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The objectives of this work were to isolate and to identify toxigenic mycobiota in
pollen of the bee jatai (Tetragonisca angustula), and to characterize the ability for
production of mycotoxins from Aspergillus and Penicillium isolated strains. Were analyzed
a total of 30 samples of pollen collected from 5 beehives of the bee jatai, located in Ilha
Grande, Angra dos Reis, Rio de Janeiro State, in the period understood between March
2007 to December 2007. The mycological analyses had been carried through the
methodology of dilution serial in plate and the isolated fungi had been identified in genera
and species in accordance with the corresponding taxonomic keys. The results confirm
that mycobiota contamination in the pollen includes the main toxigenic genera, and/or
pathogenic for the animals and human beings. Were isolated strains of the genera
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Fusarium, Mucor and Curvularia. All isolated
strains of P. citrinum were citrinin producers when cultivated in CAM and confirmed by
TLC. In relation to the Aspergillus species, none of A. flavus strains produced aflatoxins
whereas 40% of the A. niger aggregate complex produced ochratoxin A (OTA), what
would be indicating a high risk of contamination. Doesn’t have specific microbiological
criteria for this analyzed product, but in accordance with the existing normatives, all the
analyzed samples of pollen in this work exceeded the limit of 102 UFC/g. Thus, these
results determine a low hygienical quality of this food and, therefore, highlight the necessity
of application of good manufacture practices, specially in the manipulation, to prevent
the fungi proliferation in this substrate.
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RESUMO. Os objetivos deste trabalho foram isolar e
identificar a micobiota toxigena em podlen da abelha
jatai (Tetragonisca angustula), e caracterizar a habili-
dade para producéo de micotoxinas de cepas de Asper-
gillus e Penicillium isoladas. Foram analisadas um to-
tal de 30 amostras de p6len coletadas de 5 colméias da
abelha jatai, localizadas em llha Grande, municipio de
Angra dos Reis, Estado do Rio de Janeiro, no periodo
compreendido entre margo de 2007 a dezembro de 2007.
As analises micoldgicas foram realizadas atraves da
metodologia de diluicao decimal seriada em placa e 0s
fungos isolados foram identificados em géneros e es-
pécies de acordo com as chaves taxondmicas corres-
pondentes. Os resultados confirmam que a micobiota
encontrada no poélen incluem os principais géneros
toxigenos, e/ou patogénicos para 0s animais € huma-
nos. Foram isoladas cepas pertencentes aos géneros
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Fusarium,
Mucor e Curvularia. Todas as cepas de P. citrinum iso-
ladas mostraram-se produtoras de citrinina, quando cul-
tivadas em CAM e confirmadas por CCD. Em relacéo
as espécies de Aspergillus, nenhuma das cepas de A.
flavus foram produtoras de aflatoxinas enquanto que
40 % das cepas do complexo A. niger agregados foram
produtoras de ocratoxina A (OTA), o que estaria indi-
cando um alto risco de contaminacdo. N&o hé critérios
microbiologicos especificos para este produto analisa-
do, mas de acordo com as normativas existentes todas
as amostras de p6len analisadas neste trabalho excede-
ram o limite de 10> UFC/g. Assim, os resultados obti-
dos determinam baixa qualidade higiénica deste alimen-
to e, portanto, ha a necessidade da aplicacao de melho-
res préaticas de fabricacdo, em especial na manipula-
¢éo, para prevenir a proliferacao fungica neste substrato.

PALAVRAS-CHAVE. Pélen, Tetragonisca angustula, fungos,
alimentos.

INTRODUCAO

A sociedade como um todo tem buscado alternati-
vas alimentares mais saudaveis; com isso esta ocorren-
do um consumo crescente por produtos organicos, den-
tre estes estdo os produtos decorrentes da criagdo de
abelhas indigenas (Meliponicultura). Tém destaque no
Brasil os produtos da abelha jatai (Tetragonisca
angustula), por exemplo: mel, pélen, propolis, geléia
real, etc.; sendo considerados artesanais, por ser pratica
rastica, corrente entre povos indigenas e pequenas co-
munidades tradicionais da agricultura familiar (Lopes
etal., 2005). Apesar de ser reconhecido como benéfico
para a saude humana (Linskens & Jorde, 1997), o con-
sumo do pdlen exige cautela, por ser suscetivel aos con-

taminantes ambientais e ao crescimento de microrga-
nismos, sendo necessario rigor em seu processamento.
Estudos alertam e discutem sobre a qualidade nutricio-
nal do pélen (Roulston & Cane, 2002; Cook et al., 2003).
As abelhas meliferas sdo resistentes a infestacéo por
fungos, porém, nem lisozimas, nem respostas protéicas
da hemolinfa conseguem inibir ou destruir esporos ou,
micélios fangicos, quando o corpo da abelha é invadi-
do por estas particulas fungicas (Glinski & Jarosz,
2001). Comumente, os produtos apicolas sdo oriundos
da criacéo das abelhas Apis mellifera, africanizadas, que
representa 0 segmento mais desenvolvido no Brasil
(Ibge, 2008). Avaliando o contetido dos nutrientes exis-
tentes no polen, uma grande variedade de microrganis-
mos poderia crescer neste substrato (Gonzélez et al.,
2005). Neste contexto, deve-se ressaltar a importancia
dos contaminantes naturais, como as micotoxinas, que
sdo produtos toxicos do metabolismo secundario de
fungos que podem colonizar os alimentos durante a
colheita, o transporte e, principalmente, durante o ar-
mazenamento, sendo capazes de causar danos a salide
humana. Os principais fungos produtores estdo com-
preendidos nos géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium e Alternaria, géneros estes que retinem es-
pécies cuja maioria esta amplamente disseminada na
natureza, utilizando variados tipos de substratos. Com
1SS0, 0S objetivos deste trabalho foram isolar e identifi-
car a micobiota toxigena em polen da abelha jatai, e
caracterizar a habilidade para produgdo de micotoxi-
nas das cepas de Aspergillus, secdes Flavi e Nigri e
cepas de Penicillium citrinum isoladas.

MATERIAIS E METODOS

Local de analises e Amostragem

As andlises das 30 amostras de polen da abelha
jatai foram realizadas no Nucleo de Pesquisas
Micoldgicas e Micotoxicoldgicas da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de
Janeiro. A amostragem foi efetuada a partir de dois
meliponarios localizados em Ilha Grande, no muni-
cipio de Angra dos Reis, no periodo de fevereiro/
2007 a dezembro/2007. De cada meliponario seleci-
onaram-se cinco colméias de abelhas jatai das 19
existentes no local, de acordo com a disponibilidade
de pélen. As amostras foram imediatamente identifi-
cadas, pesadas e tiveram sua atividade de &gua mensu-
rada, sendo entdo armazenadas a 4°C até seu uso.

Determinacdo do conteado de umidade
Foi determinada a atividade de agua (A,,) de cada
amostra com o uso do aparelho Aqualab modelo
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CX2, que verifica a quantidade de umidade disponi-
vel no substrato, um dos fatores mais importante para
o crescimento fungico.

Isolamento e identificacdo micobiota contaminante
A enumeragdo quantitativa das unidades forma-
doras de coldnias por grama (UFC. g*) de fungos
filamentosos foi realizada segundo metodologia de
diluicdo decimal seriada em placa. Cada amostra (0,1
g) foi homogeneizada em “Eppendorf” estéril com
0,9 ml de 4gua destilada esteéril (diluicdo 10"). A partir
desta diluicdo, diluicbes decimais seriadas foram
realizadas até 10*. Aliquotas de 0,1 ml foram
semeadas, em triplicatas, nos meios de cultivo: agar
dicloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBC), um
meio utilizado para contagem geral; agar dicloran
glicerol a 18% (DG18), um meio seletivo para fun-
gos xerofilicos; e agar dicloran peptona cloranfeni-
col (DCPA), um meio seletivo para fungos do géne-
ro Fusarium. As placas foram incubadas durante 7
dias a 25° C. Todas as placas foram observadas dia-
riamente, selecionando-se para enumeracao aquelas
que continham em torno de 10 a 100 UFC g*. Aiden-
tificacdo taxonémica de todas as coldnias conside-
radas como diferentes foi feita, tanto macroscopica
como microscopicamente, seguindo as chaves
taxonémicas de cada grupo particular de fungos
(Samson et al., 2000). As espécies de Aspergillus e
Penicillium foram identificadas de acordo com as
chaves taxondmicas propostas por Klich & Pitt
(1988) e Pitt & Hocking (1997), respectivamente.

Estabelecimento do perfil toxigeno

A capacidade toxigena de espécies de Aspergillus,
secOes Flavi e Nigri e cepas de Penicillium citrinum
foram analisadas por cultivo em agar leite de coco
(CAM) e da aplicacéo do &gar plug method (Bragulat
etal., 2001). As cepas foram inoculadas em CAM e
incubadas a 25°C, durante 7 dias. Apds esse perio-
do, as placas tiveram a fluorescéncia ao redor da
coldnia monitorada atraves de irradiagdo ultraviole-
ta de 1=365 nm, com lampada mineral light UVSL25.
Foram entdo retirados trés plugs de 5 mm de diame-
tro com furador de rolha do centro de cada uma das
colonias. Os plugs foram acondicionados em
“Eppendorf” contendo 1 ml de metanol e centrifu-
gados a 4000 rpm (rotagdes por minuto) durante 10
min. As fases metandlicas foram extraidas e acondi-
cionadas em frascos de cor ambar, sendo testadas
qualitativamente através de cromatografia em cama-
da delgada (CCD) para confirmacao da micotoxina.

Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por
variancia (ANOVA). Todos os dados foram trans-
formados, usando a funcéo logaritmica log10 (x + 1)
antes da ANOVA. O teste de Duncan foi utilizado na
comparacao dos dados de enumeracdo fungica nos
diferentes meios de cultivo. As anéalises foram
conduzidas usando o programa computacional PROC
GLM em SAS (SAS Institute, Cary, NC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e identificacdo micologica

Foi realizada a contagem total dos fungos
filamentosos isolados das amostras de po6len nos di-
ferentes meios de cultivo (Tabela 1). O Regulamen-
to Técnico de Identidade e Qualidade do Pdlen (Bra-
sil, 2001) néo ¢ especifico na determinacédo dos cri-
térios microbioldgicos deste alimento. A Resolugédo
RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) fixa o Re-
gulamento Técnico sobre padrdes microbioldgicos
para alimentos; entretanto, ocorre uma dificuldade
pratica de localizacdo da melhor categoria que en-
quadre corretamente este produto vegetal. A legisla-
cao para geléia real é a Unica que explicitamente li-
mita em 100 UFC/ml de contaminacédo para fungos
e leveduras no produto; 0 mesmo ocorre com a
Farmacopéia Brasileira (1988), que estipula um li-
mite de contaminacdo de até 100 UFC/ml para fun-
gos e 300UFC/ml para bactérias em produtos ndo-
estéreis utilizados para manipulagéo. Visto entdo que
0 polen é muitas vezes consumido “in natura”, em
pequenas porcdes, utilizamos este limite de 102 UFC/
g para fins comparativos na determinacgéo da quali-
dade higiénica do pélen. No meio DRBC, as amos-
tras de pdlen apresentaram valores entre ND até 9,0
x 10°UFC.g* (ND = ndo detectado). No meio DG18,
seletivo para fungos xerofilicos, a maior carga
fungica obtida foi de 1,1 x 10° UFC.g* em uma amos-

Tabela 1. Contagem total de fungos filamentosos isolados em amos-
tras de polen.

Contagem Meios de Cultivo
de propagulos DRBC DG18 DCPA
fangicos
(UFC g?yre
Polende 9,4 x10*+1,9x 10% 1,7 x10°+3,0x 10% 7,0 x 10*+1,1 x 10%

Abelha Jatai  (ND-9,0 x 10°%) (ND-1,1x 10°) (ND-4,0 x 10°

A valores das médias + desvio padrao.

8 intervalo dos valores maximos e minimos.

ND néo detectado. Limite de deteccdo da técnica: 102 UFC g™.

amédias com mesma letra nas colunas sdo equivalentes, de acordo com o teste
de Duncan (P < 0,0001).
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tra de pélen. JA no meio DCPA, utilizado para isola-
mento de fungos do género Fusarium sp, os valores
estiveram entre ND a 4,0 x 10° UFC.g*. Somente
23% das amostras coletadas ndo superaram 0s ni-
veis de qualidade higiénica. A qualidade microbiana
é uma dentre as varias exigéncias relacionadas com
os critérios de seguranca a serem considerados; além
de alterar as propriedades do produto, pode consti-
tuir risco para a saude do consumidor, principalmente
em se tratando de microrganismos patogénicos.

A atividade de dgua das amostras ndo apresentou
diferencas significativas; entretanto os valores sao ele-
vados e foram: mediana (0,776), maximo (0,811) e
minimo (0,715), durante todas as coletas. Foram iden-
tificadas 124 cepas de espécies pertencentes a seis
géneros fungicos (Figura 1), que em ordem de ocor-
réncia foram: Aspergillus spp., Cladosporium sp.,
Penicillium ssp., Mucor sp., Curvularia sp. e Fusarium
sp. As espécies de Penicillium isoladas foram: P.
citrinum, o mais frequiente, seguido por P. variabile,
P. glabrum e P. implicatum (Figura 2). O género As-
pergillus e seus teleomorfos foi representado por A.
flavus, A. awamori, A. niger, A. oryzae, Eurotium sp.,
A. fumigatus e A. restrictus (Figura 3).
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Figura 1. Frequéncia (%) de géneros fungicos isolados de amostras
de polen.
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Figura 2. Densidade relativa (%) de espécies de Penicillium isoladas
de amostras de polen.
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Figura 3. Densidade relativa (%) de espécies de Aspergillus isoladas
de amostras de polen.

Nossos resultados diferem dos encontrados por
Kaeaniova; Fikselova (2007) que relataram os seguin-
tes fungos: Alternaria alternata, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides,
Fusarium sp. e Penicillium sp. As espécies encontra-
das com maior freqliéncia neste episodio foram:
Penicillium sp. (100%), Aspergillus niger (67%) e
Cladosporium cladosprioides (67%).

As amostras coletadas reinem, portanto, uma sé-
rie de fatores que aumentam o risco deste alimento
para a salde humana: altos niveis de contaminacao
por fungos, presenca dos principais géneros produ-
tores de micotoxinas, com especial destaque para
Aspergillus spp. e alta atividade de agua nas amos-
tras.

Todas as cepas de P. citrinum isoladas mostra-
ram-se produtoras de citrinina, quando cultivadas em
CAM e confirmadas por CCD. Em relacgéo as espe-
cies de Aspergillus, nenhuma de A. flavus foi produ-
tora de aflatoxina, enquanto que 40% das cepas do
complexo A. niger agregados foram produtoras de
ocratoxina A (OTA). Hilldrup et al. (1978) demons-
traram que A. flavus e A. parasiticus crescem e pro-
duzem aflatoxinas em uma variedade de substratos
da colméia, como polen apicola, pdo de abelhas,
favos de cria, larvas e abelhas adultas. Preocupados
com a falta de qualidade do pdlen apicola, Gonzélez
et al. (2005) também encontraram fungos produto-
res de OTA ao analisarem amostras de pélen origi-
narias da Espanha e Argentina, porém este é o pri-
meiro relato na literatura sobre produtores de
citrinina. A presenca dessas espécies toxigenas cons-
titui um risco de contaminacdo do alimento pelas
micotoxinas. Quando este alimento é mal conserva-
do, o fungo encontra condi¢des favoraveis, princi-
palmente de temperatura e atividade de agua, para
iniciar a producéo de suas toxinas (Cast, 2003).
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CONCLUSAO

O pélen, destes meliponarios de llha Grande, en-
contra-se contaminado por diversas espécies toxige-
nas, elevando o risco da ocorréncia de micotoxicoses
de evolucdo crdnica; com danos a satde dos huma-
nos, seja pela modulacdo de doengas, ou pela redu-
cdo da qualidade nutritiva deste alimento. A deter-
minacdo da micobiota é de grande importancia,b
porque pode prover informagdes sobre as micotoxi-
nas que podem, potencialmente, estarem presentes
nas amostras.
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