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Resumo

Este trabalho teve como objetivo global efetuar um estudo sobre caracteristicas fisico-
quimicas de méis monoflorais Portugueses de forma a contribuir para o estudo experimental
de caraterizagdo dos méis de alfarroba (Ceratonia siliqua), medronheiro (Arbutus unedo),
poejo (Mentha pulegium) e tomilho (Thymus vulgaris) (méis que ainda ndo foram objeto de
estudos). Os outros méis monoflorais incluidos neste estudo foram: Castanheiro (Castanea
sativa), Echium (Echium vulgare), Eucalipto (Eucalyptus melliodora), Laranjeira (Citrus
sinensis), Rosmaninho (Rosmarinus officinalis) e Urze (Ericaceae). Os parametros fisico-
quimicos avaliados em cada amostra de mel foram: cor, pH, acidez total, humidade,
condutividade elétrica, teor em cinzas, HMF, diastase, aglicares redutores, teores em fenois
e flavonoides.

Das 25 amostras de mel estudadas, somente 21 das amostras foram confirmadas como
sendo de méis monoflorais, através da andlise polinica. Também se verificou uma grande
variac¢ao no perfil polinico, o que justificou a elevada variagao experimental encontrada nas
carateristicas fisico-quimicos dos méis analisados. As cores dos méis foram usadas para
estabelecer a ordem de apresentacdo dos méis e proceder a avaliagdao dos parametros fisico-
quimicos analisados. Em geral, os méis apresentaram qualidade fisico-quimica com
excecoes, em valores de pH em 5 méis e valor de HMF, num mel. De salientar que para os
méis de alfarroba, medronheiro, poejo e tomilho ndo existem pardmetros minimos e
maximos legais, pelo que a avaliagdo global dos resultados obtidos para estes méis nao foi
possivel.

Para o estudo global dos resultados fisico-quimicos usou-se a anélise de agrupamentos
estatisticos (MDS, “multidimensional scaling”) onde se verificou que as varia¢des na cor do
mel podem ser maioritariamente atribuidas a elevada percentagem associada ao seu polen
mais predominante. Por outro lado, as diferengas dos méis no perfil polinico, representado
pelo segundo polen mais predominante, permitem justificar as variacdes encontradas nas
propriedades fisico-quimicas dos méis. Os resultados mostraram que os méis de alfarroba,
poejo e tomilho sdo semelhantes nas varidveis fisico-quimicas analisadas, enquanto que as
dos méis de medronheiro se aproximaram principalmente dos méis com o poélen

predominante de Erica.
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As analises microbiologicas mostraram que as amostras ndo apresentaram qualquer
contaminagdo patogénica (auséncia de contamina¢des com Staphylococcus aureus,
Coliformes totais, Escherichia coli, Clostridium sp e Salmonella sp.) e tiveram niveis baixos
de presenga dos microrganismos Aérobios Mesofilos e Bolores/Leveduras, ou seja, os méis

estudados demonstraram qualidade ao nivel microbiologico.

Palavras-chave: mel, alfarroba, medronheiro, poejo, tomilho, cor, pH, acidez total,
humidade, condutividade elétrica, teor em cinzas, HMF, diastase, agucares redutores, teores

em fendis eflavonoides, MDS (“multidimensional scaling”), analises microbioldgicas.
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Abstract

The objective of this work was to study the physicochemical characteristics of Portuguese
monofloral honeys in order to contribute to the experimental characterization of the honeys
of carob (Ceratonia siliqua), Arborutus (Arbutus unedo), squaw mint (Mentha pulegium)
and thyme (Thymus vulgaris) (honeys that have not yet been studied). The other monofloral
honeys included in this study were chestnut (Castanea sativa), echium (Echium vulgare),
eucalyptus (Eucalyptus melliodora), laranjeira (Citrus sinensis), rosmaninho (Rosmarinus
officinalis) and erica (Ericaceae). The physical-chemical parameters evaluated in each
sample of honey were: color, pH, total acidity, humidity, electrical conductivity, ash content,
HMF, diastase, reducing sugars, phenol and flavonoid contents.

From the 25 samples of honey studied, only 21 of the samples were confirmed as

monofloral honey, through pollen analysis. There was also a great variation in the pollen
profile, which justified the high experimental variation found in the physicochemical
characteristics of the honeys analyzed. The colors of the honeys were used to establish the
order of honeys presentation and to proceed to the evaluation of the physicochemical
parameters analyzed. In general, the honeys presented physical-chemical quality with
exceptions, in pH values in 5 honeys and HMF value, in one honey. It should be noted that
for the honeys of carob, arbutus, squaw mint and thyme there are no legal physicochemical
minimum and maximum limits, so the overall evaluation of the results obtained for these
honeys was not possible.
A multidimensional scaling (MDS) was used for the global study of physicochemical results,
where it was found that variations in honey color may be attributed mainly to the high
percentage associated with its most predominant pollen. On the other hand, the differences
of the honeys in the pollen profile, represented by the second most predominant pollen, allow
to justify the variations found in the physicochemical properties of the honeys. The results
showed that carob, squaw mint and thyme honeys are similar in the analyzed
physicochemical variables, while those of the arbutus honeys were mainly close to the
honeys with the predominant pollen of Erica.

Microbiological analyzes showed that the samples did not present any pathogenic
contamination (absence of contaminations with Staphylococcus aureus, Total Coliforms,

Escherichia coli, Clostridium sp and Salmonella sp) and had low levels of presence of the
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Aerial Mesophilic and Mold/Yeast microorganisms, meaning that the honeys studied

showed microbiological quality.

KeyWords: Honey, carob, strawberry, poejo, thyme, color, pH, total acidity, moisture,
electrical conductivity, ash content, HMF, diastase, reducing sugars, efflavonoid phenols,

MDS (multidimensional scaling), microbiological analyzes
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1 - Definicao de mel

De acordo com o Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 de Setembro, o mel é uma “substancia
acucarada natural produzida pelas abelhas da espécie Apis melifera (sp. Ibérica) a partir do
néctar de plantas ou das secreg¢des provenientes de partes vivas das plantas ou de excregdes
doces de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas das plantas as abelhas
recolhem e transformam estes produtos e por combinacdo com substancias especificas

proprias, depositam, desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos favos da colmeia”.

1.1- Importancia comercial e utilizaciao do mel

Portugal usufrui de um clima temperado, com influéncia mediterranica, propicio a
apicultura (Casaca, 2012). As caracteristicas peculiares do mel nacional sdo bastante
apreciadas devido a qualidade e genuinidade do produto sendo exportado em 2015 para a
Espanha (47,6%), Alemanha (16.6%), Franca (12%), Bélgica (7,9%), Angola (5,1%), Estado
Unidos da América (3,5%), Irlanda (1%) e outros Paises com valores percentuais abaixo de
1%, com um total de mel exportado de 2,916 toneladas
(http://www.trademap.org/tradestat/Country SelProductCountry.aspx?nvpm=1|620}/||0409||
[4|1]1)2|1[1]2[4[1).

O seu consumo esta diretamente ligado a alimentagdao humana, quer do produto in natural,
quer como ingrediente em vdrias preparagdes culinarias, particularmente, em produtos de
pastelaria e na preparacdo de bebidas (Olaitan et al., 2007) ¢ também utilizado como
conservante alimentar (Ferreira et al., 2009).

O seu potencial para efeitos terapéuticos tem sido evidenciado recentemente em varios
estudos cientificos, onde a atividade antioxidante ¢ uma das fungdes fisiologicas mais
importantes nos alimentos, devido a sua protecdo contra os agentes oxidativos nos
organismos vivos, que resultam na prevencdo de varias doengas, como cancro, doengas
cardiovasculares e diabetes (Nagai et al., 2006, Bertoncelj et al.,2007).

O mel tem sido usado como medicamento durante milhares de anos para o tratamento de
doengas respiratorias, infegdes gastrointestinais, queimaduras, feridas infetadas e Ulceras
(Mundo et al., 2004, Kii¢iik et al., 2007; Basualdo et al.,., 2007)

Este produto apicola ¢ também largamente utilizado em cosmética.



1.2 - Producao do mel pelas abelhas

O néctar de cada espécie floral varia pois, por exemplo, ao nivel dos aguicares maioritarios
foi verificado que os néctares podem conter sacarose pura, uma mistura de 3 agucares
(sacarose, glicose e frutose) ou apenas os dois monossacarideos (glicose e frutose) (Kiiciik
etal.,2007; Sodré et al., 2007). O néctar serve de principal alimento da colmeia.

A primeira fase de transformagao do néctar em mel ocorre no pré-estomago das abelhas
pela adicdo de enzimas (invertase/sacarase) que fragmentam a sacarose em frutose e glicose.
Na segunda fase, designada de trofilaxia, ha passagens sucessivas do mel de umas abelhas
para outras, sofrendo assim mais transformagdes enzimaticas através de fluidos salivares e
de secregdes das glandulas da faringe (Huidobro et al., 1995) transformando o concentrado
em agucares simples.

Apos a formagao do mel, este ¢ depositado numa célula hexagonal de um dos favos), que
sdo feitos de cera, uma substancia segregada pelas abelhas obreiras através de oito pequenas
glandulas de cera situadas na parte inferior do abddémen (Cramp, 2008; Gary, 2010).

As ceras sdao importantes no controlo da humidade do mel. De facto, quando ¢ depositado
nas células contem entre os 30 ¢ 40% de humidade, posteriormente a elimina¢ao do excesso
¢ continua até a selagem dos favos (operculagdo), altura em que a humidade do produto

rondard os 20% (PAN 2011- 2013, Bogdanov, 2009).

1.3 - Tipos de mel

Segundo o Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 de Setembro, os méis podem ser divididos
consoante a sua origem € o modo de producao e/ou de apresentacao.

O mel obtido a partir do néctar de plantas ¢ chamado de mel de néctar ou mel de flores e
o mel obtido a partir de excre¢des de insetos sugadores de plantas (hemiptera) mel de melada.
Conforme o modo de producdo ou de apresentacdo, o mel pode ser classificado em mel em
favos, mel com pedacos de favos, mel escorrido, mel centrifugado, mel prensado ou mel
filtrado.

Através da contagem e identificacdo dos diferentes tipos de pdlen € possivel diferenciar
méis monoflorais de méis multiflorais (Finola et al., 2007). Entende-se como monofloral um
mel com polen exclusivo de um tipo floral, mas isso ¢ impossivel, pois contem sempre

percentagens de outros polens. Para considerar um mel monofloral, este deve possuir pelo



menos 45% desse polen, embora isto ndo seja taxativo, ou seja, temos que atender ao tipo
floral considerado. Exemplo de excegdes, o mel de castanheiro tem de possuir pelo menos
90% de graos de pdlen de Castanea para ser monofloral (Anklam, 1998); o mel de
Lavandula, deve ter uma percentagem minima de 15% de grdos de podlen da espécie
Lavandula sp. (Russo-Almeida e Paiva, 1996; Maia et al., 2003).

O mel multifloral tem graos de pdlen de varias espécies florais, as quais ndo se apresentam
em percentagens significativas para adquirir caracteristicas predominantes de uma

determinada planta.

1.4 - Polen

O pélen ¢ produzido pelo o6rgao sexual masculino das flores das plantas mais evoluidas,
as anteras situadas no extremo dos estames. A fun¢do do polinizador como a abelha ¢
transferir os graos de polen das anteras para o estigma que ¢ a parte do 6rgdo sexual feminino
das flores para que se realize a fecundagao, desta forma sexuada.

Os graos de pdlen sdo microscopicos (tamanhos variam entre 0,0lmm a 0,2mm) e t€ém
formas variaveis e caracteristicas proprias consoante a espécie vegetal.

Exemplos de estruturas diferentes de pdlen:

Fig.1 Diferentes grios de pélen

A sua identificacdo no mel baseia-se na sua morfologia, através da analise da sua estrutura
por um microscopio otico.
O polen apicola resulta da aglutinagdo dos graos de polen das flores efetuada pelas

abelhas, mediante acréscimo de substancias salivares e pequenas quantidades de néctar ou

mel (Almeida D., 2007).

1.5 - Composicao geral do mel

A composicdo do mel varia com as caracteristicas quimicas adquiridas, depende da

origem botanica, do clima onde ¢ produzido, da localizagdo (latitude/altitude), das condi¢des



ambientais e sazonais, ¢ do apicultor perante os processos usados no modo de produgio,
elaboracdo e armazenamento (Azeredo et al., 2003; Kiigiik ef al., 2007).

Entre os compostos presentes no mel, os agticares sao os mais encontrados, destacando-se
os monossacarideos frutose e glucose que representam aproximadamente 95% do peso seco
do mel (Bogdanov, 2010). O segundo componente mais importante ¢ a d4gua. A atividade da
agua (aw) ¢ um fator importante para prevenir o crescimento de microrganismos. No mel
com alto teor de agua, algumas leveduras podem multiplicar-se causando a sua deterioracao
e, por isso, para impedir o crescimento microbiano a ay deve ser baixa, em menor
quantidade, o mel possui:

- proteinas, principalmente enzimas (por exemplo a invertase, didstase também designada
por amilase, glucose oxidase, catdlase e fosfatase acida) (Finola et al., 2007). No mel podem
encontrar — se diferentes aminoacidos, embora na sua maioria seja a prolina, aminoacido
adicionado ao mel pelas abelhas (Bogdanov et al., 2004) possui também aminodacidos livres
como tiamina, riboflavina, niacina.

- 4cidos organicos e compostos fenolicos (flavonoides, taninos e 4cidos fendlicos) sdo
compostos responsaveis por conferir acidez ao mel e por contribuirem para o seu sabor
caracteristico (Bertoncelj et al., 2007).

- sals minerais com niveis que dependem das origens botanica, geografica e condi¢des
climaticas (Pohl, 2009) do mel produzido. Os elementos mais abundantes sdo o calcio,

magnésio, fosforo, potassio, cromio, selénio e zinco.

1.6- Parametros de qualidade do mel

O mel atualmente ¢ um produto de elevado valor econdmico quando comparado com
quaisquer outros adogantes disponiveis no mercado e, por isso, para satisfazer o mercado ao
nivel da procura/oferta, torna-se um produto sujeito a adulteragdes (Sivakesava e Irudayaraj,
2002). Sendo considerado um produto de origem natural, o0 Codex Alimentarius estabelece
requisitos de qualidade que o mel deve cumprir, para que a autenticidade do produto seja
garantida e o consumidor nao seja enganado.

Os critérios acerca da composi¢cdo do mel natural definidos pelo Codex Alimentarius no

Decreto-Lei n.o 131/85, de 29 de Abril sdo:



1.6.1 - Teor de aguicares

O teor de frutose e glucose (total dos dois) deve ser no minimo de 60g/100g no mel de
néctar e no mel de melada de 45g/100g.

Em relacdo ao teor de sacarose, em geral, ndo deve ultrapassar o maximo de 5g/ 100g de
mel. Esta referenciado que o mel com predominancia do pdlen de Robinia pseudoacacia
(falsa acacia), Medicago sativa (luzerna ou alfalfa), Banksia menziesii (Mensies Banksia),
Hedysarum (hedisaro), Eucalyptus camadulensis, Eucryphia lucida, Eucryphia milliganii e
Citrus spp. (citrinos), podera conter no maximo 10g/100g de mel. O mel de Lavandula
spp.(rosmaninho, alfazema) e Borago officinalis (borragem), poderda ter no maximo

15g/100g de mel (Decreto-Lei n.o 131/85, de 29 de Abril).

Os teores em agucares no mel influenciam as caracteristicas do mel ao nivel da
viscosidade, densidade, cristalizacdo e dos valores energéticos.

A relagdo frutose/glucose dependendo da origem floral interfere na avaliagdo sensorial
do mel pois, a frutose ¢ mais doce e mais soltivel do que a glucose; os méis com maior razao
frutose/glucose tornam-se mais doces € mantém-se liquidos durante um maior periodo de
tempo. No mel € possivel isolar muitos outros aglicares em valores mais baixos, como por
exemplo os dissacarideos, sacarose, maltose, turanose e o trissacarideo erlose, que sao os

que se apresentam em maior quantidade (Moreira & De Maria, 2001).

1.6.2 - Teor de 4gua

Em geral, os méis devem ter no maximo 20% de teor em agua. Situagdes de exce¢do sdao
os méis de urze (Calluna) e mel para uso industrial em geral que podera conter no maximo
23%, bem como o mel de urze (Calluna) para uso industrial, no maximo 25% (Decreto-Lei
n.o 131/85, de 29 de Abril).

A percentagem de 4gua no mel ¢ muito importante, pois esta influéncia o tempo de vida
util do mel. Niveis baixos de atividade da d4gua servem para o mel se manter estavel, prevenir
a granulagdo e evitar e a fermentacdo durante o armazenamento (Olaitan ez al., 2007). O teor
em humidade depende de varios fatores como, o grau de maturacdo na operculagdo das
células dos quadrados da colmeia, da regido de producao e das condigdes climdticas, e da

época em que ¢ efetuada a colheita (Finola et al., 2007).



Os valores demasiado baixos de percentagem de humidade fazem com que a viscosidade
do mel seja elevada e se torne em uma massa dura (Acquarone, 2004). O valor maximo de
agua presente no mel tem de ser respeitado por todos os apicultores, s6 assim os méis sao

aceites no comércio mundial (Estevinho et al., 2012)

1.6.3 — Teor de matérias insoluveis

O teor de matérias insoluveis no mel centrifugado e processado deve ser, no maximo, de
0,1ge 0,5g por 100g de mel respetivamente (Decreto-Lei n.o 131/85, de 29 de Abril).

As matérias insoluveis correspondem a componentes naturais resultantes do sedimento
natural do mel, como os graos de pdlen, outras particulas presentes nos favos e as que
resultam de contaminagdes durante o processamento do mel. Este deposito fornece indicagao
sobre as condicdes de processamento e de higienizacdo praticadas durante o ato de recolha

do mel (Vargas, 20006).

1.6.4 - Condutividade elétrica

Em geral o mel apresenta conductividade electrica, no maximo de 0,8 mS/cm, com
excepgoes dos meis de flores de castanheiro e Arbutus unedo (medronheiro), Erica spp
(erica), Eucalyptus spp (eucalipto), Tilia spp. (tilia), Calluna vulgaris (torga ordinaria),
Leptospermum spp (leptospermo), Melaleuca spp. (melaleuca) e misturas desses méis, que
podem apresentar niveis, no minimo de 0,8 mS/cm (Decreto-Lei n.o 131/85, de 29 de Abril).

A condutividade elétrica esta relacionada com a concentracao de sais minerais, acidos
organicos e proteinas (Acquarone et al., 2007), ou seja, difere perante a origem botanica
utilizada pela abelha para obten¢do de matéria-prima para os seus processos de alimentagdo
e producdo do mel. Assim sendo o teor de cinzas no mel ¢ bastante diferente em cada amostra
(Ojeda et al., 2004). Méis monoflorais caracterizam-se por terem valores baixos de
condutividade elétrica, embora méis com a mesma origem floral apresentem sempre valores
similares, independentemente da época de colheita, origem geografica e condigdes
climaticas. No caso dos méis de melada apresentam valores elevados de condutividade

elétrica (Zamora et al., 2006).



1.6.5 — Acidos livres

Os 4acidos livres apresentam, em geral, concentragdes totais maximas de 50
miliequivalentes de acidos por 1000g de mel, para o uso industrial sdo permitidos valores
maximos de 80 miliequivalentes de acidos por 1000g (Decreto-Lei n.o 131/85, de 29 de
Abril).

Os 4cidos organicos sdo responsaveis pela acidez do mel e contribuem para o seu sabor,
estando dependentes de varios fatores, como a origem floral (Kiigiik ef al., 2007) e a época
de colheita (Finola et al., 2007).

A acidez no mel esta compreendida entre os valores de 3,5 e 4,5 na escala de pH
(Bogdanov et al., 2004).

Os 4cidos encontrados na composi¢do mel sdo os acidos glucénico, férmico, butirico,
acético, malico, piravico, sucinico, citrico, maleico, lactico, oxalico, succinico, fumarico e
tartarico (Sudrez-Luque et al., 2002b; Arruda, 2003).

O controlo de pH é um parametro utilizado para conservar produtos na industria
alimentar. O mel j& possui valores baixos de pH que inibem o crescimento de
microrganismos sendo, por isso, um parametro de qualidade importante durante que pode
ser afetado por processos de extracdo e armazenamento que influenciam a sua textura e a
vida de prateleira (Terrab et al., 2004). Por exemplo, o acido gluconico forma-se a partir do
monossacarideo D-glucose devido a agdo da enzima D-glucose oxidase, o que resulta na
libertacdo de uma molécula de peroxido de hidrogénio (H202) (Moreira e De Maria, 2001).
ApoOs o armazenamento do mel, esta enzima mantém-se ativa (Mendes et al., 2009), o que
vai causar alteracdes no pH do mel de forma continua, que por sua vez também vai
influenciar a velocidade de formagdo do hidroximetilfurfural (HMF) (White J.W., 1978;
Sodré et al., 2007).

1.6.6 - Indice diastasico

O indice diastasico esta relacionado com o tratamento térmico do mel. A diastase (a e -
amilase) ¢ uma enzima que oferece alguma resistente ao calor, servindo de indicador de
sobreaquecimento durante o armazenamento e o tempo de vida de prateleira. A atividade da
enzima diastase diminui no mel com o envelhecimento e/ou aquecimento descontrolado,

pois elevadas temperaturas provocam a desnaturacdo da enzima, destruindo-a (Vargas,



20006), Esta enzima hidrolisa a 40 °C numa hora 0,01 gramas de amido. Por isso, utiliza-se a
sua sensibilidade ao calor para avaliar a frescura do mel (Kiiglik et al., 2007). O indice
diastasico deve ser determinado apds tratamento e mistura do mel, em geral, com execgoes
do mel para fins industriais, o0 mel deve ter um indice diastasico (escala de Schade) de 8
valores (no minimo). Em méis que sdo conhecidos por terem baixo teor natural de enzimas
como a a e B-amilase, que podem ter valores minimos de 3 valores.

O indice diastasico relaciona-se com o HMF ao nivel da qualidade e frescura do mel. Para
considerar um mel de elevada qualidade este deve ter uma atividade diastdsica alta e um

baixo teor de HMF.

1.6.7 - Teor de Hidroximetilfurfural

O hidroximetilfurfural (HMF) é um indicador de qualidade do mel que pode apresentar
niveis HMF maximos de para uso industrial de 40mg/kg de mel, mas se o mel for de origem
declarada de regides de clima tropical e misturas desses méis, podem atingir valores
maximos de HMF de 80mg/kg de mel. Pelo contrario o mel de citrinos deve ter niveis baixos
de HMF (15 mg/kg de mel) alé de baixos niveis de indice diastasico (Decreto-Lein.o 131/85,
de 29 de Abril).

O seu composto congénere, S-metilfurfural (5-MF) ¢ formado pela desidratagdo de
hexoses em meio acido (Fig.1).

A partir dos hidratos de carbono pelas reagdoes de Maillard, e por isso, revela informacao
sobre as condi¢des as quais o produto esteve sujeito durante o armazenamento e o tempo de
vida de prateleira, além de servir de indicador de adulteragdes provocadas por adicdo de
acucar invertido (Nozal et al., 2001)

A formacao de HMF depende também da composi¢dao quimica do mel, do seu pH (Fallico
et al., 2004), do tipo de acucar relacdo entre frutose/sacarose (Vargas, 2006), da humidade
presente (Gokmen et al., 2008) e da concentracdo média de catides divalentes (Gleiter et al.,
2006).

Em termos comerciais ha vantagens em expor o mel a elevadas temperaturas para impedir
a cristalizagdo ou fermentagdao do mesmo e destruir microrganismos termolabeis. Em termos

de qualidade do mel um processo ¢ indesejavel pois, leva a formagao de HMF.
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Fig.2 Formacdo de HMF e de 5S-HMF a partir da frutose

Embora ndo se possa afirmar que a sua exposi¢do em Humanos represente um risco
potencial para a saide (Capuano e Fogliano, 2011), a legislacdo obriga que na

comercializacdo do mel ndo se ultrapasse os valores estipulados e referenciados em cima.



1.7 - Propriedades do mel

Resumidamente, o mel ¢ uma solucao saturada de agtcares, com dgua e componentes
com um alto grau de complexidade adquirido a partir das caracteristicas da origem floral do
néctar usado na sua producio. E possivel de encontrar diferentes propriedades bioldgicas no
mel, tendo algumas que nao sao encontradas em nenhum outro composto produzido de forma

natural ou artificial (Basualdo ez al., 2007; Beretta et al., 2005).

1.7.1 - Cor

A cor do mel pode variar do branco-agua a até quase negro, com variagdes de tonalidades
verdes ou vermelha, ou até mesmo azul (Crane, E. 1980). A sua coloracdo depende da sua
origem floral, de fatores climaticos, da temperatura a que o mel amadurece na colmeia e do
armazenamento onde pode ocorrer o escurecimento devido a reagcdes de Maillard (Arnaud
et al., 2008; Mantilla et al., 2012).

No mercado Portugués, em geral, existe uma tendéncia da valorizacdo dos méis mais
claros em relagdo aos mais escuros. Os méis claros sdo os mais aceites pelo consumidor
devido a relacdo entre o sabor e a cor, por serem mais suaves. Os méis mais escuros
apresentam sabores mais fortes pelo facto de serem ricos em minerais, portanto mais
adequado as necessidades dos organismos (Montenegro et al., 2005), embora existam

excecoes onde alguns méis claros apresentam sabores fortes (Crane, E. 1980).

10mm 20me= 30mm AOmrr S0em Orrm 80y O 100 1M0mm  120mm 130mm  140m=
30 10 55 /0 90 l 20 ! 50 200 .‘“.-:) 100 400 500 650 800

WATER EXTRA
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WHITE  EXTRA LIGHT AMBER LIGHT AMBER AMBER DARK AMEER

Fig.3 Escala de cores padrao do mel e valores mm PFund.

Existe um padrdo comercial de classificagdo da cor do mel que ¢ a escala de Pfund,

elaborada pela Companhia Manufatora Koehler nos E.U.A (Tabela 1).
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Tabela 1— Escala Pfund da cor do mel

Coloracao Escala de Pfund Densidade odtica
Branco d’agua 1 -8 mm Ateé 0,030
mais de 0,030

Extra branco

Branco

Mais de 8 - 17 mm

Mais de 17 - 34 mm

inclusive 0,060

mais de 0,060

inclusive 0,120

mais de 0,120
Extra ambar claro Mais de 34 - 50 mm

inclusive 0,188

- mais de 0,188
Ambar claro Mais de 50 - 85 mm

inclusive 0,440

A mais de 0,440
Ambar Mais de 85 - 114 mm

inclusive 0,945
mais de 0,945

Ambar escuro Mais de 114 mm

1.7.2 - Compostos Volateis

Os compostos volateis presentes no mel dependem da origem floral dos néctares usados
na sua producao que atribuem caracteristicas que definem o sabor e o aroma do mel estando
dependentes da sua origem floral. O sabor global do mel ¢ um critério decisivo para os
consumidores (Finola et al., 2007; Radovic et al., 2001; Bonvehi e Coll, 2003).

Nos diferentes tipos de mel existentes, ja foram encontrados cerca 300 compostos como
acidos, alcoois, cetonas, aldeidos, terpenos e ésteres (Castro-Vazquez et al., 2009). Através
do perfil de compostos volateis presentes € possivel obter informacgdes através dos seus
compostos volateis sobre a origem botanica do mel e da forma com foi elaborado pelas
abelhas, a partir do néctar de flores ou de exsudados secretados pelas plantas ou insetos
(Escriche et al., 2009).

A flora microbiana no mel pode fazer com que se formem mais compostos volateis,
através da sua atividade metabdlica e desta forma aparecam aldeidos e dlcoois ramificados,
enquanto os derivados de furano formam-se pelas reagcdes de Maillard ou desidratagdo de

acucares em meio acido. A presenca destes compostos no mel sdo indicadores da qualidade
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microbiana, bem como do processo térmico e condigdes de armazenamento a que foi sujeito

(Bastos et al., 2002).

1.7.3 - Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo metabolitos secundarios derivados das plantas
stes possuem a capacidade de eliminagdo de radicais livres (Bogdanov et al., 2004; Ferreira,
2008) e, por isso, sao objeto de estudo baseados na medig¢do da atividade antioxidante in
vitro que ¢ de todo o interesse para o combate de determinadas doengas como o cancro (Yang
et al., 2001); doengas cardiovasculares (Perron e Brumaghim, 2009), osteoporose, doengas
neuro-degenerativas e diabetes (Scalbert ef al., 2005) a estrutura destes compostos quimicos
caracteriza-se por possuir um anel aromatico, contendo um ou mais grupos hidroxilo, ou
seus derivados funcionais.

Conhecem-se cerca de 8.000 compostos fendlicos diferentes, que podem ser agrupados,
de acordo com a sua estrutura quimica (Balasundram et al., 2006) em nove classes:
flavonois, flavonas, flavanois, flavanonas, antocianidinas, isoflavonoides, diidroflavanois,
chalconas, auronas.

O mel contém como constituintes secundarios, os flavonoides e os acidos fendlicos. Os
principais flavonoides presentes no mel pertencem aos grupos das flavanonas e flavonas, por
exemplo, a miricetina, tricetina, quercetina, hesperatina, luteolina, caempferol,
pinocembrina, crisina, pinobanksina, genkvanina e galangina (Yao et al., 2004; BaltruSaityt
et al., 2007; Bertoncelj et al., 2007). Menos significativos, mas também presentes sao 0s
caempferide, quercetina 3°,3’-dimetil éter, quercetina 7,3’-dimetil éter (Arraez-Roman et al.,
2006), naringenina e apigenina (Estevinho et al., 2008).

No caso dos acidos fendlicos sdo possiveis de identificar no mel, os &cidos galico, p-
hidroxibenzoico e p-cumarico, tendo como constituintes maioritarios os acidos cafeico,
ferrulico, elagico e clorogénico, siringico, vanilico e cinamico (Baltrusaityt et al., 2007,

Bertoncelj et al., 2007; Estevinho et al., 2008).
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Fig.4 Esquema resumo dos compostos fenélicos mais abundantes no mel

1.7.4 — Microbiota

O mel pode ser considerado como um alimento microbiologicamente seguro (Vargas,
2006), embora possam existir sempre fontes de contaminagao secundarias nos processos de
producdo, manuseamento, recolha e armazenamento do mel. Para evitar este tipo de
contaminagdes devem-se implementar junto dos produtores apicolas normas de Boas
Praticas de Fabrico (Finola et al., 2007).

As caracteristicas do mel e as suas propriedades, como por exemplo, os baixos valores de
pH, humidade e atividade da agua (aw), bem como, os valores elevados de viscosidade,
concentracdo de agucares e pressao osmotica previnem a proliferagdo de microrganismos
sobrevivéncia dos microrganismos (Iurlina e Fritz, 2005).

Neste ambito, estudos mostraram que o mel tem a¢@o natural sobre os bacilos responsavel
pela febre tifoide, que apds exposi¢do ao mel morreram em 40 horas, em quanto que as
bactérias transmissoras de bronco pneumonia e infe¢cdes nao resistiram por mais de 4 dias,
apos exposi¢do ao mel. O mel atua também contra Salmonellas sp., Staphylococcus aureus,

Micrococcus flavus, Baccilus creus e outras bactérias (Kujawski & Namiésnik, 2008).
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Esta capacidade de acdo contra bactérias faz com que este seja utilizado como curativo
para ferimentos, queimaduras, infe¢des das vias respiratorias, gripes, resfriados, disturbios
cardiacos e intestinais, doengas de pele e varios outros casos.

Contudo existe uma espécie denominada por Clostridium botulinum que possui a
capacidade de formar esporos que se instalam nos intestinos, onde produzem uma toxina de
natureza proteica (proteina termolabil) que € capaz de causar o botulismo infantil que ¢ uma
neuroparalisia que pode levar a morte no homem.

Em criancas com menos de 12 meses, as instituigdes internacionais de controlo de
doengas ndo recomendam que o mel seja utilizado na sua alimentacao

A pasteurizagdo ¢ utilizada como forma de descontaminacdo do mel que sofre um
processo térmico por aquecimento a 78°C durante 5 a 7 minutos seguido de um rapido
arrefecimento. O choque térmico ¢ capaz de matar bactérias. No entanto, este tratamento do
mel tras desvantagens ao nivel da qualidade do produto, como vimos anteriormente.

No entanto, o Peroxido de Hidrogénio (H2O: ¢ o principal fator associado a atividade
antimicrobiana da maioria dos méis, que € produzido enzimaticamente pelo glucose oxidase
e secretado pelas abelhas (Molan, 2006; Weston, 2000; Aljadi & Yusoff, 2003; Olaitan et
al.,2007).

Nas secgdes seguintes faz-se uma apresentacdo da amostragem e andlises efetuadas aos
meies recolhidos, bem como, o tratamento estatistico efetuado no tratamento de dados
analiticos. Os méis monoflorais a serem estudados neste trabalho sdo tipicos de Portugal,
como Castanheiro (Castanea sativa), Echium (Echium vulgare), Eucalipto (Eucalyptus
melliodora), Laranjeira (Citrus sinensis), Rosmaninho (Rosmarinus officinalis) e Urze
(Ericaceae), Alfarroba (Ceratonia siliqua), Medronheiro (Arbutus unedo), Poejo (Mentha
pulegium) e Tomilho (Thymus vulgaris). Os 6 primeiros méis estdo bem caracterizados ao
nivel das suas propriedades fisico-quimicas. Os 4 ultimos sdo pela primeira vez estudados e
comparados com os anteriores de forma a verificar e comparar as caracteristicas

apresentadas.
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Capitulo 11

Material e metodos




2.1 - Amostras de mel

As diferentes amostras de mel utilizadas neste estudo eram provenientes de mel
monofloral, adquiridos em centros comerciais de zonas distintas de Portugal, como
Albufeira, Almancil, Carvalhelhos, Mirandela, Montalegre, Redondo, Torres Vedras e
Vinhais. Recolheram-se 25 amostras de mel, com o objetivo de obter a maior variabilidade
possivel entre as amostras de mel tendo-se, selecionado as amostras cujo rotulo tinha
indicgdo de se tratarem de méis monoflorais.

No laboratoério, os frascos de mel foram armazenados a temperatura ambiente num local

€scuro.

2.2 - Analises polinicas

A origem boténica das amostras foi determinada pela anélise do espectro polinico com o
objetivo de verificar a informagao presente no rotulo. O método utilizado foi proposto por
Louveaux et al. (1978).

Numa fase inicial pesaram-se 10 g de mel e dissolveram-se em 10 mL de H>SO4 a 5%. A
solugdo foi colocada em banho-maria a 40°C para se dissolver completamente. Em seguida,
para 2 tubos de Falcon, adicionou-se 10 mL da solu¢do e acrescentou-se 5 mL de 4gua,
tendo-se posteriormente centrifugado durante 10 minutos a 2600 rpm. Ap0s a centrifugacao,
desprezou-se o sobrenadante, e lavou-se o precipitado com 10 mL de dgua destilada com
agitacdo para remover completamente os aglcares do mel e dispersar novamente o
sedimento. A solugdo passou para novos tubos de Falcon que foi novamente centrifugado
com o objetivo de remover o sobrenadante.

Por fim, prepararam-se as laminas com uma gota de sedimento e uma gota de
glicerogelatina, fixada a chama e solidificada antes da observac¢do. Para identificar e
quantificar todos os tipos de pdlen utilizou-se um microscopio 6tico a 400x e 1000x. O
reconhecimento dos diferentes tipos de polen foi possivel através da colecdo de referéncia

da Escola Superior Agraria de Braganca.
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23-pH

O pH do mel foi determinado pelo método descrito por Bogdanov et al., (1997).
Dissolveram-se 10 g de mel num goblé em 75 mL de agua destilada. Esta solug¢do foi
colocada em banho a 20°C até atingir o equilibrio, a medi¢ao do pH foi efetuada com o
medidor de pH Meter Basic 20 (2002) calibrado diariamente com 2 solugdes tampao

comerciais de pH 4,00 ¢ 7,00.

2.4 — Acidez

A acidez do mel foi determinada conforme o método apresentado por Bogdanov et al.,
(1997). Dissolveram-se 10 g de mel num goblé em 75 mL de 4agua destilada, em seguida
foram adicionadas 4 gotas de solu¢do alcoolica de fenolftaleina. A solu¢do foi titulada com
hidroxido de s6dio (NaOH) 0,1 N que ¢ incolor em meio acido e muda de cor para rosa em
meio basico, para confirmar a alteracao espera-se durante 10 segundos.

O valor da acidez foi expresso em miliequivalentes de acido por quilograma de mel e
determinado utilizando-se a seguinte equacao:

Acidez = 10*V (mL de NaOH)

Sendo, V, o volume de solu¢do de NaOH gasto na titulagao

2.5 - Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica do mel foi determinada com base no método descrito por Sancho
etal., (1991). Dissolveram-se 10 g de mel num goblé em 75 mL de 4gua destilada e a solugdo
foi colocada num banho a 20°C que apds ter atingido o equilibrio, foi lida a condutividade
(Condutivimetro Inolab, 1999).

Os valores da condutividade foram multiplicados por 1,5 e os resultados apresentaram-se

em 107 S/cm.
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2.6 — Teor de Cinzas

O conteudo de cinzas do mel foi determinado por condutivimetria, conforme a
metodologia proposta por Sancho et al., (1991). A partir dos valores obtidos para a
condutividade em 10 S/cm calculou-se a % de cinzas totais de acordo a seguinte formula:

% cinzas totais = ((0,083 * condutividade) — 0,092)
% cinzas soluveis = ((0.070 x condutividade)) — 0.102)
% cinzas insoluveis = ((0.0126 x condutividade)) + 0.0092)

2.7 — Humidade

A agua contida na amostra de mel foi determinada com base no método refratométrico
descrito por Anonimo (1986). A amostra de mel foi homogeneizada e lida com um

refratometro. Os resultados expressaram-se em % (p/p).

2.8 - Cor

A cor do mel foi determinada de acordo com o método espectrofotométrico, apresentado
no trabalho de Montenegro et al., (2005). Pesaram-se 5 g de mel num tubo de falcon de 50
mL e adicionaram-se em 10 mL de agua desionizada. A solugdo obtida preparada foi
colocada numa cuvete de plastico e apos repouso durante 10 a 15 minutos, antes efetuou-se
a leitura da absorvancia a 650 nm (espectrofotometro UV-visivel (Varian Cary Scan
model,1998), utilizando como branco a agua destilada.

A cor do mel foi definida na escala de mm Pfund, a partir do valor da absorvancia através
da seguinte expressao:

Mm Pfund = -38,70 + 371,39 x Absorvancia
Depois de calculados os mm Pfund utilizou-se a Tabela 2 para fazer a correspondéncia

com a cor do mel.
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2.9 - Acicares Redutores

A presenca de glucose e frutose no mel foram determinadas conforme o método descrito
por Bogdanov et al., (1997). Dissolveram-se 1 g de mel em 25 mL de 4gua destilada e, apds
a dissolucdo, o volume foi ajustado a 100 mL num baldo volumétrico com agua destilada
(solug¢ao de mel). Usando 25 mL desta solugdo de mel num baldo volumétrico de 50 mL e
completou-se o volume com agua destilada (solugdo diluida de mel). Num copo graduado
de 250 mL, adicionaram - se 5 mL de solugdo de Fehling A, 5 mL de solugdo de Fehling B,
7 mL de agua destilada e 14 mL da solucdo diluida de mel para um copo graduado de 250
mL. A solugdo contida no copo foi aquecida até a ebulicao e ferveu durante 2 minutos, apds
os quais se adicionou 1 mL de azul-de-metileno 0,2% (p/v). Esta soluc¢do foi titulada com a
solugdo diluida de mel até haver mudanga de cor. O volume da solugdo diluida de mel gasto
na titulagdo foi subtraido a 25 mL, correspondendo o valor obtido ao volume de 4gua usado
na dosagem. Para a dosagem, num copo graduado de 250 mL adicionaram-se 5 mL de
solugdo de Fehling A, 5 mL de solucdo de Fehling B, o volume de agua destilada
determinado previamente e 12,5 mL de solu¢do diluida de mel contida na bureta. A solugdo
foi aquecida e ferveu durante 2 minutos, apds os quais se adicionou 1 mL de azul-de-
metileno 0,2% (p/v). Esta solucdo foi titulada com a solu¢do diluida de mel da bureta até
haver mudanca de cor.

O teor em agucares redutores foi determinado de acordo com a seguinte equacao:

C=2000
PxV

Onde P ¢ o peso da amostra de mel e V € o volume da solugdo diluida de mel gasto na

segunda titulacao.

2.10 - HMF

O HMF foi determinado de acordo com o método espectrofotométrico descrito por
Anénimo (1986). Pesaram-se rigorosamente 5 g de mel que, depois da diluicdo em 25 mL
de agua destilada, foram colocadas num baldo volumétrico de 50 mL ao qual foram
adicionados 0,5mL de soluc¢ao Carrez I e 0,5 mL de solucdo Carrez II. Ap6s a mistura, o
baldo foi aferido com agua destilada. Em seguida, filtrou-se com papel de filtro a solugdo

desprezando-se os primeiros 10 mL de filtrado, recolheram-se aliquotas de 5 mL para dois
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tubos de ensaio. A um dos tubos adicionaram-se 5 mL de dgua destilada (amostra) e ao outro
tubo, 5 mL de solugdo bissulfito soédio 0,2% (p/v) (referéncia). Agitou-se vigorosamente e
leu-se a absorvancia das solugdes a 284 ¢ 336 nm utilizando-se cuvete de quartzo de Icm
(espectrofotometro UV-visivel Varian Cary 50 Scan model, 1998).

Nas absorvancias superiores a 0,6 é necessario fazer uma nova dilui¢do de solucdes, para
nova leitura de absorvancias, a solu¢do da amostra foi diluida com agua e a solugdo de
referéncia com bissulfito soédio a 0,1% (p/v).

O valor de HMF foi determinado através da seguinte férmula:
mg HMF/100g de mel = (Absass — Abszze) X 14,97 x (5/g de amostra)

Para efeitos comparativos com os valores obtidos pelo processo experimental
anteriormente explicado, foi também usado o aparelho Reflectoquant® com tiras especificas
para leitura de HMF em mel, que permitem um intervalo dinamico de analise de 1.0 - 60.0

mg/l de HMF.

2.11 - Indice diastasico

O Indice Diastasico foi determinado de acordo com o método descrito por Andnimo
(1986). Pesaram-se com precisdao 10 g de mel num copo graduado de 50 mL e adicionou-se
5 mL de tampao acetato pH 5,3 e 20 mL de 4gua destilada para dissolver a amostra. Num
baldo volumétrico de 50 mL colocaram-se 3 mL de cloreto de sodio 0,5M e adicionou-se a
solucdo de mel, perfazendo-se o volume com agua destilada. Transferiram-se 10 mL desta
solucdo para dois baldes volumétricos de 50 mL que foram colocados em banho-maria a
40°C, conjuntamente com o baldo que contém a solucdo de amido com um indice de azul
entre 0,5 e 0,55. Apds 15 minutos no banho, adicionaram-se 5 mL da solugdo de amido a
solucdo de mel contida num dos baldes (solugdo amostra) e 5 mL de dgua destilada para o
outro baldo (solugdo referéncia). No momento misturou-se, com uma rapida agitacdo e
comegou-se a contar o tempo de reagdo. Em intervalos de tempo de 5 minutos, transferiram-
se 1 mL dos baldes de referéncia e amostra para baldes volumétricos de 50 mL que
continham 10 mL de solu¢do de iodo 0,0007N e 35 mL de agua destilada. Leu-se a
absorvancia da solucdo amostra a 660 nm no espectrofotometro UV-visivel (Varian Cary

Scan model, (1998), utilizando como branco a solugao referéncia.
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A absorvancia da amostra foi lida de 5 em 5 minutos até atingir um valor inferior a 0,235.
Para determinar tempo em que a absorvancia atingiu esse valor, construiu-se um grafico de
absorvancia em fun¢do do tempo. A reta foi desenhada com pelo menos os trés ultimos
pontos do grafico, de modo a determinar por interpolacdo o tempo em que a absorvancia
atingiu o valor de 0,235. O indice diastasico (ID) foi calculado de acordo com a seguinte
formula:

ID =300/t

Em que, t = tempo (minutos). Os resultados foram expressos em graus Gothe.

2.12 — Teor em fenois

Para determinar os compostos fenolicos totais utilizou-se o método Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999). Cinco g de mel foram diluidos em 50 mL de agua destilada e
filtrados. Esta solucao (0,5 mL) misturou-se com 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu a
0,2 N. Apds 5 min, adicionou-se 2 mL de 75 g/L de carbonato de sdédio (Na2CO3). Apos a
incubagdo a temperatura ambiente por 2 h, mediu-se a absorvancia da mistura a 760 nm
contra um branco (metanol). Utilizou-se o acido galico (0-200 mg / L) como padrao. O total
de compostos fendlicos foi expresso em mg de acido galico equivalentes (GAME) / 100 g

de mel (citado por Meda et al., 2005). Foram efetuadas 3 repeti¢des para cada ensaio.

2.13 — Teor em flavonoides

Num tubo de ensaio colocaram-se 250 puL de mel, 75 pL NaNO2 a 5% e 1,25 mL de dgua
destilada. Apds 5 minutos, adicionou-se 150 pL de AICI3H20 a 10%. Ao fim de 6 minutos
juntou-se 500 pL. de NaOH 1M e 275 pL de 4gua destilada. Agitou-se vigorosamente e
leram-se as absorvancias no espectrofotometro a 510 nm. A curva de calibracao foi feita com
o reagente catequina (2,5-40 mg/L). Os ensaios foram realizados em triplicado. O método
usado para a determinag¢do de flavonoides foi o0 método de Zhishen er al., (1999) (citado por

Liu et al., 2009). Esta andlise foi efetuada em triplicado.
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2.14 — Analises Microbioldgicas

A anélise microbiologica foi efetuada a todas as amostras de mel com o objetivo de avaliar
a qualidade comercial (meso6filos e bolores e leveduras), qualidade sanitaria (Coliformes

totais e fecais e S. aureus) e segurancga (esporos de Clostrideos sulfito-redutores) do produto.

2.14.1. Preparagao da amostra

A preparagdo da amostra foi realizada de acordo com a NP-1829 (1982). Para tal, foram
pesadas numa balanga (Mettler PC Model 2000), em condi¢des de assepsia, 10 g de amostra
e homogeneizadas com 90 mL de 4gua peptonada (dilui¢do 10™"). Apés homogeneizagio da
amostra, procedeu-se a preparacio das diluicdes decimais (102 e 107), transferindo
assepticamente 1 mL da amostra para um tubo de ensaio contendo 9 mL de diluente (4gua
peptonada). Com uma nova pipeta, homogeneizou-se esta suspensdo e transferiu-se 1 mL
desta dilui¢do para novo tubo de ensaio contendo 9 mL de Agua peptonada.

Apos a preparacao das amostras e das respetivas diluigdes, procedeu-se a inoculagcdo em
meios de cultura apropriados para cada microrganismo pesquisado.

Os microrganismos estudados nas amostras de mel foram: aerdbios mesofilos, bolores e
leveduras, Staphylococcus aureus, coliformes totais, Escherichia coli, esporos de clostridios

sulfito redutores e Salmonella sp.

2.14.2. Contagem total de microrganismos aerdbios mesofilos

Para a contagem de microrganismos aerdbios totais procedeu-se a sementeira por
incorporagdo. Transferiu-se 1 mL das diluigdes decimais (10-1, 10-2 e 10-3) para placas de
Petri esterilizadas e identificadas. Terminada a distribui¢do do indculo pelas placas de Petri,
verteu-se para cada uma das placas cerca de 15 mL de meio de cultura PCA (Plate Count
Agar). Plaqueou-se uma placa estéril, sem in6culo, que serviu como controlo. Apos a
solidificacdo do meio de cultura, incubaram-se as placas em posicao invertida na estufa a
30°C durante 72 h. Por fim, procedeu-se a contagem das coldnias presentes em cada placa
de acordo com a ISO 4833/2003.0s resultados foram expressos em unidades formadoras de

colonias por gramas de produto analisado (UFC/g), segundo a formula:
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UFC/g = >c
Vx(nl+0,1xn2)xd

Onde:
X — soma das coldnias em todas as placas contadas (entre 15 e 150 coldnias);
d — diluigdo a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens;
nl — niimero de placas da 1? diluigdo contada;
n2 — namero de placas da 2? diluigdo contada;

V — volume de in6culo semeado em cada placa.

2.14.3. Contagem de bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi realizada em placas de Petri contendo meio de
cultura Potato Dextrose Agar (PDA), com adigdo de acido tartarico a 10%. A sementeira foi
feita por espalhamento a superficie de 0,1 mL de cada diluicdo decimal. As placas foram
incubadas na estufa a 20-25°C durante 5 dias. Apos o periodo de incubagdo procedeu-se a
contagem das coldnias e os resultados foram expressos em UFC/g de acordo com a formula

anteriormente referida para a contagem total de microrganismos aerébios mesoéfilos.

2.14.4. Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

A contagem de coliformes totais e Escherichia coli foi realizada utilizando o Kit sistema
simplate da Bio Control (método oficial AOAC 2005.03) e procedeu-se de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O meio de cultura fornecido foi hidratado em 100 mL de agua
estéril. Em tubos de ensaio foram colocados 9 mL de meio de cultura previamente hidratado
com I mL da amostra e homogeneizou-se com auxilio do vortex. Em seguida, verteu-se o
conteido dos tubos para a placa contendo 84 pocos e espalhou-se uniforme e
cuidadosamente o liquido com movimentos circulares para que os pogos ficassem totalmente
cobertos e sem bolhas de ar. Por altimo, o excesso foi removido. As placas foram incubadas
a 35°C durante 24 a 48 h. Apos o periodo de incubagdo, procedeu-se a enumeracdao dos
coliformes totais através da contagem do nimero de pocos em que ocorreu mudanga de cor
do meio de cultura. Enquanto, para a identificacdo e enumeracdo da Escherichia coli
procedeu-se a contagem do ntimero de pogos em que se observou fluorescéncia aquando da

exposi¢ao da placa a uma lampada de UV a 365nm.
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Através de uma tabela fornecida pelo fabricante, calculou-se o niimero de coliformes

presentes na amostra e os resultados foram expressos em UFC/g.

2.14.5. Pesquisa de esporos de clostrideos sulfito-redutores

Nos esporos de clostrideos foi realizada de acordo com a NP-2262:1986. Em tubos de
ensaio estéreis colocaram-se 5 mL e 10 mL de amostra. Os tubos foram colocados em banho-
maria a 80°C, durante 10 minutos para inativar a amostra. Apos inativagao foram transferidos
para placas de Petri. Em seguida, preparou-se o meio TSA-Agar (Triptose Sulfito Agar) e
adicionou-se as amostras anteriores (sementeira por incorporagdo). As placas foram
incubadas em estufa a 37°C durante 48 h. Consideram-se positivas as placas em que apareceu

um precipitado negro a volta das colonias.

2.14.6. Contagem de Staphylococcus aureus

Para os Staphylococcus aureus foi efetuada de acordo com a NP 4400-1:2002, por
espalhamento a superficie de 0,1 mL de cada diluicdo em placas de Petri contendo o meio
seletivo de Baird-Parker enriquecido com gema de ovo. Incubaram-se as placas invertidas a
37°C £ 1°C durante 48 h £ 4 h. Ap6s o periodo de incubagdo, apenas foram consideradas
como coldnias caracteristicas as negras ou cinzentas, brilhantes e convexas (1,5 a 2,5 mm de
didmetro apos 48 h) rodeadas de um halo transparente. Como ndo caracteristicas foram
consideradas as colonias negras e brilhantes ou cinzentas, com ou sem bordo branco estreito
€ em que a zona transparente estd ausente ou € pouco visivel. Os resultados foram expressos

em unidades formadoras de colonias por grama de produto analisado (UFC/g).

2.14.7. Isolamento ¢ identificagao de bolores e leveduras

Algumas coldnias isoladas foram selecionadas e repicadas para placas contendo meio de
leveduras so6lido, para obtencdo de culturas puras, apos contagem das leveduras nas placas
com meio PDA com adi¢ao de acido tartarico a 10% e incubadas durante 2 dias a 25°C. Apds
o periodo de incubacgdo, observou-se as caracteristicas dos isolados, de modo a verificar se
eram leveduras e se estas eram culturas puras. Os isolados foram identificados através de

galerias API 20C AUX (BioM¢érieux, Franca) (Fig. 8) e utilizado de acordo com as
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instrugdes do fabricante. Inicialmente procedeu-se a preparacdo da caixa de incubagdo,
devidamente identificada na lingueta lateral, distribuindo 5 mL de &gua destilada nos
alvéolos para criar uma atmosfera himida. Apos retirar a galeria da embalagem individual,
colocou-se na caixa de incubagdo. Seguidamente, utilizou-se uma fracao de colonia isolada
para obter uma suspensdo de opacidade equivalente a 2 McFarland num tubo de ensaio
contendo 2 mL de NaCl 0,85%. Em seguida, 100 ul da suspensao foi transferida para ampola
de API C Medium, proveniente no Kit. A suspensdo obtida em API C Medium foi
homogeneizada cuidadosamente, para evitar a formagao de bolhas, e inserida nas ctpulas da
galeria do Kit, a qual contém substratos desidratados, e incubada a 30°C £2°C durante 48-72
h. Posteriormente, realizou-se a primeira leitura do teste. A cupula que apresentou maior
turbidez que o controlo (meio API 20 C sem substrato), foi considerada reagdo positiva a
anotar na ficha de resultados. A galeria foi novamente incubada até completar o periodo de
72 h conforme a orientacdo do fabricante. Apds as 72 h, realizou-se uma segunda leitura
confirmatoria. A identificacdo da levedura foi obtida a partir de um perfil numérico. A cada
resultado positivo foram atribuidos os digitos 1,2 ou 4. A combinacdo destes digitos,
agrupados por sete grupos, forneceu um codigo numérico, que permitiu através do programa

de identificagdo apiweb TM fornecido pela empresa identificar a espécie de levedura.

2.14.8. Contagem de Salmonella sp.

A detecdo de Salmonella sp. foi realizada utilizando a técnica de imunodifusion test
1-2, teste de utilizacdo Unica para Salmonella (AOAC, 2005). Foram realizadas as leituras
ap6s 16-20 h da adi¢ao da amostra pré-enriquecida com 4agua peptonada tamponada e adi¢ao
de anticorpo especifico. Os resultados sdo interpretados visualmente observando o

desenvolvimento de uma imunobanda.

2.15 — Métodos estatisticos

Todas as experiéncias foram realizadas de forma aleatéria e sempre com 3 réplicas. Na
analise estatistica dos dados analiticos obtidos, numa primeira abordagem, foi realizada uma
analise descritiva geral, calculando médias, desvios padrdo e percentagens relativas de
desvio padrao. Como as amostras eram diferentes entre si e para estudar as diferengas entre

os resultados obtidos, aplicou-se a Anova de 1 fator, considerando que os dados
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apresentavam normalidade e homogeneidade de variancias (os erros de cada parametro
fisico-quimico medido nas varias amostras de mel foram baixos e da mesma ordem de
grandeza).

No estudo multidimensional usou-se a analise de agrupamentos estatisticos (MDS,
“multidimensional scaling”) que permite visualizar o padrdo de proximidades (isto &,
semelhancas ou distancias) entre um conjunto de amostras. Corresponde a uma ordenagao,
utilizada na visualizacao de informacao, onde a informacao sobre as distancias (distancia
Euclideana) entre as amostras (contida numa matriz de distdncia e corresponde as
similaridades entre pares de amostras) ¢ apresentada num novo espaco N-dimensional. O
grafico ¢ analisado ao nivel das semelhangas entre amostras, verificando-se que quanto
menor a proximidade (maior a semelhanca), menor a distancia entre pontos e vice-versa. Se
os dados de entrada fossem semelhangas, a relacdo teria sido negativa: quanto menor a
similaridade de entrada entre os itens, mais distantes seriam na imagem. Esta técnica utiliza
um algoritmo de minimizagao de fung¢des que avalia diferentes configuragdes com o objetivo
de maximizar a qualidade do ajuste (ou minimizar a "falta de ajuste"). Se N=2, entdo, a
informacdo ¢ representada num gréafico bidimensional (Borg et al., 2005). O MDS permite
analisar qualquer tipo de matriz de distancia ou similaridade e ¢ considerada uma alternativa
a andlise fatorial, que requer que os dados multivariados mostrem distribui¢cao normal, e que
as relagdes sejam lineares. Pelo contrario, MDS ndo tem estas restrigdes, estando apenas
dependente da significancia do ordenamento das distancias (ou similaridades). A analise
fatorial também tende a extrair mais fatores (dimensdes) e, por isso, MDS permite uma
interpretagdo mais facil dos resultados. Outra vantagem do MDS ¢ que pode ser aplicado
diretamente a qualquer tipo de distancias (ou semelhangas) e, por isso, tem uma grande
potencialidade de aplicacdo, enquanto que, a andlise fatorial precisa de calcular uma matriz
de correlagao.

Todos os estudos estatisticos foram realizados utilizando-se o programa estatistico R

(versao 2.15.1) [46 R Project] e adotando-se 5% (p <0,05) de nivel de significancia
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Capitulo 111

Resultados e discussao




Os resultados analiticos a seguir apresentados resultam das andlises polinicas, fisico-
quimicas e microbioldgicas realizadas as 25 amostras de mel, efetuadas em triplicado. A
analise polinica permitiu estabelecer o perfil polinico de cada amostra com o objetivo de as
classificar em mel monofloral ou multifloral, bem como, verificar a influéncia dos dois
polens mais predominantes nas caracteristicas fisico-quimicas. Nas analises fisico-quimicas
ao mel avaliou-se a cor, o pH, a acidez total, a humidade, a condutividade elétrica, o teor em
cinzas, o HMF, a diastase, o teor em sacarose, os teores em fenois e os flavonoides. Nas
analises microbioldgicas foram quantificados/pesquisados os seguintes microrganismos:
aerobios mesofilos, bolores e leveduras, Staphylococcus aureus, Coliformes totais,

Escherichia coli, esporos de Clostridios sulfito redutores, Salmonella sp e Bacillus cereus.

3.1 - Amostragem

As amostras de mel foram adquiridas comercialmente diretamente a produtores de mel de
varias regides de Portugal com o objetivo de obter méis monoflorais. Na Tabela 2 apresenta-
se a informagao presente nos rétulos dos méis adquiridos sobre a origem floral, bem como, a

identificacdo usada para cada mel nas analises.

Tab.2: Identificacio das amostras de mel de acordo com a origem floral presente no rétulo

Amostras Identificacio Informacao no rétulo Amostras Identificacio Informacao no rétulo
1 Cas2 Castanheiro 14 Eucl Eucalipto
2 Poel Poejo 15 Toml Tomilho
3 Medl Medronheiro 16 Tom?2 Tomilho
4 Eri2 Urze 17 Poe4 Poejo
5 Med2 Medronheiro 18 Poe2 Poejo
6 Euc3 Eucalipto 19 Ros2 Rosmaninho
7 Med3 Medronheiro 20 Euc2 Eucalipto
8 Alf2 Alfarroba 21 Larl Laranja
9 Eril Urze 22 Lar2 Laranja
10 Alfl Alfarroba 23 Rosl Rosmaninho
11 Casl Castanheiro 24 Ech2 Echium
12 Alf3 Alfarroba 25 Echl Echium
13 Poe2 Poejo

Os méis foram analisados no seu perfil polinico para confirmar a classificagdao do tipo de

mel presente no rotulo.

27



3.2 - Analises Polinicas

A origem floral e geografica constitui aspetos importantes para a qualidade do mel pois,
influenciam significativamente o seu valor comercial (Estevinho er al., 2012). A analise
polinica permite conhecer a fonte floral de cada amostra de mel e por isso, importante para
confirmar se esta ¢ mel polifloral ou monofloral e quais os dois pdlens mais predominantes.
Para a classificacdo em mel multifloral ¢ monofloral usou-se critério geral (Arruda, 2003)
baseado no pélen de maior predominancia: méis com percentagem superiores a 45% de um
polen sao monoflorais. Com excecdes de méis de Lavandula e Castanea que sdo classificados
em méis monoflorais se o respetivo pdlen tem niveis superiores a 15 e 90%, respetivamente.

Os resultados globais obtidos nas analises polinicas estdo sumariados na Tabela 3 que
mostra todos os tipos de polen identificadas no mel, bem como, a percentagem de méis onde
o polen foi identificado e quantificado. Apresenta-se também as siglas para representar as
espécies botanicas do polen, que vao ser usadas no texto, tabelas e graficos. Os resultados
apresentados mostram que neste trabalho, as 25 amostras de mel t€ém um perfil polinico
variado, tendo-se identificado 21 polens. A Figura 5 mostra um gréafico de barras que traduz
os valores de percentagens de méis com o polen identificado. Esta figura permite visualizar
que os 6 pblens mais presentes nos méis sao, por ordem decrescente de predominancia, os de
Echium sp. (96%), Rubus sp. (80%), Leontondon sp. (76%), Lavandula sp. (68%) e, com
percentagem igual, o Eucalyptus sp. e Prunus sp. (64%).

Com niveis de predominancias baixas (8%, polen presente em s6 2 amostras) foram
detetados os polens de Pinus sp., Foeniculum sp. e Thymus vulgaris sp.. Os restantes polens
mostram estar presentes em 12 a 52% das amostras de mel analisadas.

Na Tabela 4 mostra-se o perfil polinico obtido para cada amostra de mel analisado,
apresentando-se os valores médios percentuais (duas analises por cada amostra se o desvio
médio for inferior a 5%) associados a contagem de polens. Como ja foi referido, a
classificagdo em mel mono ou multifloral foi efetuada usando o valor de percentagem do
polen predominante no perfil polinico. A informag¢ao dos dois polens predominantes mostra
que nao ha dois méis iguais, mesmo sendo classificados como mel monofloral da mesma

origem floral.
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Tab.3 Identificaciio de espécies botanicas

perante as siglas

Siglas Pélens presentes nas % de polen
amostras nas amostras

ACA  Acacia sp. 12
ARB  Arbustus unedo sp. 20
CAR  Cardus sp. 16
CER  Ceratonia siliqua sp. 12
CIT Cytisus sp. 28
CIT Citrus sp. 16
ECH  Echium sp. 96
ERI Erica sp. 44
EUC  Eucalyptus sp. 64
LAV  Lavandula sp. 68
CAS Castanea sp. 52
PIN Pinus sp. 8

PRU  Prunus sp. 64
TRI ium sp. 36
RUB  Rubus sp. 80
FOE Foeniculum sp. 8

LEO  Leontondon sp. 76
UMB  Unbelifera sp. 20
TRI Thymus vulgaris sp. 8

MIN  Mimosaceae sp. 12
MEN  Mentha pulegium sp. 16

% Amostras com o polen

Acacia sp.
Arbustus unedo sp.
Cardus sp.
Ceratonia siliqua sp.
Cytisus sp.

Citrus sp.

Echium sp.

Erica sp.

Eucalyptus sp.
Lavandula sp.
Castanea sp.

Pinus sp.

Prunus sp.
Trifolium sp.

Rubus sp.
Foeniculum sp.
Leontondon sp.
Unbelifera sp.
Thymus vulgaris sp.
Mimosaceae sp.

Mentha pulegium sp.

o
|Il||l

50 100

Fig.5 Tlustracio grafica da % de polens
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Tab. 4: Perfil polinico de cada amostra de mel, analisados.

Amostras de Mel

Informagdo no rétulo  Eril Eri2 Echl Ech2 Casl Cas2 Poel Poe2 Poe3 Poe4 Larl Lar2 Rosl Ros2 Toml Tom2 Eucl Euc2 Euc3 Medl Med2 Med3 Alfl Alf2 Alf3

Acacia sp. 9,45 3,0 33
Arbustus unedo 50,4 48,0 532 85 19,1
Cardus sp. 7,1 7,5 15,8
Castanea sativa 16,3 32,8 85 7,6 71,7 77,7 16,0 104 16,0 50 63 8,9 7,3 4,1
Ceratonia siliqua 474 53,7 50,3
Citrus sp. 9,0 48,0 57,5 6.4 4.8
Cytisus sp. 6,0 2,6 11,4 4.4 7,7 7,7
5 Echium sp. 5,0 46,6 57,8 6,1 24 147 151 14,7 238 232 162 433 205 9,9 97 2,7 41 10,6 92 16,8 16,2 5,5 6,2
E Erica sp 484 347 24 19 6,0 10,3 39 29 47 2,4
-g Eucaliptus sp. 49 1,5 3,0 32 38 63 38 30 70 52 50 67,0 79,5 733 2,6 3,9 7,2
(g Foeniculum vulgare 9,2
g Lavandula sp. 7,8 11,5 25 84 94 84 7,3 31,7 494 95 5,8 10,0 93 92 32 39
gn Leontondon sp. 6,6 24 19 20 1,6 22 1,6 27 68 7,7 102 58 1,8 55 4,6 8,1 4,6 103 3,0
Mentha pulegium 424 51,0 42,6 56,0
Mimosaceae 39 4,2 34
Pinus sp 104 25
Prunus sp. 59 79 55 7,7 46 39 3,9 6,7 6,5 3.3 8,9 30 29 9,4 49 5,0
Rubus 74 18 72 62 29 64 57 64 52 40 87 133 43 6,5 3.3 7,1 4,0 8,4 3,0
Thymus vulgaris 43,8 46,2
Tryfolium sp. 6,7 174 56 29 28 2,7 17,6 7,9 5,9 4,5
Umbelifera 4,7 44 3,8 3,8 53 3,0

30



Devido a esta variagdao, na Tabela 5 mostra-se a classificagdo atribuida (mel mono e
multifloral), bem como, a nova identificacdo atribuida a cada amostra que corresponde as
siglas identificativas das espécies botanicas dos dois pdlens predominantes com as
respetivas percentagens. E um fato que os tipos e quantidades de polens presentes no mel
sao um fator fundamental para o estudo e compreensdo da variacdo que existe entre as
amostras. A tabela mostra que s6 4 amostras adquiridas foram classificadas como méis

multiflorais, estando as restantes de acordo com a informagao presente no rétulo.

Tab.5: Classificacdo do tipo floral do mel segundo a analise polinica e identificacdo das amostras baseada nos pélens das
duas espécies predominantes

Identificacao usando 2

Amostras  Informacdo no Pélens mais predominantes Classificacdo floral do mel *2

rétulo sl
1 Castanheiro CAS78 PRU4 M
2 Poejo POE42 CASI16 Mentha pulegium
3 Medronheiro ARB50 LAVI10 Arbustus unedo
4 Urze ERI35 CAS33 M
5 Medronheiro ARB48 PRU9 Arbustus unedo
6 Eucalipto EUC73 RUB7 Eucaliptus sp
7 Medronheiro ARB53 ECH17 Arbustus unedo
8 Alfarroba CERS54 PIN10 M
9 Urze ERI48 CAS16 Erica sp.
10 Alfarroba CER47 _ECH14 Ceratonia siliqua
11 Castanheiro CAS72 RUB6 M
12 Alfarroba CER50_ARB19 Ceratonia siliqua
13 Poejo POES1_ECHI15 Mentha pulegium
14 Eucalipto EUC67_ERI10 Eucaliptus sp
15 Tomilho TRI44 CIT11 Thymus vulgaris
16 Tomilho TRI46_ECHI10 Thymus vulgaris
17 Poejo POES6_ECH24 Mentha pulegium
18 Poejo POES50 EUC12 Mentha pulegium
19 Rosmaninho LAV49 ECH20 Lavandula sp.
20 Eucalipto EUC80_FOE9 Eucaliptus sp.
21 Laranja CIT48 LAV7 Citrus sp.
22 Laranja CIT58 TRI18 Citrus sp.
23 Rosmaninho LAV32 ECH43 Lavandula sp
24 Echium ECH61 LAV10 Echium sp.
25 Echium ECH47 TRI17 Echium sp.

*1) Abreviaturas de espécie e percentagem de polen. Por exemplo CAS78 PRU4 — Castanea sativa 78% _Prunus sp.

4% (abreviaturas de finidas na Tabela 3). *2) M - multifloral
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Na seccao seguinte apresentam-se os resultados obtidos das analises fisico-quimicas as
amostras de mel: cor, pH, acidez total, humidade, condutividade elétrica, teor em cinzas,

HMF, diastase, teor em sacarose e teores em fenois ¢ flavonoides

3.3 — Caracterizacao Fisico-Quimica

3.3.1 - Cor

A cor do mel esta relacionada com o tipo de polens presentes no mel e ¢ medida por
espectrofotometria na zona do visivel (absorvancia) sendo posteriormente transformado
num valor da escala de mm Pfund (ver seccdo 2.8). Na Figura 6 mostram-se os resultados
da cor na escala mm Pfund, por ordem decrescente, obtidos nos méis usados neste
trabalho, identificados pelos dois pdlens predominantes do respetivo perfil polinico. As
letras diferentes indicam que os resultados médios s3o diferentes estatisticamente, usando

a Anova de 1 fator.

160

b
a
5120
C ..................................................................................................................
>
o hi hi hi i
T U O 0 OO0 VO VU OO0 DU v oo o vy O A [UUOR UY VOUO OO OO0 OO O O Y
S
E
Y1+ A O e A U N B
O r
“I ----- — T -”“I““I““-I ----- I““‘I““;““I ----- — T ---“I““I-“--I ----- — T “”;-”-I“-“I ----- I"”-I““I-““I ----- I“-
IR BRI A S I IR I NS R PSP e S BRI CHRCIN
Lo F FEELE S o‘\(f) ® 0‘2‘/\@@6\" S S F LY %«Q‘ & \,@«/S‘\
AV, (7 27 R A% 05 F R AL AV D NS B 0 0F 07D D (D& PR
D' (M R L 7R WK D 07N (P P W07 P (WY LT 00 Y
FFLE \??‘Q/Qvgibo((/ &L Ovo(g O@@&Qs/\@qo@qo@\y & O T E

Amostras de mel

Fig. 6 — Cor dos méis estudados na escala mm Pfund

Facilmente se consegue observar na figura que os valores mais altos (de mm Pfund)
estdo relacionados com os méis mais escuros, ricos em sais minerais, € 2 medida que a cor
dos méis tende a ficar mais clara, os valores vao sendo mais baixos, ha direita do grafico.
A figura mostra que os trés valores mais baixos, associados a cor branca (cor <29 mm

Pfund), apresentam percentagem de polen de Echium sp. superiores ou iguais a 43%, tendo
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como polen secunddrio, 32% em Lavandula sp. ou 17% de Tryfolium sp.. A amostra que
contém 78% de polen de Castanea sativa apresenta a cor mais escura (154 mm Pfund).
Na Tabela 6 apresentam-se, para cada amostra, os valores de cor na escala mm Pfund,
arelagdo com a cor na zona do visivel e o nome da cor identificada. Verifica-se que 3 méis
sao de cor branca (varia entre 22,5 ¢ 33,1 mm Pfund), s6 um mel apresenta cor ambar
extra claro, 6 meis sdo de com ambar claro (62.1 a 81,7 mm Pfund), 12 méis tém cor ambar

(88,9 a 110mm Pfund) e 3 amostras sdo de cor &mbar escuro (122.2 a 153.6 mm Pfund).

Tab.6: Amostras de mel separadas por mm Pfound e associaciio a sua cor respetiva.

Poélens
Predominantes Cor, mmPFund Cor do mel Nome da Cor
ECH47 TRI17 22.5 Branco
ECH61_LAV10 28.6 R Branco
LAV32 ECH43 33.1 I Branco
CITS8 TRIIS8 48.6 R Ambar extra claro
CIT48_LAV7T 62.1 e Ambar claro
EUC80_FOE9 66.9 I Ambar claro
LAV49_ECH20 69.0 ] Ambar claro
POES0 EUCI12 70.6 _ Ambar claro
POES6_ECH24 78.5 ] Ambar claro
TOM46_ECHI10 81.7 I Ambar claro
TOM44 CIT11 88.9 I Ambar
EUC67 ERII10 90.4 ] Ambar
POE51_ECHI5 90.7 ] Ambar
ALF50 MEDI9 90.7 ] Ambar
CAS72_RUB6 90.9 ] Ambar
ALF47 ECH14 91.4 I Ambar
ERI48_CAS16 93.1 ] Ambar
ALF54_PIN10 94.3 ] Ambar
MED53_ECH17 97.2 ] Ambar
EUC73_RUB7 97.9 ] Ambar
POE48_PRU9 100.3 ] Ambar
ERI33 CAS33 110.1 R Ambar
POES0 LAV10 1222 ] Ambar escuro
POE42_CAS16 149.8 ] Ambar escuro
CAS78 PRU4 153.6 | Ambar escuro

Os polens predominantes tem elevada importancia ao nivel da caracterizagdo da cor
final do mel e ¢ dificil obter as mesmas caracteristicas em diferentes colheitas, mesmo
sendo considerado mel monofloral pois, em cada colheita de mel o perfil polinico sera

diferente. Resultados obtidos em trabalho de dissertacao de mestrado Sousa, Mara E.B.C
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(2012) em “Lingua eletronica potenciométrica: uma ferramenta para analise da qualidade
do mel.”, mostram a variacdo de cor desde o extra-branco até ao escuro, dentro do
intervalo de 15,9 a 204,2 mm Pfund, segundo a escala definida pela USDA (Agricultural
Marketing Service, United States Standards for Grades of Extracted Honey). Neste
trabalho usaram-se 90 amostras de mel representantes de uma amostragem de varias
regides de Portugal tendo predominando as cores branco, ambar claro e escuro foram as
que predominaram (>22% de méis em cada categoria), enquanto que os méis de cor ambar
extra claro e &mbar estavam representados medianamente (11,2% para cada categoria). As
amostras de cor extra branco foram as menos representativas (2,2%). Os resultados
apresentados mostraram que € possivel ter uma elevada variabilidade entre os méis, apesar
da origem ser igualmente Portuguesa, pois cada amostra de mel possui a sua propria
identidade e caracteristicas unicas devido ao perfil polinico.

Com o objetivo de relacionar os resultados das seguintes analises fisico-quimicas com
a cor das respetivas amostras, os resultados serdo apresentados com a ordem decrescente

de cor apresentada na Figura 6.

3.3.2-pH

Os valores de pH deverao situar-se entre 3,2 e 4,5 (Feés et al., 2010), pois nestas
condi¢des o crescimento microbiano fica condicionado pelo facto de ndo serem Otimas
para o seu desenvolvimento, aumentando o tempo de armazenamento e de vida de
prateleira. O crescimento de microrganismos interfere na qualidade do produto, ao nivel
da sua textura que sofre alteragdes, estabilidade e vida util do mel, como consequéncia o
seu sabor e aroma alteram-se de forma a ficar improprio para consumo.

Na Figura 7 apresentam-se os valores de pH obtidos da analise a cada amostra de mel
e as letras diferentes representam amostras com diferencas significativas na Anova de 1
fator.

Os valores de pH obtidos variaram entre 3,82 e 4,81, com uma média de 4,44, e seguem
uma tendéncia decrescente com a ordem decrescente da cor do mel. Por isso, os valores
de pH mais baixos observaram-se nas amostras que apresentaram polen de Echium sp. e
os dois valores mais altos nas que apresentaram elevados niveis de pdlen de Castanea
sativa.

Ao comparar os valores obtidos com os limites maximos Europeus segundo Persano

Oddo et al., (2004) verificou-se que os méis de ECH47 TRI17 e CAS72 PRU4
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ultrapassaram o estipulado (pH minimo de 3.90 e pH maximo de 4.70, respetivamente); o
mesmo acontece com o mel CIT58 TRI18, onde o minimo Europeu ¢ de 3.30 e 0 méximo
de 4.20; e, também, as amostras EUC80 FOE9 e EUC73 PRU9 com um minimo Europeu
de 3.70 e o maximo de 4.30; os restantes estdo conforme os parametros Europeus.
Relativamente aos méis alfarroba (Ceratonia siliqua), medronheiro (Arbutus unedo),
poejo (Mentha pulegium) e tomilho (Thymus vulgaris), os seus encontram-se entre valores
de pH de 4,00 e 4,75, ¢ de salientar que estes méis ainda ndo foram objeto de estudos e,

por isso, ndo ha termos de comparagao.

Amostras de mel

Fig.7 — Valores de pH de cada amostra de mel

De forma geral, os resultados médios obtidos apresentaram erros analiticos baixos e,
por isso, os valores de pH e as outras varidveis fisico-quimicas, a seguir apresentadas,

mostram diferencas significativas entre a maior parte das amostras.

3.3.4 — Acidez

A acidez livre no mel ndo ¢ constante, uma vez que este possui enzimas que alteram os
seus valores, tais como a glucose oxidase, € que se mantém ativas mesmo apos a colheita
do mel (Cavia et al., 2007). Através dos valores da acidez ¢ possivel avaliar o estado de
maturagdo e de deterioragdo do mel pois, logo que haja uma fermentagao no mel, a acidez

tende a aumentar.
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Os valores obtidos nas amostras estudadas situam-se dentro dos parametros, o que
indica a auséncia de fermentacdes (Bogdanov et al., 2004). Os valores obtidos estdo
apresentados na Figura 8 (letras diferentes representam amostras com diferencas
significativas na Anova de 1 fator). A figura mostra que os méis de cor ambar para cor
branco apresentam valores de acidez decrescentes com a cor, mas para os méis mais
escuros obteve-se, em geral, niveis similares de acidez (entre 25 e 35 meq/kg de mel),
exceto 3 méis, sendo 2 dos méis de medronheiro. Salienta-se que se obtiveram a amostras
com valores de acidez acima de 30 (meq/kg de mel) que, dispostas de forma crescente,
foram: POES0_EUCI12, CAS78 PRU4, TRI44 CIT11, ERI48 CAS16, POES0_EUCI12
e EUC67_ERI10. As amostras LAV32 ECH43 e ECH61 LAV10 apresentaram valores
abaixo de 15 meq/kg de mel.

De realcar que nenhum dos méis estudados ultrapassaram os valores Europeus para

acidez nos méis: minimo de 2.30 meq/kg de mel e méximo de 49.7 meq/kg de mel.

W
o
1

Acidez (meqg/kg)

Amostras de mel

Fig.8 - Valores de acidez (meq/kg de mel) de cada amostra de mel

3.3.5 — Humidade

Na caracterizacdo do mel, este parametro € o Unico critério comercial que o mel tem
que cumprir. A percentagem de dgua tem de estar dentro dos limites maximos admissiveis
pela legislagdo, inferiores a 20%, caso contrario, ndo ¢ aceite no comércio mundial, no
caso da Europa o limite maximo ¢ de 21,4 %. Niveis baixos de humidade no mel ¢
sinonimo de uma melhor conservacdo e armazenamento, o que leva a um aumento do

tempo vida de prateleira deste produto. Esta referido que, se a atividade da dgua for baixa,
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as condi¢des de crescimento microbiano serao desfavoraveis, impedindo o crescimento a
superficie de fungos tais como Penicillium spp € Mucor spp (Estevinho et al., 2012).

Na Figura 9 mostram-se os valores de humidade (%) obtidos nos méis analisados,
verificando-se que a maior parte das amostras apresentam valores médios a variar entre
14,5 a 15,5 %. Nas amostras, o valor mais baixo encontrado foi no mel de POE42 CAS16
(12,6 %) e o mais alto no mel ERI33 CAS33 (16.8 %), o que indica que estao dentro dos
parametros Europeus. Curiosamente, o limite méximo para méis Europeus de 21,40% ¢

relativo ao mel de Urze, tal como o valor mais alto obtido neste estudo em ERI33 CAS33.

-
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Humidade (%)

Amostras de mel

Fig.9 - Valores de humidade (%) presente em cada amostra de mel

Através da andlise da Figura 9, que apresenta valores médios e barras associadas ao
desvio padrdo das andlises, foi visivel que as médias da humidade de algumas amostras
foram estatisticamente iguais (letras diferentes representam amostras com diferencas
significativas na Anova de 1 fator): no caso dos méis EUC67 ERI10, LAV49 ECH20 e
POE56 ECH24 com uma humidade a rondar os 14,9 %; méis CIT48 LAV7,
CER54 PIN10 e TRI46 _ECHI10 com valores proximos de 15,2%; méis CAS78 PRU4 e
ECH47 _TRI17 com valores proximos de 15,4%; méis CAS72 RUB6, ARB50 LAV10e
EUC80 FOE9 com resultados de 15,9%; e, por ultimo, méis ERI48 CAS16 e
POES0 EUCI2 com valores proximos de 16,0%. Os restantes resultados sdo casos

isolados pois ndo mostram semelhancas estatisticas com outras amostras.
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3.3.6 — Cinzas totais e Condutividade elétrica

A condutividade elétrica depende da concentracao de sais minerais, acidos organicos e
proteinas presentes nos néctares recolhidos pela abelha e que deu origem ao mel
(Acquarone et al., 2007). Estudos realizados (Felsner et al., 2004; Kropf et al., 2008)
mostraram que existe uma relagdo linear entre o teor mineral e a condutividade elétrica.
O teor de cinzas d4 uma medida direta do residuo inorganico apods carbonizacdo, enquanto
a condutividade elétrica mede todas as substancias organicas e inorganicas ionizaveis
presentes no mel (Estevinho er al., 2012). O teor de cinzas e a cor do mel estdo
relacionados, uma vez que os méis com cor clara t€ém geralmente um teor de cinzas inferior
ao dos méis de cor escura (Finola et al., 2007).

Na Figura 10 mostra-se o grafico dos valores médios (com barras de erros) de
condutividade (10* S cm™) obtidos de cada amostra de mel (letras diferentes representam
amostras com diferencas significativas na Anova de 1 fator). Neste estudo, as cinzas ndo
foram determinadas experimentalmente e, como referido na sec¢do 2.6 (pag.18), foram
calculadas por uma relagdo com a condutividade, pelo que, no presente estudo nio foi
apresentado um grafico similar ao da condutividade (Figura 10) para os resultados das
cinzas.

A Figura 10 mostra que os méis de Echium (ECH47 _TRI17 e ECH61 LAV10) tiveram
os valores mais baixos de condutividade (10* S cm™) e que sdo esperados por serem méis
de cor branca, indo de encontro aos resultados obtidos em estudos anteriores (Finola et

al., 2007; Felsner et al., 2004; Kropf et al., 2008).
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Condutividade (10-4 S/cm)

Amostras de mel

Figura 10 - Valores de condutividade (10 S cm™) presente em cada amostra de mel

Os valores Europeus de condutividade elétrica nos méis variam entre 0,08 ¢ 1.91 (10
S cm!). Nas amostras analisadas, o valor maximo foi de 1.10 (10 S cm™) relativo ao mel
de ERI35 CAS33 e, por isso, todas as amostras enquadraram-se nos parametros Europeus.
Os valores médios da condutividade mostram uma tendéncia decrescente em relagao
ao decrescimento da cor (mm Pfund), o que esta de acordo com os resultados obtidos nos
estudos de Felsner et al. (2004) e Kropf et al. (2008). Um comportamento semelhante foi

obtido nos resultados de pH.

3.3.7 - Indice diastasico

O indice diastasico ¢ um indicador de frescura do mel e estd associado aos niveis das
enzimas diastase, cuja a¢do diminui com o tempo de armazenamento e com o aquecimento
do mel. A diminuicdo da diastase pode estar relacionada com a sua desnaturacdo pela
exposicao a temperaturas superiores a 35°C durante o armazenamento e/ou o seu tempo
de vida na prateleira (Alves et al., 2012).

A Figura 11 mostra os valores médios (com barras de erros) de indice diastasico
(mg/g/min) obtidos em cada amostra de mel (letras diferentes representam amostras com

diferencas significativas na Anova de 1 fator).
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Figura 11 - Valores de indice diastasico (mg/g/min) de cada amostra de mel

A figura mostra uma variag@o elevada nos resultados obtidos em mel de cor mais escura
enquanto que, nos méis de cor mais clara, os valores de indice diastdsico sdo mais
regulares, verificando-se que varios méis apresentam resultados estatisticamente
semelhantes.

Os resultados mais elevados (valores superiores a 16,00 mg/g/min) pertencem as
amostras que t€ém polen de Castanheiro no seu perfil polinico maioritario (CAS78 PRU4,
ERI35 CAS33, ERI48 CAS16 e CAS72 RUB6). Verificou-se também que os valores
mais baixos pertencem as amostras de mel de Medronheiro (ARB50 LAVI1O0;

ARB48 PRU9 e ARB53 ECH17) e com valores estatisticamente iguais.

3.3.8 - HMF

O composto HMF forma-se mesmo apds o armazenamento do mel a baixas
temperaturas. A presenca de agucares simples e dgua, em meio acido, favorece a formagao
de HMF (Nozal et al.,2001), embora em armazenamento as suas concentragdes aumentam
com o aumento da temperatura e tempo de armazenamento. O aumento excessivo de HMF
traduz-se em perda de qualidade associado a envelhecimento e possiveis riscos para a
saude dos consumidores. Segundo o estudo de Louise et al. (2010), o HMF esté entre as

substancias de risco de atividade mutagénica, cito-toxicidade e genotoxicidade.
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A Figura 12 mostra a variagdo dos niveis médios (com barras de erros) de HMF
encontrados nas amostras de mel estudados e os resultados comparativos com Anova de

1 fator (letras diferentes representam amostras com diferencas significativas).
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Figura 12 - Valores de HMF (mg/L) em cada amostra de mel

Esta figura apresenta um comportamento semelhante ao obtido nos resultados de indice
diastasico: variacao elevada nos méis de cor mais escura ¢, nos méis de cor mais clara,
valores mais regulares. Com valores acima de 13,0 mg HMF/L encontram-se 4 amostras
de mel: ARB50 LAV10, POE42 CAS16, CER47 ECHI4 e CER54 PIN10. Com
valores abaixo de 2,5 mg/L existem 3 amostras: CAS72 RUB6 e as duas com pdlen de
tomilho, TRI44 CIT11 e TRI46 _ECHI10. Verificou-se que o valor mais elevado foi
observado na amostra ARB50 LAV10 com valor de 17.4 mg/l e o valor mais baixo no
mel TRI44 CIT11 (1.2 mg/l). Convém salientar que para os méis de alfarroba,
medronheiro, poejo e tomilho ndo existem parametros minimos e maximos legais. Pelo
contrario, de referir que o mel CAS72 RUB6 tem valores acima do limite maximo

Europeu permitido para um mel de Castanheiro.
3.3.9 — Contetido em compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo fundamentais na alimentacdo humana, que além da sua
fun¢do antioxidante, apresentam também outras propriedades biologicas, nomeadamente
propriedades anti-histaminica, anti-inflamatdria, antibamicrobiana e antiviral (Perron et

al., 2009). Os acidos fenolicos que se encontram em maiores quantidades no mel sdo os
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acidos galicos e p-cumarico, embora estejam outros presentes em menor quantidade, como
os acidos cafeico, fertlico, elagico, clorogénico, siringico, vanilico e p-hidroxibenzdico
(Estevinho et al., 2008). Os compostos fendlicos variam em composi¢ao e quantidades em
cada amostra de mel pois dependem do perfil polinico e origem geografica do mel.

Na Figura 13 visualizam-se os contetiddos médios (com barras de erros) em compostos
fenolicos (mg de GAE/100g de mel) obtidos para cada amostra e os resultados
comparativos da Anova de 1 fator (letras diferentes representam amostras com diferengas
significativas). Como se pode verificar, os conteudos em fendis mostraram um
comportamento semelhante ao obtido na avaliacao dos valores de pH e condutividade, ou
seja, os resultados mostram valores decrescentes em relacdo a ordem decrescente da cor
das amostras analisadas. A figura mostra que o valor mais elevado obtido foi no mel de
CAS78 PRU4 com 116,4 mg de GAE/100g de mel e o mais baixo no mel de
ECH61 LAV10, com 23,3 mg de GAE/100g de mel. Verifica-se também que as 8
amostras apresentaram valores acima de 100,0 mg de GAE/100g de mel foram
CAS72 RUB6, CAS78 PRU4, ERI48 CAS16, ERI35 CAS33, ARBS50 LAVIO
(Medl), ARB48 PRU9, ARB53 ECH17 e POE42 CASI16. Ou seja, os méis mais ricos
em compostos fendlicos sdo os de castanheiro, urze e medronheiro. O mel de poejo
MEN42 CAS16 mostra também valores elevado, talvez devido a influéncia do néctar de

castanheiro.
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Fig.13 — Contetido em compostos fendlicos (mg de GAE/100g) de cada amostra de mel
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3.3.10 — Conteudo em flavonoides

Os compostos flavonoides fazem parte dos compostos fenolicos e sdo substincias
antioxidantes com efeitos benéficos para a saude. Cada amostra de mel pode apresentar
uma composicao e quantidades em compostos flavonoides diferente pois esta dependente
da sua origem geografica, bem como do seu perfil polinico. Nas plantas a fun¢ao dos
flavonoides ¢ atrair insetos para ajudar na polinizag¢ao e na dispersdo de sementes devido
as suas cores brilhante e padrdes (Carpes, 2008).

Na Figura 14 visualizam-se os conteudos médios e as respetivas barras de erros, em
compostos flavondides (mg de CAE/100g de mel) obtidos para cada amostra, bem como,
os resultados comparativos da Anova de 1 fator (letras diferentes representam amostras
com diferencas significativas). A figura ndo mostra a mesma tendéncia que foi encontrada
em relacdo aos niveis de compostos fendlicos. Nos méis mais escuros obteve-se um
decrescimento nos contetdos em flavonoides, seguindo-se de 3 méis com valores baixos
(<5 mgde CAE/100g de mel) tipicos dos méis com cores mais baixas. Na zona intermédia
de cores houve oscilagao dos valores baixos para valores elevados devido a presenca de

méis com podlen de urze, castanheiro e poejo.

Da analise da figura verificou-se que os méis CAS78 PRU4, POE42 CASI16,
ERI35 CAS33, ERI48 CAS16, POE51 ECHI5, ARB50 LAV10 e CAS72 RUBG6
apresentaram os valores mais elevados, acima de 9,0 mg de CAE/100g de mel. As
restantes amostras de mel t€ém valores de flavonoides entre os 6,0 € os 2,0 mg de
CAE/100g de mel. O valor mais elevado em conteudo de flavonoides foi obtido no mel
CAS78 PRU4 (19,8 mg de CAE/100g de mel) e o mais baixo no mel ECH61 LAV10,
com 3,5 mg de CAE/100g de mel.
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Amostras de mel

Fig.14 — Contetido em compostos flavonoides (mg de GAE/100g) de cada amostra de mel

3.3.11 — Acucares Redutores

Os acucares presentes no mel tém de estar de acordo com a Legislagdo Portuguesa
(Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 de setembro), que refere que o teor minimo de glucose e
de frutose no mel de néctar é de 60% (p/p).

Na Figura 15 visualizam-se os valores médios de percentagem de agucares redutores
obtidos, com as barras de erros, para cada amostra e os resultados comparativos da Anova
de 1 fator (letras diferentes representam amostras com diferencas significativas). A figura
mostra que a maioria méis apresentam valores elevados e s6 4 amostras se encontram
abaixo dos 60% as amostras de CAS78 PRU4, CIT48 LAV7, CIT58 TRIIS e
POES0_EUCI12, sendo o valor mais baixo observado no mel CAS78 PRU4 (54.4 %).
Com percentagem intermedia entre 60% e 65%, obtiveram-se 3 méis: ECH61 LAV10,
ERI48 CASI16 e POE56 ECH24. As restantes amostras tiveram valores acimas dos 65%
e estatisticamente semelhantes, tendo-se obtido no mel EUC80 FOE9, o valor mais

elevado, a concentracao de 73.3 % em agucares redutores.

44



Amostras de mel

Fig.15 — Aciicares redutores (%) em cada amostra de mel

Globalmente, os resultados salientam a elevada variabilidade encontrada nas
carateristicas fisico-quimicas dos méis analisados, como se pode verificar pela
variabilidade encontrada na analise individual de cada variavel fisico-quimica, mostrando
que mesmo os meéis monoflorais do mesmo tipo de polen apresentam variagdes
significativas nas suas caracteristicas. Com o objetivo de avaliar a variabilidade presente
nos resultados fisico-quimicos de forma global, a seguir aplica-se um método de anélise
multivariada ndo supervisionada de andlise exploratoria: andlise de agrupamentos

estatisticos.
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3.4 — Analise de agrupamentos estatisticos

A andlise de agrupamentos estatisticos (MDS, “multidimensional scaling”) representa
dados de proximidade (isto ¢, medidas de similaridade, proximidade, relacdo, etc.) entre
amostras, ou seja, distdncias entre pontos num espaco multidimensional (geralmente
bidimensional). A melhor estrutura das proximidades entre as amostras ¢ obtida
iterativamente e se o ajuste da solucdo MDS ¢ bom, através de representacdo grafica ¢
possivel interpreta-lo em termos de conteudo. A distancia entre duas amostras representa,
em geral, (com bastante precisdo) a correlacdo das respetivas varidveis que as
caracterizam. Usou-se MDS métrico que usa distancias entre os dados originais, de forma
a que nenhuma informagao significativa dos dados ¢ perdida. A funcao de distancia usada
foi a distancia euclidiana, pois corresponde a nogao natural de distancia entre pontos "em
linha reta", implicando uma geometria plana. O modelo MDS ¢ geralmente usado como
técnica exploratoria, onde os pontos representativos das amostras sdo posicionados no
espago associados as distancias resultantes que representam o melhor possivel os dados.

O modelo obtido, representativo das diferencas obtidas nas caracteristicas fisico-
quimicas entre as amostras, mostrou ser um ajuste significativo (valor de p <0,001), com
o coeficiente de correlagdo de valor 0,994, ou seja, a solu¢do MDS representa bem os
dados fisico-quimicos. Na Figura 16 mostra-se a solug¢do bi-dimensional do modelo de
MDS obtido, repetido 3 vezes de forma a identificar as amostras com trés legendas: os
dois polens predominantes, a classificacio do mel em mono/multifloral e a cor em
unidades de mm de PFund. A figura mostrou que a dimensdo 1 permitiu uma maior
distin¢do entre amostras (amostras com valores a variar entre -105 e +93), indicativo que
as amostras mostraram elevadas diferencas nesta dimensao. Alias, € possivel verificar que
nesta dimensao predomina o efeito da cor pois, os méis de cor mais claros (valores baixos
na escala mm de Pfund) apresentam-se a coordenadas de valores positivos mais elevados
e os de cor escura, a valores mais negativos. A dimensao 2 mostrou uma menor separagao
entre as amostras (amostras com valores a variar entre -27 e +18), onde ¢ evidente que a
cor ndo ¢ um fator de separacdo uma vez que, os valores distribuidos no espago sdo
aleatorios. A separagdo das amostras nesta dimensao pode ser atribuida as diferencas no
perfil polinico que esta parcialmente representado pelos dois polens predominantes e pela

classificagdo do mel em mono/multifloral (considerando o pdélen mais predominante).
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Considerando a dimensao 1, verificou-se que os méis que apresentaram valores altos
de cor foram os classificados como multiflorais (M), seguidos dos méis de medronheiro e
urze, que na dimensao 2 estao ligeiramente afastados, sendo justificado pelas diferengas
no perfil polinico, que estd parcialmente representado no segundo podlen predominante.
No quadrante positivo da dimensdo 1, os méis claros os méis classificados como de
soagem, lavandula e laranja mostraram pequena variabilidade, exceto na dimensao 2 pela
mesma razdo. Esta situacdo foi obtida também nos méis situados na zona intermédia da
dimensao 1, como por exemplo, nos méis de eucaliptos. Os méis de alfarroba estdo muito
proéximos quer na dimensdo 1 quer na dimensao 2, mesmo com diferengas acentuadas no
perfil polinico, podendo ser indicativo que o néctar desta planta tem caracteristicas que se
sobrepde as das restantes plantas (associadas aos polens presentes no respetivo perfil
polinico). Os méis de poejo apresentam caracteristicas gerais mais proximas dos méis de
lavandula e de laranja, que foram analisados neste trabalho. As duas amostras de mel de
tomilho apresentam carateristicas fisico-quimicas proximas de méis monoflorais de
eucaliptos. Estes dois tipos de méis também mostraram homogeneidade nos resultados
analiticos. De salientar que os méis de alfarroba, poejo e tomilho apresentaram menos
variabilidade no espago bi-dimensional obtido por MDS, estando proximos entre si, que
os méis de medronheiro.

Globalmente, estes resultados salientam o facto que os méis apresentaram uma cor com
variagdes, mas que pode ser maioritariamente atribuida a elevada percentagem associada
ao seu polen mais predominante. No entanto, as caracteristicas fisico-quimicas entre os
méis monoflorais, mesmo para os méis com o mesmo poélen predominante, variam
significativamente. Estas variagdes sdo justificadas pela diferenciacdo dos méis no
restante perfil polinico.

Por isso, considera-se que a caracterizagao de um mel seria mais efetiva, em termos de
justificacdo da variabilidade encontrada nas amostras estudadas, se a categorizagdao
refletisse os dois pdlens predominantes. Embora o consumidor nao esteja “formado”
nestas variacdes da composi¢do polinica, o mel comercial teria uma mais valia ao fornecer
informagdo mais completa da sua qualidade e, neste ambito, considera-se que seria de
incluir nos rotulos do mel comercial a classificacdo tradicional baseada somente na
percentagem do podlen mais predominante (mel mono ou multifloral), bem como, a

percentagem dos dois pdlens predominantes.
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Figura 16 — Representacdo bi-dimensional do modelo MDS obtido usando trés legendas: os dois pélens

predominantes, a classificacio do mel em mono/multifloral e a cor em unidades de mm de PFund.
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3.5 — Analises microbiologicas

Os resultados obtidos para os parametros microbiologicos apresentam-se na Tabela 6,
estando a negrito os valores de contagem superiores a 10. Verifica-que os microrganismos
Staphylococcus aureus, Coliformes totais, Escherichia coli, Clostridium sp e Salmonella
sp estavam ausentes (<10 UFC/ g de mel) em todas as amostras de mel analisadas.

Para visualizar os niveis baixos de contaminagdo microbioldgica apresenta-se a Figura
17, que mostra os resultados médios obtidos para os microrganismos presentes nas
amostras de mel, incluindo as barras de erro.

Os microrganismos Aérobios Mesofilos e Bolores/Leveduras estavam presentes em
68% e 76 % das amostras analisadas, respetivamente. No caso dos Mesofilos encontraram-
se valores médios >100 UFC/g de mel, nas amostras de MEN56 _ECH24, LAV32 ECH43
e EUC67 ERI10, embora o valor mais elevado seja de >145 UFC/g de mel para este
ultimo mel. Para os Bolores ¢ Leveduras sdo encontrados valores mais elevados (>200
UFC/g de mel) em MEN56 _ECH24, TRI44 CIT11, ARB48 PRU9 ¢ CER50 ARBI19,
tendo-se obtido o valor mais elevado no mel ARB48 PRU9 (>250 UFC/g de mel).
Verificou-se que s6 os méis ARB48 PRU9 e MEN56 ECH24 tiveram a presenga
simultanea destes 3 tipos de microrganismos. De salientar que s6 em 3 méis
(CER54_PIN10, TRI46 ECH10 e ERI48 CAS16) ndo se verificou a presenga de
qualquer um dos microrganismos analisados, com niveis superiores a >10 UCF/g de mel.

Globalmente os resultados mostram que os méis analisados apresentam presenca de
microrganimos nao patogénicos, indicativo de serem produtos de qualidade para consumo

humano.
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Tab.6: Resultados das andlises microbioldgicas *1

Bolores e Staphylo.

Mesofilos Leveduras aureus Coliformes E. coli Clostridium sp  Salmonella sp
Amostra *2 (UFC/g) (UFC/g) (UFC(g) totais (UFC/g) (UFC/g) (in 0.01 g) (in25g)
Eril R1 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
m R2 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
ez R 12 45 <10 <10 <10 <10 <10
R2 15 4?2 <10 <10 <10 <10 <10
Eeng Rl 23 <10 <10 <10 <10 <10 <10
¢ R2 28 <10 <10 <10 <10 <10 <10
P 3 15 65 <10 <10 <10 <10 <10
R2 17 62 <10 <10 <10 <10 <10
cast Rl <10 21 <10 <10 <10 <10 <10
R2 <10 18 <10 <10 <10 <10 <10
a2 R 30 65 <10 <10 <10 <10 <10
R2 32 72 <10 <10 <10 <10 <10
Poer Rl 37 123 <10 <10 <10 <10 <10
R2 41 132 <10 <10 <10 <10 <10
Pocz Rl 54 87 <10 <10 <10 <10 <10
o€ R2 50 74 <10 <10 <10 <10 <10
Poes Rl 16 <10 <10 <10 <10 <10 <10
R2 18 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Poed Rl 120 265 <10 <10 <10 <10 <10
R2 134 302 <10 <10 <10 <10 <10
Larg R <10 12 <10 <10 <10 <10 <10
ar R2 <10 14 <10 <10 <10 <10 <10
Laz R <10 37 <10 <10 <10 <10 <10
ar R2 <10 2 <10 <10 <10 <10 <10
Res1 R 138 98 <10 <10 <10 <10 <10
R2 123 90 <10 <10 <10 <10 <10
Rz R 76 34 <10 <10 <10 <10 <10
R2 82 25 <10 <10 <10 <10 <10
Tomi Rl 23 234 <10 <10 <10 <10 <10
R2 27 201 <10 <10 <10 <10 <10
Tomz Rl <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
0 R2 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
kot K 145 123 <10 <10 <10 <10 <10
R2 152 89 <10 <10 <10 <10 <10
Fuca Rl 45 <10 <10 <10 <10 <10 <10
R2 47 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Eucz R <10 24 <10 <10 <10 <10 <10
uc R2 <10 17 <10 <10 <10 <10 <10
Mear R 18 134 <10 <10 <10 <10 <10
€ R2 21 89 <10 <10 <10 <10 <10
Medz R 34 256 <10 <10 <10 <10 <10
R2 40 307 <10 <10 <10 <10 <10
Meas R 28 45 <10 <10 <10 <10 <10
R2 32 52 <10 <10 <10 <10 <10
AlfL RI <10 17 <10 <10 <10 <10 <10
R2 <10 15 <10 <10 <10 <10 <10
ap R <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
R2 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
ap R 19 245 <10 <10 <10 <10 <10
R2 23 176 <10 <10 <10 <10 <10

*1) <10 ¢ indicativo de presenga ndo significativa de microrganismos ; *2)R1 e R2 representam as duas

réplicas efetuadas
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tes nas amostras de mel.

ICrorganismos presen

Figura 17 — valores de contagem (UFC/g) dos m
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3.6 — Conclusao

Os meéis estudados neste trabalho eram monoflorais, com excecdo de 4 méis, ¢
apresentavam uma grande variacao no perfil polinico. Com esta variagdo era esperada a
variagdo experimental encontrada nas carateristicas fisico-quimicos dos méis analisados.

As cores dos méis foram as esperadas de acordo com a classificacdo do mel e em geral
os valores das propriedades fisico-quimicas estao de acordo com a legislagdo Europeia.

Foram obtidas algumas excegdes como no caso dos valores de pH, para os 5 méis
ECH47 TRI17, CAS72_PRU4, CIT58 TRI18, EUC80 FOE9 e EUC73 PRU9Y; valor de
HMEF, no mel CAS72_RUBG6 (mel de Castanheiro); valor de agticares redutores em 4 méis
CAS78 PRU4, CIT48 LAV7, CIT58 TRI18 e POE5S0 EUCI2. De salientar que para os
méis de alfarroba, medronheiro, poejo e tomilho ndo existem parametros minimos e
maximos legais, pelo que a avaliacdo dos resultados obtidos para estes méis ndo foi
possivel.

No estudo da variabilidade global presente nos resultados fisico-quimicos usou-se a
analise de agrupamentos estatisticos (MDS, “multidimensional scaling”). As amostras de
mel foram distribuidas num novo espago bi-dimensional definido pelo modelo MDS
definido, onde a primeira dimensao foi explicada pela cor do mel e a segunda dimensao,
pelo perfil polinico, representado pelo dois pdlens mais predominantes. Foi possivel
verificar que as variagdes na cor do mel podem ser maioritariamente atribuidas a elevada
percentagem associada ao seu pdélen mais predominante, mas nas propriedades fisico-
quimicas entre os méis, mesmo para os meéis com o mesmo polen predominante, a variagao
deve-se a diferencia¢do dos méis no perfil polinico. Os resultados mostraram que os méis
de alfarroba, poejo e tomilho sdo semelhantes nas varidveis fisico-quimicas analisadas,
enquanto que as dos méis de medronheiro se aproximaram principalmente dos méis com
o polen predominante de Erica.

Os resultados das andlises microbiologicas as amostras mostraram a auséncia de
contaminagdes com Staphylococcus aureus, Coliformes totais, Escherichia coli,
Clostridium sp e Salmonella sp, mostrando que os méis estudados apresentam qualidade
para consumo humano. Verificou-se a presenga dos microrganismos Aérobios Mesofilos
e Bolores/Leveduras, mas em niveis baixos mostrando, também, a qualidade do mel

analisado.
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De salientar que o presente trabalho mostrou a importancia das analises polinicas nos
estudos com mel de forma a perceber as variagdes nas suas carateristicas € composicao.
Como trabalho futuro, sugere-se o estudo de caraterizagdo dos méis de alfarroba,
medronheiro, poejo e tomilho que, devido a esperada variabilidade em amostras
monoflorais, mesmo sendo do mesmo pdlen predominante, deve ser efetuada com o maior
numero de amostras possiveis e com diferentes origens geograficas de forma garantir a
maior variabilidade possivel e estabelecer intervalos caracteristicos para os parametros

fisico-quimicos.
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