotas de 2
puL de azul de bromofenol (1% de azul de bromofenol e 5% de sacarose) e 2 L
de Gel Red™ Nucleid Acid Gel Strain 10.000X (Biotium) para cada amostra e 5 pL
do produto amplificado, misturou-se com cada gota do tampédo e gel Red,
utilizando um filme de PVC como suporte. A amostra entdo foi aplicada
imediatamente nos pocos no gel. Apé6s a aplicacdo de todas as amostras, a
tampa da cuba de eletroforese foi fechada e conectaram-se 0s condutores
elétricos a fonte.

A presenca e o tamanho dos fragmentos foram registrados em um
fotodocumentador Mini BIS Pro (Bio-Imaging Systems), sob emissdo de luz
ultravioleta. O tamanho do fragmento foi determinado através da comparacdo com
um marcador de peso molecular de 1000 pares de bases. As amostras foram
purificadas utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System antes

do procedimento de sequenciamento.

3.7.2.4 Purificagéo dos produtos de PCR
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A purificagdo da PCR consistiu na remoc¢éo de nucleotideos ndo utilizados
ou excesso de reagentes, desta forma, interferéncias nas reacdes de
sequenciamento foram minimizadas. Foi utilizado para a purificacdo o kit de
purificacdo Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA).

A metodologia utilizadas foi de acordo com o protocolo do fabricante. No
microtubo de 0,2 mL foi adicionado um volume igual de solugdo de ligacdo a
membrana e homogeneizado. Em seguida a mistura foi transferida para a mini-
coluna inserida em um tubo coletor e incubada a temperatura ambiente por um
minuto. Apés a incubacao foi centrifugado por 16.000xg por 1 minuto. O filtrado foi
descartado e a mini-coluna foi reinserida no tudo coletor. Foram adicionados 700 pL
de tampédo de lavagem e centrifugado a 16.000xg por 1 minuto. O filtrado foi
novamente descartado e a mini-coluna foi inserida ao tubo coletor. A coluna foi
novamente lavada com tampéo de lavagem, adicionando-se 500 pL de tampéao de
lavagem e centrifugada a 16.000xg por 5 minutos. Descartou-se o filtrado que foi
novamente centrifugada a 16.000xg por 1 minuto. A tampa do microtubo foi aberta
para a evaporacdo completa do etanol residual. A mini-coluna foi transferida
cuidadosamente para um microtubo de 1,5 mL livre de nucleasse e foi adicionado a
mini-coluna 50 pL de &gua livre de nucleasse. Foi incubada a temperatura ambiente
por 1 minuto e em seguida centrifugada a 16.000xg por 1 minuto. A mini-coluna foi

descartada e o DNA foi armazenado até o momento de uso a -20°C.

3.7.2.5 Sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2

O produto da PCR correspondente a regidao ITS1-5,8S-ITS2 rDNA foi
sequenciado de acordo com Magnani et al. (2005). Foi realizado no Instituto
Lednidas e Maria Deane (ILMD / Fiocruz Amazoénia).

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit de sequenciamento
BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystem, EUA).
O protocolo de sequenciamento foi segundo instru¢gdes do kit, onde a reacao de
seqguenciamento teve volume final de 10 pL, contendo: 5,7 pL de ddH20; 2 pL de
tampéao 5x (1 M Tris-HCI pH 9 e 1 M MgCl2); 1 uL para cada iniciador a 3,3 uM
(ITS1 e ITS4) e 1,3 do produto da PCR. Foi utilizado em cada uma das reacgdes

somente um dos iniciadores (senso e anti-senso). A reacao foi submetida a um
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gradiente de temperatura no termociclador conforme sugestdo do protocolo. As
amostras foram analisadas em um sequenciador automatico modelo ABI3130
(Applied Biosystems™, USA).

3.7.2.6 Edicao e alinhamento das sequéncias de DNA

As sequéncias obtidas foram analisadas inicialmente, montadas e
combinadas para obter uma sequéncia consenso e 0s cromatogramas foram
analisados através do software MEGA5 (TAMURA et al., 2011).

As sequéncias dos consensos obtidas foram revisadas com o auxilio do
software MEGAS5 (TAMURA et al., 2011). A edicdo das sequéncias visou identificar
possiveis erros de alinhamento e uniformizar a extensdo das sequéncias. Para
estabelecer homologia entre as sequéncias nucleotidicas obtidas, foi realizado um
alinhamento multiplo automatizado utilizando o programa computacional
CLUSTALW, incluido no pacote MEGA5 (TAMURA et al., 2011).

As sequéncias nucleotidicas, apés editadas, foram comparadas as
depositadas no banco de dados do GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) com o auxilio da ferramenta BLAST - Basic
Local Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), a fim de
identificar homologia entre as sequéncias obtidas e o0s presentes no banco de

dados, que fornecem informacdes relativas a sequéncias de micro-organismos.

3.8 Preservacgéo dos fungos

Os morfotipos dos fungos filamentosos isolados dos méis foram preservados
em tubos com meio Sb inclinados para auxiliar na macromorfologia, e pelo método
de Castellani com modificac6es, de acordo com Diogo, Sarpieri e Pires (2005). As
modificacGes foram as seguintes: dois pequenos blocos de 1cm? foram retirados das
colénias puras e alocados em microtubos estéreis, onde foram acrescentados
aproximadamente 1,5 ml de agua esterilizada. Este procedimento foi realizado em
triplicata. Os frascos foram fechados e identificados com caneta permanente, com

seus respectivos codigos de identificacdo e estocados a temperatura ambiente para
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posterior depdsito na colecdo de cultura do CBio/UFRR; as amostras de DNA foram

armazenadas em freezer a - 80°C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se o0 crescimento de fungos filamentosos e leveduras nas
amostras A2, A3 e A4 em ambos os periodos, diferentemente das amostras A1 no
PC e do PS, onde ndo houve crescimento. O pH das amostras analisadas do PC
variou de 2,97 a 4,13 e no PS de 2,33 a 3,06.

Das oito amostras de meéis roraimenses analisadas, seis apresentaram
crescimento de fungo filamentoso e/ou levedura. Na amostra A2/PS ndo houve
desenvolvimento de fungo filamentoso e a amostra A1, marca comercial, foi a Unica
que ndo apresentou crescimento de fungo em nenhum dos periodos estudados. Os
fungos filamentosos foram agrupados e identificados convencionalmente, de acordo
com suas morfologias macroscépicas e microscépicas. Posteriormente foram
caracterizados em nivel molecular utilizando-se primers ITS1 e ITS4 e as sequéncias
comparadas no GenBank, com auxilio do BLAST, para identificagdo em nivel de
espécie.

Nas amostras de méis coletadas ocorreram crescimento de fungos
filamentosos em apenas em cinco delas, obtendo-se 63 UFC, resultados observados
nas amostras A2, A3 e A4, coletadas no periodo chuvoso, e nas amostras A3 e A4
do periodo seco. Por meio do método de identificacdo taxondmica convencional, foi
possivel agrupar estes isolados em 19 morfotipos pertencentes a sete géneros e trés
espécimes, ndo identificados devido a auséncia de esporos.

Por meio das técnicas moleculares, dos 19 morfotipos registrados neste
trabalho, obteve-se a identidade em nivel de espécie de 12 morfotipos,

representando 63% dos isolados.

4.1 Isolamento dos fungos filamentosos obtidos das amostras de méis

roraimenses

Inicialmente foi utilizado para o isolamento dos fungos filamentosos 0 meio
BDA com incubacao por sete dias a 25°C e 28°C, conforme aponta a Normativa n°
62 (BRASIL, 2003), porém nao houve crescimento. Desta forma foi utilizado o meio
de cultura Sb em substituicdo ao BDA, com incubacdo a 25°C e 28°C. No entanto,
houve desenvolvimento dos fungos filamentosos e leveduras somente na

temperatura de 28°C. Siqueira (1995) afirma que a maioria dos fungos filamentosos



59

e leveduras sdo mesofilos, e crescem em temperatura entre 25°C a 30°C em
alimentos.

Durante o isolamento foi verificada a frequéncia dos fungos filamentosos e
leveduras nas amostras nos periodos PC e PS. Cada amostra de mel teve o pH
verificado, e o resultado foi considerado como “mel acido” de acordo com a
Normativa n°® 11 (BRASIL, 2000), onde o limite estabelecido para alimentos &cidos
deve apresentar pH abaixo de 5. Todas as amostras analisadas mostraram pH

inferior a cinco.

4.2 Quantificacao dos fungos filamentosos e leveduras obtidos das amostras de

méis roraimenses

As UFC de fungos filamentosos e leveduras das amostras em cada periodo
e que se desenvolveram na diluicdo 10! foram contadas. A frequéncia foi obtida por
meio de média aritmética de trés repeticdes, conforme dados apresentados na
tabela 1.

Tabela 1 — Frequéncia de bolores e leveduras (UFC/g), pH e periodo de coleta de
amostras de meéis roraimenses.

Periodo Chuvoso Periodo Seco
Amostras FF LV FF+LV* — ~ FF LV FReLVE
UFC/lg UFCly UFclg P" UFclg UFclg  UFclg P

Marca/comercial 0 0 0 2,9 0 0 0 2,3
(A1)

Apiario/UFRR 0,3x10' 0,3x10* 0,6x10' 3,3 0 1,3x10? 1,3x10t 3,1
(A2)

Apiério/Cantd  0,7x10* 0 0,7x10* 4,1 | 0,3x10* 4,0x10* 4,3x10* 2,8
(A3)

Apiario/Mucajai  4,3x10' 9,7x10' 1,4x10®> 3,4 | 0,7x10! 0 0,7x10* 3,0
(Ad)

Legenda: FF — Fungos Filamentosos; LV — Leveduras; FF+LV* - Padrdo estabelecido pela legislacédo
Mercosul (1994) limite inferior a 100 UFC bolores e leveduras.

Analisados separadamente, os fungos filamentosos ocorreram em 62,5%
das amostras de mel, totalizando 6,3 x 10' UFC/g nos dois periodos enguanto as

leveduras foram detectadas em 50% das amostras, totalizando 1,53 x 102 UFC/g.
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Nas amostras provenientes do apiario/Canta (A3) foi detectada a densidade
de 0,7x10! UFC/g no PC e do apiario/Mucajai (A4) foi de 0,7x10* UFC/g no PS se
desenvolveram apenas fungos filamentosos. Ja, na amostra do apiario/lUFRR (A2) a
densidade foi de 1,3x10' UFC/g no PS cresceram somente leveduras. Fungos
filamentosos juntamente com leveduras cresceram nas amostras do apiario/UFRR e
no apiario/Mucajai no PC, e no apiario/Canta no PS, sendo contabilizados 0,6x10*
UFC/g, 1,4x10° UFC/g e 4,3x10' UFC/g, respectivamente. Na amostra
Marca/Comercial (Al), tanto no PC quanto no PS ndo houve crescimento de fungos
filamentosos ou leveduras, conforme apresentado na tabela 1.

Os valores encontrados na contagem de fungos filamentosos e leveduras,
obtidas nas amostras de méis A2, A3 e A4 nos PC e PS, variam entre 0 e 1,4x102
UFC/g. Estes resultados corroboram o trabalho de Pezente (2011), onde verificou
gue a quantidade de bolores e leveduras variou entre 0 e >1,5x102 UFC/g em 29
amostras de méis de A. mellifera produzidos nos municipios do Cantd, Mucajai e
Boa Vista, em Roraima, ou seja, 0S mesmos municipios estudados no presente
trabalho.

A quantificac@o dos fungos filamentosos e leveduras dos méis roraimenses
nos auxilia a identificar do mel no mercado, pois suas caracteristicas sdo peculiares
e inerentes a sua origem. As informacdes sobre a contagem dos fungos
filamentosos e leveduras presentes no mel possibilita sua padronizacdo e nos
fornece informacdo sobre o controle de qualidade deste alimento. Portanto, as sete
amostras de méis analisadas sédo consideradas de boa qualidade para consumo
humano, e apenas uma amostra nao atendeu a legislacao.

Das amostras de méis analisadas nos municipios de Boa Vista, Canta e
Mucajai no periodo chuvoso, a maior frequéncia de colénias dos fungos
filamentosos e leveduras foram observadas na amostra A4, com valores de 1,4x10?2
UFC/g. Comparado com o trabalho de Denardi et al. (2005) que ao analisarem 60
amostras de méis vendidos em feiras-livres, supermercados e casas de produtos
naturais da cidade de S&o Paulo registraram a frequéncia maxima de 3,9x10%2 UFC/g
de fungos filamentosos e leveduras, os meéis de Roraima apresentam frequéncia
menor, com diferenca de 2,5x10> UFC/g. Da mesma maneira, Lieven et al. (2009)
encontram valores maiores (1,6x10%? UFC/g a 4,5x10° UFC/g) do que os verificados
em Roraima (0,3x10 UFC/g a 1,4x10%2 UFC/g), ao analisarem 18 amostras de mel do

comeércio informal e formal na regido do extremo sul da Bahia. Pode-se concluir, que
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a contagem de fungos filamentosos e leveduras é necesséria, pois € um dos critérios
para indicar a qualidade do mel, ressaltando a importancia do monitoramento deste
alimento para garantir um produto seguro para a populacdo de Roraima.

Em relacdo ao crescimento de fungos filamentosos e leveduras em amostras
de méis roraimenses, a amostra A1 (marca comercial) no PC e PS ndo apresentou
crescimento de fungos filamentosos e leveduras. Esta amostra proviniente do
municipio de Boa Vista. E trata-se de um mel envasado com registro inspecionado
no Ministério da Agricultura de Roraima — Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), cuja embalagem n&o fornece informacbes sobre sua
origem. Em seu estudo Pezente (2011) verificou, que duas amostras de mel dos
municipios de Mucajai, na regido do Tamandaré e de Boa Vista, na Fazenda
Bercario, méis de origem silvestre também nao apresentaram crescimento de fungos
filamentosos e leveduras.

Estudo realizado por Bastos et al. (2008) demonstrou deficiéncias nas
informacBes de rétulos de alimentos, referentes a auséncia da denominacdo de
origem, o que pode levar a riscos a saude ao consumidor. Desta forma, o controle
sanitario, competéncia da vigilancia sanitéria, é essencial para a garantir a qualidade
das informagdes de rotulagem.

Por outro lado, verificou-se na Al, que o mel tem uma boa qualidade
micoldgica, pois ndo apresentou desenvolvimento de fungos filamentosos e/ou
leveduras. Portanto, os resultados mostram que, possivelmente, os produtores
seguem as normas rigorosas de higiene, desde as instalagdes até os manipuladores
e equipamentos utilizados para extracdo do mel, de acordo com as "Boas Praticas
de Fabricacdo de Alimentos" — BPF (SEBRAE, 2009). Esse fato se deve,
provavelmente, ao pH acido do mel que foi de 2,9/PC e 2,3/PS. Alves et al. (2009)
estudando a microbiota de amostras de mel organico de A. mellifera africanizada
verificaram, que em condi¢cdes de pH &acido ndo ocorre crescimento de fungos
filamentosos e leveduras. Entretanto, observou-se na amostra A3/PS (tabela 1) onde
o pH foi de 2,8, que houve crescimento de fungos filamentosos e leveduras. Isso
demonstra, que a auséncia destes micro-organismos ndo esta relacionada apenas
ao pH, mas, também a aplicacdo de BPF. Segundo Opuchkevich, Klosowski e
Macohon (2008) o pH inferior a 5,0 € importante na conservagdo do mel, por

contribuir para sua estabilidade frente ao desenvolvimento de fungos filamentosos e
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leveduras; e caso o pH seja maior que 5,0, pode ter ocorrido manuseio inadequado
no apiario ou a florada influenciou no pH do mel.

O nao crescimento de fungos filamentosos e leveduras nas amostras
analisadas dos méis roraimenses podem estar relacionados a outros fatores, como
as caracteristicas de baixa atividade de agua, umidade e baixo pH, que determinam
um ambiente indspito para micro-organismos, principalmente os patogénicos
(DENARDI et al., 2005). A baixa atividade de agua esta relacionada as moléculas de
agua no mel, que se encontram ligadas aos agucares, principalmente por pontes de
hidrogénio. A glicose encontra-se ligada a cinco moléculas de agua e isto faz com
que haja reducdo na quantidade de agua no mel (KUROISHI et al., 2012). Segundo
Alves et al. (2005) o mel apresenta acidos em sua composicao, entre eles o acido
glucdnico, produzido pela enzima glicose-oxidase, a qual permanece ativa mesmo
durante o armazenamento, portanto, a acidez € significante na manutencdo da
estabilidade do produto, reduzindo o risco de desenvolvimento de micro-organismos.

Fatores como pH, baixa atividade de agua e umidade podem estar
relacionados com a inibicdo de crescimento de fungos filamentosos e leveduras,
como observado nas amostras AL(PC e PS) e A3 (PS). Entretanto, Périco et al.
(2011) discorrem que, quando os valores de pH sdo muito baixos, podem indicar
adulteracdo por xarope de sacarose (melato da cana-de-agucar) ou por adicdo de
xarope invertido, o qual é obtido por hidrélise 4cida do xarope de milho, que contém
altos teores de hidroximetilfurfural. Quando os valores de pH forem muito altos no
mel, evidenciam adulteracdo por acrescimento de calda de sacarose, sem adicéo de
acido. Dentre as amostras analisadas, Al e A3 foram as que apresentaram menores
valor de pH. Contudo, estudos complementares sdo necessarios para verificar se
houve ou ndo adulteracdes nos méis estudados.

As amostras de méis A2 no PC e PS e A4 no PC e PS sdo de origem
silvestre e apresentaram valores de pH 3,3; 3,1; 3,4, e 3,0 respectivamente,
enquanto a amostra A3 no PC e PS sao de mel originario de acacia ou mel de
melato, cujo pH foi 4,1 e 2,8. Moura et al. (2014) afirmam, que o pH depende da
origem floral, ou seja, esta diretamente relacionado a composicéo floral do ambiente
e as condicdes de solo. No presente trabalho observou-se, que nas amostras
analisadas o pH variou de 2,3 a 4,1 sendo todos os méis considerados &cidos.
Segundo Evangelista—Rodrigues et al. (2005) o pH do mel pode ser influenciado

também pelo pH do néctar, pelo solo, por associacdo de vegetais para composi¢cao
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do mel e por substancias mandibulares da abelha acrescidas ao néctar, quando
transportados até a colmeia.

Carvalho et al. (2005) discorreram, que o pH no mel de origem floral ou
silvestre apresenta valor geralmente inferior a 4,0, e no mel de melato € superior a
4,5. Entretanto, o mel de melato de Roraima nao apresentou pH superior a 4,5 fato
que demonstra um diferencial para a microbiota do mel do estado, pois em média o
pH foi inferior (3,46), ao contrario do mel de origem silvestre, 0 que corrobora a
afirmacao dos autores.

Com relagdo a frequéncia de fungos filamentosos e leveduras nas amostras
de méis roraimenses, a amostra A2/PC apresentou a menor frequéncia de fungos
filamentosos e leveduras, contabilizando 0,6x10* UFC/g, sendo 0,3x10* UFC/g de
fungos filamentosos. Em contrapartida, a amostra A4/PC foi a que apresentou maior
frequéncia destes fungos, 1,4x102 UFC/g, dos quais 4,3x10' UFC/g referem-se a
fungos filamentosos. Mundo et al. (2004) comentaram que, 0 aumento do nimero de
colénias nos alimentos pode ser favorecido por fatores extrinsecos, como
temperatura e umidade relativa e por fatores intrinsecos, como atividade de agua,
pH e composicdo do alimento, além das condic¢es fisicas e sanitarias do local.

A frequéncia de fungos filamentos e leveduras nas amostras A3/PC, A2/PS e
A4/PS provenientes dos municipios de Canta, Boa Vista e Mucajai, respectivamente,
variou de 0,7x10' UFC/g a 1,3x10' UFC/g. Para os méis roraimenses existem
poucos estudos sobre analise micoldgica, sendo este tipo de analise um critério
importante para classificar a qualidade do mel antes e apds a comercializacdo. Silva
et al. (2008) corroborom, que as caracteristicas micoldgicas do mel estdo
relacionadas a qualidade e a seguranca deste alimento. As leveduras e fungos
filamentosos podem estar envolvidos diretamente nas atividades de deterioracéo do
mel, produc@o de enzimas, toxinas, conversdo metabdlica do alimento e fatores de
inibicdo de micro-organismos competidores.

As analises micolégicas em alimentos, principalmente no mel, por ser um
alimento consumido in natura sdo de fundamental importancia para a prevencao de
doencas causadas pelos metabolitos secundarios que os fungos filamentosos
produzem. Embora nas amostras A2 e A3 no PC e A2, A3 e A4 no PS tenha havido
crescimento de fungos filamentosos e/ou leveduras, a quantidade desde micro-
organismo foi inferior 100 UFC, o que estéa de acordo com a Resolu¢do do Mercosul

(MERCOSUL, 1994). Vale ressaltar, que a origem dos fungos filamentosos no mel
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muitas vezes sdo de ocorréncia natural e estd associada as abelhas, e em
qguantidades normais (inferior a 100 UFC) representam uma micoflora n&o
patogénica (GILLIAM, 1997).

Por meio das analises micoldgicas percebe-se a importancia da seguranca
alimentar em saude publica, pois o consumidor deve adquirir alimentos seguros.
Marchi et al. (2011) estudando a ocorréncia de surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) constataram, que a incidéncia de DTA cresce anualmente. A
maioria dos casos de DTA, contudo, ndo é notificada, pois muitos organismos
patogénicos presentes nos alimentos causam sintomas brandos. Portanto, apés a
ingestao de um determinado alimento de mesma origem considerado contaminado,
duas ou mais pessoas podem apresentar sinais e sintomas semelhantes. Muitas
vezes 0s alimentos contaminados tém aparéncia, odor e sabor normais e a
populacdo é pouco esclarecida sobre os perigos envolvidos com esse tipo de
alimento.

Ainda em relacdo a frequéncia de fungos filamentosos e leveduras nas
amostras de méis roraimenses, a amostra A4/PC apresentou 1,4x10%? UFC/g, com
maior quantidade de micro-organismos em relacdo as demais amostras analisadas,
apesar do pH acido (3,35). Este aumento no nimero de fungos filamentosos e
leveduras pode ter ocorrido em funcao de fontes secundarias, depois da colheita do
mel, ou seja, os apicultores ndo utilizaram boas praticas apicolas, as quais
abrangem as atividades de manejo ao longo da criacdo das abelhas e da extracéo
do mel, ou ainda de fontes primarias, introduzidos pelas proprias abelhas (SILVA et
al., 2008).

E interessante observar, que amostra A4/PC apresentou a maior frequéncia
de micro-organismos (1,4x10% UFC/g), mas o menor crescimento (0,7 x10! UFC/q)
de fungos filamentosos e leveduras no PS. Segundo Silva et al. (2008) a reducédo
destes micro-organismos pode estar relacionada a fontes secundarias, que séo
controladas por meio de BPF. Gois et al. (2013) afirmam, que as fontes secundarias
de contaminacdo podem estar relacionadas a manipulacdo e cuidados higiénicos
durante a extracdo do mel. Outras contaminac¢des acidentais podem provir de varias
fontes, como: residuos de medicamentos usados em tratamentos de doencas de
abelhas, que sao administrados por via oral, no momento da alimentacdo das

mesmas com meéis artificiais compostos por xarope de agucar, por exemplo, e
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residuos de pesticidas. Também os lix6es visitados por abelhas podem ser fontes de
contaminacgao de mel.

Em relacdo as leveduras, a maior frequéncia ocorreu também na amostra
A4/PC, contabilizando 9,7x10! UFC/g. Segundo Sodré et al. (2005) as leveduras séo
micro-organismos que podem desenvolver-se no mel, por tolerar as condigbes
acidas e niveis altos de sacarose. Chirife, Zamora e Motto (2006) comentam, que as
leveduras osmotolerantes podem conduzir o alimento a fermentacéo, resultando na
formacéo de didéxido de carbono e etanol, o qual pode ser oxidado a acido acético e
adgua. Portanto, entende-se que a amostra A4, devido a sua origem silvestre,
apresenta um tipo de mel com propriedades muito variaveis, devido a multiplicidade
envolvida na origem da flora local, conforme aponta Barth (2004).

Siqueira (1995) discorre, que as leveduras osmofilicas sédo capazes de
multiplicar-se em altas concentracdes de acucar. Mendes et al. (2009) corroboram
que as leveduras pertencentes a proépria flora do mel sédo introduzidas pelas abelhas
durante as operacdes de limpeza ou por meio do néctar, pélen ou melato. Contudo,
algumas espécies de levedura tém uma acdo antagOnica, ou seja, impedem o
desenvolvimento de fungos filamentosos, que podem ser potencialmente
toxigénicos, ou seja, produtores de micotoxinas, que por sua vez podem apresentar
efeitos carcinogénicos e teratogénicos (RAMOS et al., 2010).

O mel € um alimento propicio para a contaminacéo por fungos filamentosos,
devido ao manejo e a extracdo de forma incorreta e principalmente por ser um
produto ndo-estéril. Este tipo de alimento admite a presenca de micro-organismos
formadores de esporos, transmitidos pelas proprias abelhas. A qualidade da
micobiota € um dos critérios, dentre as varias exigéncias relacionadas com o0s
critérios de seguranca alimentar. Em produtos nédo-estéreis como o mel, ha
necessidade de se estabelecer padrdes micolégicos qualitativos e quantitativos na
amostra, a fim de assegurar a qualidade do alimento durante o prazo de validade e,

desta forma, ndo apresentar riscos a saude humana.

4.3 Enquadramento das amostras na legislacao

Os valores de frequéncia de fungos filamentosos e leveduras em méis

roraimenses apresentados na tabela 1 foram enquadrados nos padrdoes da
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legislacdo (MERCOSUL, 1994), que estabelece a quantidade de bolores e leveduras
<1,0x10? UFC/g como sendo préprio para consumo.

Os resultados da analise das amostras Al, A2 e A3do PC e Al, A2, A3 e A4
do PS mostram valores menores que 1,0x102 UFC/g, estando estes méis com
padrao apropriado para o consumo. Isto indica que provavelmente os apicultores
seguiram as normas de BPF.

Vale ressaltar, que a amostra A1 € uma marca comercial e ndo apresentou
crescimento de bolores e leveduras em nenhuma das placas em ambos os periodos.
E de grande relevancia este resultado, pois os valores estabelecidos pela legislacio
sédo de até 100 UFC para mel, portanto, a auséncia total destes micro-organismos
classificado um mel excelente para consumo humano, ou seja, a amostra Al esta
dentro dos padrbes exigidos pela Mercosul (1994).

Por outro lado, a amostra A4 no PC apresentou o valor de 1,4 x102 UFC/g de
bolores e leveduras (tabela 1), sendo considerada contaminada, pois a legislacéo do
Mercosul estabelece que nenhuma amostra pode exceder 1,0x102 UFC/g. O apiario
gue forneceu a amostra A4 localiza-se na vicinal Tamandaré em area de floresta no
municipio de Mucajai, sendo considerado o mel de origem silvestre. Este resultado
sugere que 0s apicultores ndo seguiram as normas de BPF.

A presenca de fungos filamentosos e leveduras em quantidade elevada nos
alimentos podem fornecer vérias informacdes, tais como, ma higienizacdo dos
equipamentos, estocagem inadequada e o produto ja contaminacdo pelo meio
(SIQUEIRA, 1995).

Os fungos filamentosos e as leveduras estdo naturalmente presentes no
mel. No entanto, podem se tornar competidores caso prevalecam condicdes
adequadas como temperatura e umidade ou o produto seja adulterado. Segundo
Silva et al. (2008) a presenca de maior quantidade desses micro-organismos esta
influenciada por fontes secundarias, ap0s a colheita durante a extracdo do mel. A
fonte secundaria refere-se a manipulacdo incorreta, uso de materiais mal
higienizados, locais inadequados de processamento pela incidéncia de vento,

presenca de insetos ou permanéncia de animais domésticos no local.

4.4 ldentificagdo convencional dos fungos filamentosos obtidos nas amostras
de méis roraimenses
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As 63 UFC de fungos filamentosos obtidas das amostras apiario/UFRR (A2),
apiario/Canta (A3) e apiario/Mucajai (A4), analisadas no periodo chuvoso, e nas
amostras A3 e A4 analisadas no periodo seco foram agrupadas em 19 morfotipos de
acordo com a tabela 2.

A caracterizacdo e identificagdo dos fungos filamentosos s&o necessarias
para a prevencao e controle da contaminacao dos alimentos, principalmente porque
esses micro-organismos sao potencialmente toxigénicos. Os métodos tradicionais de
identificacdo de géneros de fungos filamentosos sdo baseados nas caracteristicas
da macro e micromorfologia, incluindo a morfologia da col6nia, forma, cor, textura,

tamanho e ornamentagéo de conidios, conidioforos e hifas septadas ou néo.

Tabela 2 - Morfotipos de fungos filamentosos distribuidos por amostra, nos periodos
chuvoso e seco, obtidos de méis roraimenses produzidos por abelhas Apis mellifera.

Cddigo Morfotipo Numero de colbnias
PC PS
A2 A3 A4 A3 A4
BM18 Cladosporium like 3
BM13 Eurotium 3
BMO08 Humicola sp1 like 3
BM10 Humicola sp2 like 3
BMO02 Monodictys like 1
BMO5 Paecilomyces spl 3
BMO09 Paecilomyces sp2 3
BM11 Paecilomyces sp3 3
BMO1 Penicillium spl 2
BMO6 Penicillium sp2 3
BMOQ7 Penicillium sp3 3
BM15 Penicillium sp4 3
BM16 Penicillium sp5 3
BM17 Penicillium sp6 7
BM19 Syncephalastrum 7
BMO3 N&o identificado 3
BM0O4 Né&o identificado 4
BM12 N&o identificado 3
BM14 N&o identificado 3
Total 3 7 43 3 7

Legenda: PC - periodo chuvoso; PS — periodo seco.

Nas cinco amostras (A2, A3 e A4/PC e A3 e A4/PS) de mel ocorreu o
crescimento de fungos filamentosos, sendo identificados do género Penicillium com

maior frequéncia (19/63), o que representa 30,33%; Paecilomyces (14,29%);
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Syncephalastrum (11,11%); Humicola (9,53%); Cladosporium (4,76%); Eurotium
(4,76%), Monodictys (1,59%) e os néo identificados (20,63%).

Das quatro amostras analisadas (Al, A2, A3 e A4) no PC, em apenas trés
(A2, A3 e A4) ocorreu a presenca de fungos filamentosos, sendo que a amostra
A2/PC apresentou dois morfotipos pertencentes aos géneros Monodictys e
Penicillium. Da amostra A3/PC foram isolados dois morfotipos, que por meio do
método convencional ndo foi possivel verificar a qual género pertence, devido a
auséncia dos esporos. A presenca de esporos € vista como uma das caracteristicas
micromorfolégicas mais relevantes para identificacdo dos fungos filamentosos. Por
outro lado, constatou-se que a amostra A4/PC apresentou o maior ndmero de
morfotipos, totalizando 13, distribuidos em quatro géneros: Eurotium, Humicola,
Paecilomyces, Penicillium e dois géneros nao identificados.

No PS houve crescimento de fungos filamentosos em duas amostras, sendo
gue na A3/PS ocorreu um morfotipo pertencente ao género Cladosporium e na
A4/PS um morfotipo pertencente ao género Syncephalastrum.

Em uma visdo geral, os 19 morfotipos registrados neste trabalho estdo
distribuidos da seguinte maneira: na amostra A4 (PC e PS) foram identificados 14
morfotipos, sendo dois ndo identificados em nivel de género; na amostra A3 (PC e
PS) ocorreram trés morfotipos, os quais nao foram identificados e na amostra A2/PC
foram verificados dois morfotipos. Portanto, a amostra A4 foi o que apresentou o
maior nimero de morfotipos.

Esta avaliacdo nos fornece informacbes sobre as condigcbes de
processamento e armazenamento deste produto. Na amostra Al, como dito
anteriormente, ndo houve a presenca de fungos filamentosos nos periodos
estudados. A amostra controle (A2) apresentou 0 menor numero de colbnias,
totalizando somente trés. A amostra A3 no PC e no PS totalizou o nimero de 10
colbnias. Sabe-se que alguns fungos filamentosos do mel estdo associados as
abelhas, formando uma microbiota ndo patogénica (GILLIAM, 1997). No entanto, na
amostra A4 foram contabilizadas 50 colbénias de fungos filamentosos, sendo 43 no
PC e sete no PS. Portanto, constatou-se que a amostra A4 foi a que apresentou o
maior niamero de micro-organismos, agrupados em 14 morfotipos. Isto nos revela,
que a contaminacdo é um indicativo da falta de higiene e limpeza do material de
trabalho (GOIS et al., 2013).
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Alguns dos fungos filamentosos que cresceram nas amostras de méis
adquiridas em diferentes municipios do estado de Roraima sao benéficos ao homem
(fonte primaria), de acordo com os padrbes exigidos pela legislacdo, porém outros
sao prejudiciais (fonte secundaria), principalmente quando ocorre um aumento no
namero de colbnias no alimento, e neste grupo h& ainda aqueles produtores de
micotoxinas (SIQUEIRA, 1995).

4.4.1 ldentificacdo molecular dos fungos filamentosos isolados dos méis

roraimenses

Os 19 morfotipos isolados de amostras de meéis roraimenses foram

identificados por meio do sequenciamento da regido ITS.

4.4.1.1 Avaliacdo eletroforética da extragdo de DNA dos fungos filamentosos

obtidos dos méis roraimenses

A extracdo do DNA dos fungos filamentosos neste estudo foi realizada com
modificacdes, conforme o protocolo de Hoog et al. (2005). O processo de extragao
de DNA nos fungos filamentosos é complexo, pois 0s meios de cultura e a maioria
das espécies possuem grande quantidade de polifendis e polissacarideos os quais
podem ser co-extraidos, gerando impurezas na molécula de DNA e interferéncias
na reacdo de amplificacdo. Outra dificuldade esta relacionada ao fato de
apresentarem parede celular rigida, formada por quitina, polissacarideos, ligados
ou ndo a proteinas ou lipideos, polifosfatos e ions inorganicos formando a matriz de
cimentagao, dificultando a lise celular durante a extragdo, o que gera, na maioria
das vezes, a fragmentacdo ou a degradacdo do DNA e perda da qualidade da
molécula (ADAMS, 2004; OLIVEIRA et al., 2005).

Neste trabalho foram necesséarias modifica¢cdes no protocolo de Hoog et al.
(2005) como segue: os fragmentos de micélio foram colocados diretamente no
cadinho congelado a -80°C e com uma alca de platina foi realizada a raspagem dos
micélios, que foram macerados com o auxilio de um pistilo. Em seguida adicionou-
se alcool isopropanol apos repouso deste por 15 minutos a -4°C. Apds adicionou-se

de 5 pL de RNAse por amostra de DNA, 24 horas ap0s a extracao, durante 60
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minutos em banho-maria a 37°C. Esta modificagdo foi utilizada para aumentar o
grau de pureza das amostras de DNA dos fungos filamentosos.

Observou-se que o método descrito por Hoog et al. (2005) se mostrou
eficiente no processo de lise das células, apés as modificacbes, e possibilitou a
extracdo do DNA de 19/16 morfotipos dos fungos filamentosos isolados dos méis
roraimenses. As figuras 04 e 05 representam géis de agarose a 1% contendo o
DNA extraido dos fungos filamentosos para verificar a qualidade das amostras do
DNA extraido.

Figura 04 - Eletroforese em gel de agarose a 1% de DNA extraido dos fungos
filamentosos: BM01, BM04, BM06, BM08, BM12, BM013, BM016, BM17, BMO018,
BM19 e BM19.

BMO1 BMO4 BMO6 BM08 BM12 BM13 BM16 BM17 BM18 BM19 BM19
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Figura 05 — Eletroforese em gel de agarose a 1% de DNA extraido dos fungos
filamentosos: BM02, BM03, BM05, BM07, BM09, BM10, BM11, BM14 e BM15.
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Pode-se observar, que nos morfotipos BM16, BM19 (figura 04), BM10 e
BM11 (figura 05) ndo houve presenca de DNA, indicado pela auséncia de banda.
Nas demais amostras uma banda unica, bem definida, pode ser visualizada,
indicando a presenca do DNA de boa qualidade, garantindo desde modo, que o
procedimento da PCR pode ser realizado. O fato do morfotipo BM19, estar presente
duas vezes no mesmo gel (figura 04) se deve a grande quantidade de DNA extraido.

A qualidade do DNA ribossomal (rDNA) dos morfotipos foi avaliada por meio
da comparacdo visual de eletroforese em gel de agarose 1%, sendo utilizado o
padrdo de peso molecular 1 Kb DNA ladder (Ludwig). O surgimento de uma Unica
banda integra de alto peso molecular indica, que o processo de extracdo do DNA foi
bem sucedido, e que o0 mesmo nédo se encontrou degradado.

Para os calculos da concentracdo do DNA considerou-se o padrdo de uma
unidade de absorbéancia A260nm, com a concentragdo final de 50 ng/pL da amostra
de DNA. Todas as amostras foram colocadas no termociclador, com os ciclos de
temperatura pré-estabelecidos com tempos exatos especificos para cada reacao,

como descrito no item 3.7.2.2.

4.4.1.2 Quantificacdo do DNA gendmico

A tabela 3 apresenta as concentracdes de DNA obtidas dos 19 morfotipos de
fungos filamentosos, bem como a absorbancia em 260 e 280 nm (relacdo A260/280)

apos analise em espectrofotébmetro.

Tabela 3 - Valores de absorbancia obtidos das amostras de DNA dos fungos
filamentosos isolados dos méis roraimenses.

Morfotipos A260 nm A280nm A260/A280
BMO1 0,928 0,429 2,22
BMO02 1.293 0,623 2,16
BMO03 1,699 0,748 2,28
BMO04 1,080 0,554 2,04
BMO05 0,181 0,109 1,82
BMO06 0.718 0,349 2,15
BMO7 0,785 0,360 2,22
BMO08 0,731 0,337 2,19
BMO09 0,251 0,127 2,01
BM10 0,145 0,127 1,39

BM11 0,307 0,188 1,88
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BM12 0,588 0,299 2,03

BM13 0,601 0,302 2,04
BM14 0,082 0,080 1.03
BM15 0,046 0,036 1,38
BM16 0,232 0,116 2,02
BM17 - 0,650 -

BM18 1,337 0,629 2,18
BM19 0,938 0,453 2,16

Ferreira e Grattapaglia (1998) discorrem que o DNA absorve luz no
comprimento de onda de 260nm e as proteinas no comprimento de onda de 280nm.
Nesse sentido, a relacdo de absorbancia 260nm/280nm fornece um parametro de
qualidade do DNA. Romano (1998) diz que o DNA é considerado puro, quando
apresenta uma razao entre 1,8 a 2,0 e que dentro desses limites indicam grau de
pureza desejavel; mas se a razdo for menor que 1,8 significa contaminacdo por
proteinas e razdo maior que 2,0 por fenol ou polifenadis.

Neste trabalho, como se pode verificar na tabela 3, as amostras de DNA
apresentaram grau de pureza que variou de 1,03 a 2,28. As amostras de DNA dos
morfotipos BM05 e BM11 foram as Unicas que apresentaram maior grau de pureza,
com a razdo de absorbéncia 1,82 e 1,88, respectivamente. de acordo com a
literatura, as demais amostras possivelmente foram contaminados por polifendis,
isto é, contaminacdo da proépria célula do fungo, ou contaminadas por proteinas.
Estes resultados evidenciam a complexidade de extragdo de DNA das células
fungicas, conforme apontam Adams (2004) e Oliveira et al. (2005). Mesmo com

esta complexidade, foi realizada com sucesso a extracdo de DNA.

4.4.1.3 Amplificagédo por PCR e sequenciamento da regido ITS do rDNA dos fungos

filamentosos obtidos dos méis roraimenses

O DNA ribossomal (rDNA) que compreende a regido ITS1-5.8S-ITS2 de
cada morfotipo dos fungos filamentosos obtidos das amostras de meéis roraimenses,
foi amplificado na maioria das amostras, usando os primers universais ITS1 e ITS4
(WHITE et al., 1990).

Apo6s amplificagdo, os produtos da PCR foram avaliados através da

visualizacdo em gel de agarose 1% (figura 06) e revelaram fragmentos em uma
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Unica banda, na ordem de 600 a 900 pares de bases (tabela 4), o que confirma a
existéncia de diferentes morfotipos.

Figura 06 — Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos amplificados na PCR
dos fungos filamentosos: BM01, BM02, BM03, BM04, BM07, BM08, BM09, BM10,
BM11, BM13, BM114, BM15, BM16 e BM17; CN- Controle negativo.

Para confirmacdo da eficiéncia na identificacdo dos morfotipos de fungos

filamentosos obtidos das amostras de méis roraimenses, por meio da quantidade de
pares de bases, as amostras foram sequenciadas e analisadas molecularmente e os
dados apresentados na tabela 4. As sequéncias de bases obtidas foram analisadas
com o programa software MEGAS5. Com o programa BLAST, do GenBank, realizou-
Se uma pesquisa cuja comparagao ocorreu entre os dados obtidos neste trabalho e
0S que ja se encontram no banco de dados, o que permitiu a caracterizacdo e indice
de similaridade dos morfotipos de fungos filamentosos com uma porcentagem de

identidade acima de 95%.

Tabela 4 - Identificagdo convencional e molecular dos morfotipos dos fungos
filamentosos com suas respectivas quantidades de pares de bases dos fragmentos
amplificados.

Cdédigo Ident|f|ce_1(;ao Tamanho do Identificagcdo Molecular
Convencional fragmento
BMO1 Penicillium spl 800 pb Talaromyces mineoluteum
BMO05 Paecilomyces spl 825 pb Paecilomyces formosus
BMO7 Penicillium sp3 690 pb Penicillium hispanicum

BMO8 Humicola 825 pb Paecilomyces formosus
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BMO09 Paecilomyces sp2 825 pb Paecilomyces formosus
BM12 *N&o identificado 700 pb Eurotium rubrum
BM13 Eurotium 600 pb Eurotium amstelodami
BM15 Penicillium sp4 900 pb Penicillium citreonigrum
BM16 Penicillium sp5 819 pb Talaromyces phialosporus
BM17 Penicillium sp6 819 pb Talaromyces phialosporus
BM18 Cladosporium 711 pb Paecilomyces formosus
BM19 Syncephalastrum 680 pb Syncephalastrum racemosum

*Nao identificado pelo método convencional.

Dos 19 morfotipos identificados pelo método convencional, obteve-se a
amplificacdo do fragmento de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2 em cerca de 63%
(12/19) dos isolados, mesmo com a complexidade de extrair o DNA dos fungos
filamentosos. O que representa identificacdo ao nivel de espécie de 12 morfotipos
(tabela 4), e 68,25% do numero total de individuos referidos na tabela 2.

De acordo com resultados da tabela 4, os 12 morfotipos identificados por
meio da técnica molecular representam oito espécies, distribuidas em cinco géneros:
Eurotium (E. amstelodami e E. rubrum); Paecilomyces (P. formosus); Penicillium (P.
citreonigrum e P. hispanicum); Syncephalastrum (S. racemosum) e Talaromyces (T.
mineoluteum e T. phialosporus).

O morfotipo identificado inicalmente como Penicillium spl, por apresentar
apenas estruturas assexuadas, foi confirmado como Talaromyces minioluteus, por
meio do sequenciamento. Da mesma maneira, 0s mofortipos identificados
inicalmente como Penicillium sp5 e Penicillium sp6 sdo considerados Talaromyces
phialosporus, por meio da identificagdo molecular. Embora Talaromyces represente
ciclo sexuado (teleomorfico) de Penicilium, de acordo com novo Cédigo de
Nomenclatura de algas, fungos e plantas € valido afirmar, que sdo géneros distintos
(PRADO; HIRAI; GIULIETTI, 2011). Assim, estes dados nao representam um
equivoco de identificagdo taxonomica.

O Penicillium sp5 e Penicillium sp6 foram identificados como morfotipos
diferentes pelo método convencional devido a fato de variagdo na morfologia das
colonias. Por outro lado, Penicillium sp3 e Penicillium sp4 foram identificados como
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sendo, de fato, espécies distintas, P. citreonigrum e P. hispanicum, respectivamente,
pela identificacdo molecular com os iniciadores universais ITS1 e ITS4. Assim, as
analises de fragmentos gerados a partir de produtos amplificados por PCR e as
sequéncias verificadas no banco de dados GenBank vem tornando-se uma
ferramenta adequada para estudos taxondmicos e diferenciacdo entre espécies
(OLIVEIRA et al., 2015).

Os morfotipos Paecilomyces spl e Paecilomyces sp2, Humicola spl e
Cladosporium sp. (figura 07) identificados convencionalmente, foram confirmados
pela andlise molecular como sendo a espécie Paecilomyces formosus. Este
equivoco na identificacdo de géneros pode ser atribuido ao fato do morfotipo
Humicola spl apresentar estruturas microscopicas semelhantes ao género
Paecilomyces, como a disposi¢ado dos conidiéforos e conidios em uma das espécies
do género Humicola. Assim, a biologia molecular se dispbe na busca de maior
precisdo e rapidez na identificagdo ao nivel de espécie.

Em relacdo ao Cladosporium sp. chamo atencao a diferenca no nimero de
pares de bases; enquanto este apresentou 711 pb, Paecilomyces spl, Humicola spl
e Paecilomyces sp2 apresentaram 825 pb. Este resultado pode ser justificado pela
presenca de uma banda dupla visualizada na eletroforese ap6s a amplificacdo do
DNA do Cladosporium sp. Segundo Janse, Bok e Zwart (2004) a formacé&o de banda
dupla ocorre durante o processo da PCR, quando algum produto secundério é
formado devido a uma interrupcdo precoce na elongacdo, obstruindo a taq
polimerase; assim, a incubacéo final de 30 minutos para elongacéo a temperaturas
altas pode destruir tais estruturas secundarias e ao mesmo tempo permitir que a taq
complete a elongacdo. Ou pode ter ocorrido contaminag¢do por outro fungo da
amostra extraida, resultando em dois tipos diferentes de fungos.

Por outro lado, a banda dupla pode ter influenciado o resultado no momento
da comparacdo das sequéncias obtidas com o banco de dados Genbank. Fungaro
(2000) afirma, que a presenca da banda dupla é considerado contaminacao, ou seja,
existéncia de impurezas na amostra de DNA podem, eventualmente, inibir a acdo da
taq polimerase, resultando em um diagndéstico falso negativo. Neste caso,
prevalecerd a identificagdo taxondmica do morfotipo BM18 pelo método
convencional, como género Cladosporium, sendo consideradas as caracteristicas

macromorfolégicas e micromorfologicas.
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Figura 07 — Perfis eletroforéticos em gel de agarose 1% dos produtos amplificados
referente as amostras de DNA dos fungos filamentosos obtidos das amostras
analisadas de méis roraimenses.

BM02 BMO3 BmMmo7 BMO9 BM10 CN-
BM11 BM15 BM08 BM12

1,0 kpb
0,75 kpb
1,0 kpb 0.5 kpb

0,75 kpb

0,5 kpb
BM13 BM17 BM18 BM19

1,0 kpb
0,75 kpb

1,0 kpb
0,5 kpb

0,75 kpb'
0,5 kpb

Legenda: BM02 - Monodictys sp.; BM03 - Néo identificado; BMO5 - Paecilomyces formosus; BMO7-
Penicillium hispanicum; BM08 - Paecilomyces formosus; BM09 - Paecilomyces formosus; BM10 -
Humicola sp.; BM11- Néao identificado; BM15 - Penicillium citreonigrum; BM12 - Eurotium rubrum;
BM13 — Eurotium amstelodami; BM17- Talaromyces phialosporus; BM18 - Cladosporium sp.; e BM19
Syncephalastrum racemosum.

Em relacdo a comparacdo dos métodos convencionais e moleculares, a
biologia molecular nos fornece uma taxonomia mais precisa na sistematica de
fungos filamentosos, verificando a real identidade dos morfotipos, assegurando uma
caracterizacdo dos fungos filamentosos obtidos nas amostras de méis roraimenses.
Segundo Fungaro (2000) a técnica molecular desenvolvida a partir de PCR tem sido
uma ferramenta Gtil na identificacdo de varios organismos, dentre eles os fungos
filamentosos. A regido ITS € amplamente utilizada, pois é uma regido altamente
conservada intra-especifica, mas variavel entre diferentes espécies, o que possibilita
a distincdo ao nivel especifico.

A identificacdo dos morfotipos de fungos filamentosos presentes nos meéis
roraimenses consiste em proporcionar aos consumidores um alimento seguro.
Dentre as espécies identificadas pelo método molecular destacam-se aquelas

pertencentes aos géneros Eurotium, Paecilomyces, Penicilium e Talaromyces,
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fungos potencialmente toxigénicos, ou seja, capazes de produzir micotoxinas caso o
mel seja manipulado em condicbes inadequadas de higiene e/ou durante o
acondicionamento dos produtos armazenados, influenciados pela temperatura ou
adulteracdo do mel.

Nas amostras analisadas nesta pesquisa, em ambos os periodos, conforme
a tabela 5, a identificacdo confirmou a espécie: T. mineoluteum na amostra A2/PC;
Cladosporium sp. na amostra A3/PC e Syncephalastrum racemosum na amostra
A4/0S. Na amostra A4/PC constatou-se o maior numero de espécies: E.
amstelodami, E. rubrum, P. formosus, P. citreonigrum, P. hispanicum,

Syncephalastrum racemosum, T. mineoluteum, e T. phialosporus.

Tabela 5 — Ocorréncia dos fungos filamentosos em méis roraimenses por periodo e
percentual de ocorréncia.

NUmero de colbnias

Caodigo Morfotipos PC PS %
A2 A4 A3 A4

BM13 Eurotium amstelodami 3 4,76

BM12 Eurotium rubrum 3 4,76
BMO5, BMO8, _

MO9 Paecilomyces formosus 9 14,29

BM18 Cladosporium sp. 3 4,76

BM15 Penicillium citreonigrum 3 4,76

BMO7 Penicillium hispanicum 3 4,76

BM19 Syncephalastrum racemosum 7 11,11

BMO1 Talaromyces mineoluteum 2 3,18
BM16 BM17 Talaromyces phialosporus 10 15,87

Talaromyces phialosporus foi o mais frequente (10/63), representando
15,87% do total dos isolados, seguido de Paecilomyces formosus com 14,29% e
Syncephalastrum racemosum com 11,11%. T. mineoluteum foi o0 menos frequente,
com apenas duas coldnias, representando 3,18% e os demais representaram 4,76%

cada. Os morfotipos nédo identificados por ndo ter ocorrido amplificacéo,
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provavelmente por contaminacdo das amostras de DNA por polifendis, representam
31,75%.

4.5 As micotoxinas produzidas pelos fungos filamentosos potencialmente

toxigénicos presentes nas amostras méis roraimenses

Os fungos filamentosos geralmente presentes no mel pertencem aos
géneros Penicillium e Eurotium. Estes ndo se reproduzem no mel e caso ocorra uma
contagem elevada de colbnias, pode indicar uma contaminacgao recente do ambiente
ou pelo uso dos equipamentos durante o processamento (FINOLA; LASAGNO;
MARIOLI, 2007). Vale ressaltar, que nas amostras de méis analisadas nos dois
periodos (tabela 5) ocorreu a presenca dos géneros Penicillium e o seu teleomorfo
Talaromyces (28,57%) e Eurotium (9,52%).

Nas amostras de méis roraimenses verificou-se a presenca dos géneros
Eurotium na amostra A4/PC e Penicillium na amostra A4/PC, que sdo de grande
importancia toxigénica. Segundo Bando et al. (2007) a presenca dos géneros
Aspergillus e Penicilium s&o indesejaveis no mel, pois algumas espécies séo
capazes de produzir enzimas que deterioram este alimento, bem como a producao
de micotoxinas.

Aspergillus, fase anamorfica (estagio assexuado) de Eurotium € responsavel
pela producdo de uma micotoxina chamada Aflatoxina, conforme Lacaz et al. (2002).
Este género € agente patogénico oportunista, podendo causar uma doenca
denominada Aspergilose, causada por diferentes espécies e sao potentes agentes
carcinogénicos, visto que podem produzir aflatoxinas em alimentos.

Outro metabdlito secundario téxico produzido pelo género Aspergillus é a
micotoxina denominada ocratoxina, uma das micotoxinas mais comumente
produzidas. A presenca desta toxina ocorre em diversos alimentos, causando 0s
efeitos nefrotoxicos, cancerigenos, imunotoxicos, teratogénicos e genotoxicos (BAU
et al., 2005).

O género Penicillium foi encontrado na amostra de mel A4/PC, ressalta-se
que foi a amostra que apresentou a maior quantidade de individuos fungicos
distribuidos em trés morfotipos (Penicillium spl, sp3 e sp4). Este género também

produz a micotoxina ocratoxina a temperatura maxima de 30°C (JAY, 2005). Os méis
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roraimenses sofrem influéncia da temperatura, pois o clima é tropical Umido e
equatorial subumido, cuja a temperatura média encontra-se na faixa de minima de
20°C e maxima de 38°C (BRASIL, 2010). Entretanto, este género aumentara sua
populacao, caso ocorra procedimento inadequado desde o manejo da colmeia, até o
armazenamento do mel.

Considerando que em amostra de mel roraimense ocorreu crescimento do
fungo do género Penicillium é importante comentar, que algumas espécies deste
género sdo agentes patogénicos oportunistas, podendo causar penicilioses, embora
sejam relativamente raras. Alguns espécies sdo potentes produtores de micotoxinas
e a ingestédo de alimentos contaminados pode provocar intoxicagdes graves e fatais
em animais e humanos, causando também distlrbios gastrontestinais (LACAZ et al.,
2002).

Outro género presente nos méis roraimenses foi Cladosporium, registrado
somente na amostra A3/PS, representando cerca de 4,76% dos isolados. As
espécies de Cladosporium sao contaminantes ambientais, dematiaceo e oportunista,
estando relacionado com quadros de patologias em pacientes imunocomprometidos
(MENEZES; LIMA, 2013).

De acordo com os dados da tabela 5 observa-se ainda, que na amostra
A4/PC o género Paecilomyces foi o segundo representante, com maior frequéncia
de individuos, com percentual de 14,29%, distribuido em trés morfotipos,
(Paecilomyces spl, sp2 e sp3). As espécies de Paecilomyces sao amplamente
encontradas na natureza, sendo saprObias e oportunistas; tém sido isoladas e
identificadas de infeccbes em pacientes imunocomprometidos e transplantados
renais. Na espécie Paecilomyces o estagio perfeito (teleomorfo) € Byssochlamys
(LACAZ et al., 2002). Jay (2005) ressalta, que a deterioracdo por fungos
filamentosos em alimentos € menos comum, mas pode ocorrer quando as espécies
como Cladosporium, Aspergillus e Penicilium estdo presente em condi¢cdes
anormais.

O género Syncephalastrum representou 11,11% e, segundo Pitt; Hocking
(2009) nédo sédo produtores de micotoxinas, estando presentes em alimentos
fermentados. O fato deste género estar presente na A4/PS indica que,
possivelmente este mel encontrava-se em inicio de processo de fermentacéo,
conforme aponta Jay (2005) e que a deterioragcdo por fungos filamentosos pode

ocorrer em condi¢bes anormais do alimento.
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O género Humicola registrado somente na amostra A4/PC com percentual
de 4,76% (tabela 2) € fungo dematidceo, com relatos de que é endofitico, presente
no intestino de insetos (ELLIS, 2001). A presenca deste fungo em amostra de mel
roraimense pode estar relacionada as abelhas, ou seja, os fungos séo originarios do
intestino das mesmas.

Monodictys, fungo dematiaceo (ELLIS, 2001) ocorreu apenas na A2/PC
totalizando 1,59% (tabela 2). O género Monodictys esta associado ao processo de
decomposicdo da madeira e sua presenca no mel roraimense pode ser explicada
pelo fato das caixas “Langstroth” serem confeccionadas com este material.

Em resumo observa-se que, o género com maior frequéncia nas amostras
de méis roraimenses analisadas foi o Penicillium, juntamente com o seu teleomorfo
Talaromyces, 0s quais produzem as micotoxinas: ocratoxina, patulina, citrina,
rubratoxina, citreoviridina, acidos penicilico, viridina e rugolina, responsaveis pela
intoxicagdo de seres humanos e animais, quando se utilizam de alimentos
eventuamentes contaminados por espécies deste género. O Paecilomyces produz a
micotoxina patulina, que possui efeitos cardiotoxicidade e neurotoxidade. Eurotium é
o teleomorfo do Aspergillus responsavel pela producdo das micotoxinas aflatoxinas
B1l, B2, G1 e G2, ocratoxina, patulina, acido kdéjico e maltorizina. Todas estas
micotoxinas tem efeitos teratogénico, mutagénicos e carcinogénicos depedendo da
qguantidade ingerida por alimentos contaminados. A presenca do Syncephalastrum
no mel estar relacionada a deterioracdo em alimentos fermentados (PITT;
HOCKING, 2009). Portanto, os géneros Penicillium e o teleomorfo Talaromyces,
Aspergillus e o teleomorfo Eurotium e Paecilomyces produzem a mesma micotoxina,

Patulina.

4.6 Caracteristicas dos morfotipos de fungos filamentosos obtidos de

amostras de méis roraimenses

As caracteristicas morfologicas das colbnias, como cor, verso e reverso da
colénia, textura, superficie, aspecto, borda e producdo de pigmento foram
analisadas e fotografadas. A identidade taxonémica foi baseada nos aspectos

macromorfolégicas das colonias e micromorfolégicas por meio da técnica de
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microcultivo em lamina (LACAZ et al., 2002), para a identificacdo de géneros dos
fungos filamentosos.

Apo6s a identificagcdo por meio do microcultivo em lamina e molecular foram
reconhecidos, através das suas estruturas de reproducédo, os conidios por sua cor,
forma e o tamanho, bem como pelos tipos de hifa dos fungos filamentosos, obtendo
0s seguintes resultados:

Penicillium spl, sp2, sp3, sp4, sp5 e sp6 foram observados morfotipos com
algumas diferencas nas caracteristicas macromorfolégicas. No entanto, as estruturas
micromorfolégicas analisadas foram semelhantes, mas séo espécimes que pertence
género distintos, sendo identificados como pertencente aos géneros Penicillium e
Talaromyces do grupo Deuteromycota (PITT; HOCKING, 2009).

No espécime identificado inicialmente como Penicilium spl que foi
confirmado como sendo a espécie Talaromyces minioluteus (figura 08), verificou-se
a presenca de colbnias de coloragdo verde azulada, com textura aveludada, com
borda acinzentada e regular, reverso alaranjado, superficie rugosa com aspecto
opaco e, pigmento com coloragéo castanho escuro.

O espécime identificado como Penicillium sp5 foi confirmado na analise
molecular como a espécie Talaromyces phialosporus (figura 08), que apresentou
colonia com textura aveludada, com coloragédo esverdeado no centro, com bordas
brancas e irregulares, o reverso bege claro a escuro, superficie rugosa com aspecto
opaco e o pigmento ausente.

O espécime Penicillium sp6 foi também confirmado como sendo a espécie
Talaromyces phialosporus (figura 08), onde verificou-se colénias com textura
aveludada a pulverulenta, com coloracdo amarela variando para verde azulado com
a borda banca, com reverso bege escuro, superficie rugosa com borda regular,
aspecto opaco e ndo apresentou pigmento.

Quanto as caracteristicas microscopicas, os morfotipos apresentaram
conidios bem semelhantes ao do género Penicillium, arredondados a elipticos. As
fidlides sdo alongadas de onde saem longas cadeias de conidios, os conidiéforos

séo eretos e ramificados dando a aparéncia de pincel.
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Figura 08 — Caracteristicas macromorfologicas e micromorfolégicas do género
Talaromyces spl, sp5 e sp6, obtidos das amostras de méis do periodo chuvoso em
meio Sabouraud. Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolucéo de
100x. (a) verso; (b) reverso da colbnia; c) estruturas microscopicas.

Talaromyces pilospoms

O Penicillium sp3 identificado inicialmente foi confirmado na anélise
molecular como sendo a espécie Penicillium citreonigrum (figura 09), que
apresentou colonias com textura aveludada a pulverulenta, com coloragcdo amarelo
escuro variando para verde azulado, com bordas na cor branca. O reverso da
coldnia exibiu cor de bege escuro e difuso, para a cor cinza, com superficie rugosa e
borda regular, aspecto opaco e pigmento ausente.

No isolado Penicillium sp4 foi confirmado como sendo a espécie Penicillium

hispanicum (figura 08), onde ocorreram colonias com textura aveludada, na
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coloracgéo verde oliva, com borda branca e reverso bege a castanho claro, superficie
fissurada com borda regular, aspecto imido e pigmento na coloracdo amarelo.

Os morfotipos microscopicamente apresentaram conidios unicelulares com
coloracdo esverdeada, lisos a levemente rugosos, e de arredondados a elipticos. Os
conidioforos séo hialinos, eretos e ramificados dando a aparéncia de pincel; fialides
em forma de “garrafa” sustentando longas cadeias de conidios (PITT; HOCKING,

2009). Foi observada a predominancia de estruturas monoverticiladas.

Figura 09 — Caracteristicas macromorfolégicas e micromorfologicas do género
Penicillium sp3 e sp4, obtidos das amostras de méis do periodo chuvoso em meio
Sabouraud. Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolucdo de 100x.
(a) verso; (b) reverso da colbnia; c) estruturas microscopicas.

Penicillium hispanicum

Os fungos filamentosos identificados inicialmente como Paecilomyces spl,
sp2 e Humicula spl foram confirmado pela anélise molecular como sendo a mesma
espécie Paecilomyces formosus (figura 10), cujas as caracteristicas
macromorfoldgicas revelaram coldnias com textura veludada a cotonosa, centro de
coloracdo esverdeada, reverso com coloragao variando do amarelo para marrom, de
acordo com tempo de crescimento da col6nia, superficie lisa com aspecto opaco e
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pigmento com coloragdo marrom claro. Apesar das diferencas nas caracteristicas
macromorfologica, quando visualizado ao microscopio todas as estruturas sao
semelhantes.

As estruturas microscoépicas verificadas foram conidios unicelulares, lisos a
levemente rugosos, de arredondados a elipticos. Células conidiogénicas em fialides
dilatadas nas bases, afiladas nos apices, com os conidios em longas cadeias foram
observados. Conidiéforos sem vesiculas terminais apresentaram-se com ramificacéo
divergente. As caracteristicas macro e micromorfolégicas destes fungos indicam o
género Paecilomyces. Microscopicamente o género Paecilomyces tem grande
semelhanca com o Penicillium, o que dificulta a identificacdo taxonémica. Este fungo

€ considerado ubiquo saproébio, podendo ser oportunista.

Figura 10 — Caracteristicas macromorfolégicas da espécie Paecilomyces formosus
obtidos das amostras de méis do periodo chuvoso em meio Sabouraud. Cultivo em
lamina corado com azul de metileno na resolucédo de 100x. (a) verso da colbnia; (b)
reverso da coldnia. (c) estrutura microscopica.

Paecilomyces sp1 (Paecilomyces formosus}

Paecilomyces sp2 (Paeciomyces formosus}

=

Humicolasp1 (Paecilomyces formosus}
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A espécie Eurotium amstelodami (figura 11) apresentou colénia com
coloracdo esverdeada no centro, com duas finas margens na cor amarelo claro e
branco, com textura pulverulenta aveludada, reverso variando do amarelo a laranja,
superficie rugosa, com borda regular e o pigmento com coloracdo amarelo claro.
Dentre as caracteristicas micromorfolégicas foi observado conidiéforo hialino ereto,
ndo ramificado, terminando em dilatagcdo globosa (vesicula), de onde nascem
fidlides em toda a superficie, em disposicédo radiada. Os conidios sdo globosos e
lisos. Célula-pé visivel na porcdo basal do conidiéforo. Cleistotécios amarelo
brilhante presentes. Segundo Jay (2005) quando h& ocorréncia de cleistotécios com
ascoporos, o fungo € chamado de Eurotium (estado teleomorfico de Aspergillus);

todas as espécies sdo xerofilicas e crescem em uma faixa maior de pH.

Figura 11 — Caracteristicas macromorfolégicas e micromorfolégicas género Eurotium
amstelodami, obtidos das amostras de méis do periodo chuvoso em meio
Sabouraud. Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolugéo de 100x.
(@) verso da colbnia; (b) reverso da colbnia; (c) Vesicula; (d) Conidioforo; (e)
Conidios; (f) Célula-pé; (g) Cleistotécios.

Eurotium amstelodami

O morfotipo BM12 (figura 12) apresentou coldénia com coloracdo cinza, com
textura veludosa, reverso negro, superficie lisa com borda regular, aspecto opaco e
pigmento ausente. Pelo método convencional néo foi possivel identificar, pois néo foi
observada a estrutura de reproducdo (esporos). Pela analise molecular foi
identificado como a espécie Eurotium rubrum. A colbnia apresentou um crescimento
lento. Além de importantes deteriorantes de alimentos, o E. rubrum é o teleomorfo
do Aspergillus mediante a presencga do cleistotécios. Por meio do microcultivo em

lamina né&o foi possivel a visualizacdo desta estrutura, mas pelo método molecular
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foi possivel a caracterizacdo desde morfotipo. A grande maioria das espécies é
potencialmente produtora de metabdlitos toxicos.

Figura 12 — Caracteristicas macromorfologicas da espécie Eurotium rubrum obtido
de amostra de mel do periodo chuvoso em meio Sabouraud. (a) verso da coldnia;
(b) reverso da col6nia.

Eurofium rubrum

A espécie Syncephalastrum racemosum pertence ao filo do Zygomycota
(figura 13), e apresentou coldnia com textura cotonosa, com coloracdo cinza escuro,
reverso negro e borda regular, aspecto Uumido e com pigmento ausente. Quanto as
caracteristicas microscopicas apresentadas em lamina verificou-se o micélio
geralmente bem desenvolvido, diversamente ramificado, com esporangiéforos
curtos, eretos, ramificados, e com extremidades terminando em dilatagéo, de onde
nascem os esporangiolos (merosporangios) cilindricos, de membrana evanescente,
0s quais produzem uma cadeia de esporos esféricos, sendo tipicamente saproébios.
Os esporangiosporos sao liberados pela ruptura ou dissolucdo da parede dos
esporangiolos (PITT; HOCKING, 2009).
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Figura 13 — Caracteristicas macromorfolégicas e micromorfolégicas da espécie
Syncephalastrum racemosum obtidos das amostras de méis do periodo seco em
meio Sabouraud. Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolucéo de
100x. (a) Verso da colbnia; (b) Reverso da colbnia; (c) estrutura microscopicas.

/ V

Syncephalastrum racemosum

As caracteristicas macromorfolégicas do fungo do género Monodictys
encontrado na amostra A2/PC (figura 14) revelam colbnia de coloragcdo marrom
escuro, com textura aveludada e, reverso na cor marrom escuro. A superficie é
fissurada com borda regular, de aspecto opaco e com pigmento na cor marrom
claro. De acordo com as caracteristicas microscépicas, este fungo apresentou
conidios simples, solitarios, arredondados nas extremidades, piriformes, verrucosos,
com septos transversais e longitudinais. Os conidi6éforos sdo macronematosos ou
semi-macronematosos, normalmente retos, flexuosos e lisos (ELLIS, 2001). As
caracteristicas macro e micromorfolégicas indicam que o morfotipos pertence ao

género Monodictys.

Figura 14 — Caracteristicas macromorfologicas e micromorfolégicas do género
Monodictys obtidos da amostra de mel do periodo chuvoso em meio Sabouraud.
Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolucdo de 40x el00x. (a)
verso da coldnia; (b) reverso da colbnia; c) Conidioforo; d) Conidios.
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O fungo Humicola sp2 (figura 15) revelou fungos dematiaceos, com textura
cotonosa, verso da col6nia na cor marrom, reverso com coloragao variando do
marrom escuro marrom claro, a superficie é lisa, com aspecto opaco e o pigmento
com coloracdo amarelo ocre. As vezes a colonia jovem apresenta cor branco,
alterando para cor cinza ou marrom escuro (ELLIS, 2001).

Quanto as caracteristicas micromorfologicas, os morfotipos apresentaram
os conidioforos escuros, eretos, delgados, curtos ou ausentes, septados, com base
truncada simples, com as extremidades contendo células conidiogénicas com
grandes conidios lisos, globosos ou subglobosos a ovoides, com marcas em forma
de anéis no apice (LACAZ et al, 2002; PITT; HOCKING, 2009). Essas
caracteristicas, em conjunto, permitem uma distincéo clara para a identidade destes

fungos ao género Humicola.

Figura 15 - Caracteristicas macromorfologicas e micromorfolégicas do Humicola spl
e sp2 obtidos das amostras de méis do periodo chuvoso em meio Sabouraud.
Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolucdo de 100x. (a) verso da
colbnia; (b) reverso da col6nia; (c) estrutura microscopica.

Humicolasp2

No fungo filamentoso identificando inicialmente como Penicillium sp2 (figura
16), observou-se colbnias aveludadas com coloracdo acinzentada, com borda
branca e o reverso na cor castanho. A superficie apresentou-se rugosa, com borda
regular, aspecto opaco e pigmento com coloracdo castanho claro. Quanto as
caracteristicas microscopicas, 0s conidios s&o unicelulares com coloracdo
esverdeada, lisos a levemente rugosos, e de arredondados a elipticos. Os

conidi6foros sao eretos e ramificados de onde forma cadeias de conidios.
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Figura 16 - Caracteristicas macromorfolégicas e micromorfolégicas do espécime
Penicillum sp2 obtidos das amostras de méis do periodo chuvoso em meio
Sabouraud. Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolucédo de 100x.
(a) verso da colbnia; (b) reverso da coldnia; (c) estrutura microscopica.

Penicilliumsp2

O género Cladosporium (figura 17) apresentou colbénia com textura
aveludada e com coloragéo verde oliva a negro no centro e amarelo nas bordas. O
reverso apresentou-se verde escuro, com superficie rugosa com borda irregular,
aspecto opaco e com pigmento ausente.

A micromorfologia evidenciou conidioforos escuro, septados e ramificados
no apice. Os conidios sdo escuros, unicelulares ou bicelulares, variavel quanto a
forma e o tamanho, ovéides, cilindricos, em forma de lim&o ou irregulares com curtas
cadeias de conidios (PITT; HOCKING, 2009).

Figura 17 — Caracteristicas macromorfolégicas e micromorfolégicas do espécime
Cladosporium obtidos das amostras de méis do periodo seco em meio Sabouraud.
Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolugédo de 100x. (a) verso da
colénia; (b) reverso da col6nia; c); Conidiéforo d) Conidios.

Cladosporium
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O fungo filamentoso identificando inicialmente como Paecilomyces sp3
(figura 18), foi confirmado pela Micoteca URM da Universidade Federal de
Pernambuco. No espécime Paecilomyces sp3 observou-se coldnias cotonosas com
coloracdo acinzentada e esverdeada, e o0 reverso na cor bege. A superficie
apresentou-se lisa, com borda regular, aspecto opaco e pigmento ausente. As
estruturas microscopicas verificadas foram conidios unicelulares, lisos a levemente
rugosos, de arredondados a elipticos. Células conidiogénicas em fidlides dilatadas
nas bases, afiladas nos apices, com os conidios em longas cadeias foram

observados.

Figura 18 — Caracteristicas macromorfoldégicas e micromorfoldégicas do espécime
Paecilomyces obtidos das amostras de méis do periodo seco em meio Sabouraud.
Cultivo em lamina corado com azul de metileno na resolugdo de 100x. (a) verso da
colénia; (b) reverso da colbnia; c); Conidioéforo d) Conidios.

Paecilomyces sp3

Os morfotipos BM03, BM04 e o BM14 (figural9) néo foram identificados pelo
método tradicional, devido a auséncia de esporos no cultivo em lamina, sendo
descritas apenas as caracteristicas macromorfolégicas. A esporulacdo dos fungos
filamentosos é considerada importante na identificacdo em nivel de género. Os
esporos sdo formados a partir das hifas aéreas de diferentes formatos dependendo
da espécie. Essa diferenciacdo no tipo de esporos que caracteriza a identidade do
fungo filamentoso.

O morfotipo BMO03 apresentou colénia com textura aveludada, com
coloracdo branca variando para rosa, reverso da colbnia na cor bege, com centro
rugoso com coloracdo rosada, superficie fissurada com borda regular, aspecto

opaco e pigmento ausente.
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Quanto as caracteristicas macroscépicas, o morfotipo BM04 mostrou uma
coldnia de textura aveludada, com verso e reverso de coloragcdo marrom escuro,
superficie fissurada com borda regular, aspecto opaco e com pigmento na cor
marrom claro.

O morfotipo BM14 possui colonia com textura cotonosa, com coloragéo
branca, com borda irregular, reverso amarelo claro, superficie umbilicada com
aspecto opaco e pigmento ausente.

A dificuldade para identificacdo dos fungos consiste na caracterizacdo da
morfologica e requer experiéncia. A andlise macroscopica e microscopica dos
fungos filamentosos auxiliam na distincdo taxonémica em nivel de género, como
observado nesta pesquisa. Dessa forma, torna-se relevante um estudo que
complemente os métodos convencionais. A caracterizacdo molecular € uma das
ferramentas para identificar a real identidade em nivel de espécie desses micro-

organismos.

Figura 19 — Caracteristicas macromorfologicas dos fungos filamentosos BMO03,
BM04 e o BM14 obtido de amostras de méis do periodo chuvoso em meio
Sabouraud. (a) verso da colbnia; (b) reverso da colonia.

Morfotipo BM14
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4.5 Preservacdo dos fungos filamentosos obtidos das amostras de méis

roraimenses

Para a preservacdo dos morfotipos dos fungos filamentosos obtidos das
amostras de méis analisadas nos periodos chuvoso e seco, foi utilizado o método de
Castellani (figura 20), para conservar o estado inicial dos micro-organismos,
evitando mutacBes indesejaveis. E as amostras de DNA foram preservadas no

freezer -80 °C.

Figura 20 — Fungos filamentosos obtidos de amostras de méis roraimenses
analisadas nos periodos chuvoso e seco, preservados em agua destilada.

Os morfotipos foram preservados em tubos com meio Sb inclinado (figura
21), para conservar as caracteristicas macromorfolégicas. Os dois métodos visam
alcancar a maxima preservacao da vitalidade das células. As preservacdes de cepas

s&o de longo prazo em temperatura ambiente (GIRAO et al., 2004).

Figura 21 — Fungos filamentosos obtidos de amostras de méis roraimenses
analisadas nos periodos chuvoso e seco, preservados em meios Saubourad (a)
verso da coldnia; (b) reverso da colonia.
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5 CONCLUSOES

O meio BDA néo foi eficiente para isolar fungos filamentosos e leveduras
das amostras de méis do estado de Roraima isolados em meio Sabouraud.

Os fungos filamentosos e/ou leveduras estdo presentes nas amostras dos
méis roraimenses coletadas tanto no periodo seco, quanto no periodo chuvoso,
sendo prevalente a ocorréncia de leveduras.

O pH das amostras foram inferior a cinco, que € importante na conservacao
do mel.

As amostras de méis coletadas nos municipios estudados séo proprias para
consumo humano, com exe¢do de uma amostra que ndo atendeu a legislacéo.

As amostras de méis de marca comercial e do Apiario Experimental da
UFRR foram enquadradas como proprias para 0 consumo.

Amostras de méis oriundas de apiarios artesanais apresentaram condicfes
impréprias para o consumo (Mucajai) ou qualidade preocupante (Cantd), devido a
presenca de fungos potencialmente toxigénicos.

Os morfotipos identificados pertencem aos géneros Penicillium,
Paecilomyces, Humicola, Cladosporium e Monodictys, e as espécies Eurotium
amstelodami, E. rubrum, Paecilomyces formosus, Penicillium citreonigrum, P.
hispanicum, Syncephalastrum racemosum, Talaromyces mineoluteum e T.
phialosporus.

Os géneros e espécies identificadas sdo potencialmente toxigénicos, com
excecdo de Syncephalastrum.

Fungos potencialmente toxigénicos foram detectados nas amostras de méis
proveniente dos muncipios de Boa Vista, Canta e Mucajai, nos periodos estudados.

Os parametros micoldgicos observados nas amostras reforcam a
necessidade do controle de qualidade dos méis na regido, bem como da

implantacdo de Boas Praticas Apicolas.
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