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“O pé na estrada eu vou botar
Quejatanahoradeir
Com um lindo horizonte e um céu azul
O que mais eu poderia pedir?
O pé na estrada eu vou botar
E o coragéo eu quero abrir
Sob os raios do sol
Sigo um sonho meu
Eu n&o posso deixar de sorrir
Que todos saibam:
La vou eu
Por novos caminhos seguir
Com a lua la no céu a olhar pra mim
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Me faz sonhar
O que eu quero é caminhar assim
Que todos saibam que la vou eu
Caminhando eu vou pro meu lar
Sob os raios do sol sigo um sonho meu
Historias eu vou contar.”
Irm&o Urso
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RESUMO GERAL

DEVEZA, Michele Valadaresi-ungos e micotoxinas presentes em amostras de pokie
abelhas meliferas do estado do Rio de Janeir@011. 72 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Institdeo Veterinaria, Curso de Pos-Graduacao
em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal IRdwaRio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2011.

O pdlen € um produto apicola rico em nutrientegresais para a alimentacdo das abelhas.
Na colmeia ele passa por processos quimicos ersa to pao de abelhas, de extrema
importancia para o crescimento das larvas. Atualejem pdlen apicola vem se destacando
também na alimentacdo humana, tanto por suas edaplés terapéuticas, quanto pela sua
utilizacdo na industria alimenticia. Para a produd@ um pdlen de qualidade a colmeia
precisa estar sadia, e as abelhas, como qualquer animal, sdo susceptiveis a varias
doencas, parasitas e predadores, que podem pegjgeic desenvolvimento e produtividade.
A Cria Ensacada Brasileira (CEB) é uma dessas dsemgie no Brasil acomete larvas de
abelhas meliferas. Em apiarios do estado do RiaJaieiro vém ocorrendo uma alta
mortalidade de larvas com sintomatologia semelhantéa CEB, e ainda ndo ha uma
conclusdao definitiva acerca do agente etioldgicstadedoenca no estado. Portanto, os
objetivos desse estudo visam esclarecer duas prabtms: 1) avaliar, através de estudo de
caso, amostras de pao de abelhas, abelhas adpidsneapicola em regides atingidas e néo
atingidas pela CEB, diagnosticando a presenca dgofy visando fornecer informagdes
importantes para a elucidacdo do agente etiolddgc€EB no estado do Rio de Janeiro; 2)
verificar a qualidade higiénica das amostras dermpdesidratado comercializado no estado do
Rio de Janeiro. Um total de 48 amostras de padodihas, 15 de abelhas adultas e 12 de
polen apicola, foram adquiridas de regides endé&miea CEB. As coletas ocorreram nos
meses que antecederam, durante e apds o periodibetga. Ja as amostras de poélen
desidratado foram adquiridas no comércio do estadajzando 27 amostras. A enumeracgao
da micobiota (ufc Q) foi realizada através do método de diluicdo datitom semeadura em
placas utilizando-se meios de cultivo gerais etisele Foram determinadas a frequéncia de
isolamento dos géneros fangicos e a densidadéveelids espécies. Foi determinado o perfil
toxigeno de cepas isoladas e foi feita a detecgguastificacdo de aflatoxina;Bo péo de
abelhas e pélen apicola. Nos resultados obtidosadestras do estudo de caso, o pdo de
abelhas mostrou ser o melhor substrato para o lget contaminacdo para a colmeia.
Observou-se também altas contagens fungicas, adéépratenca de micotoxinas e fungos
entomopatogénicos, comaspergillus flavus, A. nigeagregadose A. fumigatuso que
favorece a queda da imunidade desses insetos dek@nsuscetiveis a diversas doencas,
entre elas a propria CEB. Em relacdo ao polen deaib, os resultados mostraram uma alta
carga fungica com 92% das amostras em condi¢cdédniugs insatisfatorias segundo os
padrbes legais consultados e 25% das cepa#. diavus mostraram-se potencialmente
produtoras de aflatoxinas. Os altissimos percemtdai reprovacdo das amostras para a
qualidade higiénica, aliado a presenca de grandeedemle de fungos contaminantes,
incluindo espécies produtoras de micotoxinas, é ewmi@éncia de que a legislacdo necessita
ser atualizada, para que este produto possa sarcatizado com seguranca. Considera-se
que toda a linha de producao do polen apicolaedesa coleta até o armazenamento deva ser
monitorada, a fim de minimizar os riscos para alsdiumana

Palavras-chave:Produtos apicolas, sanidade apicola, micotoxicalogi



ABSTRACT

DEVEZA, Michele Valadares Devez&ungi and mycotoxins in bee pollen samples of
honeybees from Rio de Janeiro state2011. 72 p. Dissertation (Master's Degree in
Veterinary Sciences, Animal Health). Veterinarytitose, Postgraduate Course in Veterinary
Science, Federal Rural University of Rio de Jane&eropédica, RJ, 2011.

The bee’s pollen is a product rich in essentialiants to feed the bees. In the hive it goes
through chemical processes and becomes the beedsl,bof extreme importance for the
growth of larvae. Currently, the use of pollen e thuman'’s cuisine has been increasing for
its therapeutic properties, and by its use in twdfindustry. To produce quality pollen the
hive needs to be healthy, and bees, like any @thienal, are susceptible to various diseases,
parasites and predators, which can affect theireldpment and productivity. The The
Brazilian Sac Brood (BSB) is one of these diseasbg;h in Brazil affects honeybee larvae.
In apiaries of Rio de Janeiro state, a high maytalf larvae with symptoms similar to the
BSB is occurring, and until now, there is no de¢&rsonclusion regarding the etiologic agent
of this disease in the state. Therefore, the abgsiof this study was to clarify two issues: 1)
provide a mycological research, through a studg,cakbees’ bread samples, adult bees and
bees’ pollen in areas affected and not affectedheyBSB, aiming the elucidation of its
etiologic agent, 2) verify the hygienic quality déhydrated pollen samples sold in Rio de
Janeiro stateA total of 48 samples of bees’ bread, 15 of adekksand 12 of pollen were
collected from endemic regions of the BSB. The damwere collected in the months before,
during and after the period of the disease. Thediated pollen samples were also purchased
in commercial stores of the state, totaling 27 damp~ungal species enumeration (cft) g
was through decimal dilution method using genetdluce media and selective ones. The
isolation frequency and relative density of speeiese determinedl’he toxigenic profile of
strains was determined, as also the detection aadtifjcation of aflatoxin Bin bread and
bees’ pollen. The results obtained from the stualyecsamples showed that the bees’ bread
was the best vehicle of contamination for the hlvevas also observed a high fungal counts
and the presence of mycotoxins and entomopathodeng such asAspergillus flavusA.
niger aggregate and. fumigatus which cause a decrease of the immune resporsende
them susceptible to various diseases, includingB88 itself. Pollen dehydrated samples
showed a high fungal contamination with 92% of #amples in unsatisfactory hygienic
conditions according to legal standards. A totaR®% of theA. flavusstrains showed to be
aflatoxigenic. The high percentage of unhygienimgi@s combined with the presence of a
large variety of fungal contaminants, including mtgxin-producing species, evidences that
the legislation needs to be updated so that itbeasafely commercializedt is considered
that the whole line production of bees’ pollen,cginits extraction until its storage should be
monitored in order to minimize risks to human healt

Keywords: Bees’ products, bees’ health, mycotoxicology.
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INTRODUCAO GERAL

A apicultura dedica-se ao estudo e a criacao dabeneliferas principalmente para
atender a polinizacdo dos cultivos. As producdemedk cera, propolis, geléia real, polen e
veneno, entre outros sao importantes subprodutesab&lhas, como todos os organismos
Vivos, S80 susceptiveis a varias doencas, parasifasdadores, que podem prejudicar seu
normal desenvolvimento e produtividade. Protegeateshas das suas doencas e predadores
continua a ser um dos pontos mais criticos da madgsicultura em nivel mundial.

Entre as principais doencas das abelhas, podemaosecCria Putrida Americana, Cria
Patrida Européia, Cria Giz, Nosemose, Varroatos®istirbio do Colapso das Colbnias
(DCC), esta ultima atualmente vem causando o des@ipeento das abelhas pelo mundo.

No Brasil ha relatos de uma doenca conhecida consoEDsacada Brasileira (CEB),
gue acomete larvas de abelhas meliferas quandalsdentadas com pdlen das arvores
Stryphnodendron polyphyllura Stryphnodendron adstringenfpesar de comprovada sua
toxidez para as larvas de abelhas, levanta-se Gebgp de que estas espécies florais ndo
estejam envolvidas na etiologia da CEB no estadBRidale Janeiro, ja que sua distribuicdo
geografica ndo coincide com os locais de ocorrédeidoenca, e que esta se manifesta fora
do periodo de floracdo de tais plantas. Além disso,estudos realizados em colmeias nos
apiarios no estado do Rio de Janeiro entre 0s20s e 2006, foram encontrados nas larvas
mortas diversos microorganismos. Artigos relatanprasenca de propagulos fungicos
coletados acidentalmente pelas abelhas, além de amm@la micobiota natural com
capacidade toxigena no polen, fator este de gramedeupacao.

Os fungos, quando presentes nos alimentos, aléortéacapacidade deteriorante séo
capazes de produzir substancias toxicas, denonsmag@toxinas, quando em condicfes de
temperatura e umidade adequadas. As micotoxinagjupidas durante o metabolismo
secundario de algumas espécies de fungos, causdosefdversos, podendo levar a morte de
acordo com a quantidade ingerida, inalada ou potatm. Entre os principais géneros
produtores de micotoxinas podemos cifapergillus Penicilliume Fusarium

Com relacdo ao pdlen, é relatada na literaturaeaepca de fungos, principalmente
produtores de ocratoxina A e aflatoxinas. Tais iciEmacdes fazem surgir a suspeita de que a
CEB seja causada por um fungo, micotoxina ou amgresgnte no polen apicotanaturae
pao de abelhas, j4 que estes sédo produtos essqratiaias abelhas.

Somado a isso, 0 polen apicola atualmente vemsiacd@do também na alimentacdo
humana, tanto por suas propriedades terapéuticasita) pela sua utilizacdo na industria
alimenticia. A busca por alimentos saudaveis fan que o pdélen seja um dos alimentos
requisitados, pois € altamente nutritivo, contemseisncomposi¢cao nutrientes como minerais,
lipideos, carboidratos e fibras, além de ser rioopeoteinas. Porém, o controle de qualidade
do pdlen apicola é ainda deficiente, uma vez queangaminacao deste alimento esta cada vez
mais freqliente, mostrando a necessidade e a imp@tdo monitoramento da qualidade
higiénica comum a todos os alimentos.

Portanto, condicdes adequadas de manejo e armazettamos apiarios Sao
essenciais para o ndo surgimento de microorganisnuesejaveis nas colmeias e para a
comercializagdo de um produto seguro evitando sistosalude humana também. Logo,
analises micologicas e micotoxicoldgicas das arasste pdlen sdo de grande importancia a
fim de monitorar a qualidade higiénica dos prodwas possivel ocorréncia de doencas em
abelhas e em seres humanos, além de evitar prejoea@picultura do estado do Rio de
Janeiro e em outros estados do Brasil.



1.1 Hipoéteses

a) As amostras de poélen apicianaturae de péo de abelhas estdo contaminadas com
fungos e micotoxinas, levando a ocorréncia de dmeag abelhas meliferas do estado do Rio
de Janeiro.

b) As abelhas adultas s&o veiculos de contaminaa@oa colmeia, observando-se que
0 groomingndo esta sendo eficient8rooming nada mais é que um mecanismo de defesa
usado por insetos eussociais que utilizam suaslgji@s salivares com o objetivo de impedir
infec¢cdes microbiologicas.

c) As amostras de pélen apicola desidratado coatieazilas no estado do Rio de
Janeiro ndo estdo de acordo com padrdes legaimeadados, oferecendo riscos aos seus
consumidores.

1.2 Objetivos Gerais

a) Avaliar, através de estudo de caso, a situagaegldes potencialmente atingidas
pela doenca Cria Ensacada Brasileira, diagnosticamdpresenca de fungos, incluindo
espécies patogénicas para abelhas, comparandsuwtdes com as regides ndo atingidas
pela doenca, visando fornecer informacgdes impasapéra a elucidagdo do agente etioldgico
da CEB no estado do Rio de Janeiro.

b) Verificar a qualidade higiénica e toxicologica golen apicola desidratado
comercializado no estado do Rio de Janeiro, de fii@pca para a saude publica, tendo em
conta os padrdes legais recomendados.

1.3 Objetivos Especificos

a) Realizar a enumeracao quantitativa das unidilesdoras de colonias (ufc) das
amostras.

b) Determinar a freqiéncia da micobiota total m@addo sua identificacdo taxonémica
em nivel de género.

c) Isolar e identificar espécies dos génekspergillus Penicillium e Fusarium
estabelecendo a densidade relativa de cada umrdoue nas espécies patogénicas
para as abelhas.

d) Determinar o perfil toxigeno de espécies isdafdatencialmente produtoras de
aflatoxinas e ocratoxina A (OTA) através da técrdeacromatografia em camada
delgada (CCD).

e) Quantificar através de cromatografia liquidalte eficiéncia (CLAE) a producan
vitro de aflatoxina B (AFB;) pelas cepas toxigenas isoladas.

f) Detectar e quantificar ARBporesente nas amostras de pao de abelhas e pétetaap
provenientes do estudo de caso, utilizando a técmle cromatografia de
imunoafinidade por colunas (IAC) e ELISA.



REVISAO DE LITERATURA

1.1 Abelhas, Origem e Destaque d&pis mellifera

As abelhas dos taxon Hymenoptera (ordem), Acul@atiordem) sdo derivadas das
vespas. Embora as abelhas se assemelhem a outpas gie himendpteros aculeados, elas
guardam estreita relagdo com as vespas esfecdide=s grupos estdo reunidos no taxon
Apoidea (superfamilia). Estudos das relacbes filegeas desta superfamilia mostraram que
0 grupo mais proximo das abelhas € o Crabonidage foram comprovadas semelhancas
morfolégicas e comportamentais com estas vespgseasugere um periodo relativamente
longo de evolugcdo comum antes de sua divergénltid ESRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

Pertencente aos Apoidea, as abelhas sogipis melliferaé um dos grupos mais
estudados, devido a sua exploragdo em muitas dac®s de nosso planeta. Esta espécie se
destaca por apresentar complexa organizacao $6A&VALHO, 2009).

Atualmente, sdo conhecidas mais de 20 mil espdeiebelhas, no entanto acredita-se
que ocorram 40 mil espécies, incluindo-se as sapoatidentificar. Somente 2% dessas
espécies sdo sociais e sdo produtoras expressivasld

Morfologicamente, as abelhas apresentam um esquedxterno chamado
exoesqueleto, constituido de quitina, que forneoatepdo para 0s 0Orgados internos e
sustentacdo para os musculos, além de protegesetnicontra a perda hidrica. O corpo é
dividido em trés partes: cabeca, torax e abdomeBRAMPA, 2003a) (Figura 1).
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Figura 1. Aspectos da morfologia externa da abelha do géheiomellifera

Fonte: (EMBRAPA, 2003a).

Os habitats das abelhas sdo bem diversificadokli isavanas, florestas tropicais,
desertos, regides litorAneas e montanhosas. Essalegrdiversidade de climas e tipos



vegetacionais favoreceu a formacéo de diferentesspécies de abelhas, bem adaptadas aos

diversos ambientes particulares (RAMOS; CARVALHOQ?2).
Os sitios de nidificacdo também séo bem variadedo€ais escolhidos normalmente

sao troncos ocos, cujas aberturas e fendas saadBecitom substancia resinosa, chamada
propolis, mantendo uma Unica abertura. Desta foonca)or e a umidade sdo mantidos dentro
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Figura 2. Arquitetura do ninho dépis mellifera
Fonte: (WINSTON, 2003).

As abelhas vivem em familias denominadas colémasddas por uma Unica abelha
fisiogastrica (rainha), alguns milhares de zangbeezenas de milhares de operérias, onde
cada individuo possui uma funcdo bem definida, ndeasempre a sobrevivéncia e a
manutenc¢ao do enxame (RPA, 1986) (Figura 3).
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Figura 3. Abelha fisiogastrica, operarias e zangdes addkasma colmeia dapis mellifera

Fonte: (EMBRAPA, 2003a).



A abelha fisiogastrica possui 0 tamanho quase desss maior que o das operarias e
vive cerca de 1 ano. A sua principal funcdo é asi@m, € a Unica abelha fémea com
capacidade de reproducdo de ambos os sexos. Elaxcdemais abelhas sé&o as responsaveis
pela manutencé&o da harmonia e ordenacéo dos toslddhcolonia (RAMOS; CARVALHO,
2007).

Os zangdes sao os machos da colbnia, ndo possugim éeemergem de ovos nao
fecundados, depositados pela rainha e operariasuaAprincipal funcdo é cruzar com as
rainhas, copulando apenas uma vez, morrendo apésats (AMARAL; ALVES, 1979). Os
zangdes emergem 24 dias ap0s a postura do ovogeratia maturidade sexual aos 12 dias de
vida. Vivem de 80 a 90 dias e dependem Unica ausixadmente das abelhas operérias para
sobreviver: sdo alimentados por elas e podem gerisos da colmeia quando h&a escassez de
alimento. O nimero de zang®fes é variavel em un@aiegldependendo das condi¢cbes desta e
principalmente, da disponibilidade de alimento (AIMRTE BRASIL, 2010).

As abelhas operarias sdo responsaveis pela maita# ga trabalho realizado na
colmeia. Coletam o alimento, a agua, pélen e néptaduzem o mel que serve de alimento
tanto para as larvas quanto para as adultas, podteanbém a cera com a qual constroem 0s
favos, alimentam a rainha, os zangdes e as lamasgscer e cuidam da defesa da familia
(RAMOS; CARVALHO, 2007). Sao responsaveis pela dngi da colmeia, detectando a
presenca de doentes, retirando os mortos e condoates invasores. Quanto as larvas
doentes, as abelhas adultas as lancam para fa@mdaia. Porém, nem sempre, tem éxito no
controle de patogénos, presentes em seu corpce ajgle ocasionar enfermidades diversas
para as crias e para as abelhas adultas na cdl@ididSKI; BUCZEK, 2003).

As atividades das operarias na colonia sdo disttéts de acordo com sua faixa etaria.
As mais jovens se ocupam dos cuidados com a pralealhos com a cera, construcao e
aprovisionamento das células. As mais velhas exeduncdo de soldado, receptora, de
preparo do mel, e de campeiras, na procura e cdetdimento, de materiais de construcao
(barro, resina, etc.), e para a retirada do lixocdinia (TEIXEIRA; CAMPQOS, 2005)
(Tabela 1).

Tabela 1.Fung¢des executadas pelas operarias de acordo idamea
Idade Funcéao

1°ao 5°dia Realizam a limpeza dos alvéolos édihas recém-nascidas.

Séo chamadas abelhas nutrizes porque cuidam da ahg@mtda
larvas em desenvolvimento. Neste estagio elas exqgs grand
desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas edimalares
produtoras de geléia real.

Produzem cera para congtéio de favos, quando ha necessidade
nessa idade as operarias apresentam grande desemvabd da
11° ao 20° dia glandulas ceriferas. Além disso, recebem e deaitirab nécte
trazido pelas campeiras, elaborando o mel, e estacgpolen no
favos.

Realizam a defesa da colmeia. Nesta fase, as @seafresentam
orgaos de defesa bem desenvolvidos, com grande usxude
venano. Podem também participar do controle da temperane

50 ao 10°

18° ao 21° dia

colmeia.
22° dia até a Realizam a coleta de néctar, poleasinas e agua, quando
morte denominadas campeiras.

Fonte: (EMBRAPA, 2003a).



A termorregulacdo € uma caracteristica interessggsees insetos. A abelha possui
sua temperatura corporal proxima a temperatura eamteyi sendo capaz de regular sua
temperatura corporal acima ou abaixo da temperatmtdente. A manutencao e controle do
abidtico dentro da coldnia sdo essenciais parasengelvimento da prole e também para a
sobrevivéncia dos jovens e adultos. A capacidaderdeorregulacdo colonial é atribuida, em
parte, as caracteristicas estruturais do prépnilbongarantindo um bom isolamento térmico, e
também através do processo endotérmico do insetoda em sociedade contribui para a
termorregulagéo individual da abelha, onde est# [gedagrupar-se com as outras abelhas da
colonia, e através da vibracdo de seus musculeéalpara se aliviar do desconforto térmico,
também contribui para a manutencdo da temperatumldnia, que deve ficar entre 30°C a
34°C (CARVALHO, 2009).

Em relacdo a producgéo, o mel e o pélen sédo cenaslds produtos primarios da col6nia
de Apis mellifera sédo apreciados também a cera e a geléia reat, eutros (AMARAL;
ALVES, 1979).

1.2 A Apicultura no Brasil

Com o desenvolvimento da apicultura européia, asudpicultores no Brasil se
mostraram insatisfeitos com os resultados obtidopais, quando comparados ao de outros
paises. Por isso 0 objetivo da introducdo de urwa rexza de abelhas meliferas no Brasil veio
atender as necessidades da classe apicola beasilgws anseios eram aumentar a resisténcia
das abelhas as doencas e aumentar também a suadowr¢RANGEL, 2006).

Em 1956, o professor Warwick Estevan Kerr realigimgens de estudos a Africa do
Sul, onde se deparou com a alta capacidade praddés abelha8pis locais. A partir dai,
ocorreu a introducao de rainhas africanas de dugs \pis mellifera adansoniiamarela, e
Apis mellifera capensigreta) no Brasil (BARROS, 1965). Porém, h4 ralam literatura
que reportam a introducdo no Pais de outras rdcaanas, como por exemplo, Apis
meliifera scutellata.O objetivo do Prof. Kerr era fazer um melhorameat@assim, uma
posterior distribuicdo de rainhas selecionadas agmsultores na intencdo de aumentar a
producao nacional de mel (GONCALVES, 1998).

No entanto, o Setor de Apicultura ndo apoiou eaiizacao, incentivada pelo Prof.
Kerr, que ministrou varias palestras sobre o assuatUniversidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), porém o setor recebeu varias aainirgens das duas racgas africanas ja
citadas (amarela e preta), e foi estabelecidaradntdo destas em nucleos de européias
formando assim, 20 colmeias. Apos algum tempo,naégucolénias de africanas pretas se
extinguiram, acreditava-se que eram mais fracagamapeticio com as européias. Apos
alguns anos, constatou-se que 0s enxames quegaggnl extintos, na verdade, fugiram e
ocuparam ninhos naturais como, ocos de arvores,epemplo, ou, invadiram colmeias
européias, matando a rainha original e se estayglecna colmeia. Em pouco tempo, estas
colénias dominaram o ambiente da UFRRJ e proldenapara areas vizinhas. O Setor de
Apicultura, nessa época, importou diversas raiithianas fecundadas dos EUA para manter
um estoque de abelhas italianas, mas, infelizmedxefoi possivel evitar o cruzamento das
rainhas italianas puras, virgens, com zangdesaairados aumentando assim, a proliferacéo
das abelhas africanizadas (RANGEL, 2006).

A africanizagdo foi uma das mais extraordinarimgasdes bioldgicas ja relatada
(TAYLOR, 1977). Nao se sabe ao certo se o Setokmgieultura da UFRRJ comercializava
rainhas africanas, mas, esse fato foi um import@ifisor desta raga no Rio de Janeiro.

Na década de 60, a presenca das abelhas africasigesd marcante em muitas regiées
brasileiras, houve inUmeras queixas sobre seu atampento, assim como, uma série de



campanhas com a intencdo da sua erradicacdo (GOME®\L1996).Apds 40 anos, as
abelhas africanizadas dominaram todas as racdsetteaa européias e ocuparam grande parte
das Américas do Sul, Central e na década de 9Carantr nos Estados Unidos
(GONCALVES, 1998).

Hoje sabe-se que a abelha africanizada é umilpadib das abelhas européigspis
mellifera mellifera Apis mellifera lingustica Apis mellifera caucasicae Apis mellifera
carnicdd com a abelha african&pis mellifera scutellata Este mestico adquiriu alta
variabilidade genética, facilidade de enxamearst@scia a doengas, producado e aclimatacao
a diversos microclimas, sendo as subespécies easapdinguidagEMBRAPA, 2003a).

Gracas a abelha africanizada, o Brasil hoje, énteecido no cenario apicola mundial
pelo dominio da metodologia de controle e manejswdecriacdo. A grande diversidade de
floradas naturais e silvestres da ao Brasil umadgrarzantagem competitiva em relacdo aos
seus concorrentes, em razao do alto potencial adupfio de mel orgéanico para exportacao
(CARVALHO, 2009).

De acordo com o IBGE — Instituto Brasileiro de Gmdia e Estatistica (2002), em
1990 a producédo de mel que estava em 28fanking mundial cresceu e alcancou a 11°
posicdo. Dados mais recentes mostram que em 208Q@dortado cerca de trés mil toneladas
de mel, o que corresponde a US$ 7.216 milhdes,wmerto de 11,9% na exportacdo do mel.
Isto indica um crescimento mais do que satisfatdacarea comercial, apesar do segmento
apicola ainda possuir uma infra-estrutura defieiguara processamento dos seus produtos
apicolas (AGROSOFT BRASIL, 2009).

Nos ultimos anos, a apicultura passou a ser omass alternativa para os nucleos de
agricultura familiar, com boa representatividaderaucédo agropecuaria de inimeros outros
produtos, ampliando a distribuicdo de trabalho g de renda (FIBGE, 1995-1996).
Acompanhado ao crescimento da agricultura famifiar Pais, houve um aumento dos
recursos de crédito aplicados neste setor. Seguiiaistério de Desenvolvimento Agrario,
os investimentos aumentaram de R$ 2,3 bilh6es ncsafta 2002/2003 para 15 bilhées no
ano-safra 2009/2010. Neste ano-safra (2010/20%Tgcursos disponibilizados pelo Governo
Federal alcancaram o total de R$ 16 bilhdes. Apdsates investimentos e do fato de
representar um setor estratégico para o desenwatumdo Pais, cerca de 50% dos
agricultores familiares ainda ndo dispdem de qual@ssisténcia técnica e extensao rural.
Assim, considera-se que um dos grandes problensés sietor diz respeito a inadequacéo do
modelo tecnoldgico para as condi¢des particulamgzraducdo em pequena escala gerida pelo
trabalho familiar. Muitas das familias rurais ertcam-se desamparadas e se utilizam de
formas rusticas de vida para sobreviver. Atravéapieultura, as familias rurais podem viver
as expensas de areas cobertas por floradas natd@salguns poucos cultivos. Atualmente,
esta atividade se sustenta principalmente atragégraducdo do mel que segue a mesma
feicdo na maioria dos estados brasileiros (LORENZPEIXOTO; GONCALVES, 2006).

Outro desafio, de ambito global, € o avanco derenifiades de abelhas em muitos
paises e, por consequéncia, o uso abusivo de mezhtas. Questbes que envolvem a
sanidade apicola devem ser consideradas com caut=geo no caso do Brasil, cujas abelhas
mostram-se ainda resistentes as doencas, resultamdgoucos problemas nesta area
(PACHECO, 2007).



1.3 Produtos Apicolas

O mel é um produto alimenticio produzido pelas l@®| que possui como matéria-
prima o néctar das flores, secrecdes das partes das plantas ou excrecdes de insetos
sugadores que as abelhas coletam, transformam leirgm com suas substancias proprias
(secrecOes de varias glandulas), armazenando andebmaturar nos favos da colmeia. Seus
principais componentes sdo: os acgucares, aciddsn,pcera, proteinas, enzimas, minerais,
dentre outros (APICULTURA, 2006).

J& a cera de abelha, material basico para a coastos favos, é elaborado por
glandulas ceriferas das abelhas que, apdos modiésacformam os favos de rigidez,
resisténcia e flexibilidade razoaveis (SILVA et 2002).

A geléia real é uma substancia viscosa, de cd@ordaganco-amarelada ou branco-
acinzentada, de odor caracteristico. E secretdda gindulas mandibulares e hipofaringeas
das abelhas operarias jovens, apresentando umabsmé quimica de 63% de umidade; 1%
de cinzas; 3,5% de lipidios; 13% de proteinas 8%9]e carboidratos. Serve de alimento
para as larvas somente durante o seu crescim@ati@e abelha rainha por toda a sua vida. E
um produto de dificil obtencéo (geralmente em qdades pequenas) e de grande procura,
por conta dos beneficios que sdo atribuidos acuseutais como aumento de fertilidade,
atividade antileucémica, antibidtica, ajuda no cateba determinados tipos de tumores e é
hipocolesterolemiante (AMOEDO; MURADIAN, 2002).

O pao de abelhas é resultado da unido de poéletarr&@gua, constituindo a base
nutricional das abelhas. Assim que chega a colrogidlen é colocado nos alvéolos, os quais
séo fechados com uma fina camada de mel. Na peesencalor e umidade, o pdlen comecga
a sofrer fermentacao lactica e varios processogubiticos que aumentam a sua acidez,
passando a ser denominado de péo de abelhas. Pab&lhas adultas, o pdo de abelhas é
essencial na producéo de diferentes secrecoesoenmacao de corpos adiposos, que permite
sua sobrevivéncia durante o inverno. Ja as lasaslimentam deste produto a partir do
quarto dia de vida, necessitando deste para cessc@ que, a quantidade de vitamina K e
aclcares é bem maior que no poélen, devido a adig&éctar e mel (RIOS, 2010).

Em relacdo ao polen, as abelhas dependem dess#qmpmata o0 seu suprimento de
proteinas, sais minerais e produtos biologicos amigeutilizados na sua alimentagédo. Por
essa razao, a producdo de mel, cera e geléiagaahdapiario esta diretamente relacionada
com a quantidade de podlen necessaria para a adiggentlas colmeias. Na auséncia de polen,
as abelhas recorrem a sua propria fonte de reseetapolizando tecidos de seus corpos, a
fim de prolongar sua existéncia (MARCHINI; REIS; RETI, 2006). O pdlen contém a
maioria dos nutrientes essenciais para a produgdeléia real, entre outros, com a qual sao
nutridas larvas da rainha e por 72 horas larvaspeearias e machos. E considerado essencial
para o crescimento normal e o desenvolvimento dest@s individuos de uma colbnia de
abelhas, bem como, essencial para a reproducamidesas (MORETI, 2006).

De acordo com o teor de umidade apresentado, o pfieola (Figura 4) pode ser
classificado em: polen apicola e pélen apicoladdatsido. A Instrucdo Normativa n°® 3 de 19
de janeiro de 2001 do Ministério da Agricultura iata e Abastecimento (MAPA) define
pélen apicola como o resultado da aglutinacdo denpdas flores, efetuada pelas abelhas
operarias, mediante néctar e suas substanciaargalivecolhido no ingresso da colmeia em
sua forma original. JA o pélen apicola desidratddaquele submetido ao processo de
desidratacdo, em temperatura ndo superior a 42Zdneteor de umidade ndo superior a 4%
(BRASIL, 2001a). A importancia do polen para a o@dé, portanto, inquestionavel
(MARCHINI; REIS; MORET]I, 2006).



Figura 4. Polen apicolan naturacoletado de uma colmeia.
Fonte: (APICULTURA, 2006).

Estes produtos apicolas desempenham um importaped pa protecdo da colonia,
possuem atividade antimicrobiana inibindo o deskmwento de organismos como bactérias,
virus e fungos saprofitos nos alimentos armazenadtass abelhas (GLINSKI; BUCZEK,
2003).

1.4 Fungos

Durante muito tempo os fungos foram classificadwea@ vegetais. A partir de 1960
passaram a ser reconhecidos como um reino a paftmgi. Os fungos sado organismos
eucariéticos unicelulares, como as leveduras, orcglulares, como os fungos filamentosos
ou bolores e os cogumelos (PEREIRA; CARVALHO; PRAIRDO2). S&o aerdbios em sua
grande maioria, e sua reproducéo pode ser sexuaassexuadamente; sua alimentagéo é por
absorcéo e seu principal material de reserva &oggnio. Vivem como saprofitos, parasitas
ou em mutualismo. Esse reino vem sofrendo mudamgasranjo de seus filos nas ultimas
décadas, principalmente quando técnicas como Rbi@ssbmico e DNA se tornaram mais
elaboradas e sucintas.

Desenvolvem-se em substratos cuja atividade de @gavaria entre 0,65 e 0,90
sendo queyalores inferiores a 0,62 impedem a germinacgaoudégger microorganismo. Por
isso é de grande importancia 0 momento da consev@e graos e do processo de secagem,
visando reduzir o teor de umidade dos produtosaiRafde temperatura ideal para o seu
crescimento varia de 20 a 30°C. Com relacdo ampiaiehidrogeniénico (pH), podem se
desenvolver na faixa de 2 a 8, sendo o 6timo ehtee6,5. O efeito da luz sobre esses
microrganismos € essencial para que ocorra 0 mocgsrminativo de algumas espécies
fungicas (PITT; HOCKING, 1997).

Os fungos possuem grande relevancia na decomposdigamatéria organica na
biosfera através de um conjunto de enzimas, seadotal importancia na continuidade do
ciclo vital (SAMSON et al., 2000). Além da habilaka deteriorante, os fungos quando
presentes em produtos agricolas e em condicOesiadies)sdo capazes de produzir durante o
armazenamento, no campo e no processamento doalimeetabdlitos toxicos chamados de
micotoxinas (WAGACHA; MUTHOMI, 2008).

No entanto, o isolamento de fungos toxigenos drpdetalimentos ndo significa a
principio um risco para 0 consumo, uma vez quepa aentificada pode nao ter produzido
toxina. Assim como, a auséncia de fungos no alimeéb significa auséncia de micotoxinas,
ja que o fungo pode ter produzido toxina, mas pguraa razdo, o processamento que o
alimento sofreu, pode ter eliminado o fungo (PIHQCKING, 1997).



As principais espécies fungicas produtoras de mxioas pertencem aos géneros
Aspergillus, Penicilliune Fusarium(CAST, 2003).

1.4.1Aspergillus spp.

O géneroAspergilluspossui mais de 200 espéciésfilamentoso e um respeitavel
contaminante de alimentos amplamente distribuidonoado.E isolado de plantas, solo e
ambientes fechados, tipico de regides tropicaiseapicais (PITT; HOCKING, 1997), além
de ser capaz de crescer em condi¢des de baigee temperaturas elevadas (MOSS, 1991).
Algumas espécies desse género sao relatadas tacamémpatogénicas para insetos (como
por exemplo, para as abelhas) e animais (PITT; HRIGK1997; SAMSON et al., 2000).

Diversas espécies tém atraido a atencdo do hormetancppacidade de producédo de
produtos metabdlicos, fermentacéo, aplicacao imdlisha producdo de acidos organicos e
enzimas (SAMSON et al., 2000). Sdo conhecidas pasionarem infec¢cdes oportunistas,
alergia e toxicoses. Suas infec¢cdes variam desde participacdo local até disseminacéo
completa, denominada Aspergilose (PACHECO, 2007).

A principal caracteristica microscopica das espedesse género sao os diferentes
tipos de estruturas chamadas conidioforos, ondelsases formam um “T” ou um “L” que os
ligam a célula vegetativa ou a uma célula separ@daonidioforo se estende da célula
vegetativa até o apice chamado de vesicula. Ogliosnpodem ter origem de diferentes
maneiras, isso vai depender da espécie, podend®rnde estruturas ligadas a vesicula
conhecidas como fialides, formando as chamadas;astespergilares unisseriadas, ou de
uma segunda camada de células, que fica entreieule® as fialides conhecidas como
métulas formando as cabecas aspergilares bisseriagdsas caracteristicas somadas a outras
formam o conjunto necessario para a taxonomia dg&sero. A cor, diametro, reverso das
colénias, cor do micélio e formacdo de escleré¢estruturas de sobrevivéncia) sdo as
caracteristicas macroscopicas mais importantesitemizamente. Quanto as caracteristicas
microscopicas, € importante ao se identificar, nlasea formacdo de estruturas como,
cleistotécios, esterigmas, conidios e parede @ist@iécios e ascosporos (Figura 5).

Figura 5. (a) Caracteristicas morfologicas Aspergillusspp. e (b) Microscopia da espécie
Aspergillus flavus.

Fonte: (a) http://www.uprm.edu/biology/profs/betanrtc/Lab/Aspergilosis.htm; (b)
http://www.moldbacteria.com/learnmore/aspergilltsih

Entre as principais micotoxinas produzidas pakpergillus podemos destacar as
aflatoxinas e a ocratoxina A (Tabela 2).
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Tabela 2.Potencial toxigeno das principais espécieAsjgergillusque contaminam produtos

vegetais.
Espeqes de Micotoxinas
Aspergillus

A. aculeatus Acido Secal6nico D

A. candidus Acido Kdjico, Candidulina, Terfenilina, Xantoacina

A. clavatus Citochalasina E, Patulina, Clavatol, Triptoquiveds

A. carbonarius Rubrofusarina B, Ocratoxina A

A. carneus Citrinina
Aflatoxinas B e B, Aflatrem, Acido Aspergilico, Acido

A. flavus Ciclopiazonico, Acido Kojico, Aflavininas, Acido 3-
Nitropropidnico, Paspalininas
Fumitremorgens A e C, Gliotoxinas, Fumigaclavinas,

A. fumigatus Fumitoxinas, Fumigatinas, Fumagilinas, Espinulosina
Triptoquivalinas, Verruculogem

A. nigeragregados Ocratoxinas, Malforminas, Naftoquinonas

A. niveus Citrinina

A. nomius Aflatoxinas (B, Bz, G1e &), Acido Aspergilico, Acido Kdjico
Ocratoxinas, Acido Penicilico, Acido Kojico, Acido

A. ochraceus o . : :
Secalbnico A, Xantomegnina, Viomeleina

A. oryzae Acido Ciclopiazénico, Acido Kéjico, Acido 3-Nitrappidnico

A. parasiticus Aflatoxinas (B, B, G e G), Acido Aspergilico, Acido
Kojico, Aflavininas

A. tamarii Acido Ciclopiazénico, Acido Kojico

A terreus C,:it.rinina, I?atulina, Ci.treoviridina, Mevinolina, frérems,
Acido Terréico, Terramide A

A. versicolor Esterigmatocistina, Versicolorinas, Nidulotoxinas

A. wentii Metilxantonas, Acido 3-Nitropropidnico, Acido Kop

Fonte: (FRISVAD; SAMSON, 1991); (PITT; HOG¥G,1997).
1.4.2Penicillium spp.

O géneroPenicillium assim como o génerdspergillus também é um grande
contaminante alimentar, também é economicament®rtanie, devido sua habilidade de
deterioracéo do alimento e producio de micotoxiBasmpaz de se desenvolver em condi¢des
adversas como temperaturas gb&ixas. Seunabitat € bem variado, sendo isolado tanto no
solo quanto em alimentos, principalmente em gra@sedeais, vegetacdo em deterioracdo e
no ar (SWEENEY; DOBSON, 1998).

As caracteristicas macroscopicas mais importarges g taxonomia desse grupo sao:
o didmetro, textura e cor do reverso das colémiasr dos conidios e do micélio, a producao
de pigmentos soluveis e/ou exsudatos. O fato dermdetada cepa nao apresentar
pigmentacdo ndo deve ser visto de forma negativa fea caracterizagcdo na espécie. Ja a
producdo de exsudatos € considerada caractenistozante para algumas espécies, sendo
assim, considerada uma ferramenta taxonémica iapertNa hora da identificagdo também
€ importante observar a formacéo de esclerdcitsi{esas de sobrevivéncia) e producéo de
gimnotécios ou cleistotécios, ambos estruturatexiaticas de reproducéo.

Quanto as caracteristicas microscopicas, devembservar estruturas como: 0
conidioforo (Figura 6), que se assemelha a um piseado assim, formado por uma estipe
que se estende até o apice formando em sequénuiétalas, fialides e por fim os conidios;
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tipo de conidioforo, que pode ser monoverticiladbsyerticilados, terverticilados ou
quaterverticilados, de acordo com a formacao ddisléis; 0 niumero e disposi¢do das métulas
por estipe; disposicdo do conidiéforo, que podersegular, de forma lateral e terminal sobre
a estipe ou regular, de forma terminal sobre g&st formato das fialides, que podem ser
ampuliformes (semelhantes a garrafas) e acerosaselfsantes a agulhas de pinheiro); o
tamanho relativo entre as fidlides e métulas, qde &undamental importancia na separacao
de subgéneros; o tamanho e textura da estipe ecaluiglios (lisa ou rugosa); forma,
ornamentagéo e tamanho dos ascos e ascosporos.

Figura 6. (a) Caracteristicas morfologicas do généenicillium e (b) Microscopia do
género

Fonte: (a) http://viseufunghi.blogspot.com/2007idrigos-cogumelos.html;
(b) http://biologia.laguia2000.com/protistas/micrg@anismos-en-los-reinos-
protistas-y-fungi-hongos.
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micotoxinas (Tabela 3).

Diversas espécies desse género sdo conhecidas potenciais produtoras de

Tabela 3. Potencial toxigeno das principais espéciesPaaicillium que contaminam
produtos vegetais.

. simplicissimum

. variabile
. verrucosum
. viridicatum

Verruculogem, Acido  Penicilico,
Viridicatumtoxina

Rugulosina

Ocratoxina A, Citrinina

Xantomegnina, Viomeleim, Vioxantina

Fumitremorgem B,

Esp_eg|¢s de Micotoxinas
Penicillium
P. aethiopicum Griseofulvina, Viridicatumtoxina
o Acido Penicilico, Roquefortina C, Xantomegnina, iviigeim,
P. aurantiogriseum -
Verrucosidina
P. brevicompactum Acido Micofendlico
P. camemberti Acido Ciclopiazénico
P. chrysogenum Roquefortina C, Acido Ciclopiazdnico
P. citreonigrum Citreoviridina
P. citrinum Citrinina
Acido Ciclopiazonico, Acido Ciclopéldico, Acido Gapdlico,
P. commune ) - L .
Ciclopiamina, Palitantina, Rugulovasinas
P. crustosum Penitrem A
P. expansum Patulina, Citrinina
P. funiculosum Patulina
P. griseofulvum Patulina, Acido Ciclopiazénico, Roquefortina Cjggpfulvina
P. hirsutum Roquefortina C, Acido Ciclopiazonico
P. islandicum Cicloclorotina, Islanditoxina, Leuteoskyrina, Eogkyrina
P. janczewskii Griseofulvina, Penitrem A
P. janthinellum Toxinas Tremorgénicas
P. oxalicum Acido Secaldnico D
P. paxilli Verruculogem, Paxiline (Toxinas Tremorgénicas)
P. purpurogenum  Rubratoxinas
P. raistrickii Griseofulvina, Toxinas Tremorgénicas
. PR Toxina, Patulina, Acido Penicilico, RoquefortidaAcido
P. roqueforti : Lo
Micofenalico
P. rugulosum Rugulosina
P
P
P
P

Fonte: (PITT; HOCKING, 1997).
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1.4.3Fusarium spp.

O génerd-usarium assume também grande importancia na contaminasé® género
abrange também espécies fitopatdgenas, sendodsatadnatérias-primas como arroz, feijao,
soja e graos em geral. Além disso, sao responspeeiversas infeccoes em seres humanos,
conhecidas como fusarioses.

Como caracteristicas macroscopicas, colonias algs#s, de crescimento com cores
variadas quando cultivado em agar batata dextRI3A), cores variadas observadas também
no reverso da colonia. Podem apresentar um congmtbifas com conidiéforos em sua
superficie, em diversas cores chamado de espormdddiuas caracteristicas microscépicas
revelam estruturas conhecidas como hifas septadagjioforos, fialides, macroconidios e
microconidios com a presenca ou ndo de estrutdrasiadas clamidosporos que quando
presentes sdo vistos em forma de cadeia, em pasdtas. As fidlides sao cilindricas, Unicas
ou produzidas em forma de ramos, sendo assim, carde monofialides ou polifialides
(NELSON; TOUSSOUN; MARASAS, 1983).

Todas essas caracteristicas tanto macroscopicasoguécroscopicas sdo essenciais
para a identificacdo taxondmica desse grupo (Figura

MONDFIALIDES CON
MICROCONIDIAS BN :ﬁ
MASA A

ESPORODOOUIA
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K - G
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o H [ et ‘.\ (‘l‘
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o oA /4
CELULAAPICAL »‘ ;n’)/ f\\( - ‘-‘L;-\
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Figura 7. (a) Caracteristicas morfologicas leesariumspp. e (bMicroscopia do género.

Fonte (a) http://www.seimc.org/control/revi_Mico/figl_fusarugif; (b)
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1Afsarium_conidiophores_and_macroconidia_160X.png.

Entre as principais micotoxinas produzidas pasarium,as mais importantes séo:
fumonisinas, zearalenona e tricotecenos (TabeldNd)grupo dos tricotecenos, podemos
destacar a toxina T-2, diacetoxiscirpenol (DAS)pswaniol, nivalenol, diacetilnivalenol,
deoxinivalenol (DON), HT-2 toxina, fusarenona X madina.
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Tabela 4. Potencial toxigeno das principais espéciefwsariumque contaminam produtos
vegetais.

Espécies de . .
: Micotoxinas
Fusarium
: T-2 toxina, Moniliformina, HT-2 Toxina, Diacetoxispenol,
F. acuminatum o . -
Monoacetoxiscirpenol, Neosolaniol, Beauvericina
F. anthophilum Beauvericina
F. avenaceum Moniliformina, Beauvericina
, Nivalenol, Fusarenona-X (4-Acetil-NIV), Zearalenona
F. cerealis A
Zearalenolesoe S isbmeros)
F. chlamydosporum Moniliformina

Deoxinivalenol (Vomitoxina), Zearalenona, Nivalenelsarenona-
F. culmorum X (4-Acetil-NIV), Zearalenoles o e p isdmeros), Mono-
acetildeoxinivalenol (3-AcDON, 15-AcDON)
Zearalenona, Zearalenolesg$ isbmeros), Monoacetoxiscirpenol,
F. equiseti Diacetoxiscirpenol, Nivalenol, Diacetilnivalenoly$arenona-X (4-
Acetil-NIV), Fusarocromanona, Beauvericina
Deoxinivalenol (Vomitoxina), Zearalenona, Nivalenelsarenona-
F. graminearum X (4-Acetil-NIV), Mono-acetildeoxinivalenol (3- AcON, 15-
AcDON), Di acetildeoxinivalenol, Diacetilnivalenol
F. heterosporum  Zearalenona, Zearalenolesq isomeros)

F. nygamai Beauvericina, FumonisinaaBFumonisina B
F. oxysporum Moniliformina, Beauvericina

Diacetoxiscirpenol, Nivalenol, Fusarenona-X (4-AlestV),
F. poae Monoacetoxiscirpenol, T-2 toxina, HT-2 Toxina, Nelasiol,

Beauvericina
Fumonisina B, Beauvericina, Moniliformina, Fusaproliferina,
Fumonisina B
Diacetoxiscirpenol, T-2 toxina, Neosolaniol, Zearana,

F. proliferatum

F. sambucinum ¢ .
Monoacetoxiscirpenol, Beauvericina
F. semitectum Zearalenona, Beauvericina
. T-2 toxina, HT-2 Toxina, Neosolaniol, Monoacetoxigenol,
F. sporotrichioides . L
Diacetoxiscirpenol
F. subglutinans Beauvericina, Moniliformina, Fusaproliferina
F. tricinctum Moniliformina, Beauvericina
F. verticillioides Fumonisina B, Fumonisina B, Fumonisina B

Fonte: (LOGRIECO et al. 2002)
1.5 Micotoxinas

As micotoxinas sao metabolitos toxicos de baixcopm®lecular, produzidas como
resultado do metabolismo secundario de fungos éitdaosos, principalmente pertencentes aos
génerosAspergillus, Penicilliume Fusarium e que exercem efeitos nocivos sobre os animais
e 0 homem (SASSAHARA; YANAKA; NETTO, 2003). Segundo FAO - Food and
Agriculture Organization(1990), as micotoxinas podem levar ao Obito, o depende da
quantidade inalada, ingerida, tempo de exposigiale, raca, sexo, ou toxinas envolvidas.
Sao responsaveis pela contaminacdo de grande @astesafras agricolas no mundo,
principalmente em paises de clima tropical umido, que ndo h& tecnologias agricolas
adequadas, principalmente durante a colheita egégita (RUSTOM, 1997).
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As micotoxicoses podem ser classificadas como &ira®s, quando ocorre 0 consumo
direto de produtos contaminados, ou secundarig&pqgarre ao ingerir leite, carnes, ovos ou
derivados de animais contaminados (LILLEHOJ, 1991).

A melhor maneira de prevenir a contaminagao pootoxinas consiste em detectar e
eliminar as matérias-primas contaminadas de predda&stinados ao consumo animal e
humano, identificando as regides geogréaficas osdeiaotoxinas constituem um problema
recorrente. Uma vez que o problema relacionadoiestoxinas € dificil de ser evitado, as
medidas mais efetivas de controle dependem de gamoso programa para monitorar a
contaminacao em alimentos (ONO et al., 2004).

1.5.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas (Afs) sao toxinas produzidas petseies déspergillus A. flavus, A.
parasiticus.O fungoA. flavusé capaz de produzir as aflatoxinaseBB;, sendo a aflatoxina
B:1 a mais freqiente e mais toxica, € também recoddecomo 0 mais potente
hepatocarcin6geno para o homem e os animai&. parasiticusé capaz de produzir as Afs
Bi1, By, G1 e G ocorrendo principalmente nas Américas e na Afrisaexposicdo a essa
micotoxina ocorre principalmente através da ingest& milho e amendoim contaminados,
sao toxinas consideradas contaminantes naturaisedesis (IARC, 1993b).

As Afs atuam de forma aguda ou crbnica, sdo ast@ubas mutagénicas e
carcinogénicas mais poderosas da natureza (THANABAR et al., 2007) além de acbes
teratogénicas, hepatotéxicas e imunossupressaespentadas como responsaveis por casos
de alta mortalidade em animais de producdo e atésems humanos (SALUNKHE;
ADSULE; PADULE, 1987; ALLOCRAFT, 1969).

Em relacdo as abelhas, foi observado por Hilldidpwellyn (1979) que as Afs
incorporadas a dieta de abelhas adultas provocamantalidade das abelhas, mesmo em
concentracgdes inferiores a cinco partes por mile@ngdo mais sensiveis a aflatoxing §ue
causou mortalidade sempre que esteve presentelnasasApis.

Hoje em dia, ja foi comprovada que as Afs agemtalinente no sistema nervoso
central, afetando o sistema endocrino e, muitogueinente, o sistema de defesa interno das
abelhas diminuindo assim, a resisténcia das abedhasfeccdo micotica (GLINSKI;
BUCZEK, 2003).

No Brasil, as aflatoxinas sdo as Unicas micotoxing®s niveis maximos em
alimentos estdo previstos na legislacdo. O Minstia Saude estabelece o limite dp@&g
de aflatoxinas totais (ARBAFB,+AFG;+AFG;) no amendoim, na pasta de amendoim, no
milho em gréo, na farinha ou sémola de milho parsemo humano (BRASIL, 2002).

1.5.2 Ocratoxinas

As principais espécies produtoras de ocratoxina A8pergillus ochraceuse
Penicillium verrucosumOs principais tipos dessa micotoxina sao: “A”, ‘8"C”".

A ocratoxina do tipo “A” (OTA) é considerada a siébxica e abundante. Possui acéo
nefrotdxica afetando principalmente suinos e aaewfrotoxidade é vista de varias formas,
desde a alteracdo do volume dos rins, alteracdosdwlaridade da urina, acréscimo do
volume da mesma, alteracfes na funcéo renal, tsmenais e outros. A sua principal via de
contaminacgdo é o trato gastrointestinal, por ondlesérvida ao logo do trajeto (NOGUEIRA,;
OLIVEIRA, 2006). E vista como a segunda maior dgomAncia toxicoldgica, perdendo
apenas para as Afs (BRAGULAT; ABARCA; CABANES, 2001
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Em relacdo as abelhas, ja foi comprovado que enpél altamente eficiente para
estimular a producdo de OTA quando € adicionadmein de cultura adequado e até mesmo
de maneira natural quando € submetido a condic@&sarthazenamento inadequadas
(MEDINA et al., 2004; VILLALOBOS et al., 2010;).

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa soi@@éncer, a OTA foi classificada
como pertencente a categoria 2b, como um posséreinégeno para o homem e outros
animais (IARC, 1993a).
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CAPITULO |

AVALIACAO MICOTOXICOLOGICA EM COLMEIAS DE ABELHAS
AFRICANIZADAS SUJEITAS A ENFERMIDADE CRIA ENSACADA

BRASILEIRA
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RESUMO

A Cria Ensacada Brasileira (CEB) € uma doenca dtareaapida mortalidade das larvas pré-
pupas. A sintomatologia é semelhante a da CriadadsaEuropéia, porém, os motivos da alta
ocorréncia da CEB se mostram indeterminados jeods&c Brood VirugSBV) causador da
Cria Ensacada Européia, ndo foi detectado em nuaEso Foi verificado entdo que o motivo
de alta mortalidade da cria em varias regides gualen deStryphnodendrospp. Embora
comprovada a toxidez do pélen dessas psgmasa as abelhas, é possivel que estas espécies
florais ndo estejam envolvidas na etiologia da GteBestado do Rio de Janeiro, ja que a
doenca esta ocorrendo em regifes onde a presesteapdden é insignificante para provocar
tdo alta mortalidade. Estudos revelam que durariterageamento as abelhas podem coletar
acidentalmente propagulos fungicos, que sdo deplosite acabam se desenvolvendo na
colmeia levando a queda da imunidade desses infatitisando a entrada na colmeia de
diversos vetores causando doencas como a CEB.efivobjlesse trabalho foi avaliar, através
de estudo de caso, amostras de pado de abelhasaslaelultas e polen apicola em regides
atingidas e néo atingidas pela CEB, diagnosticangoesenca de fungos, visando fornecer
informacdes importantes para a elucidacédo do agsioiégico da CEB no estado do Rio de
Janeiro. Um total de 48 amostras de pdo de abelbade abelhas adultas e 12 de pdlen
apicola, foram adquiridas de regides endémicagdBhr Pirai, Mendes e Itaipava) e regides
nao endémicas (Barra Mansa) da CEB no estado ddeRianeiro. As coletas ocorreram nos
meses que antecederam, durante e apés o periadeiga. A enumeracao da micobiota (ufc
g™ foi realizada através do método de diluicdo datitom semeadura em placas utilizando-
se meios de cultivo gerais e seletivos. Foram ohte@das a frequéncia de isolamento dos
géneros fangicos e a densidade relativa das espéeie determinado o perfil toxigeno de
cepas isoladas e foi feita a deteccao e quantiade aflatoxina Bho pao de abelhas e polen
apicola. Nos resultados obtidos das amostras ddaede caso, o pdo de abelhas mostrou ser
o melhor substrato para o veiculo de contaminae&® @ colmeia. Observou-se também altas
contagens fungicas, além da presenca de micotodnasgos entomopatogénicos, como
Aspergillus flavus, A. nigeagregado® A. fumigatusgue favorecem a queda da imunidade
desses insetos deixando-0s suscetiveis a divayeagasb, entre elas a propria CEB.

Palavras chave Sanidade apicola, Cria Ensacada Brasileira, fumgmptoxina.
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ABSTRACT

The The Brazilian Sac Brood (BSB) is a disease Wigfn and fast mortality of larvae in pre-
pupae stage. The symptoms are similar to thoseuadpean Sac brood (ESB) however, the
reasons for BSB’s high occurrence it's unknown cthee the Sac Brood Virus (SBV), causer
of the ESB was not detected in our country. It whserved a high mortality of broods in
several regions which contained pollen fr&myphnodendrospp. While the pollen of these
plants was proven to be toxic for bees, it is pguesihat these floral species are not
etiologically involved with BSB in Rio de Janeiro&ate, since the disease is occurring in
regions where this pollen is insignificant to cassehigh mortality. Studies show that during
foraging, bees may accidentally collect fungal dani which are deposited into the hive,
where its development leads to an immune systemedse of these insects, besides facilitate
the entry of several vectors in the hive, causiisgakes such as BSB. The aim of this study
was to assess, through case study, samples ofrbae, adult bees and bee pollen in regions
affected and not affected by the BSB, verifying piresence of fungi in order to provide
important data for the elucidation of BSB’s etialm@gent in Rio de Janeiro. A total of 48
samples from bee bread, 15 of adult bees and JlEn, were acquired in endemic areas
(Barra do Pirai, Mendes and Itaipava) and non-emcesgions (Barra Mansa) of BSB in Rio
de Janeiro state. These samples were collectedimhs before, during and after the period
of the disease. The mycoflora enumeration (cfii\gas performed by the decimal dilution
method using Petri dishes containing both seleaive general culture media. The isolation
frequency of fungi and relative density of specresre determined. It was evaluated the
toxigenic strains profile and was made the detactiod quantification of aflatoxiniBn bee
bread and pollen. The results obtained from studadples showed that the bee bread was
the best substrate serving as vehicle for hiveasomtation. It was also observed high fungal
counts and the presence of mycotoxins and entomogeanic fungi such agspergillus
flavus A. niger aggregate andé. fumigatus which favors a weakened immune system of
these insects leaving them susceptible to vari@eades, including the BSB itself.

Keywords: Health beekeeping, brood Brazilian, fungus, myxioto
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1 INTRODUCAO

As abelhas sao alvo de diversos inimigos natugais,podem atacar as crias e/ou 0s
adultos da colmeia (BEZERRA, 2009).

O ambiente interno de uma coldnia de abelhas étesizado por altas temperaturas e
baixa umidade; ha intensa comunicacdo e contat® e® seus individuos, o que pode
controlar ou favorecer a disseminacdo de patogeereodoencas (WILKES; OLDROYD,
2002).

Entre as doencas mais comuns que afetam as criApisianellifera,destaca-se a
Loque Putrida Americana causada pela bactainibacillus larvae larvaeque € a doenca
mais difundida no mundo, recentemente detectadBrasil. A Loque Putrida Européia é
outra doenga causada por bactériddedissococcus plutonEssas doencas caracterizam-se
pela alta mortalidade de larvas, na maioria dasesreantes de serem operculadas.
Particulariza-se que no segundo tipo de Loqueinbsnsas podem ser atenuados, e por vezes
a disseminacéo do bacilo é controlada pelas ab@iBRAPA, 2003Db).

Dos vetores de doencas de abelhas destacam-sengus fiorganismos saprofitas
comuns de abelhas e de favos. Os fungos quandmedicées de temperatura e umidade
adequadas sado capazes de produzir substanciasstédeEnominadas micotoxinas. As
micotoxinas sdo produzidas durante o metabolisroonskario de algumas espécies fangicas,
causam efeitos adversos, podendo levar a morteatdacom a quantidade ingerida, inalada
ou por contato. A maioria dos fungos sao coletaatidentalmente pelas abelhas quando
forrageiam e sdo comumente incapazes de estabskoer interior da colmeia. No entanto,
algumas espécies fungicas, como os do géAspergillussdo consideradas patégenas para
abelhas. Esses fungos iniciam sua infeccdo at@aégerminacdo dos conidios; suas hifas
penetram no corpo da abelha desenvolvendo-se rapida e comprometendo seus 6rgaos.
Essa invasdo também pode ocorrer através da ingesi@ental de esporos fungicos
presentes em sua alimentacao, que por sua vezraadabam germinando em seu intestino.
Alguns fatores como: estresse, condi¢cdes abiodtalsjcdo ambiental, envenenamento por
pesticidas, entre outros, ajudam no desenvolvimaatmfeccdes fungicas em abelhas. Esses
fatores somados a uma barreira de protecdo poumeng¢ presente no corpo e no aparelho
digestivo das abelhas, podem reduzir a resistélciaseto, comprometendo assim, o sistema
imunoldgico o que acaba deixando as abelhas susiseti diversas doencgas (GLINSKI,
BUCZEK, 2003).

E relatado em literatura que espécies fangicas cAspergillus flavus A. niger
agregados A. fumigatussao consideradas espécies entomopatogénicas,opi@sentes em
colmeias, podem causar a queda da imunidade desséss deixando-as propicias a entrada
de outros vetores e agentes causadores de doencas.

O fungoAscosphaera apj® conhecido por causaCaia Giz levando a mumificagdo
de larvas e pupas; as larvas infectadas morrenmingaree logo apdés a operculacdo das
células. No Brasil, a Cria Giz foi relatada em samwlados em alguns estados do Brasil. A
Aspergilose, também conhecida como Cria Pedratréd doenca causada por certas espécies
de Aspergillus principalmentéA. flavus, A. fumigatus A. nigeragregados, que provocam a
mortalidadede larvas, pupas e abelhas adultas. E importarsiaade que estas espécies
causadoras da aspergilose sdo também importamddst@ras de micotoxina®ACHECO,
2007).
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As abelhas adultas também podem ser atingidas pelkrdikse, além da Nosemose,
Acariosee algumas viroses. Os patdogemNssema api® Acarapis woodi praticamente néo
tem sido detectadas nos ultimos anos no Brasil (EMBA, 2003b).

A Varroatose é outra doenca existente em todo admuconsiderada dificil de
erradicar, e gera grandes prejuizos para os amieslem todo o mundo. No Brasil é causada
pelo acaroVarroa destructor que originalmente parasita uma espécie silvakirgénero
Apis, aApis cerang CAP, 2007).

Atualmente, um fenébmeno que vém chamando a atemcéalial € o Disturbio do
Colapso das Colonias (DCC), tratado como um maderidesaparecimento de abelhas nos
Estados Unidos e na Europa e que comeca a serontigtipreocupacao também no Brasil. O
fendbmeno teve inicio em 2006 e até hoje os ciastisiio conseguem explicar suas causas. As
abelhas saem em busca de néctar e pélen e naoaratanais as colmeias. Enxames inteiros
somem sem motivo aparente. Por serem importanie@szadoras naturais, as abelhas tém
papel fundamental no equilibrio ambiental e nacadfira, levando o pdlen de uma flor a
outra e assim, induzindo a formacéo de frutos eesB. SO nos Estados Unidos calcula-se
gue os prejuizos econbmicos por falta de polinizad@s abelhas podem chegar a US$ 14
bilhdes. La o problema é conhecido como “DesordenCdlapso de Colénias” (CCD). No
Brasil, essa desordem ja foi observada na regidesse, poréem com algumas diferencas, as
abelhas aparecem mortas perto das colméias, ndessarta a hipotese da morte durante o
forrageamento. No domino de nossos pastos apieotdslha africanizada, é ainda bem mais
resistente a doencas, do que as subespécies asiopédendo nesse caso apresentar
sintomatologia diferente (PORTAL DO AGRONEGOCIO12).

Atualmente um dos principais problemas que afliggiaultura em algumas regides
do Brasil, trata-se da enfermidade conhecida conmEnhsacada Brasileira.

A CEB é uma doenca com alta e rapida mortalidaddatvas pré-pupas. Os sintomas
dessa doenca sdo muito semelhantes aos da CrieaBasBuropéia, uma virose conhecida
mundialmente, onde a larva acumula o liquido ealdabaixo da cuticula, ndo conseguindo
realizar muda para o estagio pupal, gerando unresmento da regido cefélica e, com o
passar do tempo, de todo o seu corpo (Figura 15@MKGE, 2002).

Fﬂti;n:..Jarn 2= Mortan
Foto: James Morton

Figura 1. Pré-pupas com sintomas de Cria Ensacada Europ@iellsantes a Cria Ensacada

Brasileira.
Fonte: EMBRAPA (2003b).

Porém, os motivos da CEB no Brasil se mostramténdenados ja que 8ac Brood
Virus (SBV) causador da Cria Ensacada Européia, naddtdctado em nossos pais. Foi
verificado entdo que o motivo de alta mortalidadecda em varias regides era o polen de
Stryphnodendrorconhecida comumente como “barbatiméo” (GONCALVER)S).
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O barbatiméo é uma arvore da familia das legum&qgsassui casca adstringente e é
rica em tanino, uma substancia considerada toagui@a 2) (PLANTAS MEDICINAIS,
2009).

Figura 2. Imagem da plant&tryphnodendran

Fonte: http://plantas-medicinais.me/wp-content/agki2009/06/espiga2.jpg.

Embora comprovada a toxidez do pdélen dessas plpata as larvas de abelhas, é
possivel que estas espécies florais ndo estejaolvadas na etiologia da CEB no estado do
Rio de Janeiro, j& que a doenca esta ocorrendcegifes onde a presenca do barbatiméo é
insignificante para provocar tdo alta mortalidaldetre os anos de 2005-2006 foi realizado
um estudo com base na analise palinolégica de essogrovenientes de apiarios com
sintomatologia da CEB no estado do Rio de Jangue,permitiu verificar os tipos polinicos
utilizados como o recurso floral na col6nia e, aotb, se havia algum consumo de pélen
toxico em condicbes naturais. Neste estudo foi rehda a auséncia do tipo polinico
Stryphnodendronna alimentagédo das larvas afetadas pela CEB (PACHEBARTH,;
LORENZON, 2009).

Em um estudo preliminar, a partir de amostras denpdpicola com sintomatologia da
CEB, foram isolados os fungoatternaria alternatae Claviceps purpureaSendo detectada,
por cromatografia de camada fina, a presenca de micat®Xluorescentes (PACHECO;
FREIRE; LORENZON, 2006).

No ano de 2007, em amostras de polen apicola edpdabelhas originarias de
colmeias com sintomatologia da CEB, foram encoasadflatoxinas B e G. Sendo
observado que a colonizacao do pélen apicola édae abelhas, por fungos potencialmente
toxigenos pode acabar resultando em contaminac&@irdento da larva com micotoxinas
(PACHECO, 2007).

E relatada na literatura a presenca de fungossipaimente produtores de ocratoxina
A (OTA) e aflatoxinas no poélen das abelhas. Taissimeracoes fazem surgir a suspeita de
que a CEB seja causada por um fungo, micotoxinarohbos, presente no pdélen e pao de
abelhas, ja que estes séo produtos essenciaiapabelhas.

E j& se sabe que micotoxinas, como as aflatoximpasndo incorporadas a dieta de
abelhas adultas (colmeias dgpis) provocam mortalidade dessas abelhas, mesmo em
concentracdes baixas, sendo esses insetos maigeseasaflatoxina B(AFB;). A AFB; € a
mais comum e toxica dentre as aflatoxinas, que ws&ootoxinas hepatotoxicas e
imunossupressoras em homens e animais, e sao mlaslyelos fungoéspergillus flavuse
A. parasiticus E ja estd comprovado que as aflatoxinas agertatdiente no sistema nervoso
central das abelhas, afetando o sistema enddécrimuiéo provavelmente, o seu sistema de
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defesa interno, diminuindo assim, a resisténciaafesisetos possibilitando a ocorréncia de
outras doengas.

Portanto, estudos indicam que as micotoxinas podstar relacionadas com a
mortalidade de larvas devido a CEB no estado dodRidaneiroEm raz&o destes fatos, se
torna necessaria a investigacao da ocorréncia demanismos e micotoxinas em colmeias
afetadas por esta doenca.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Locais

Os apiarios amostrados pertenciam aos seguintegimios do estado do Rio de
Janeiro: a) Barra Mansa, pertencente a mesorr&jifiluminense (microrregido do Médio
Paraiba) (22°32'39"S; 44°10'17"W, a 381 metrodtidade); b) Barra do Pirai, pertencente a
mesorregido Sul fluminense (microrregiao do Médicakba) (22°28'12"S; 43°49'32"W, a 363
metros de altitude); c) Mendes, pertencente a ragem Metropolitana (microrregidao Centro
Sul fluminense), (22°31'36"S; 43°43'58"W, 446 metde altitude; d) Itaipava, distrito de
Petrépolis, pertencente a mesorregiao MetropolithnRio de Janeiro (microrregido Serrana)
(22°30'18"S; 43°10'44"W, 845 metros de latitudeliisdo em mesoregides do estado do Rio
de Janeiro esta apresentada na Figura 3.

MESORREGIOES
1- Baixadas
2- Centro Fluminense
3- Metropolitina do Bio de Janeiro
4- Moroeste Fluminense
3- Morte Fluminensze
&= Sul Fluminenze

Figura 3. Imagem das mesorregides do estado do Rio de Janeiro

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Anexo:Lista_dmesorregi%C3%B5es_do_Rio_de Janeiro.

A escolha dos locais de amostragem obedeceu aastesgcritérios: proximidade
(100 km) do local de manipulacéo (laboratério)pdisbilidade do apicultor para colaborar
nas revisées durante a amostragem; de regides edéfBarra do Pirai, Mendes e ltaipava)
e ndo endémicas (Barra Mansa) da CEB; e de colrdéie=gidao ndo endémica (Barra Mansa)
transladadas para regidao endémica (Mendes); cegegf@arios) com condigbes minimas de
higiene e do uso da tecnologia apicola.
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2.2 Instalacdes

De cada municipio, utilizou-se um apiario. A inatd@lo de cada apiario é tipica para
abelhas africanizadas: cavalete individual, distgde mais de 2 metros entre cavaletes, local
de clareira (aberto). Em todos os apiarios a disddme construcdes era inferior a 50 metros.
Cada apiario apresentava no minimo 15 colmeiasb#¢has africanizadas, onde foram
selecionadas cinco colmeias ao acaso; todas asieslamostradas eram populosas, com
ninho completo de 10 favos e mais uma a duas medgueom 10 favos cada (Figura 4).

s s ninho

» dlvado

Figura 4. Imagem de uma colmeia de abelhas africanizadadgsaywcom ninho e melgueira,
apresentando seu alvado repleto de abelhas.

2.3 Amostragem

As coletas ocorreram nos meses que antecederaamteler apos o periodo de doenca,
que sempre corresponde no estado do Rio de Jameiro periodo de safra de mel, com
provavel coleta de mel para o produtor.

A amostragem era feita até duas vezes por colimeiepende da colmeia apresentar
ou ndo os sintomas da CEB, ja que este procedinpeatmcava grande dano no ninho das
colmeias. Nem sempre foi possivel se obter amosigasolmeias com sintomas da CEB,
como ocorreu com o0 municipio de Barra do Piraigdeeossivel que a doenga tenha ocorrido
pos-amostragem. Considera-se que, mesmo sem os1asté provavel a presenca do vetor,

assim, a metodologia incidiu a amostragem em casn®m e sem a sintomatologia aparente
da CEB.
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2.3.1 Material amostrado

A origem, os tipos, quantidades e o periodo detaalas amostras estdo listadas na
Tabela 1. A disponibilidade de cada colmeia foi ponto crucial para a obtencdo da
amostragem.

Tabela 1.0rigem, tipo, quantidades e periodo de coleta hest@as. 2009 — 2010.

REGIOES DE QUANTIDADE PERIODO DE COLETA
AMOSTRAGEM COLETA DE (més e ano)
AMOSTRAS

Itaipava 10 12/2009 a 01/2010
Polen apicola

Mendes 2 09/2010 a 10/2010

Itaipava 19 12/2010 a 01/2010

Mendes 15 09/2009 a 09/2009
Pao de abelhas Barra do Pirai 6 08/2009 a 10/2009

Barra Mansa

Barra Mansa
transladada

Itaipava

Mendes
Abelha adulta Barra do Pirai
Barra Mansa

Barra Mansa
transladada

08/2010 a 10/2010

08/2010 a 10/2010

12/2010 a 01/2010

09/2009 a 09/2009

08/2009 a 10/2009

08/2010 a 10/2010

08/2010 a 10/2010

Dentro da colmeia foram retiradas amostras de pabdlhas e abelhas adultas. O pao
de abelhas (pdlen depositado nos favos) foi catetedbase de favos com crias (do ninho),
com cortes de aproximadamente cinco centimetrakaaeetro, feito com o auxilio de bisturi
estéril e as abelhas adultas coletadas foram agaééentes aos favos de ninho (Figura 5).
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pao de abelhaz

e
— {pélen depositado no favo)

o ——

—* abelhas adultas
(aderentes go favo)

Figura 5. Imagem de um favo com crias e alimento de uma daldwabelhas africanizadas.

Fonte: http://www.serradocaraca.com.br/adesb-ctgpapicultores-para-processamento-de-polen/

Externo as colmeias, foi obtido o pdlen apicola fni tomado através de um coletor
(caca-polen). Dois tipos de coletores foram usadloe alvado e o de melgueira.

As coletas ocorreram sempre no turno da manhaedpsel com clima favoravel (céu
aberto), no periodo de agosto de 2009 a janeigddi®, conforme ultimos surtos da CEB nas
regides de estudo, descritos por Pacheco (200@ndstragem nos municipios de Barra do
Pirai e Mendes ocorreu de setembro a outubro/2i@¢correspondeu ao periodo de “seca” e
a do municipio de Itapaiva, de dezembro/2009 ar@i2010, que correspondeu ao periodo
chuvoso.

Nos dias de amostragem utilizou-se equipamento rdeeqiio individual (EPIS),
proprio para manejo de colmeias, e exigiu que mestaipulacdo fosse feita por pelos menos
dois técnicos. As amostras foram imediatamente diciomadas em recipientes proprios de
uso laboratorial (recipientes estéreis, isoporo,geapel laminado), armazenadas em isopor
com gelo e encaminhadas ao laboratério do Nducleo Pdsquisas Micolégicas e
Micotoxicolégicas da UFRRJ. Este processo transcoem periodo maximo de 24 horas. No
laboratério, as amostras foram discriminadas poniafpio, com e sem sintomatologia
aparente da CEB.

2.4 Determinacao da A das Amostras

As amostras de pao de abelhas e pdlen apicolan forediatamente analisadas
quanto a A em equipamento AqualL8tmodelo CX 2 (Decagon Devices Inc., Pullman,
Washington, USA) (Figura 6). Para sua mensuragada @amostra foi colocada em um
recipiente proprio do aparelho, de modo a preergpximadamente 1/3 de sua capacidade.
O aparelho foi calibrado com solugbes-padrédo de @gstilada antes de cada afericdo. As
analises foram realizadas em sala climatizadagempédratura média de 20°C.
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Figura 6. Visualizacdo do aparelho Aqual®bmodelo CX 2 (Decagon Devices Inc.,
Pullman, Washington, USA).

Fonte: http://www.laboscientifica.it/eng/prodottifeda.jsp?codice=82
2.5 Isolamento e Identificagdo da Micobiota Contanmmiante

A analise das amostras realizou-se através do méedliluicio decimal seriada em
placa para isolamento e contagem da micobiota {@t&l; HOCKING, 1997).

Para a enumeragdo quantitativa de fungos filamestem unidades formadoras de
colénias por grama de alimento (uff) @bedeceu-se ao seguinte procedimento:

- Foram pesadas em balanca calibrada 0,1g dastrasale polen apicola, pdo de
abelhas e abelhas adultas. Em seguida, verteu-saiemmtubo estéril contendo 900uL de
agua peptonada 0,1% estéril (diluicao16nde foram devidamente homogeneizadas.

- Para as abelhas adultas da mesma colmeia, estedpnento foi realizado de duas
formas: Ap6s maceracéo - com a finalidade de seretisse esses insetos ingerem conidios
presentes nas colmeias - e apés lavagem - conaladfide de se observar se esses insetos
carregam em seu corpo conidios, levando-os parnaodéas colmeias. No caso das abelhas
maceradas utilizou-se graal e pistilo, devidamesterilizados com alcool iodado a 2% e
flambados em bico de Bunsen. Quanto ao conjuntabd¢has lavadas, cada amostra foi
levada ao vortex e agitado por cinco minutos (RigOr

Figura 7. Procedimento anterior a diluicdo decimal seriadpn{acerado das abelhas adultas
e (b) lavado das abelhas adultas.
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Ap6s a diluicdo inicial (18) foram feitas diluicdes decimais seriadas até. Fm
seguida, inoculou-se em triplicata aliquotas deplO@e cada uma das diluicbes em trés
meios de cultivo: agar dicloran rosa de bengalaanfenicol (DRBC) (PITT; HOCKING,
1997); é o que melhor expressa a qualidade hggiéos alimentos, ja que possui condi¢cdes
ideais que permite o crescimento da micobiota esgmte no alimento, por isso é utilizado
para contagem geral, agar dicloran glicerol a 18%18) (HOCKING; PITT, 1980) que é
seletivo para fungos xerofilicos, ou seja, fungas gonseguem crescer em condi¢cfes de
baixa A, e Nash Snyder agar (NSA) (NELSON; TOUSSOUN; MARASA983) citado na
literatura como um meio seletivo para fungos daegeRusarium(Figura 8).

1:10

DRBC. DG18 e NSA e triplicata

Figura 8. Diluicdo decimal seriada do pdlen apicola, paaleihas, lavado e macerado de
abelhas adultas.

Logo apos a diluicdo, as placas foram incubadascpmo a sete dias em estufas
microbioldgicas de 25 °C dotadas de controle eletodde temperatura ambiente. Todas as
placas foram observadas diariamente, e foram sel@gas para a enumeragdo aquelas que
continham em torno de 10 a 100 uft @ periodo para leitura néo ultrapassou sete dias.

A identificacdo do tédxon género, de todas as ca¥rionsideradas diferentes
(caracteristicas macroscopicas e microscopicasefdizada segundo Samson et al. (2000).
As colbnias fungicas identificadas comespergilluse Penicilliumforam cultivadas em tubos
contendo meio agar extrato de malte (MEA) e aBumriumo meio utlilizado foi o agar V8
(V8). Todos os tubos foram conduzidos para estfaspriadas para cada taxon género, para
posterior identificacdo do taxon espécie.

Para a identificacdo do taxon espécies, utilizasanshaves taxonémicas apropriadas
de cada grupo particular: Klich (2002) patapergillus, Pitt (1988) paraPenicillium e
Nelson; Toussoun; Marasas (1983), com modificapaesFusarium.

A classificacdo do taxon espéciesABpergillusfoi baseada na semeadura padrdo em
trés meios basicos: agar Czapek extrato de levé@¥A); agar Czapek extrato de levedura
sacarose a 20% (CY20S) e agar extrato de malte JMEfeparou-se uma suspensao de
conidios a partir de cada cepa, em 0,5mL de meio semi-sélido, que foi obtido a 0,2% de
agar-agar e 0,05% de Tween' 80distribuidos em microtubos estéreis. Nessa sséjpede
conidios, introduziu-se uma alca de platina em &uda agulha inoculando-a nos meios de
cultivo (Figura 9).
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YA 25° CY¥A 370 MEA 25" C¥205 25°

Figura 9. Inoculacao e incubacéo de cepaidpergillusde acordo com os meios de cultura

e temperaturas indicados pela chave correspondente.
Fonte: (KLICH, 2002).

A chave utilizada para a identificacdo do taxoréemgs deéPenicillium foi baseada na
semeadura em trés meios basicos como: CYA; MEA BNG2agar nitrato glicerol a 25%));
para maior eficiéncia e aproveitamento do sistenagulou-se as placas de Petri com duas
cepas diferentes a serem testadas (Figura 10).

- .

Figura 10. Inoculagéo e incubacéo de cepas do géRerocillium de acordo com 0s meios

de cultura e temperaturas indicadas pela chavesmondente.
Fonte: (PITT, 1988).

J& para a identificagdo do taxon espécieBugarium,depois de um periodo em que
as colénias foram cultivadas em tubos com o meiar §¥8), foi realizado o cultivo
monosporico, onde, recolheu-se uma pequena qudatdiamicélio da colénia subcultivada e
agitou-se em um tubo com cerca de 10mL de agudadiesestéril. O conteudo foi entdo
vertido sobre a placa de Petri contendo agar adl% a homogenizado em movimentos em
forma de “oito” sobre a bancada. O sobrenadanteléscartado e a placa incubada, em
temperatura ambiente, inclinada em um angulo apracdo de 45°C. Apés 12 horas foi
utilizada a lupa para a procura de conidios gemaisasolados. Foram recortados dois
conidios, um conidio foi transferido para o majarafolhas de bananeira (BLA) em placa,
modificando a metodologia original que utiliza oionagar folhas de cravo (CLA) e o outro
conidio tranferido para o meio agar batata dext(B&A) em tubo inclinado. As colbnias
foram entéo, incubadas por sete dias a 24°C, oberdecfotoperiodo de 12 horas de luz
branca e 12 horas de luz negra (Figura 11).
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Colbnia crescida em NSA

Manutencéo Identificacéo

Subcultivo em meio V8 Repique em BLA

l

Cultivo monosparico

Incubacéo:
7 dias a 24°C
BLA BDA

luz branca 12h

luz negra 12h
Classificacao final

Figura 11. Modelo de identificacdo de espécies Eesarium de acordo com a chave
taxondmica indicada.

2.6 Caracterizacao do Perfil Toxigeno das Espéciesoladas

As cepas das secOBtavi e Nigri do génerdAspergillusforam analisadas quanto a
capacidade toxigena segundo metodologia descritaGpsen (1996) e Bragulat; Abarca;
Cabaries (2001), respectivamente.

Para a caracterizacao do perfil toxigeno realizpa-seguinte procedimento:

- as espécies potencialmente produtoras de aft@®xisoladas foram inoculadas em
placas de Petri contendo o meio cultivo agar exilatmalte (MEA);

- as espécies potencialmente produtoras de ocnatdxisoladas foram inoculadas em
placas de Petri contendo o meio de cultivo agap€kaxtrato de levedura (CYA);

- as placas inoculadas foram incubadas em estafagemperatura de 25°C por sete
dias;

Apébs o periodo de sete dias, foram retirados teggfentos equidistantes da coldnia
pertencente a secdélavi e transferidos para microtubos contendo 1mL deofdamio.
Paralelamente, foram retirados trés fragmentosdeqantes da col6nia pertencente a secéo
Nigri e também transferidos para microtubos com lselLmetanol. Os microtubos foram
centrifugados por 10 min a 4.000 rotagfes por mifwm), transferiu-se o sobrenadante para
outro microtubo, permanecendo abertos por 24h @aaporaracdo passiva. Depois de seco,
0s extratos foram armazenados a -4°C até o mondmtanalise, quando foram entéo
ressuspendidos em 1mL de cada um dos seus regpesmiventes de extracao.

A deteccgéo por CCD consistiu em uma corrida unidsmaal, onde foram aplicados
10pL de cada extrato amostral, assim como dos esdni placas 20x20 cm de silica gel 60
com 0,2 mm de espessura (G60 Merck), utilizandceseo fase movel tolueno: cloroférmio:
acetato de etila: acido férmico (70: 50: 50: 10)vApds a evolucdo, a cromatoplaca foi
observada em cromatovisor sob radiagao UM=El&65nm, para evidenciagdo das manchas
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fluorescentes caracteristicas de cada toxina. Faransiderados positivos 0s extratos
analisados com manchas fluorescentes semelhantgsmadtdo na cor e com 0 mesmo
deslocamento (Rf). Os extratos positivos para aflahs B foram submetidas a
quantificacao por CLAE.

2.7 Quantificagcdo de Aflatoxina B Produzidaln Vitro pelas Cepas Toxigenas Isoladas

As cepas detectadas por CCD como produtoras de; AiWBram sua producao
quantificada por CLAE. Foi utilizada CLAE em fass/ersa com um detector UV-Vis em
comprimento de onda igual a 360nm e coluna C18r@darb-MV, Varian®; 150mm x 4,6
mm x 5um). Como fase movel utilizou-se agua:metanetonitrila (60:20:20) com fluxo de
0,7mL/min. O volume de injecao foi de 20uL. Foiidbtum tempo de retencéo de 14min £ 1
e o limite de deteccdo da técnica foi de 2Hdppb).

2.8 Deteccao e Quantificacdo de Aflatoxina;Rlas Amostras

A auséncia de literatura sobre métodos de extrdedmicotoxinas a partir de polen
apicola e pao de abelhas, limitou a escolha deduoletgias a serem aplicadas. A metodologia
de eleicdo no presente estudo f@nzyme-linked immunosorbent as@ayISA), comumente
usados para quantificar toxinas em diferentes gatbst

Em matrizes consideradas complexas € importante&zaeaima etapa prévia de
purificagdo, por isso utilizou-se colunas de imdimd@dade (IAC), método baseado em
interacdes biologicas fortemente especificas, coeagdes antigeno-anticorpo (Figura 12).

Acoodicionamento

Eluigio

e

Anticorpos ligados
¢ @ uma matriz acuvada

%  Seluglo rampdo
= Analito
~m Componentes
da amostra
¢ Solvente de eluigdo

Figura 12. Principio de purificacdo das colunas de imunoaéidel
Fonte: (AMADO, 2008).

Para verificacao intralaboratorial do desempenhmdtodo proposto IAC seguido de
ELISA foram realizados testes de recuperacgao. Blésstes, fez-se a adicdo do componente
de interesse a matriz seguida da execucdo do méueelesta sendo avaliado. Em nosso
estudo, nas triplicatas de cada substrato foramicadidos 23,7 ng de ARBRamostras
fortificadas). O teor medido do componente adiailenéoi dividido pelo valor efetivamente
adicionado e multiplicado por 100, obtendo-se asairpercentagem de recuperacao. As
amostras fortificadas @ natura foram processadas seguindo metodologia indicatta pe
fabricante RomerLabs Singapore Pte. LtdSingapura) com adaptagcdes para cada substrato.
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O método para o polen e pao de abelhas sofreuagdast pois, a quantidade de amostras de
pblen apicola e de pdo de abelhas precisou sexidaddevido a dificuldade de se conseguir
estes substratos em quantidades suficientes sentagisassem danos a colméia. Assim,
utilizaram-se 10g de pdlen apicola e 5g de padvdéhas, sempre mantendo a proporcao de
amostra-solvente/diluente recomendada.

As colunas de imunoafinidade (StatAC) continham anticorpos que se ligavam
seletivamente a toxina de interesse (AFBlo extrato bruto. Durante a limpeza, os
interferentes presentes na amostra eram lavadesetoga toxina, quando presente, ia sendo
imobilizada na coluna. Na dUltima etapa, a toxina dtuida da coluna para posterior
determinacdo por ELISA. O extrato obtido foi seconco auxilio de nitrogénio liquido e
armazenado em frascos ambar a -4°C até o momendndalise. Todos os extratos foram
ressuspendidos em 1mL de metanol grau espectroscdm momento em que foram
submetidos a determinacao de aflatoxinas por ELISA.

O kit AgraQuan? utiliza o método de ELISAcompetitivo direto para anlise
quantitativa de AFB Dentro de cada poco de diluicdo d#d foram adicionados e
homogeneizados 200uL do conjugado enzimatico e L108p extrato ou padrdes
calibradores. Desta mistura foram transferidos LOPara os micropogos revestidos de
anticorpos. Ap6s 15min, o conteudo foi descartade micropocos lavados cinco vezes com
agua destilada. Depois de totalmente secos foragcioaddos 100uL de substrato enzimatico
em cada um, desenvolvendo uma coloracdo azul griopal & presenca de aflatoxinas nos
extratos. Decorridos cinco minutos, foram pipetati@@uL da solucdo Stop e a coloracdo do
conteudo mudou de azul para amarelo (Figura 13inAsas tiras encontravam-se prontas
para serem lidas opticamente em um leitor de magyap com filtro de absorbancia de 450nm
e um filtro diferencial de 630nm.

Utilizando os valores de absorbéncia expressos paraeis padrbes calibradores
fornecidos pelokit foi construida uma curva dose-resposta. As dens@ddaipticas das
amostras foram comparadas as absorbancias dosepaglrés resultados foram calculados
usando a tabela Ronfdrog/ Logit que foi fornecida pelo fabricante.

Anticorpo adsorvido a nucroplaca

Amostra com baxa
concentracao Jde
nicotoxina
+

MICOtOXIMa - enzima

Anostra cowm alta

concentragio de .
CONg [ .O.Q.
VAV

nucotoxing
+ ?"’ !

micotoxna - enzina

Adigho de
substrato

(- cor (+) car

Figura 13. Esquemalo ELISA competitivo direto
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2.9 Analises Estatisticas

A tabulacdo dos dados obedeceu a varias categooiafrme mostra a Tabela 2. A
analise estatistica se resumiu a analise de vai§AblOVA). Os dados foram submetidos
previamente ao teste &hapiro Wilk adotando-se um nivel de probabilidade de 5%. &ara
resultados que ndo seguiram a normalidade, a aridliapenas descritiva.

Tabela 2.Categorias que os substratos foram submetidosapandlise da estatistica.

Substratos Categorias Analisadas

Pdlen Apicola Sintomas N&o Aparentes x Sintomas Aparentes

Sintomas N&o Aparentes x Sintomas Aparentes
Pao de Abelhas Regido Nao Endémica x Regido Endémica
Barra Mansa transladada x Barra Mansa

Lavado Regido Endémica x Macerado Regido Endémica

Abelha Adulta Macerado Regido Ndo Endémica x Macerado Regiaorkindé

As seguintes hipoteses foram submetidas a ANOVA:
1) a contaminacédo da colmeia pode ter vindo do oaatnaves do polen e do néctar.

2) a abelha adulta pode ter em seu corpo conidiesdas e/ou ja ter ingerido esses
conidios através de alimentos, como por exemplodpdabelhas.

3) espera-se que a contaminacdo seja maior em ieslnsaudaveis do que em
colmeias doentes.

4) as abelhas ingerem conidios de fungos presemte®lmeias de regides endémicas,
favorecendo a queda de resisténcia o que a despéca a doencas como a CEB.

5) considerando-se que ha localidades endémic&&Bano estado do Rio de Janeiro
€ possivel que essas localidades apresentem noaitaneinacao fungica.
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3 RESULTADOS

3.1 Determinacédo da Adas Amostras de Pdlen Apicola e Pdo de Abelhas det&do de
Caso

Foi verificada a A de acordo com cada categoria para os substrales gpicola e

pao de abelhas, conforme Tabela 3.

Tabela 3. Apresentacdo da mediana dadAs amostras de poélen apicola e pao de abelhas de
acordo com cada categoria.

P6len Apicola Sintomas N&o Aparentes Sintomas Aparentes
0,921 0,695
Sintomas N&o Aparentes Sintomas Aparentes
0,730 0,686
~ Regido Nao Endémica Regido Endémica
Pao de Abelhas 0.680 0.695
Barra Mansa transladada Barra Mansa
0,642 0,680

3.2 Avaliacdo da Contaminacao Fungica do Pélen Apita

A Tabela 4 apresenta a carga fungica contaminanée neicobiota presente nas
amostras de polen apicola no meio de cultivo DRB&pressa através de unidades
formadoras de colbnia (ufc) por grama de amostaisata.
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Tabela 4.A carga flingica no meio de cultivo DRBC (ufé)gmicobiota isolada, frequéncia e
densidade relativa, em amostras de polen apiqudatia de colmeias com sintomas aparentes
e nao aparentes de regido endémica (ltaipava2(R9).

Sintomas N&o Aparentes

Sintomas Aparentes

Géneros e Espécies
Frequéncia (%)
Penicilliumspp. (100%)

Cladosporiunspp. (86%)
Aspergillusspp. (57%)

2,0x 106"

Géneros e Espécies ufc'g
Frequéncia (%) 1,0x 164
Cladosporiumspp. (80%)

Aspergillusspp. (60%)
Penicilliumspp. (60%)

Wallemiaspp. (40%)
Trichodermaspp. (40%)
Alternaria spp. (20%)

Fusariumspp. (14%)
Eurotiumspp. (14%)
Wallemiaspp. (14%)
Polen  Trichodermaspp. (14%)
Apicola Alternaria spp. (14%)
Monilliela spp. (14%)

Densidade Relativa (%) Densidade Relativa (%)

A. nigeragregados (25%) A. versicolor(50%)

A. flavus*(25%) A. nigeragregado$25%)
A. versicolorn(25%) A. fumigatug25%)

A. fumigatug17%) P. citrinum(100%)

A. ochraceu$8%)

P. citrinum(89%)

P. citreonigrum(11%)

F. oxysporun{100%)

ufc g" resultados expressos em median@epas com perfil toxigeno positivo.

Letras iguais mailsculas seguidas na mesma coiméoram diferentes entre si£5%).
OBS: Devido a dificuldade da obtencdo de uma qdadé satisfatoria deste substrato, analisou-sergerae
categoria sintomas ndo aparentes x sintomas aparneata o polen apicola.

A contaminacdo do pdlen apicola foi alta, o que troasser um substrato em
potencial para a contaminacao da colmeia (Tabela 4)

Porém, estatisticamente n&do houve diferenca sigtifia entre as ufc™y Sendo
assim, a contaminacgéo da colmeia pode ndo ter \dodmmpo que neste caso foi analisado
através do podlen apicola. Mas, observa-se que aglawias de sintomas ndo aparentes, a
micobiota isolada € maior, provavelmente, o nunb@igo de amostras dificultou a obtencéo
de um melhor resultado.

Em relacdo a micobiota isolada de colmeias sintom@&s aparentes, o género
Penicillumfoi isolado em todas as amostras.

As espécies mais isoladas Alepergillusforam: A. flavuse A. nigeragregado$25%),
destaca-se a presenca de espécies potencialmedteqguas de Afs, de acordo com o perfil
toxigeno.

Na micobiota isolada de colmeias com sintomas apeseo género mais isolado foi
Cladosporium(80%) Do génerdAspergillus A. versicolorfoi a espécie mais isolada (50%) e
do génerdPenicillium, P. citrinunfoi & Unica espécie encontrada.
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3.3 Avaliacdo da Contaminacao Fungica do Pao de Abas e Abelha Adulta

A carga fungica contaminante e a micobiota presesite amostras de pao de abelhas
no meio de cultivo DRBC estdo na Tabela 5 até Badel

Tabela 5.A carga fingica no meio de cultivo DRBC (uft)gmicobiota isolada, frequéncia e
densidade relativa, em amostras de pao de abethaslmeias com sintomas nédo aparentes e
sintomas aparentes de regido endémica (Barra dij Miendes e Itaipava - RJ. 2009).

Sintomas Nao Aparentes

Sintomas Aparentes

Géneros e Espécies
Frequéncia (%)

Aspergillusspp. (90%)
Cladosporiunspp. (76%)
Penicilliumspp. (67%)
Wallemiaspp. (33%)
Fusariumspp. (24%)
Eurotiumspp. (24%)
Phoma spp(5%)
Curvulariaspp. (5%)

Pao
de
Abelhas Densidade Relativa (%)

. flavus*(28%)

. higeragregado$26%)
. versicolor(17%)

. fumigatug15%)

. ochraceus{11%)

. 0yzadg4%)

. Citrinum(100%)

. oxysporun{100%)

moP»rrrrr

7.0x 144

Géneros e Espécies ufc'g
Frequéncia (%) 4,8 x 144

Aspergillusspp. (88%)
Penicilliumspp. (63%)
Cladosporiunspp. (63%)
Wallemiaspp. (29%)
Fusariumspp. (4%)
Eurotiumspp. (4%)
Phoma spp(4%)
Mucor spp. (4%)
Trichodermaspp. (4%)
Alternaria spp. (4%)
Curvulariaspp. (4%)

Densidade Relativa (%)

. flavus*(33%)

. higeragregados*(31%)
. fumigatug21%)

. versicolor(13%)

. ochraceug2%)

. citrinum(74%)

. citreonigrum(5%)
. miczynski(5%)

. decumbeng)

. implicatum(5%)

. corylophilum(5%)
. lateritium (100%)

MTUVOUUOUUOUUOUU>>>>I>

ufc g resultados expressos em median@epas com perfil toxigeno positivo.
Letras iguais mailsculas seguidas na mesma coméoram diferentes entre si£5%).

A alta contaminacdo e a quantidade de fungos ercio® no p&do de abelhas,
possivelmente, a partir do polen apicola, mostram € um substrato em potencial para a

contaminacgao da colmeia (Tabela 5).

Estatisticamente ndo houve diferenca signifieagintre as ufc ycomparadas, apesar
de se esperar que a colmeia propensa a doencan{asitndo aparentes) fosse a mais
contaminada. A maior diversidade de géneros e Espémngicas isoladas nas colmeias de
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sintomas aparentes é maior e previsivel, tendoista que a mortandade das larvas as sujeita
a mais patégenos.

Verifica-se também um aumento da micobiota isoladapdo de abelhas quando
comparado ao poélen apicola, esse fato pode secadplpelo processo fermentativo que o
polen recebe na colmeia ao se transformar em paabdias, as Tabela 4 e Tabela 5,
mostram claramente a relacao existente entre degesubstratos.

Na micobiota isolada do pdo de abelhas, origindgocolmeias de sintomas néo
aparentes, o género mais isoladoAspergillus(90%), destaca-sA. flavus(28%) como a
espécie mais isolada e a presenca de espéciesipbtemte produtoras de Afs e OTA.

Na micobiota isolada do pao de abelhas, origirdgigolmeias de sintomas aparentes,
Aspergillus(88%)foi também o mais isolado, destacaAsdlavus(33%) como a espécie mais
isolada. Ja ®. citrinum(74%) foi a espécie mais isoladaRenicillium

A alta contagem da carga fungica apresentada nald 8bconfirma o pao de abelhas
como um bom veiculo de contaminacdo para a colrReigém, estatisticamente ndo houve
diferenca quando comparadas as uft dps categorias regido ndo endémica e regi&o
endémica.

A categoria regido ndo endémica apresentou umg tdtta, porém, se o nimero da
amostragem fosse maior, mais se aproximaria da eaperado (baixo) da carga fungica.
Nessa categoria foram isolados especificamenteiesp@xigenas o que difere da regido nao
endémica, onde a maioria da micobiota isolada fdtargos de contaminacdo ambiental. Ha
de se considerar que na regido endémica as alastiasmortas nas colmeias, o que aumenta
a possibilidade de encontrar-se uma carga fundfasem relacdo a fungos de contaminagéo
ambiental e entomopatogénicos, propiciando a bagsténcia desses insetos deixando-os
susceptiveis a doencas como a CEB, por exemplo.

Portanto, os resultados apresentados na tabelaa afinmam que as localidades
endémicas da CEB no estado do Rio de Janeiro apsesenaior contaminacao fungica.

Na regido endémica, o génekepergillus(90%) foi o mais isolado, destacandoAse
flavus (30%) como a espécie mais isolaBa.citrinum (84%) foi a espécie mais isolada de
Penicillium Ressalta-se a presenca de espécies potencialpnedtgoras de Afs e OTA.

Da regido ndo endémicg&ladosporiumspp (75%) foi o mais isoladoAparecem
também as espéciés flavuse A. nigeragregado$50%) e espécies positivas para Afs.
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Tabela 6.A carga fingica no meio de cultivo DRBC (uft)gmicobiota isolada, frequéncia e
densidade relativa, em amostras de pdo de abethakneias originarias de regido ndo
endémica (Barra Mansa - RJ. 2010) e de regido @ndé&ia CEB (Barra do Pirai, Mendes e
Itaipava - RJ. 2009).

Regido Nao Endémica
Géneros e Espécies

Regido Endémica
ufc'y Geéneros e Espécies ufc'g

Frequéncia (%)

Cladosporiunspp. (75%)
Aspergillusspp. (50%)
Fusariumspp. (50%)
Penicilliumspp. (25%)

Pao
de
Abelhas

Densidade Relativa (%)

A. nigeragregado$50%)
A. flavus*(50%)
P. citrinum(100%)

3,0x 164

Frequéncia (%) 5,0x 104

Aspergillusspp. (90%)
Cladosporiunspp. (71%)
Penicilliumspp. (68%)
Wallemiaspp. (34%)
Eurotiumspp. (12%)
Fusariumspp. (7%)
Phoma spp(5%)
Curvulariaspp. (5%)
Trichodermaspp. (2%)
Alternaria spp. (2%)
Mucor spp. (2%)

Densidade Relativa (%)
. flavus*(30%)

. higeragregadads (29%)
. fumigatug18%)

. versicolor(17%)

. ochraceus{6%)

. Citrinum(84%)

. Ccitreonigrum(3%)
. miczynski{(3%)

. decumbeng%)

. implicatum(3%)

. OXysporun{67%o)
. lateritium (33%)

TMMUUOUUUOUOUO>>>>>>

ufc g* resultados expressos em media@epas com perfil toxigeno positivo.
Letras iguais mailsculas seguidas na mesma coiméoram diferentes entre siX5%).

O translado consiste no transporte da colmeia de neigido para outra. Portanto, no
intervalo de uma semana, entre a obtencdo de awosto translado (Barra Mansa para
Mendes), verificou-se uma contaminacao fungicaifsogivamente maior entre as colmeias
(p-valor < 0,05) (Tabela 7) mostrando que a regidao endémdeaCEB favorece a
contaminagao.

Estatisticamente houve diferenca entre as Ufccgmparadas. Denota-se ainda a
diferenca da diversidade de géneros e espéciescédnggoladas em maior quantidade na
regido de Barra Mansa transladada.
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Esses resultados mostram que o pao de abelhashormubstrato para a verificacao
do veiculo de contaminagdo para a colmeia. E afiamtapdtese, que € possivel que as
localidades endémicas da CEB no estado do Riomrdaapresentem maior contaminacgao
fungica além de micotoxinas.

Na micobiota isolada da categoria de Barra Marasskadada, €ladosporiumspp.
foi isolado em todas as amostras.

O génercAspergillus(75%) foi o segundo mais isolado destacando-sesepca do
A. flavusque se mostrou produtor de Afs.

Em relacdo a micobiota isolada das amostras dedp&abelhas de Barra Mansa o
géneroCladosporium(75%) foi o0 mais encontrado.

Dentro doAspergillusspp, foram isolados as seguintes espééiefiavuse A. niger
agregados(50%). Espécies potencialmente produtoras de Afanioencontradas nas
amostras.

Tabela 7.A carga fingica no meio de cultivo DRBC (uft)gmicobiota isolada, frequéncia e
densidade relativa, em amostras de pdo de abetheslmeias originarias de Barra Mansa e
de colmeias transladadas de Barra Mansa para regi#mica de CEB (Mendes - RJ. 2010.).

Barra Mansa transladada Barra Mansa
Géneros e Espécies ufcg®  Géneros e Espécies ufc g™
Frequéncia (%) 3,8x16% Frequéncia (%) 3,0x16°®
Cladosporiunmspp. (100%) Cladosporiumspp. (75%)
Aspergillusspp. (75%) Aspergillusspp. (50%)
Pdo  Trichodermaspp. (50%) Fusariumspp. (50%)
de Wallemiaspp. (50%) Penicilliumspp. (25%)

Abelhas Penicilliumspp. (25%)
Paecilomycespp.(25%)

Densidade Relativa (%) Densidade Relativa (%)
A. flavus*(50%) A. nigeragregado$50%)
A. nigeragregado$25%) A. flavus*(50%)

A. versicolorn(25%) P. citrinum(100%)

P. citrinum(100%)

ufc g* resultados expressos em mediai@epas com perfil toxigeno positivo.
Letras iguais mailsculas seguidas na mesma coiméoram diferentes entre siX5%).

A carga fangica contaminante e a micobiota presesite amostras de abelhas adultas
no meio de cultivo DRBC encontra-se na Tabela & €abela 9.
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Tabela 8.A carga flingica no meio de cultivo DRBC (ufé)gmicobiota isolada, frequéncia e
densidade relativa, em amostras de macerado eveddoade abelha adulta originarias de
colmeias de regido endémica da CEB (Barra do Rii@mdes e Itaipava - RJ. 2009).

Macerado Regido Endémica Lavado Regido Endémica
Géneros e Espécies ufc’y Géneros e Espécies ufc'g
Frequéncia (%) 9,0x 1G4 Frequéncia (%) 4,0x 1G4
Aspergillusspp. (86%) Aspergillusspp. (86%)
Cladosporiumspp. (57%) Penicilliumspp.(71%)
Penicilliumspp. (43%) Cladosporiunspp (43%)

Wallemiaspp. (14%)
Abelha Trichodermaspp. (14%)
Adulta Curvularia spp. (14%)

Densidade Relativa (%) Densidade Relativa (%)
A. flavus(33%) A. flavus*(33%)

A. fumigatug33%) A. nigeragregados (22%)
A. nigeragregado$25%) A.versicolor(22%)
A. ochraceug8%) A. fumigatug11%)

P. citrinum(67%) A. terreus(11%)

P. corylophilum(33%) P. citrinum(67%)

P. decumbengl7%)
P. variable(17%)

ufc g resultados expressos em median@epas com perfil toxigeno positivo.
Letras iguais mailsculas seguidas na mesma coméoram diferentes entre si£5%).

Embora a ufc gtenha se mostrado al&statisticamente néo houve diferenca.

Descritivamente, os resultados da Tabela 8 afirnaaseguinte hipétese: a abelha
adulta pode ter em seu corpo conidios aderidosjé/tar ingerido esses conidios através de
alimentos, como por exemplo, o pao de abelhas.

O macerado da regido endémica apresentou umaféagjea maior, enfatizando que
a alimentacao pode estar servindo de porta dadenpara o agente etiolégico, favorecendo a
queda de resisténcia deixando-a propicia a doerma® a CEB. A presenca do género
Aspergillus(86%), especificamente as espéchesfumigatus, A. nigeagregado® A. flavus,
fungos entomopatogénicos confirmam essa hipotese.

Porém, para se descobrir qual seria o substraonglhor representa essa ingestao de
conidios pelas abelhas, ha a necessidade de estmpsirativos entre o pdo de abelhas e o
mel.

Em relacdo ao macerado, os resultados afirmam bigddese: as abelhas ingerem
conidios de fungos presentes em colmeias de regi@smicas, favorecendo a queda de
resisténcia o que a deixa propicia a doencas caoBa
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Tabela 9.A carga fingica no meio de cultivo DRBC (uft)gmicobiota isolada, frequéncia e
densidade relativa, em amostras em amostras doradacde abelha adulta originarias de
colmeias de regido endémica (Barra do Pirai, Merdiégipava - RJ. 2009) e de regido ndo
endémica (Barra Mansa - RJ. 2010) da CEB.

Macerado Regido N&do Endémica Macerado Regido Endérai
Géneros e Espécies ufc’y Géneros e Espécies ufc'g
Frequéncia (%) 8,0 x1G* Frequéncia (%) 9,0x 1G4
Aspergillusspp. (50%) Aspergillusspp. (86%)
Penicilliumspp. (50%) Cladosporiumspp. (57%)
Cladosporiunmspp. (50%) Penicilliumspp. (43%)
Wallemiaspp. (25%) Wallemiaspp (14%)
Abelha Trichodermaspp. (14%)
Adulta Curvulariaspp. (14%)
Densidade Relativa (%) Densidade Relativa (%)
A. nigeragregados (50%) A. flavus(33%o)
A. flavus(50%) A. fumigatug33%)
P. corylophilum(50%) A. nigeragregado$25%)
P. citreonigrum(25%) A. ochraceu$8%)
P. canescen&5%) P. citrinum(67%)
P. corylophilum(33%)

ufc g resultados expressos em median@epas com perfil toxigeno positivo.
Letras iguais mailsculas seguidas na mesma coiméoram diferentes entre si£5%).

A estatistica ndo mostrou diferenca entre as odteg porém descritivamente a carga
fungica do macerado da regido ndo endémica foi mBievemos levar em consideracdo a
guantidade de amostras adquiridas dessa regia@, peguena, o que favorece esse resultado.

A riqueza em espécies fungicas € bem maior nacegi@émica, fato que sugere
maior ingestdo de propagulos fungicos pelas abefagsrecendo a queda da imunidade
destas predispondo & doencas. E 0 que mostra é&aTabende o género mais isolado foi o
Aspergillus(86%), assim como espécies entomopatogénicas.

Esses resultados confirmam entdo, as seguinteebg®d as abelhas ingerem conidios
de fungos presentes em colmeias de regides end&rfavarecendo a queda de resisténcia o
que a deixa propicia a doencas como a CEB e ga#dades endémicas da CEB no estado
do Rio de Janeiro apresentam maior contaminacapcfin

Ressalta-se que na regido endémica ja ocorremgpdedeolmeias associada com alta
mortalidade de larvas, o que favorece o surgimeletanais fungos, como os saprofitas,
predispondo a colmeia a invasores o0 que pode cafmmabandono da colonia de abelhas.
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3.4 Perfil Toxigeno dos Fungos Isolados de Amostrak Estudo de Caso: Habilidade
como Produtor

Um total de 19%, 67% e 13% das cepaf\d#avusisoladas das amostras de pao de
abelhas, pdlen apicola e abelha adulta, respecivi@nforam produtoras de aflatoxinas;
tendo apresentado uma producdo média de; AfFB condicdein vitro, de 1317,93 ng'y

3.5 Andlises Micotoxicoldgicas: Aflatoxina B

Os valores de referéncia utilizados em nosso estadw aceitaveis para resultados
quantitativos sdo os estabelecidos pelo CODEX e ®BBUL.: (R) teste de recuperacao (70-
110%) e (CV) coeficiente de variacdo (20%). As anassde poélen apicola e pdo de abelhas
apresentaram valores médios de R = 76% e CV = 8% B7% e CV = 27%,
respectivamente. Verificou-se que apenas as ammodtrgpao de abelhas estdo com valores
nao aceitaveis. Ao analisar os substratos percelgers a reducédo na quantidade de amostra
influiu negativamente na taxa de recuperacdo dodnéiA porcentagem de recuperacao varia
conforme o método de extracdo e a matriz sob andlevido aos interferentes presentes. Os
valores médios de ARR:ncontrados nas amostiasiaturade poélen apicola e péo de abelhas
foram de 6,19 ngfe 4,03 ng g, respectivamente.
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4 DISCUSSAO

A discussdo em torno da Cria Ensacada Brasileiraolem o0 pdlen de
Stryphnodendroicomo agente etioldgico ja descrito por Messagedp0A0 estado de Minas
Gerais. Pacheco; Barth; Lorenzon (2009), ndo obsanv a presenca deste tipo polinico em
colmeias oriundas de regides acometidas pela CEBtaolo do Rio de janeiro.

A auséncia do pélen de barbatimdo pode ser explipgla alta disponibilidade de
polen de outras espécies florais e pela baixa ehdecforrageamento dessa planta pelas
abelhas, ja que ndo possui uma ampla distribuigdgrgfica no estado do Rio de Janeiro
(PACHECO; BARTH; LORENZON, 2009).

Indaga-se que outros agentes possam estar cauga@G#®B no estado do Rio de
Janeiro. A contaminacao fungica pode ser a respehgila etiologia ja que ha relato de
ocorréncia deste vetor na década de 60 com sint@inaitares (HILLDRUP; EADIE;
LLEWELLYN, 1977).

A obtencdo de amostras de colmeias acometidasGieBano campo é um grande
desafio, pela rapidez dos sintomas na colmeiac®ldaizacdo de microrganismos, a ponto de
conduzirem a migracéo, fato muito comum nesta dpergstando na colmeia abandonada
muito material contaminado. Além disso, é muitdailise efetuar comparacdes entre regides,
pela caréncia de se obter amostras de apiarioemd&micos da CEB no mesmo periodo e
com certa proximidade das regides endémicas.

As andlises realizadas com varios substratos dese@s revelam contaminagéo
fungica preocupante nas inUmeras regides endémarasadas. Revelam ainda, condicbes
ideais para a colonizacdo desses organismos rmagias| que no periodo da doenca dispéem
de substratos ricos em nutrientes e uma faixa oten@y, para o crescimento de diversos
géneros fangicos. Nestas condicdes, este estuaméine na identificacdo de tamanha carga
fungica o que leva a uma forte suspeita de quenwguespécies fungicas possam estar
desencadeando CEB.

Uma ampla faixa de &oi encontrada, resultado preocupante, ja que arimailos
microrganismos, responsaveis por deterioracdeslimgntos, ndo se desenvolve em limites
baixos de A Para a germinacgao, por exemplo, de fungos entratdssa A pode variar entre
0,65 e 0,90 (PITT; HOCKING, 1997), abaixo desteiténpode haver selecdo de espécies
xerofilicas.

Entre os substratos estudados, destaca-se o paleslaa que € rico em nutrientes
destinado ao suprimento alimentar das abelhas o\kmvas) para prover seu rapido
crescimento (MODRO et al., 2007). O podlen apicoléginario das flores, trata-se de um
produto coletado pelas abelhas onde grande parteocéhido pelo apicultor na entrada da
colmeia, antes que as abelhas ingressem na colfbENMGLER, 2002). Os resultados
mostram uma alta contaminag¢do nesse substratdtadesya esperado por se tratar de um
produto exposto ao meio ambiente.

Destaca-se a presenca de espécies potencialmech#qas de micotoxinas, como
Afs e OTA. Ressalta-se que so foi isolaskpergillus flavugprodutor de AFB Porém, nao
foi isoladoA. parasiticusprodutor de todas as aflatoxinas. Fato semellwmtiee com o péo
de abelhas, que € o pdlen armazenado nos favosdagda o processo de fermentacdo sendo
transformado em alimento para as abelhas. E coasidlessencial para a sobrevivéncia da
colmeia. Portanto, nos favos, este alimento safna gérie de reacdes ao ser submetido ao
calor e a umidade do novo ambiente, se houver ¢oeslifavoraveis certamente € um bom
substrato para coloniza¢éo de microrganismos canformos (RiOS, 2010).
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Porém, as abelhas sdo consideradas eficientdant&s sanitarias, pois possuem o
grooming um mecanismo de defesa usado por insetos eussgoeeutilizam suas glandulas
salivares com o objetivo de impedir infeccbes nbmidgicas (TRANIELLO;
ROSENGAUS; SAVOIE, 2001). No entanto, os resultadusstram que essa barreira foi
vencida pelos fungos que se apresentam em altaiza¢do no periodo de até 15 dias.

Esperava-se que o ambiente interno da colmeiarpgesse a higiene no interior da
colmeia, especialmente no periodo em que a colemtantra-se populosa e é intensa a
producdo de mel, pois, se a colmeia esta bem aifmi@nas colénias aumentam seu hébito
higiénico e, portanto, deveriam ser mais resisgent®orém o0s patdgenos certamente se
estabelecem pela rapidez de sua agdo colonizadtowaigena, provavelmente agindo de
forma sutil e imperceptivel as sentinelas das alselb que desencadeia alta mortandade das
crias. Dai explica-se a alta contaminacao por fangelusive saproéfitas, em quantidade e em
riqueza de espécies. Esta invaséo é tao rapideoataminacéo é tdo extrema que dificulta
qualguer acdo sanitaria das abelhas, como a etdad seus mortos, o que pode levar a
migracéo dessas abelhas.

E possivel que o patégeno entre na colmeia atdw@slen apicola, devido a sua alta
carga fangica, e que a sua transformacdo em paabekas, posssa favorecer a rapida
colonizagdo. Essa rapida e ampla colonizacdo tamtbdhe estar ocorrendo através das
proprias abelhas adultas, através ingestdo deiosnd@ fungos que ja se encontram nas
colmeias.

Ao se transladar colmeias de regido ndo endémicargBMansa) para regiao
endémica (Mendes), que se distanciam entre si ckxyd&@0 km, observou-se no periodo de
apenas uma semana uma alta contaminacdo das colieeragido ndo endémica. Esse fato
reforca a rapidez de patégenos na colonizacdo, tarabém, sugere que algum outro
elemento da colmeia possa estar favorecendo agagfa. A cera de abelhas, por exemplo,
foi o produto que mais se diferenciava dos enxadess duas regides analisadas, a das
colmeias de Barra Mansa (regido ndo endémica) emeesm ninhos com favos
recentemente utilizados pelas abelhas e as de Mdretgao endémica) os favos eram mais
escuros e envelhecidos. A combinacao de favosnih® mscuros (reutilizado pelas abelhas) e
pao de abelhas contaminado pode estar acumularcdoxinas e desencadeando a rapida
acdo da doenca. Isso é demonstrado pelos peréagiaimente produtores de Afs e OTA
apresentados nesse estudo confirmando os resufiatais de Pacheco (2007).

Uma outra situacéo observada no trabalho, é iogmeda doenca que € muito rapido,
no maximo duas semanas, tempo suficiente parareapento e acdo dos fungos, como 0s
oportunistas, o génerspergillus por exemplo, foi 0 mais isolado e ja se sabeajgemas
espécies fungicas pertencentes a esse génerorsideradas patdgenas para abelhas. Assim
como Pacheco (2007) no nosso trabalho também figalmdos algumas dessas espécies,
como, A. fumigatus, A. nigeagregados A. flavus,na maior parte isoladas em colmeias
doentes.

A maioria dos resultados do perfil toxigeno de $ods categorias analisadas,
destacaram-se as micotoxinas Afs e OTA. As Afs ggemplo, ao serem incorporadas a dieta
de abelhas adultas provocam sua mortalidade, mesmooncentracdes inferiores a cinco
partes por milhdo, sendo mais sensiveis a aflaaoRinque causou mortalidade sempre que
esteve presente nas colmetgss (HILLDRUP; LLEWELLYN, 1979).

Atualmente, j& foi comprovada que as aflatoxingena diretamente no sistema
nervoso central, afetando o sistema enddécrino &orpuovavelmente, o sistema de defesa
interna das abelhas reduzindo assim, a resistdasiabelhas a infec¢cdo micética (GLINSKI;
BUCZEK, 2003).

No trabalho anterior sobre a CEB realizado por exh(2007), também foram
detectadas assim como no presente trabalho afta®g.
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Em relacdo a OTA, também ja foi comprovado quelerpé altamente eficiente para
estimular a producdo dessa micotoxina quando é afidona condi¢cdes inadequadas de
armazenamento (MEDINA et al., 2004; VILLALOBOS ¢ét 2010).

Porém, ha pouquissimas informacdes, em nivel mind@re a deteccdo de
aflatoxinas em produtos apicolas. Hilldrup; Eadiewellyn (1977), estudou a presenca de
aflatoxinas em amostras de mel ndo-processadm,déo (ninho), larvas e abelhas adultas,
e verificaram a producéo destas micotoxinas emobamkveis em todos os substratos, exceto
no mel n&o-processado.

Este € um estudo pioneiro, Unico no Pais, na detagd@o de micotoxinas nestas
matrizes e faz parte de um amplo estudo multidiseipem desenvolvimento.

Um fator observado durante a amostragem nas canéetpie a colonizacao fungica
foi favorecida por condi¢des inadequadas de mapejoparte dos apicultores. O manejo
inadequado mais os patégenos no ambiente predispértéamente essa colonizacao.

Portanto, a presenca de fungos patogénicos peateistar que a micobiota interfere
na imunidade das abelhas, deixando-as propiciastrada de outros vetores, como as
micotoxinas, que podem ser responsaveis pela CEB.

E importante destacar que ha pouquissimos trabalbblicados sobre o assunto o
gue dificultou ampliar a discusséo.

Conclui-se entdo, que o pao de abelhas mostrool s&ihor substrato para o veiculo
de contaminacgdo para a colmeia, apresentando uaaaafa fungica e uma diversidade de
géneros e espécies fungicas. Entre a carga famgiceaminante, foram isoladas espécies
patogénicas para as abelhas, o que favorece a daedainidade desses insetos deixando-o0s
suscetiveis a diversas doencas. Esse fato sedomia mais grave, quando observamos que
foram isoladas micotoxinas, o que ja é citado dardiura que muitas dessas substancias
também s&o imunossupressoras e dependendo da xmegtonesmo em concentracdes
baixas, acabam provocando a mortalidade dessdesnse
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CAPITULO I

AVALIACAO MICOTOXICOLOGICA DE POLEN APICOLA
DESIDRATADO COMERCIALIZADO NO ESTADO

DO RIO DE JANEIRO
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RESUMO

Uma preocupacéao atual e mundial € a busca pel@riagéo saudavel, o que € bem notado
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. €sm ® uso de produtos ditos naturais,
organicos e funcionais é crescente, e dentreaiesntram-se produtos apicolas, como o mel,
propolis e polen. A qualidade final do pélen demendtalmente de uma producdo bem
planejada, como condicbes adequadas de manejo @zewamento. Fatores como
temperatura, pH e umidade, quando nao ideais, @rapolacdo inadequada favorecem a
proliferacdo de microrganismos, como os fungos, possivel producdo de micotoxinas. O
objetivo geral desse trabalho foi verificar a qiadie higiénica das amostras de pdlen
desidratado comercializado no estado do Rio deirdarfeoram adquiridas 27 amostras de
polen apicola desidratado de estabelecimentos c@isedo estado do Rio de Janeiro. A
enumeracdo da micobiota (ufé)gfoi realizada através do método de diluicdo datioom
semeadura em placas utilizando-se meios de culirais e seletivos. Foi determinada a
atividade de agua (Aa) das amostras. Foram detadasna freqiéncia de isolamento dos
géneros fangicos e a densidade relativa das espéeie determinado o perfil toxigeno de
espécies isoladas potencialmente produtoras deafila (AFB) e ocratoxina A (OTA)
através da técnica de cromatografia em camadadiel@CD) e foi quantificada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) eoqucaoin vitro de AFB das cepas
toxigenas isoladas. Os resultados mostraram umaalfja fangica com 92% das amostras
em condi¢cdes higiénicas insatisfatérias segundpankdes legais consultados e 25% das
cepas deA. flavus mostraram-se potencialmente produtoras de aflasxiOs altissimos
percentuais de reprovacdo das amostras para alapelhigiénica, aliado a presenca de
grande variedade de fungos contaminantes, inclugsp@cies produtoras de micotoxinas, €
uma evidéncia de que a legislacdo necessita salizafla, para que este produto possa ser
comercializado com seguranca. Considera-se queatdidaa de producédo do polen apicola,
desde sua coleta até o armazenamento deva sepradaita fim de minimizar os riscos para
a saude humana.

Palavras chavesPdlen,fungo, aflatoxina B ocratoxina A, alimentacao.
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ABSTRACT

A major global and current concern is the searcthéalthy eating, which is well noticed in
developed and developing countries. Thus, the tigetural, organic and functional products
is increasing, including bee products such as hgm®polis and pollen. The final quality of
pollen production is totally dependent on well-plad and adequate conditions of handling
and storage. A wrong set of temperature, pH and idiymconditions, added to the
mishandling, favors the microorganisms prolifematsuch as fungi, with possible production
of mycotoxins. The aim of this study was to assheshygienic quality of dehydrated pollen
samples sold in Rio de Janeiro state. A total ad@mples of dehydrated pollen were obtained
from shops in Rio de Janeiro state. The enumerafitine mycoflora (cfu §) was performed
by decimal dilution method using Petri dishes comtg both selective and general culture
media. The water activity (Aw) was determined fdr samples, as well as the isolation
frequency and relative density of fungi speciesvds evaluated the toxigenic strains profile
potentially producing aflatoxin B(AFB;) and ochratoxin A (OTA) using the technique of
thin layer chromatography (TLC). Thi@ vitro AFB; production from toxigenic strains
isolated was quantified by high performance ligoltromatography (HPLC). The results
showed several samples with high fungal counts e##% of these samples were in
unsatisfactory hygienic conditions, according tgalestandards. It was also demonstrated that
25% of A. flavusstrains isolated shown to be potentially aflatoBinproducers. The high
percentage of samples with lack of hygienic qualitynbined with the presence of a large
variety of fungal contaminants, including mycotoyiroducing species, consist in important
evidence that the legislation needs to be updaidtiag bee pollen could be marketed safely.
It is crucial that the whole production line of bgellen, from his collection to the storage,
should be monitored in order to minimize risks tortan health.

Keywords: Pollen, fungi, aflatoxin B ochratoxin A, food.
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1 INTRODUCAO

Uma preocupacao atual e mundial € a busca pel@riigdo saudavel, o que é bem
notado em paises desenvolvidos e em desenvolvimépta isso, 0 uso de produtos ditos
naturais, organicos e funcionais é crescente, gedetes, encontram-se produtos apicolas,
como o mel, propolis e polen.

Considerado um alimento altamente nutritivo e segidd® consumo de pdlen apicola
desidratado vem se destacando, tanto por suasiqufages terapéuticas, através de sua
atividade antioxidante, quanto pela sua utilizag@o industria alimenticia, na forma de
alimentos funcionais. E considerado fonte de emeggile nutrientes para os seres humanos,
pois contém em sua composi¢do carboidratos, pesteBiminodcidos, lipideos, vitaminas,
minerais e tracos de nutrientes, além de possuibéen quantidades significativas de
substéancias polifendlicas, principalmente flavor8iCARPES, 2008).

O consumo deste alimento costuma ser recomendad@pasoas com problemas de
visdo, anemia, alteracdes no aparelho digestivdjaascular e urinario. Agindo também na
regulacdo da flora intestinal e regenera a hemowphbcontribuindo para uma melhor
oxigenacdo do sangue e dos tecidos. E consideradmadjuvante no combate ao estresse,
da ulcera, além de estimular as funcbes gastricatsy de diarréias cronicas, servir como
medicamento em certos casos de diabetes, além ida@snoutras indicacdes (OLEGARIO;
SANTOS; TRINDADE, 2008).

Segundo a Normativa n° 03, de 19 de Janeiro de, 2@0Ministério de Agricultura e
do Abastecimento, define-se pélen apicola desidoatamo produto submetido ao processo
de desidratacdo, em temperatura nao superior a 42€6m teor de umidade ndo superior a
4% (BRASIL, 2001a).

O processamento do polen apicola desidrataddtee dravés de varias etapas que
serdo descritas a seguir:

Coleta e transporte do pole® pdlen apicola é coletado através de equipamentos
denominados coletores de pdlen (cacga-polen), ¢oikii de uma tela com orificios
adequados ao tamanho das abelhas. Este aparamcédcona entrada da colmeia, sobre o
ninho ou embaixo da camara de cria. A abelha, d@@mrena colméia, passa através dos
orificios da tela do coletor e acaba perdendo gacale polen acumulado na corbicula
(depressdes localizadas nas tibias das pernagipmsty devido ao orificio do coletor ser
estreito, apenas permitindo a passagem da abelpéle® fica depositado nas gavetas, que se
encontram na parte inferior do equipamento (FidyraPode-se coletar de uma coldnia de
abelhas até 2 Kg de podlen por ano, onde uma panpélén é recolhida e transportada para a
sala de beneficiamento e a outra parte € usadoapaimentacdo das crias (APICULTURA,
2006).
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Figura 1. Imagem do coletor de polen colocado na entradmlaeia.

Fonte: (LENGLER, 2002).

Beneficiamento do péle®o chegar a sala de beneficiamento, é realizada pné-
limpeza onde séo coletadas impurezas grosseina®, pedacos de asas de abelhas, formigas,
etc. Na sequéncia, é realizado o congelamento m,pém freezers por pelo menos 48h. O
frio age como destruidor de acaros, ovos e lareasaga que possam estar junto com o polen,
além de funcionar também como controlador e estabibr do desenvolvimento e
proliferacdo de microorganismos que possam terovjudto do campo. O polen é retirado
entdo do freezer e deixado na temperatura amipentg a 4 horas, sendo depois colocado na
secadora (Figura 2), onde permanece por um pededd2 a 48h. A secadora ndo deve
ultrapassar os 40°C, até atingir no maximo 4% delade (LENGLER, 2002).

Figura 2. (a) Imagem do pdlen sendo retirado do freezegixxado em temperatura ambiente
e (b) Imagem da secadora que é utilizada no proackssecagem do pélen.

Fonte: (LENGLER, 2002).

Com o pdlen ja seco, a limpeza final do produteadizada com o auxilio de pinca e
sistemas de ventilacdo para a retirada de impue@as, fragmentos de abelhas, residuos
vegetais, poeiras, propolis, etc. Em seguida ézestd a selecdo dos gréos por diametro com
auxilio de peneiras granulométricas. Apés a limdazal e a sele¢cdo dos gréos, o polen é
envasado em sacos plasticos, hermeticamente feshamio capacidades de 1,2 ou 3 Kg para
estocagem em geladeira para uma boa conservacgmadri ir direto para 0 comércio
atacadista, ou em recipientes de vidro de 50g, 1@0gl50g para o varejo. Pode ser
conservado por até um ano se mantiver sua umidaaleilezada em 4% (LENGLER, 2002).
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E importante destacar que, embora o pélen sejarodui totalmente natural e de
grande valor nutricional, sdo necessarios cuidddawanipulacdo na coleta e beneficiamento
dos grdos para uma maior garantia da qualidaderatup final. O estabelecimento que
promove esse processamento deve estar de acordo cegulamento Técnico sobre as
Condicdes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticag drabricacdo para
Estabelecimentos/Industrializadores de AlimentoMédA (BRASIL, 1997a).

Um dos primeiros paises a estabelecer normasappaaronizacdo do polen apicola
foi a Espanha. No Brasil, os dados a respeito deslides higiénico-sanitarias e da
composicao do poélen produzido e comercializadcesé@assos (RIBEIRO; SILVA, 2007).

Porém, segundo a Instru¢do Normativa n. 3 de Jjardero de 2001, o Brasil possui
regulamentos que devem ser seguidos. Na Tabeltid dsscritos os limites preconizados
pela legislagéo brasileira para producao do pgbécoéa (BRASIL, 2001a).

Tabela 1. Composi¢cdo quimica e fisica para o polen apicolaactmdo com legislacdo
brasileira.

Requisitos Resultados
Aroma Caracteristico, de acordo com origem floral.
Cor Caracteristica, de acordo com origem floral.
Aspecto Graos heterogéneos de forma e tamanhe@gloaritendendo a esféricos.
Sabor Caracteristico
Umidade Pdlen apicola: maximo 30%

Pdlen apicola desidratado: maximo 4 %
Cinzas Méximo de 4%; m/m, na base seca.
Lipideos Minimo de 1,8%; m/m, na base seca.
Proteinas Minimo de 8%; m/m, na base seca.
AcuUcares totais  14,5% a 55,0%; m/m, na base seca.
Fibra bruta Minimo de 2%; m/m, na base seca.
Acidez livre Maximo de 300 mEqgkg.
pH 4a6

Fonte: (BRASIL, 2001a).

Quando a manipulacdo, processamento e armazenahesge produto ocorre em
mas condicdes higiénicas, este produto pode sartam 6timo substrato para a colonizacéo
de micorganismos, como os fungos por exemplo.

Os fungos sé@o microorganismos com alta capacidatiéria quando presentes em
alimentos. Esses microorganismos podem desenvedvem produtos cuja atividade de agua
(Aa) vai de 0,65 a 0,90, com temperatura idealrdscimento de 20 a 30°C e com relagédo ao
pH, em uma ampla faixa, que vai de 1,5 a 11, sendiimo entre 5 a 7 (PITT; HOCKING,
1997).

A contaminacgdo fangica de alimentos, além de dimisua qualidade, destinados
pode levar a formacédo das micotoxinas, substamsts que constituem um problema em
saude publica de grande importancia. A FABood and Agriculture Organizatio(.990),
define micotoxinas como produtos téxicos do mefabw secundario fungico que podem
causar alteragfes patoldgicas como carcinogénegagémese, teratogénese, nefrotoxicidade
e imunossupressao, tanto no homem quanto em ankEmaise 0s principais géneros fuangicos
produtores de micotoxinas podemos citAspergillus Penicillium e Fusarium Entre as
principais micotoxinas produzidas por esses génpoakemos citar as aflatoxinas (Afs) e
ocratoxina A (OTA).
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As analises microbiologicas refletem de forma fal condicbes de higiene do
ambiente e das etapas do processo produtivo, endegeuma prioridade. Sendo assim, se
torna necessario a analise microbiolégica do péafgnola desidratado para a verificacdo se
este produto se encontra ou ndao nos padrées nmitdglmios recomendados para alimentos,
evitando assim a ocorréncia de problemas relacamadaude publica.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Locais e Amostragem
Para verificacdo da qualidade do podlen apicoladdssido, foram adquiridas 27
amostras de estabelecimentos comerciais da reggftopolitana do Rio de Janeiro durante o

ano de 2009 e 2010, sendo algumas marcas provesigabutros estados (Tabela 2).

Tabela 2. Marcas de pélen apicola desidratado presentes mspais estabelecimentos
comerciais no estado do Rio de Janeiro. 2009 -.2010

AMOSTRAGEM PROCEDENCIA DA MARCA

Séo Paulo: Olimpia, Piracaia

Rio de Janeiro: Paracambi, Sdo Gongalo, Nova KjihyuFeresopolis,
Barra Mansa, Barra do Pirai, Saquarema, Volta R#aloWalenca,

Polen apicola g3 jardim, Petropolis

desidratado

Minas Gerais: Santa Barbara, Manejo Lima Duarte

Parana

2.2 Determinagéo da A das Amostras

As amostras de polen apicola desidratado, forandiateenente analisadas quanto a
A, em equipamento AqualL8bnodelo CX 2 (Decagon Devices Inc., Pullman, Wagtoin,
USA). Para sua mensuracao, cada amostra foi c@aadum recipiente préprio do aparelho,
de modo a preencher aproximadamente 1/3 de suaidaga. O aparelho foi calibrado com
solucbes-padréao de agua destilada antes de catlgi@afeAs analises foram realizadas em
sala climatizada, em temperatura média de 20°C.

2.3 Isolamento e Identificacdo da Micobiota Contanmiante

A andlise das amostras realizou-se através do mé®dliluicdo decimal seriada em
placa para isolamento e contagem da micobiota @tall; HOCKING, 1997).

Para a enumeracdo quantitativa de fungos filamestes unidades formadoras de
coldnias por grama de alimento (uft) @bedeceu-se ao seguinte procedimento:

- Foram pesadas 10g das amostras e em seguiday-gertem Erlenmeyer estéril
contendo 90mL de Agua peptonada 0,1% estéril ¢dituil0") onde foram devidamente
homogeneizadas.

Ap6s a diluicdo inicial (18) foram feitas diluicdes decimais seriadas até. Fm
seguida, inoculou-se em triplicata aliquotas deplO@e cada uma das diluicbes em trés
meios de cultivo: agar dicloran rosa de bengalaanfenicol (DRBC) (PITT; HOCKING,
1997); é o que melhor expressa a qualidade hggéios alimentos, ja que possui condicdes
ideais que permite o crescimento da micobiota esgmte no alimento, por isso é utilizado
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para contagem geral, agar dicloran glicerol a 18%18) (HOCKING; PITT, 1980) que &
seletivo para fungos xerofilicos, ou seja, fungas gonseguem crescer em condicdes de
baixa A, e Nash Snyder agar (NSA) (NELSON; TOUSSOUN; MARASA983) citado na
literatura como um meio seletivo para fungos deeg@&Rusarium(Figura 3).

1 mL

T T D

107! 1072 104

10°?
0,1 le i

DRBC, D618 e NSA
em triplicata

Figura 3. Diluicdo decimal seriada do poélen apicola desadi@t

Logo apos a diluicdo, as placas foram incubadascpmo a sete dias em estufas
microbiolégicas de 25 °C dotadas de controle eletodde temperatura ambiente. Todas as
placas foram observadas diariamente, e foram sel@gas para a enumeragdo aquelas que
continham em torno de 10 a 100 uft @ periodo para leitura néo ultrapassou sete dias.

A identificacdo do tédxon género, de todas as ca¥rionsideradas diferentes
(caracteristicas macroscopicas e microscopicasefdizada segundo Samson et al. (2000).
As colbnias fungicas identificadas comespergilluse Penicilliumforam cultivadas em tubos
contendo meio agar extrato de malte (MEA) e aBumriumo meio utlilizado foi o agar V8
(V8). Todos os tubos foram conduzidos para estfaspriadas para cada taxon género, para
posterior identificacdo do taxon espécie.

Para a identificacdo do taxon espécies, utilizasanshaves taxonémicas apropriadas
de cada grupo particular: Klich (2002) patapergillus, Pitt (1988) paraPenicillium e
Nelson; Toussoun; Marasas (1983), com modificapaesFusarium.

2.4 Caracterizacao do Perfil Toxigeno das Espéciesoladas

As cepas das secOBtavi e Nigri do génerdAspergillusforam analisadas quanto a
capacidade toxigena segundo metodologia descrita&Gpsen (1996) e Bragulat; Abarca;
Cabaries (2001), respectivamente.

A deteccédo por CCD consistiu em uma corrida unidsiaal, onde foram aplicados
10pL de cada extrato amostral, assim como dos esdni placas 20x20 cm de silica gel 60
com 0,2 mm de espessura (G60 Merck), utilizandceseo fase movel tolueno: cloroférmio:
acetato de etila: acido férmico (70: 50: 50: 10)vApoOs a evolugdo, a cromatoplaca foi
observada em cromatovisor sob radiacdo UMLdl&65nm, para evidenciacdo das manchas
fluorescentes caracteristicas de cada toxina. Foransiderados positivos o0s extratos
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analisados com manchas fluorescentes semelhantggmdtéo na cor e com 0 mesmo
deslocamento (Rf). Os extratos positivos para aflahs B foram submetidas a
quantificacao por CLAE.

2.5 Quantificacdo de Aflatoxina B Produzida In Vitro pelas Cepas Toxigenas Isoladas

As cepas detectadas por CCD como produtoras de; AiWBram sua producao
guantificada por CLAE. Foi utilizada CLAE em fassversa com um detector UV-Vis em
comprimento de onda igual a 360nm e coluna C18r@darb-MV, Varian®; 150mm x 4,6
mm x 5um). Como fase maével utilizou-se agua:metanetonitrila (60:20:20) com fluxo de
0,7mL/min. O volume de injecao foi de 20uL. Foiidbtum tempo de retencéo de 14min £ 1
e o limite de detecc&o da técnica foi de 2Hdppb).
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3 RESULTADOS
3.1 Apresentacao do Polen Comercial
As amostras de poélen presentes no comeércio nd@seagavam alteracdo de cor e

cheiro e nem apresentavam presenca visual de bolooe momento em que foram
recepcionadas no laboratério para a realizacaanses.

3.2 Determinacao da A

A A, do polen apicola desidratado foi baixa, com mé@igd,393 + 0,056, o valor
minimo determinado foi de 0,287 e o maximo foi @&0; o valor da mediana foi de 0,404,

3.3 Determinacao da Carga Fungica

A carga fungica contaminante (valor da mediana)eimada no meio de cultivo
DRBC foi de 5,0 x 1dufc g*, no meio de cultivo DG18 foi 2,0 x 1@fc g* e no NSA o
valor encontrado foi 8,0 x f@fc g* (Tabela 3).

Tabela 3. Contagem total (ufc Y de fungos filamentosos isolados de amostras t&np6
comercial apicola desidratado. 2009 — 2010.

Tipo de Amostra DRBC DG18 NSA
ufc g* ufc g* ufc g*
Média 6,09 x 16 1,54 x 16 3,85 x 10
P6len apicola Desvio 1,61 x 16 7,84 x 18 1,96 x 16
desidratado
n=27 Valor
(n=27) Valor <1 <10 <10
Valor
Maximo 8,0x10 4,0 x 16 1,0 x 16

Limite de deteccéo da técnica:*1fc g

A variacdo na enumeracao da carga fangica contameimegio mostra relagdo com a
vida de prateleira (Tabela 4).
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Tabela 4. Vida de prateleira das amostras de poélen apicededichtado comercializado no
estado do Rio de Janeiro. 2009 - 2010.

Vida de Prateleira DRBC ufc g~
(anos) Minimo - Maximo

1 1x 10 8x10
2 1x 10 2x10
3 1x1G 5x 1d¢

3.4 Determinacao da Micobiota das Amostras de Pdlen
O génerdAspergillus(85%) foi o0 mais isolado, destacando-se tambénesepgca de

Cladosporium(63%), Penicillium (44%), Alternaria (19%), Wallemia (15%) Eurotiume
Mucor (7%) eCurvularia, Paecilomyces Fusarium(4%) (Figura 4).

50 1 44

Frequéncia de Isolamento (%)

Géneros Fungicos

Figura 4. Frequéncia (%) de géneros fungicos isolados de temsosle poélen apicola
comercializadas no estado do Rio de Janeiro. 2Q0920.

Foram isoladas nesse estudo oito espécies pertea@@ngénerdspergillus A. niger
agregados (42%A. flavus(19%),A. versicolor(6%),A. ochraceus, A. oryzae, A. terreus e A.
carbonarius(3%) (Figura 5).
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Figura 5. Densidade relativa (%) dAspergillusisolados de amostras de polen apicola
comercializadas no estado do Rio de Janeiro. 2Q0920.

Quanto ad’enicillium, as espécies isoladas forde:citrinum(54%),P. citreonigrum
(31%),P. glabrume P.oxalicum(8%) (Figura 6).
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P. citrinum

P. citreonigrum P. glabrum P. oxalicum

Penicillium sp.

Figura 6. Densidade relativa (%) dBenicillium isolados de amostras de polen apicola
comercializadas no estado do Rio de Janeiro. 2Q0920.

Quanto ad-usariumfoi isolada uma Unica cepla, camptocerag100%).
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3.5 Perfil Toxigeno dos Fungos Isolados de Amostraik Polen Apicola Desidratado:
Habilidade como Produtor

Em relacdo as cepas ée nigeragregadosnenhumase mostrou produtora de OTA.
Porém, 25% das cepas Aeflavusse mostraram produtoras de aflatoxinas. Nas coesiig
vitro (AFBy), 0s niveis médios de producdo foram de 1024,1gi'rie meio de cultivo.

3.6 Determinacao da Qualidade Higiénica

A Figura 7 apresenta a classificacdo das amostgamdo os critérios microbiologicos
para qualidade higiénico sanitéria de alimentosirtetos ao consumo humano. Observa-se
que a carga flingica contaminante esteve freqiientenagima do limite recomendado {10
ufc g%). Atualmente, a Portaria SVS/MS n° 451 (BRASIL918) encontra-se revogada pela
RDC n° 12 (BRASIL, 2001b), que ndo apresenta @&rms microbiolégicos como parametro
obrigatério de avaliagdo. Este resultado ressaltecessidade de revisdo da legislacdo e
maior cautela no consumo deste produto.

UJProduto de acordo com os
padrées legais

O Produto em condic¢des higiénico-
sanitarias insatisfatérias

H Produto inaceitavel para o
consumo direto

Figura 7. Classificacdo percentual da qualidade higiénicaan@stras de polen apicola
desidratado de acordo com os critérios microbicldg)i consultados (BRASIL, 1997b;
BRASIL, 2001b).
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4 DISCUSSAO

Com o advento da produgdo organica, o consumo hunun polen apicola
desidratado vém aumentando a cada dia. Descoldgtamias propriedades terapéuticas,
atividade antioxidante, entre outras, vém afirmandoonsumo deste alimento (CARPES,
2008). Em face a amplitude de seu comércio, hasselze de um maior controle de
gualidade deste produto.

O tempo de vida do produto (vida de prateleirajn m®mo textura, consisténcia e
viscosidade estao diretamente relacionados aaléeagua presente, que é avaliado através da
A, a principal responsavel pela deterioracdo doyilo(CORREIA-OLIVEIRA et al., 2008).
No entanto, a legislacédo brasileira ndo possuiogealinformacdo sobre os limites aceitaveis
para a A para polen apicola desidratado, apesar de serommiddicador de qualidade de
alimentos. Assim, utilizando-se este indicador hostes recomendados de 0,65 e 0,90
(PITT; HOCKING, 1997), a Apara polen apicola € baixa. Analises do pélenddasido
originarias do estado de Sergipe e da regido Slrdsil estdo em consonancia com nosso
estudo e confirmam valores baixos dg (§ORREIA-OLIVEIRA et al., 2008; CARPES,
2008).

Particulariza-se a baixa,Alo pdlen por ser um alimento com alto teor de aglgue
o torna estavel, por outro lado, a higroscopicidgeeda pelos acucares pode favorecer a
absorcdo de umidade em ambientes improprios dederrdo seu processamento e da
embalagem (CARPES, 2008). E fato que a alta darggica presente nas amostras de nosso
estudo sugere um maior controle de qualidade dauppp desde sua coleta até o
processamento. Ha a necessidade também do morgéiai@arda vida da prateleira deste
alimento para que seja determinado o periodo @eatmazenamento.

Com relacdo aos critérios microbiologicos utilizadmara o controle da qualidade
deste alimento, o regulamento técnico de identigagealidade de apitoxina, cera de abelha,
geléia real, geléia real liofilizada, polen api¢cgiadpolis e extrato de préopolis (BRASIL,
2001a) recomenda a aplicacdo de regulamento espedibr ser um produto consumito
natura, em pequenas porcdes, adotou-se para fins convparad limite utilizado na
determinacdo da qualidade higiénica de mel (BRA3R97b) e de geléia real (BRASIL,
2001a), que foi o de 1 x 10fc g*.

Em meio DRBC, 25 das 27 amostras coletadas do fwraehcontraram-se fora dos
padrées legais consultados, em condi¢cfes insatisfatou improprias para 0 consumo
humano direto. Estudos realizados com poélen aptbedidratado presentes no comércio do
Distrito Federal, Rio Grande do Sul, Santa CatarfParana, Sédo Paulo, Minas Gerais,
Sergipe e Bahia alertam também sobre contaminadtéssdeste produto (>1,3 x“uffic g%
em cerca de 12% das amostras (BARRETO et al., 2004)

Foram isoladas 77 cepas fungicas pertencentes géezos filamentosos. O género
Aspergillusfoi 0 mais isolado (85%), seguido @#adosporium(63%), Penicillium (44%),
Alternaria (19%) Wallemia(15%), Eurotium e Mucor (7%), Curvularia, Paecilomyceg
Fusarium(4%).

De acordo com a Tabela 5, que compara a micobresepte no pélen comercial no
Brasil e em outros paises verifica-se maior riqukzaspécies nas amostras brasileiras, o que
€ preocupante em se tratando das condi¢cfes tropipae € grande vild da qualidade de
alimentosn natura
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Tabela 5. Comparacdo da micobiota isolada em relacdo aor@élee amostras de polen
comercial conforme o Pais de estudo.

Pais de Estudo Micobiota Isolada

. A o Autores dos Estudos
(nimero de amostras) (géneros fungicos)

Aspergillus Cladosporium

Penicillium, Alternaria,
Nosso estudo

27) Wallemia, Eurotium, Mucor, (DEVEZA et al., 2011)
Curvularia, Paecilomyces,
Fusarium
Alternaria, Aspergillus
Argentina Botrytis, Cladosporium
e Epicoccum, Fusarium, (GONZALEZ et al., 2005)
Espanha Mucor, Penicillium,
(90) Rhizopus
México Aspergillus Alternaria,
(19) Fusarium, Mucoy (VILLALOBOS et al., 2010)

Penicillium, Rhizopus

O género mais isolado em nosso estuddfpergillus destacando-se as espédes
niger agregadosA. flavuse A. fumigatus(Tabela 6). Esse género, também foi altamente
isolado (80%) em estudo com podlen apicola na Angerg Espanha (GONZALEZ et al.,
2005) e no MéxicqVILLALOBOS et al., 2010) onde n&o foi mencionaddraquéncia.
Ressalta-se o isolamento Ae parasiticus um dos principais produtores de aflatoxinas, no
estudo de Gonzalez et al. (2005), 0 que nao acantexs amostras brasileiras.

Tabela 6. Presenca de espécies Agpergillusisoladas em amostras de polen comercial
provenientes de varios paises.

Pais de Estudo Espécies despergillus Autores dos Estudos
A. nigeragregadosA. flavus
A. versicolor A. ochraceus,
Nosso estudo A. oryzae, A. terreus, (DEVEZA et al., 2011)
A. carbonarius
. A. nigeragregadosA. flavus "
Argentina e Espanha A. ochraceus, A. parasiticus. (GONZALEZ et al., 2005)
México A. flavus (VILLALOBOS et al., 2010)

Em relacdo @enicillium que foi oterceiro género mais isolado, os estudos divergem
(Tabela 7). Em Gonzélez et al. (2005), esse gé&oempredominate (90%), para Villalobos
et al. (2010)Penicilliumfoi o quinto mais isolado e ndo é mencionada acéspé
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Tabela 7. Presenca de espécies Eenicillium isoladas em amostras de polen comercial
provenientes de varios paises.

Pais de Estudo Espécies d@enicillium Autores dos Estudos

P. citrinum, P. citreonigrum (DEVEZA et al., 2011)

Nosso estudo P. glabrum, P. oxalicum

Argentina e Espanha P. verrucosum (GONZALEZ et al., 2005)

A Unica espécie deusariumisolada neste estudo f&i. camptocerasEsse género
também foi isolado em menor freqliéncia nas amoatraksadas por Gonzalez et al. (2005) e
Villalobos et al. (2010) e as espécies isoladago@mn citadas.

Foi realizada a determinacao do perfil toxigena @er espécies. nigeragregadosA.
ochraceuse A. carbonarius potenciais produtores de ocratoxina A (OTA), port®das as
cepas foram negativas, o que diverge do estudoamzdBz et al. (2005) que encontrou,
53,3% das cepas de ochraceue 25% das cepas @e nigeragregados como produtoras de
OTA. Ressalta-se que o pdlen € um substrato quendata producdo de OTA quando
adicionado ao meio de cultivo adequado para o ionesto deA. ochraceuso que deve
ocorrer sob condi¢cbes inadequadas de armazenahest® produto (MEDINA et al., 2004;
VILLALOBOS et al., 2010).

Destaca-se a presenca de 25 % das cepAs ftievusisoladas terem sido capazes de
produzir aflatoxinas em condi¢d@svitro, cujos resultados se assemelham aos descritos por
Gonzalez et al. (2005), em amostras da Espanhagyenfna. Villalobos et al. (2010) néo
avaliou esta condicao de flavus

Os altissimos percentuais de reprovacdo das amgséra a qualidade higiénica,
aliado a presenca de grande variedade de fungtencimiantes, incluindo espécies produtoras
de micotoxinas, € uma evidéncia de que a legislag@essita ser atualizada, para que este
produto possa ser comercializado com seguranc¢aid®a-se que toda a linha de producao
do podlen apicola, desde sua coleta até o armazetmrdeva ser monitorada, a fim de
minimizar os riscos para a saude humana (CAST,;ROPDRIGUES et al., 2008).

Conclui-se entdo, que existe um grave problemauddidade higi€nico-sanitaria no
pblen apicola desidratado comercializado no EsdadRio de Janeiro.

Este alimento encontra-se com uma carga fungigaaados limites recomendados
pelos padrées microbiolégicos para alimentos, &ietu com fungos potencialmente
produtores de micotoxinas, aumentando a possitigidia ocorréncia de micotoxicoses de
evolucgéo cronica em seres humanos.

64



CONCLUSOES GERAIS

O pao de abelhas mostrou ser o melhor substratogeeiculo de contaminacdo para a
colmeia, apresentando uma alta carga fungica e diveasidade de géneros e espécies
fungicas.

Entre a carga fungica contaminante, foram isoladpgcies patogénicas para as abelhas o
que favorece a queda da imunidade desses insei@nde-os suscetiveis a diversas
doengas.

Foram isoladas espécies potencialmente produterasabtoxinas, entre elas Afs e OTA.

Os resultados presentes neste estudo demonstrara método proposto de IAC seguido
de ELISA foi eficiente para a quantificacdo de AFBn podlen apicola. Porém, para a
eficiéncia do método ha necessidade de uma qudetiddnima de amostra maior ou
igual a 10 g.

A ocorréncia de AFBé positiva, como contaminante natural de prodagpdsolas.

A contaminacgao fungica é sim aparente e tem granoleabilidade de ser o veiculo de
contaminacdo da colmeia. Porém, a avaliacdo péliical deve ser realizada para
descartar a presenca do poélen de barbatimao ddrages.

Existe um grave problema de qualidade higiénicdt&aa no pdlen apicola desidratado
comercializado no Estado do Rio de Janeiro

Este alimento encontra-se com uma carga fungicaaados limites recomendados pelos
padrdes microbioldgicos para alimentos, inclusiwe dungos potencialmente produtores
de micotoxinas, aumentando a possibilidade da @coia de micotoxicoses de evolucao
cronica em seres humanos.

As andlises microbiolégicas refletem de forma diglcondi¢coes de higiene do ambiente e
das etapas do processo produtivo, e devem ser tionalade. Ha necessidade de revisao
da legislacao especifica deste produto e de umarrfiacalizacdo da qualidade destas
amostras de polen destinadas ao consumo humano.
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