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RESUMO

As abelhas de Meliponina, também conhecidas como abelhas indigenas
sem ferrdo, estdo presentes em varias regides tropicais. As abelhas
desempenham funcdes, como: polinizacdo de fanerégamas, producdo de mel,
cera e propolis e coleta de pdolen. Além disso, contribuem para os estudos de
Biologia, especialmente na Genética e na Evolugdo e podem, ainda, ser utilizados
como material didatico, visto que ndo possuem ferrdo e sdo um bom exemplo de
organizacao social (KERR, 1997)

Dentre todas essas funcdes, a producéo de mel e a utilizacdo de mel, polen
e prépolis como produtos medicinais sd0 as que exercem maior interesse na
populacdo em geral. E necessario que os produtos tenham uma boa qualidade,
como, por exemplo, apresentar uma contagem de microrganismos que nao
represente um risco a saude humana.

Nesse trabalho, foi avaliada a quantidade e identificados os
microrganismos presentes em mel, propolis polen, alimento larval e cera em

colméias de Melipona scutellaris e Tetragona clavipes.

PALAVRAS-CHAVE: Microrganismos, Colméias, Meliponina
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ABSTRACT

The bees of Meliponina, also known as Indian’s bees without sting, are in
various tropical regions. They execute functions, like: polinization of fanerogams,
production of honey, wax and propolis and the collection of pollen. Moreover, they
contribute for the Biology’s applications, especially in Genetic and Evolution and
they also can be utilized as didactic material, because they don’t have sting and
they are a good example of social organization.

Among all these functions, the production of honey and the utilization of
honey, pollen and propolis as medicinal products are the most interesting for the
population. It's necessary that the products have good quality. As, for example,
present a count of microorganisms that it don’t represent a risk for human healthy.

In this work, we evaluated the quantity and the identification of
microorganisms present in honey, propolis, pollen, larval food and wax in hives of

Melipona scutellaris and Tetragona clavipes.

KEY-WORDS: Microorganisms; Hives; Meliponina



l. INTRODUCAO

[.1. AS ABELHAS

Taxonomicamente, as abelhas podem ser reunidas na superfamilia
Apoidea distribuidas em, aproximadamente, 20.000 espécies, representando 20%
dos Hymenoptera. As espécies apresentam caracteristicas comuns, tais como
tamanho e coloracdo dos individuos diferenciados e corpo dividido em cabeca,
térax e abdémen (prosoma, mesosoma e metasoma) (NETO, 2001).

A superfamilia Apoidea é constituida por diversas familias, sendo que a
que tem habitos mais avancados é a familia Apidae. Engloba todas as abelhas
altamente sociais como as abelhas com ferrdo Apis, as abelhas sem ferrdo, as
mamangavas e as Euglossini.

A familia Apidae é dividida em subfamilias, sendo que as abelhas desse
estudo pertencem a subfamilia Apinae. As tribos dessa subfamilia sédo diferentes
em varias caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais.

Meliponina reine as chamadas abelhas indigenas sem ferrdo, entre elas a
jatai, a mandacaia e a irapua. Possui varias centenas de espécies em todas as
regides tropicais do mundo, bem como em regides subtropicais do hemisfério sul.
Sao abelhas de porte mindsculo a médio, em geral robustas (SILVEIRA et al.,
2002).

O género Melipona é o que possui maior numero de espécies, e ocorre em
toda a regidao neotropical, sendo mais diversificada na bacia amazoénica. O género
Tetragona € praticamente restrito a bacia amazbnica, embora contenha uma
espécie, T. clavipes, com ampla distribuicdo no Brasil (SILVEIRA, 2002).

Todas as espécies de Meliponinae sdo eussociais, com interacfes sociais
muito complexas e um sistema cooperativo em que a divisdo de trabalho e as
castas sdo bem definidas.

Os ninhos estao localizados em cavidades e consistem em agrupamento
de favos horizontais e potes elipsoidais, para armazenamento de mel e pdlen e a
maioria das colbnias tem abertura suficiente para passar uma Unica abelha
(ROUBICK, 1989).



Os meliponineos se caracterizam, também, por ndo construirem células
reais. As rainhas, operarias e machos se desenvolvem, até o estagio adulto,
dentro de células de cria de igual tamanho.

A alimentacdo é massal, onde cada alvéolo recebe o alimento antes da
oviposicdo pela rainha, sendo fechado logo apdés e aberto somente para a
emergéncia do adulto. O alimento é constituido de pdélen, mel e enzimas de
origem glandular e na parte inferior do alvéolo deposita-se uma grande
quantidade de pélen (MACHADO, 1971).

O podlen é constituido, principalmente, por proteinas, acucares, agua,
vitaminas, enzimas, lipideos, leveduras e ions (WEAVER,1964).

O mel é produzido pelas abelhas a partir do néctar de plantas.
Quimicamente, ele contém acucares (80%), agua (10-20%) e outros constituintes
como acidos organicos, sais minerais, vitaminas, proteinas, compostos fendlicos e
aminoacidos livres (OUCHEMOUKH et al.,, 2005). Os principais acucares
encontrados no mel sdo a frutose (cerca de 40%), a glicose (aproximadamente
30%) e a sucrose (cerca de 1%), 0s quais sdo responsaveis por propriedades do
mel como viscosidade, granulacéo e valor energético (IURLINA & FRITZ, 2005).

A composicdo do mel é afetada pela florada, clima e condicdes ambientais.
A diversidade das propriedades fisicas e quimicas do mel depende do néctar e do
polen da planta de origem (OZCAN et al., 2006).

O mel é considerado importante para a medicina tradicional. Ele tem sido
usado na etnomedicina desde a antiguidade e, mais recentemente, tem
desempenhado importante papel no tratamento de queimaduras, infecgbes
gastrointestinais, asma, ferimentos infeccionados e Ulceras na pele (KUCUK et al.,
2005).

Além do mel, as abelhas secretam cera que, misturada com resinas de
plantas, é utilizada para constru¢do dos potes de armazenamento. As resinas
servem como agente biocida e, juntamente com a cera e outros materiais
utilizados na construcdo do ninho, tém a funcéo de protegé-lo da acdo da agua e
de predadores (MICHENER, 1974; ROUBICK, 1989).

O prépolis, muitas vezes referido como “cola da abelha”, € uma substancia
resinosa coletada em arvores pelas abelhas, que mastigam, adicionando enzimas

salivares e cera. E altamente adesivo e é usado para preencher as fendas da



colméia, proteger contra a entrada de invasores e, principalmente, para evitar, por
meio de mumificagdo com propolis, a decomposicao, dentro da colméia, de
organismos mortos, tais como besouros, baratas e, ocasionalmente, ratos
(BRUMFITT et al., 1990).

Atualmente, o propolis é bastante estudado devido as suas propriedades
biolégicas, pois tem atividades antibacterianas, antifUngicas e propriedades
cicatrizantes. Os mais importantes constituintes, farmacologicamente ativos no
propolis, sdo flavonoides, compostos fendlicos e aromaticos (UZEL et al., 2005).

Os produtos derivados das abelhas apresentam caracteristicas antibioticas
(KALOUSEK et al., 1955). O propolis é ativo contra Streptococcus,
Staphylococcus e E. coli (DIMOV et al.,, 1992) e é vendido como produto
medicinal, sendo descrito como uma substancia que promove a saude humana
(WEAVER, 1964; HIGASHI & CASTRO, 1994). O proépolis tem sido usado por
suas atividades antimicrobianas (DAUGSCH et al., 2006).

As abelhas sociais apresentam, para seu desenvolvimento fisico, fisioldgico
e adaptacdo quimica normais, controle de deterioracdo dos estoques de
alimentos, o que € importante principalmente para as espécies perenes, pois
dependem do armazenamento de alimentos em ambientes tropicais (ROUBIK,
1989).

[.2. FLORA MICROBIANA NOS PRODUTOS DAS ABELHAS

O mel possui alguns fatores que evitam o crescimento bacteriano, como pH
acido, osmolaridade e peroxido de hidrogénio (MOLAN & RUSSEL, 1988;
WESTON et al., 1999). Essas propriedades intrinsecas atuam como bactericidas
ou bacteriostaticos, portanto, espera-se que 0 mel possua um namero pequeno e
uma variedade limitada de microrganismos. Altas quantidades de formas
vegetativas e bactérias no mel indicam contaminacado recente, especialmente por
fontes secundarias (IURLINA & FRITZ, 2005).

As fontes primarias de contaminacdo microbiolégica em colméias séo o
poélen, o trato digestivo de abelhas, a poeira e as flores. As fontes secundarias de

contaminagcdo em mel sdo as mesmas de outros alimentos.



Os microrganismos encontrados em colméias e, conseguentemente, em
seus produtos, podem ser divididos em quatro tipos:

e 1 — Microrganismos que sdo comumente encontrados no mel — leveduras e
bactérias formadoras de esporos;

e 2 — Microrganismos que indicam qualidade sanitaria ou comercial —
coliformes ou leveduras;

e 3 — Microrganismos que, em certas condicdoes de germinacdo e
crescimento em um produto alimentar ndo tratado pelo calor, podem
causar doencas;

e 4 — Microrganismos que podem causar doencas em abelhas como,
Paenibacillus larvae e Melissococcus plutonius, responsaveis,
respectivamente, pelas doencas American foulbrood e European foulbrood
(LAURO et al., 2003, PICCINI et al. 2003).

Os microrganismos encontrados na colméia sao, principalmente, bactérias
e leveduras, provenientes das abelhas, do néctar ou de fontes externas. As larvas
podem ser estéreis inicialmente, mas ao serem alimentadas com néctar e pélen
pelas operarias, adquirem a flora das mesmas (SNOWDON & CLIVER, 1996;
GILLIAM, 1997).

Existem varios organismos associados com alimentos especificos. Alguns
organismos encontrados nas abelhas, nas colméias, no pdlen, no solo e nas
flores, por exemplo, também sdo encontrados no mel. Dentre esses
microrganismos, estdo Actinobacter, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Pseudomonas, Psychrobacter, Micrococcus, Sacharomyces e Lactobaccilus (JAY,
1992 apud SNOWDON & CLIVER, 1996).

GILLIAM & PREST (1987) isolaram varias espécies de microrganismos em
fezes de larvas de abelhas, sendo que o género Bacillus foi o prevalente seguido
por bactérias gram variaveis. Foram encontrados, também, fungos e leveduras.

O polen pode ser a fonte de origem de microrganismos nos intestinos de
abelhas (GILLIAM et al. 1983). As abelhas séo alimentadas por pélen e por meio
de trocas alimentares com outras abelhas, resultando na contaminacéo.

Bacilos aerdbicos formadores de esporos Sdo 0S microrganismos mais
freqientemente encontrados na superficie externa, no aparelho bucal e no

intestino das abelhas. Os intestinos de larvas, pupas ou abelhas recém-



emergentes sdo, usualmente, estéreis. Fungos e bactérias sdo, regularmente,
encontrados nos intestinos de operarias adultas poucos dias apds emergirem
(SNOWDON & CLIVER, 1996). As bactérias do género Bacillus sdo encontradas
no trato digestivo, hemolinfa e traquéia de abelhas saudéaveis, sendo que o pdlen
pode ser a principal fonte da microflora intestinal em operarias, desde que exista
pouco ou henhum microrganismo no néctar (GILLIAM, 1985).

No intestino de abelhas & encontrado cerca de 1% de leveduras; 29% de
bactérias gram positivas, incluindo espécies de Bacillus, Bacterium, Streptococcus
e Clostridium e 70% de bactérias gram negativas ou gram variaveis, incluindo
Achomobacter, Citrobacter,  Enterobacter, Erwinia, = Escherichia  coli,
Flavobacterium, Klebsiella, Proteus e Pseudomonas (TYSSET et al., 1970).

As bactérias introduzidas no mel pelas abelhas s&o, provavelmente,
espécies do género Bacillus (TYSSET & ROUSSEAU, 1981). O fungo Aspergillus
pode estar presente no mel, mas somente na forma de esporo, que impediria a
producdo de micotoxinas, tais como as aflatoxinas. As leveduras podem estar
presentes no favo de mel, ar e no néctar (GRAHAM, 1992; MORSE & HOOPER,
1985).

Os fungos estdo associados com a flora intestinal de abelhas, com a
colméia e com o meio onde as abelhas forrageiam. Aspergillus foi descoberto em
intestinos de larvas de abelhas (HAISIG & KAMBUROV, 1966). Poucos fungos
sdo identificados com certeza, mas géneros tipicos incluem Atichia,
Coniothecium, Hormiscium e Triposporium. Outros, como Aspergillus,
Chaetomium, Penicillum e Peyronelia tém sido isolados de fezes de larvas
(GILLIAM & PREST, 1987). TYSSET et al. (1970) encontraram Ascosphaera,
Aspergillus, Cephalosporium e Penicillium no mel.

Alguns fatores podem evitar que outros géneros de fungos cresgcam no mel.
Um deles, e talvez o mais importante, é a toleréncia a pressdo osmatica, visto que
a grande quantidade de acgucar diminui bastante a atividade da agua. Altas
quantidades de fungos no mel podem indicar a recente contaminacao pelo fungo,
talvez por crescimento no meio de forrageamento das abelhas, nas colméias ou
nos equipamentos de processamento do mel.

As leveduras podem crescer em condi¢cbes acidas e nao sao inibidas pela

sucrose. Leveduras osmofilicas ou tolerantes ao acucar sdo um problema na



industria de mel, pois elas crescem em nivel limitado de agua disponivel no mel
resultando na fermentacédo do mesmo.

Alguns fatores, como aumento da umidade, temperaturas moderadas, alta
contagem de leveduras e presenca de nitrogénio, podem colaborar para a
fermentacdo do mel, resultando na formacéo de alcool e didxido de carbono. NA
presenca de oxigénio, o alcool pode ser convertido em acido acético (CRANE,
1979).

Saccharomyces representa o género mais encontrado no mel, sendo
encontrados, ainda, Rhodotorula, Debaryomyces, Hansenula, Lipomyces,
Oosporidium, Pichia, Torulopsis, Tricosporan, Nematospora,
Schizosaccharomyces, Schwanniomyces, Torula e Zygosaccharomyces (TYSSET
& DE RAUTLIN DE LA ROY, 1974; FUTURA & OTIKOMO, 1978, CRANE, 1979;
TYSSET & ROUSSEAU, 1981).

A fermentacdo do mel é proporcional a concentracdo de leveduras
existentes, sendo que mel com grande quantidade de leveduras ndo é palatavel
ou comercializavel.

Existem poucas referéncias em relacdo aos microrganismos encontrados
no mel. Os géneros mais citados sdo Bacteridium, Bacterium, Bacillus,
Brevibacterium,  Enterobacter, Flavobacterium,  Micrococcus, Neisseria,
Pseudomonas e Xanthomonas e os mais frequentemente isolados sdo espécies
do género Bacillus, particularmente, B. cereus e B. pujilus. Acredita-se que alguns
géneros, como Micrococcus e Pseudomonas, sdo provenientes do intestino das
abelhas. Foram encontradas, também, espécies de Staphylococcus em mel
industrializado nos Estados Unidos. Foi encontrado Flavobacterium lactis no mel e
acredita-se que esse microrganismo foi introduzido pelo homem via agua
contaminada (TYSSET et al., 1970).

KOKUBO et al. (1984) estudaram a incidéncia de esporos de Bacillus e
Clostridium no mel provenientes do processamento de plantas e constataram que
94% das amostras tinham esporos facultativos e do género Bacillus, sendo que a
espécie prevalente foi B. cereus seguida por B. coagulans, B. megaterium e B.
alvei. Além de Bacillus, foram encontrados esporos de Clostridium em 79% das
amostras, sendo 10.71% de C. perfringes. Nenhuma amostra estava contaminada

com C. botulinum.



O género Bacillus, predominante em diversos estudos, compreende mais
de 60 espécies de bacilos gram positivos aerobicos ou anaerébicos facultativos
que produzem endosporo (KONNEMAN, 1997). Esses microrganismos sao
usados para produzir e secretar enzimas antibidticas e acidos graxos,
desempenhando, dessa forma, a conversdo metabdlica e o controle na
competicdo, a fim de evitar a deterioracao dos alimentos (RAMOS, 1998).

MACHADO (1971) analisou alvéolos e verificou que havia bactérias que
pareciam ser Bacillus, semelhantes ao B. subtilis usado para comparacdo. As
bactérias foram encontradas com alta freqiiéncia em todo o alimento da colméia,
exceto no mel guardado no pote de depdsito, onde poucas células bacterianas
foram observadas.

RAMOS (1998) estudou a flora microbiana em colméias de M. scutellaris e
foram isolados bastonetes e cocos gram positivos, com caracteristicas de Bacillus
e Micrococacea, respectivamente, com predominancia de B. laterosporus
(35,38%) e B. firmus (12,30%). Essa autora identificou, ainda, outras 10 espécies
desse género no mel, prépolis e alimento dos alvéolos dessa abelha.

A maioria das pesquisas sobre fontes primarias de microrganismos no mel
é feita para entender a ecologia microbiana da abelha. Apesar de ndo serem
idénticas, ha uma semelhanca consideravel entre 0s microrganismos que estao
nas abelhas e aqueles que tém sido encontrados no mel, sugerindo que alguns
microrganismos introduzidos no mel pelas abelhas ndo sobrevivem no mel e que
alguns microrganismos ndo associados ao intestino das abelhas séo introduzidos
no mel. Bacillus, Clostridium e Micrococcus sdo comuns no ar, na poeira e no mel,
sugerindo que o ar e a poeira também sédo fontes primarias de contaminacédo do
mel. O solo e as flores devem ser fontes de leveduras no mel (SNOWDON &
CLIVER, 1996).

As fontes secundérias de contaminagdo incluem o0s humanos,
equipamentos, recipientes, vento, poeira, insetos, animais e agua. Chao, paredes
e teto podem também ser reservatorios de microrganismos que entram no mel,
como em outros alimentos.

As possiveis rotas de transmissdo de microrganismos para dentro do mel

incluem o ar (durante o empacotamento), manipulacdo (de infeccbes da pele,



espirros ou contaminacéao fecal), contaminacdo cruzada (de animais ou produtos
animais) e equipamentos (incluindo residuos de alimentos e agua).

Essas fontes secundérias de contaminagdo sdo controladas por praticas
sanitarias padronizadas e boas praticas no processamento (SNOWDON &
CLIVER, 1996).



OBJETIVO

Avaliar quantitativa e qualitativamente os microrganismos presentes no
mel, prépolis, pdlen, cera e alimento larval de Melipona scutellaris e Tetragona

clavipes e indicar os que sao patogénicos ao homem e as abelhas.
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MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL

1.1. Material Biol6gico

O material bioldgico utilizado no estudo constituiu-se de abelhas Melipona
scutellaris e Tetragona clavipes, provenientes do Meliponario Uberlandia,
Uberlandia — MG, Brasil (S 18° 55’ / W 48° 17’). Foram coletadas e analisadas
amostras de mel, propolis, pdélen, alimento larval e cera de 4 colbnias de M.
scutellaris e 3 de T. clavipes. Os experimentos foram conduzidos no Laboratoério
de Genética do Instituto de Genética e Bioquimica e no Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas, ambos da Universidade

Federal de Uberlandia.

1.2. Mel

Foi coletado, com o auxilio de uma seringa esterilizada, 1g de mel e, a
partir dessa amostra, preparou-se uma solucdo a 10% em &gua destilada
esterilizada.

1.3. Pélen

Foi retirado 1g de pdélen dos potes de armazenamento e preparou-se uma
solucdo a 10% em agua esterilizada.

1.4. Alimento larval
As amostras foram coletadas em alvéolos aleatérios, sendo retirado 1g de

cada um e misturando-os em um pool. A partir dessa amostra, foi preparada uma

solucéo a 10% em agua esterilizada.
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1.5. Cera

Um grama de cera de dentro das colméias foi colocado em 10 mL de agua

esterilizada, agitada em vortex e essa agua foi utilizada para a fase experimental.
1.5. Prépolis

Foi raspado 1g de prépolis da tampa das colméias, triturado em 0,25 mL de
solucéo concentrada de Tween-80 e a partir dessa, foi preparada uma solucéo a

10% em &gua destilada esterilizada.
2. METODOS
2.1. AVALIACAO MICROBIOLOGICA

A partir de 1mL das solucdes de alimento larval, pélen, mel, prépolis e cera,
foram preparadas diluicdes decimais (10 e 10?), utilizando-se agua esterilizada.
Foi inoculado 0,1mL de cada uma dessas diluicbes em placas de Petri preparadas
com Agar Tripticase Soja (TSA), Agar Manitol Salgado, Agar MacConkey e Agar
Sabouraud enriquecido com Cloranfenicol (16 ng/mL) e Gentamicina (32 pug/mL).
Com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski, as amostras foram espalhadas por toda a
superficie do meio. As placas contendo Agar Manitol Salgado, Agar MacConkey e
Agar TSA foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. As placas contendo
Agar Sabouraud foram incubadas em temperatura ambiente por 5 dias.

ApOs a incubacéo, as colbnias de bactérias foram contadas e expressas
em ufc/mL (unidade formadora de colonia por mL). Foram analisadas as
seguintes caracteristicas: morfologia, pigmentacdo, borda e dimensdo das
coldnias bem como sua afinidade pela coloragéo de Gram.

As culturas analisadas foram colocadas em agar estoque e mantidas em
freezer a -20°C até o momento de sua identificacdo a nivel de espécie.

Os fungos foram identificados como filamentosos ou leveduras.
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2.2. IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

As amostras mantidas a -20°C foram descongeladas e cultivadas em tubos
de ensaio contendo 1mL de Caldo Tripticase Soja (TSB), incubados em estufa a
35°C por 24 horas.

Para a identificacdo de microrganismos foram realizados os testes
bioquimicos: Catalase, Lecitinase , Motilidade, Reduc&o de Nitrato, Producédo de
Indol, Voges-Proskauer (pesquisa de Acetoina), Citrato, Hidrélise do Amido,
Hidrélise da Gelatina, Fermentacdo da Maltose, Fermentacdo da Glicose

(producao de gas) e Hemolise em Agar Sangue.
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RESULTADOS

Os resultados dos testes microbioldgicos realizados para identificagéo dos
microrganismos presentes nos produtos contidos em colméias de abelhas sem

ferrdo Melipona scutellaris e Tetragona clavipes sdo apresentados nas Figuras 1

a 9, a seguir.

Figura 1 — Resultado do Teste da Catalase em lamina. As bolhas indicam a
producdo de oxigénio pelas bactérias a partir da quebra do peréxido de oxigénio

pela catalase.
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Figura 2 — Resultado do Teste da Lecitinase. O aro (seta) ao redor do esfregaco
(vermelho) indica que a bactéria hidrolisa a lecitina da gema do ovo pela acédo da

enzima lecitinase.

cs

& U
i i

Figura 3 — Resultado do Teste da Motilidade. A bactéria difunde-se pelo meio e

torna-o turvo, indicando sua motilidade.
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Figura 4 — Resultado do Teste da Reducéo de Nitrato. A cor vermelha indica que

houve reducgédo de nitrato a nitrito pela bactéria.

Figura 5 — Resultado do Teste da Producéo de Indol. A cor vermelha (seta) indica

que a bactéria produz indol.
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Figura 6 — Resultado do Teste de Voges Proskauer. A cor vermelha (seta) indica

a producéo de acetoina pelas bactérias.

hg:_..,

Figura 7 — Resultado do Teste do Citrato. A variacdo de cor em + indica que a
bactéria utiliza o citrato como fonte de carbono. O metabolismo do citrato é

observado pela variagao de cor.
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Figura 8 — Resultado do Teste da Oxidacéo de Carboidrato (Maltose). A oxidacao

da maltose pela bactéria resulta em coloracéo especifica.

Figura 9 — Resultado do Teste da Producdo de Gas pela Oxidacao da Glicose. A

bactéria oxidou a glicose, com producéo de gas (seta).
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De um total de 92 (noventa e duas) amostras, observou-se crescimento
bacteriano em 60 (sessenta), sendo 38 (trinta e oito) em amostras provenientes
de Melipona scutellaris e 22 (vinte e duas) provenientes de Tetragona clavipes.
Das 60 amostras, 15 (25%) apresentaram crescimento em meio Manitol Salgado,
05 (8,33%) em meio Mac Conkey e 40 (66,67%) em meio TSA. Além do
crescimento bacteriano, observou-se crescimento de fungos, em placas de agar
Sabouraud com cloranfenicol 16 ug/mL e gentamicina 32 ug/mL. Foram positivas
06 amostras, sendo 04 provenientes de prépolis de M. scutellaris, 01 de mel de M.
scutellaris e 01 de propolis de T. clavipes. Verificou-se crescimento de leveduras
em uma placa oriunda de propolis de M. scutellaris.

O propolis foi o produto que apresentou maior quantidade de
microrganismos nas duas espécies, com contagens variando de 1 x 10° a 4 x 10°
ufc/mL em M. scutellaris e de 1 x 10° a 9 x 10* ufc/mL em T. clavipes (Tabelas 1
e 2).

As Tabelas 3 e 4 mostram os aspectos morfolégicos de cada colénia em
relacdo a pigmentacao, forma, bordas, tamanho e aparéncia da superficie.

As colbnias foram submetidas a coloracdo de Gram e todas elas
apresentaram bacilos gram positivos. Os testes para a identificacdo das espécies
de bacilos, realizados de acordo com a chave de identificacdo proposta por
KONNEMAN et al., (1997) sao apresentados na Figura 10. A identificacdo das
espécies mostrou que, em amostras de M. scutellaris, a espécie predominante foi
Bacillus cereus, enquanto que em T. clavipes foi Bacillus mycoides (Tabelas 5 e
6)

O produto da colméia mais contaminado por microrganismos foi o prépolis
tanto em M. scutellaris (68,42%) como em T. clavipes (54,55%) conforme mostra
a Tabela 7.



Tabela 1 - Perfil de crescimento e contagem de microrganismos nos produtos

coletados em colméias de M. scutellaris
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N° DA AMOSTRA PRODUTO CONTAGEM (ufc/mL)
01 Prépolis 5x 10*
02 Prépolis 2,5x 10°
03 Prépolis 1,8 x 10°
04 Prépolis 3x10°
05 Pélen 1x10°
06 Prépolis 3x10*
07 Mel 1x10°
08 Prépolis 4 x 10*
09 Prépolis 1,6 x 10°
10 Mel 1x 10°
11 Cera 1x10°
12 Prépolis 3x10°
13 Prépolis 2 x 10°
14 Prépolis 2 x 10*
15 Pélen 3,4x 10*
16 Pélen 2,8 x 10*
17 Pélen 3,2x10°
18 Prépolis 3,7 x 10*
19 Prépolis 9x10*
20 Prépolis 4x10°
21 Mel 4x10°
22 Cera 1 x 10*
23 Prépolis 1,3x 10°
24 Prépolis 1,8 x 10°
25 Prépolis 3,4 x 10*
26 Cera 3x10*
27 Alimento larval 1x10°
28 Prépolis 8 x 10*
29 Prépolis 1,4 x 10*
30 Prépolis 1 x 10*
31 Propolis 3,4 x 10°
32 Prépolis 3,4x10°
33 Propolis 1,3 x 10*
34 Prépolis 1 x 10*
35 Prépolis 2 x 10*
36 Mel 1,9 x 10*
37 Propolis 3x10*
38 Prépolis 8 x 10*




Tabela 2 - Perfil de crescimento e contagem de microrganismos nos produtos

coletados em colméias de T. clavipes.
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N° DA AMOSTRA PRODUTO CONTAGEM (ufc/mL)
01 Prépolis 5x 10°
02 Mel 1x10°
03 Prépolis 1,1 x 10*
04 Pélen 1,2 x 10*
05 Prépolis 7,2 x 10*
06 Cera 1x10°
07 Prépolis 9 x 10*
08 Prépolis 2 x 10*
09 Prépolis 5 x 10*
10 Pélen 5x 10*
11 Prépolis 2,9 x 10*
12 Cera 1x10°
13 Pélen 1,7 x 10*
14 Prépolis 2,8 x 10°
15 Prépolis 1,2 x 10*
16 Mel 1x10°
17 Cera 4 x 10*
18 Prépolis 2 x 10*
19 Prépolis 3x10°
20 Prépolis 1x10°
21 Cera 2,4 x10°
22 Cera 1,5 x 10°
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Tabela 3 — Caracteristicas morfologicas das colonias de microrganismos isolados

dos produtos das colméias de M. scutellaris.

N°. DA PRODUTO COR DA MORFOLOGIA DA COLONIA
AMOSTRA COLONIA

01 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, pequenas
02 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, pequenas
03 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, pequenas
04 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, pequenas
05 Pdlen Branca Redondas, bordas regulares, pequenas
06 Prépolis Creme Pequenas, bordas regulares, mucosas
07 Mel Creme Redondas, bordas regulares, mucosas
08 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, mucosas
09 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, mucosas
10 Mel Creme Redondas, bordas regulares, mucosas
11 Cera Rosa Pequenas, redondas, bordas regulares
12 Prépolis Rosa Pequenas, redondas, bordas regulares
13 Prépolis Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares
14 Propolis Branca Grandes, mucosas, bordas regulares
15 Padlen Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares
16 Pdlen Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares
17 Padlen Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares
18 Propolis Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares
19 Prépolis Branca Grandes, mucosas, bordas regulares
20 Propolis Branca Grandes, mucosas, bordas regulares
21 Mel Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares
22 Cera Branca Pequenas, redondas, mucosas

23 Prépolis Branca Redondas, mucosas, bordas regulares
24 Prépolis Creme Redondas, pequenas, bordas irregulares
25 Prépolis Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares
26 Cera Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares
27 Alimento Branca Grandes, mucosas, bordas irregulares

larval

28 Prépolis Branca Pequenas, redondas, bordas irregulares
29 Prépolis Branca Pequenas, redondas, bordas irregulares
30 Prépolis Branca Pequenas, redondas, bordas irregulares
31 Prépolis Branca Pequenas, redondas, bordas irregulares
32 Prépolis Branca Pequenas, redondas, bordas irregulares
33 Prépolis Branca Pequenas, redondas, bordas irregulares
34 Prépolis Branca Pequenas, redondas, bordas irregulares
35 Prépolis Branca Pequenas, redondas, bordas regulares
36 Mel Branca Grandes, redondas, bordas regulares
37 Prépolis Branca Pequenas, bordas irregulares, redondas
38 Prépolis Branca Pequenas, bordas irregulares, redondas
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Tabela 4 — Caracteristicas morfologicas das colonias de microrganismos isolados

dos produtos das colméias de T. clavipes.

N°. DA PRODUTO CORDA MORFOLOGIA DA COLONIA
AMOSTRA COLONIA
01 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, pequenas
02 Mel Branca Redondas, bordas regulares, pequenas
03 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, pequenas
04 Pdlen Branca Redondas, bordas regulares, pequenas
05 Prépolis Creme Mucosas, bordas regulares, pequenas
06 Cera Rosa Redondas, bordas regulares, pequenas
07 Prépolis Branca Redondas, bordas irregulares, grandes
08 Prépolis Branca Redondas, bordas irregulares, grandes
09 Prépolis Branca Redondas, bordas irregulares, grandes
10 Pdlen Branca Mucosas, bordas regulares, pequenas
11 Prépolis Creme Redondas, bordas regulares, pequenas
12 Cera Branca Redondas, bordas regulares, pequenas
13 Pdlen Creme Redondas, bordas irregulares, grandes
14 Propolis Branca Redondas, grandes, bordas irregulares
15 Prépolis Branca Redondas, grandes, bordas irregulares
16 Mel Branca Redondas, grandes, bordas irregulares
17 Cera Branca  Redondas, pequenas, bordas irregulares
18 Prépolis Creme Redondas, grandes, bordas irregulares
19 Prépolis Branca Redondas, grandes, bordas irregulares
20 Prépolis Branca Redondas, grandes, bordas irregulares
21 Cera Creme Redondas, pequenas, bordas irregulares

22 Cera Branca Redondas, grandes, bordas irregulares
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Figura 10 — Chave para identificacdo de Bacillus spp. (Fonte: KONEMAN et al.,
1997).



Tabela 5 — Frequéncia de espécies de Bacillus isolados dos produtos coletados

em colméias de M. scutellaris

Espécies N (n°. de individuos) %
B. cereus 10 26,32
B. megaterium 08 21,05
B. mycoides 07 18,42
B. anthracis 04 10,53
B. coagulans 02 5,26
B. licheniforms 02 5,26
B. macerans 02 5,26
B. subtillis 02 5,26
B. circulans 01 2,64

TOTAL 38 100,00
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Tabela 6 — Frequéncia de espécies de Bacillus isolados dos produtos coletados

em colméias de T. clavipes.

Espécies N (n°. de individuos) %
B. mycoides 08 36,36
B. sphaericus 05 22,73
B. cereus 04 18,18
B. megaterium 02 9,09
B. subtillis 02 9,09
B. anthracis 01 4,55

TOTAL 22 100,00
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Tabela 7 — Frequiéncia das espécies de Bacillus em cada um dos produtos coletados em colméias de M.scutellaris e T. clavipes.

Espécie de M. scutellaris T. clavipes
Bacillus Mel Propolis Pdélen Alimento Cera Mel Propolis Pdélen Alimento Cera
Larval Larval

B. anthracis 01 03 -- -- -- -- 01 - - -
B. cereus 01 09 -- -- - - 02 - - 02
B. circulans 01 -- - - - - - - - -
B. coagulans -- 01 -- -- 01 -- -- -- - -
B. licheniforms - 02 -- - -- -- - - - -
B. macerans -- 01 -- 01 - - - - - -
B. megaterium 01 05 -- -- 02 -- -- -- -- 02
B. mycoides -- 03 04 -- -- 02 02 02 -- 01
B. sphaericus -- - -- - - - 05 01 - -
B. subtilis -- 02 - - - - 02 - - -

TOTAL 04 26 04 01 03 02 12 03 00 05
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DISCUSSAO

Na investigacdo de microrganismos presentes em produtos de colméias de
abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini foram identificadas, em relacdo a bactérias,
somente espécies de Bacillus. Isso confirma estudos anteriores, sugerindo que as
espécies de Bacillus exercem um tipo de relacdo harmdnica com as abelhas em
geral. MACHADO (1971) sugeriu que as bactérias do género Bacillus vivam em
simbiose com as abelhas da subfamilia Apidae. Em Melipona quadrifasciata,
espécie mais estudada por esse autor, foi verificada a presenca de microrganismo
no polen, no tubo digestivo de larvas e adultos e no alimento dos alvéolos.

Diversos estudos demonstraram a presenca de microrganismos do género
Bacillus no aparelho digestério de abelhas adultas e larvas, assim como no
alimento, no mel e no préopolis (VANDERBERG & SHIMANUKI, 1990; LANDIN,
1996, LAURINO E GELLI, 1991). Essas bactérias crescem em condi¢des acidas e
de alta pressdo osmotica, produzindo numerosas enzimas envolvidas no
metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos. As bactérias podem participar
na conversao metabdlica e, mais tarde, podem ser utilizadas pelas abelhas no
controle da competicdo com outros microrganismos. Bacillus sdo conhecidos,
ainda, por secretarem extracelularmente um grande namero de enzimas que,
depois de algum tempo, produzem antibiéticos, a partir dos &cidos graxos
(GILLIAM et al., 1984,1985).

Entre os produtos das colméias de M. scutellaris e T. clavipes, o prépolis foi
0 que apresentou maior nimero de microrganismos, 1,8 x 10° e 9 x 10* ufc/mL,
respectivamente. N&o existem estudos sobre a presenca e quantidade de
bactérias no propolis, mas essa alta incidéncia pode ser devido a mistura de barro
no prépolis, o chamado geoprépolis, que € comum nas colméias das espécies
estudadas.

No mel, onde esse género de bactérias também ja foi identificado por
outros autores, observou-se maior incidéncia de Bacillus em M. scutellaris, com
presenca de 4 x 10* ufc/mL, do que em T. clavipes, que apresentou 1 x 10°
ufc/mL. Em analise de 270 amostras de mel no Japao, houve uma contagem de
cerca de 83 ufc/g de bactérias aerdbicas viaveis (NAKANO & SAKAGUCHI,
1991). Na Franca, TYSSET & ROUSSEAU (1981) encontraram, em média, 227
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ufc/g de bactérias viaveis, com contagens variando de 3 a 9500 ufc/g. Valores
menores de bactérias aerdbicas foram reportados por PIANA et al. (1991), que
encontraram nameros variando de 1 a 55 ufc/g. RAMOS (1998) estudou a flora
microbiana em colméias de M. scutellaris e isolou Bacillus, com contagens de 5,3
x 10° 3,5 x 10% 1,1 x 10% e 6 x 10% ufc/mL em prépolis, mel, pélen e alimento
larval, respectivamente. De acordo com IURLINA & FRITZ (2005), essa variacao
existente na contagem de bactérias em mel deve-se ao tipo de amostra, ao
frescor do mel, ao tempo entra a coleta e a analise das amostras e ao tipo de
técnicas analiticas utilizadas.

IURLINA & FRITZ (2005) identificaram os microrganismos de amostras de
mel provenientes da Argentina e verificaram que 23% das amostras tinham
espécies de Bacillus, sendo 26% B. cereus, 13% B. pumilus e 26% B.
laterosporus. No presente estudo, B. cereus também foi predominante em
colméias de M. scutellaris, representando um total de 26,32%, enquanto que em
colméias de T. clavipes, essa espécie de Bacillus representou 18,18% das
amostras. Em T. clavipes, os Bacillus mais presentes foram B. mycoides (36,36%)
e B. sphaericus (22,73%).

B. cereus, que é ubiquo e esta presente no solo, vegetacdo, agua e poeira,
tem sido isolado de uma grande variedade de alimentos, incluindo vegetais,
carnes, cereais, leite pasteurizado e leite em p6. Eles produzem duas toxinas que
sdo responsaveis por doenca clinica. A primeira, chamada de toxina emética,
causa vbmito e lembra uma infeccdo alimentar estafilococica, com nausea e
vomitos de 1 a 6 horas apdés a ingestdo de alimento. A segunda é uma
enterotoxina e é associada com dor abdominal e diarréia aquosa. Clinicamente,
essa enterotoxina lembra uma intoxicacdo alimentar causada por Clostridium
perfringes (KONEMAN et al., 1997).

Outra espécie identificada nas amostras analisadas e que merece
destaque é o B. anthracis. Presente em 03 amostras de propolis e em 01 de mel
de M. scutellaris e em 01 de propolis de T. clavipes (Tabela 7), esse
microrganismo pode estar associado a doencas ou intoxicacdes alimentares no
homem. RAMOS (1998) isolou 03 amostras com essa espécie, sendo 02
provenientes do pélen e 01 de alimento do alvéolo de M. scutellaris e, como as

colénias ndo apresentavam indicativos de acometimento por doencas, sugeriu
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gue essa bactéria contribuisse para a preservacao e transformacdo metabdlica do
alimento.

B. anthracis € o agente ativo do antrax, que provoca doenca em insetos,
mamiferos e herbivoros, com acometimento acidental do homem. Os casos
humanos, frequentemente, resultam do contato dos animais portadores, doentes
ou que morreram da doenca, sendo que também pode ser transmitido pela carne.
Tem sido encontrada como uma doenca ocupacional de veterinarios, agricultores
e outras pessoas que manipulam animais e seus produtos (WILLIAM, 1986).

O microrganismo possui trés ciclos bem-definidos: multiplicacdo dos
esporos no solo, infeccdo em animal e infeccdo em humanos. Solo com pH maior
que 6.0, solos ricos em matéria organica e mudangas no micro ambiente do solo
apos periodos de chuvas e de seca favorecem a multiplicacdo dos esporos, que
podem permanecer infecciosos por décadas (KONEMAN et al., 1997).

Cerca de 95% dos casos de B. anthracis em humanos séo infeccfes
cutaneas, comecando de 1 a 5 dias apdés o contato com materiais infectados.
Essas lesdes se agravam e desenvolvem vesiculas hemorragicas, que se
rompem e podem espalhar os bacilos pelo sistema linfatico. Em alguns casos,
pode ocorrer septicemia (KONEMAN et al., 1997).

Outras espécies de Bacillus isoladas nos produtos das colméias, no
presente estudo, foram B. subtilis, B. megaterium, B. mucoides, B. macerans, B.
coagulans, B. sphaericus, e B. licheniformis, os quais possuem potencial para
causar infeccdes oportunistas.

Os resultados desse estudo mostraram a presenca de bactérias B. cereus
e B. anthracis, potencialmente patogénicas para o homem, em produtos da
colméia, particularmente no mel e no propolis, que sdo recomendados com
finalidades antisséptica, antimicrobiana e cicatrizante. As espécies encontradas
nos produtos das colméias podem ser responsaveis pela produgcdo de
substancias que conferem propriedades conservantes e protetoras aos produtos
apicolas, por competirem com as toxinas das bactérias patogénicas e anularem

seu efeito.
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CONCLUSOES

A andlise da flora microbiana presente em produtos das colméias de

Melipona scutellaris e de T. clavipes revelou que:

Os produtos da colméia de M. scutellaris mostraram maior contaminagao
do que os de T. clavipes, principalmente o mel e o propolis, que sdo os
produtos de maior importancia para o homem.

Os produtos das colméias de M. scutellaris e T. clavipes mais
contaminados com microrganismos foram prépolis e cera.

Os microrganismos prevalentes nos produtos das abelhas estudadas foram
B. cereus, B. mycoides e B. megaterium.

As bactérias B. anthracis e B. cereus isoladas do mel, do prépolis e da cera
das abelhas s&o microrganismos com potencial patogénico, podendo
acometer o homem e outros mamiferos, além dos proprios insetos.

As bactérias presentes nas colméias e nos seus produtos parecem estar
intimamente relacionadas as abelhas e parecem ser importantes para a

vida delas, estando envolvidas em conversdes metabdlicas.
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