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RESUMO

O mel é um produto natural muito apreciado em todo o mundo e de elevado
valor nutritivo, estando fortemente associado a um produto benéfico na promocao da
saude. No entanto, a forma inadequada de armazenamento e conservacao pode
ocasionar a sua deterioracdo, comprometendo seriamente o produto. O presente trabalho
teve como objetivo estudar o efeito da temperatura de armazenamento sobre os
parametros fisicos-quimicos e microbiolégicos de quatro méis monoflorais
(rosmaninho, urze, cerejeira e castanheiro). Para tal, armazenaram-se as amostras
durante quatro meses & temperatura ambiente (20-25°C), a 45°C e no frigorifico (4°C).
A par deste estudo avaliou-se, também, o perfil polinico e sensorial dos quatro méis de
producdo bioldgica.

A origem botéanica foi determinada pela analise polinica. A anélise polinica
indicou que todos os méis analisados, isto € o mel de rosmaninho, urze, cerejeira e
castanheiro eram monoflorais, pois apresentaram como pélen dominante Lavandula sp.
(45,83%), Erica sp. (49,69 %), Prunus sp. (61,91 %) e Castanea sp. (69,01%).

O efeito da temperatura de armazenamento na qualidade do mel foi avaliado
utilizando os seguintes parametros fisico-quimicos: pH, acidez livre, condutividade
elétrica, cinzas, acucares redutores, sacarose aparente, HMF, indice diastasico e cor.

Relativamente a humidade, nenhuma das amostras ultrapassou o limite
estabelecido pela legislacdo (<20%). O valor maximo obtido para o pH foi de 4,92 para
0 mel de urze a temperatura ambiente e o valor minimo de 3,72 para o0 mel de
rosmaninho na mesma condicdo de armazenamento. A acidez livre diminuiu em todas
as amostras e em todas as condi¢es de armazenamento. Relativamente a condutividade
eléctrica e as cinzas verificou-se que para todos os méis analisados, independentemente
das condicGes de armazenamento, os valores obtidos situaram-se, na generalidade
dentro dos limites legais. Relativamente aos aglcares redutores e a sacarose verificou-
se, na maioria das amostras, uma diminuicdo ao longo do armazenamento, no entanto,
em todos os casos, os valores obtidos situaram-se dentro do estipulado por lei. Em todas
as amostras analisadas verificou-se um aumento do HMF ao longo do tempo, sendo este
mais acentuado a 45°C. Neste caso, os valores obtidos excederam largamente o
estipulado por lei. O indice diastasico diminuiu na maioria das amostras ao longo do
tempo. O armazenamento provocou um escurecimento do mel, sobretudo no de

castanheiro, armazenado a 45°C.
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Os parametros microbioldgicos estudados foram: aerébios mesofilos, bolores e
leveduras, Staphylococcus aureus, coliformes totais, Escherichia coli. e os esporos de
clostridios sulfito-redutores. O nivel de contaminacdo por aerébios mesofilos variou
entre <10 e 1,91x10% UFC/g para os diferentes tipos e condicdes de armazenamento dos
méis. Os bolores e leveduras foram detectados em quantidades reduzidas, a excecdo do
mel de castanheiro que ultrapassou os limites estabelecidos pela Mercusol. No que se
refere aos indicadores de qualidade sanitaria (Coliformes totais, E. coli e
Staphylococcus aureus) e seguranca (esporos de Clostridios sulfito-redutores), apenas
foram detetadas contaminacdes por coliformes totais, em baixos niveis, sugerindo que o
produto é seguro para os consumidores. Das leveduras isoladas foi identificada apenas
Candida glabrata spp.

A analise sensorial foi efetuada por um painel de consumidores, formado por 50
provadores, que avaliaram os pardmetros de aroma, consisténcia, cor e apreciacao
global. Os resultados obtidos na analise sensorial foram tratados pelo método Procrustes
Generalizado. Constatou-se que os atributos que os consumidores conseguiram avaliar
mais facilmente e cuja contribuicdo para a apreciacao global foi mais acentuada foram a
cor, o sabor e a consisténcia. O mel de urze apresentou valores elevados na escala de
preferéncias no que diz respeito a apreciacdo global, cor, sabor e consisténcia e, valores
intermédios quanto ao aroma. Os méis de rosmaninho, castanheiro e cerejeira foram
aqueles a que os consumidores atribuiram a pontuacdo mais baixa. No que respeita a
preferéncia de compra, os consumidores manifestaram maior preferéncia pelo mel de

urze, seguido do mel de rosmaninho, castanheiro e cerejeira.

Palavras-chave: mel; andlise polinica; analise fisico-quimica; analise microbioldgica;

condicdes de armazenamento; analise sensorial.
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ABSTRAT

The honey is a natural product very appreciated all over the world and has high
nutritional value, being strongly associated to a beneficial product in the promotion of
the health. However, the inadequate form of storage and conservation can cause its
deterioration, committing seriously the product. The objective of the present study was
to study the effect of the storage temperature on the microbiological and
physicochemical parameters of monofloral four honeys (Rosmaninho honey, Urze
honey, cherry tree and chestnut tree). For such, the samples were stored during four
months at room temperature and 45°C in the freezer. Alongside this study, the pollinic
and sensorial profile of four (4) honeys from biological production was also evaluated.

The botanical origin was determinate by pollinic analysis. The pollinic analysis
indicated that all the analyzed honeys, ie the Rosmaninho honey, Urze honey, cherry
tree and chestnut tree were monoflorals, because they presented as dominant pollen
Lavandula sp. (45.83%), Erica sp. (49.69%), Prunus sp. (61.91%) and Castanea sp.
(69.01%).

The effect of the storage temperature in the quality of the honey was evaluated
using the following physicochemical parameters: pH, free acidity, electric conductivity,
ashes, reducing sugars, apparent sucrose, Hydroxymethylfurfural (HMF), diastase index
and color.

Relatively to the moisture, none of the samples crossed limit established by the
legislation (<20%). The maximum value obtained for the pH was 4.92 for the Urze
honey stored at room temperature and the minimum value of 3.72 for the Rosmaninho
honey in the same storage condition. The free acidity decreased in all the studied
samples and for all the storage conditions. Relatively to the electrical conductivity and
ashes, it was verified that for all the analyzed honeys, independently of the storage
conditions, the obtained values located, in the generality, within the legal limits.
Relatively to the reducing sugars and sucrose it was verified in most of the analyzed
samples a decrease along the storage period, however, in all cases, the obtained values
were within the stipulated by the legislation. In all of the analyzed samples an increase
of HMF along the time was verified, being this more accentuated at 45°C. In this case,
the obtained values exceeded broadly the ones stipulated by the legislation. The diastase
index decreased in most of the samples along the time. The storage provoked a

darkening of the honey, concretely for the chestnut tree, stored at 45°C.
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The microbiological parameters studied were: Aerobics mesophiles, moulds and
yeasts, Staphylococcus aureus, total coliforms, Escherichia coli. and sulphite-reducing
Clostridium spores. The contamination level of aerobics mesophiles varied between <10
and 1,91 x 10% UFC/g for the different types and storage conditions of the honeys. The
moulds and yeasts were detected in reduced amounts, except for the chestnut tree honey
that crossed the limits established by Mercusol. Regarding to the sanitary (Total
coliforms, Escherichia coli and Staphylococcus aureus) and quality safety indicators
(sulphite-reducing Clostridium spores), only were detected contaminations by total
coliforms, in low levels, suggesting that the product is safe for the consumers. From the
isolated yeasts only was identified Candida glabrata pp.

The sensorial analysis was performed by a consumer’s panel, formed by 50 tasters
that evaluated the aroma, consistence, color and global appreciation parameters. The
obtained results in the sensorial analysis were treated by the Generalized Procrustes
method. It was verified that the attributes that the consumers got to evaluate more easily
and whose contribution for the global appreciation was more accentuated were the
color, the flavor and the consistence. Regarding to the global appreciation the Urze
honey presented high values in the scale of preferences respecting to color, flavor and
consistence and, intermediate values for the aroma. The Rosmaninho honeys, chestnut
tree and cherry tree were those that the consumers attributed the lowest punctuation.
Regarding to the purchase preferences, the consumers manifested greater preference for

the Urze honey, followed by the Rosmaninho honey, chestnut tree and cherry tree.

Keywords: honey; pollinic analysis; physicochemical analysis; microbiological

analysis; storage conditions and sensorial analysis.

XV



Capitulol

Introducdo




1.1. Introducéo geral ao tema

O setor apicola é uma atividade tradicionalmente ligada a agricultura. Portugal
devido as condicbes edafo-climaticas e a rica flora apicola, tém fortes potencialidades
de crescimento neste setor. Por outro lado, a Europa € deficitdria em mel néo
conseguindo produzir nem metade do seu consumo o que deveria ser um incentivo para
0 aumento da producao nacional e crescimento das exportagoes.

Perante isto, tem-se verificado uma crescente preocupacdo com a manutencéao da
qualidade do mel produzido em Portugal, uma vez que este produto pode sofrer vérias
alteragOes por causas diversas. Algumas destas alteracGes acontecem devido a falta de
informacdo do proprio apicultor, quanto a tecnologia de extraccdo, a forma de
manuseamento adequado, equipamentos a serem utilizados, mas principalmente a forma
de armazenamento e conservacdo. Portanto, € extremamente importante o conhecimento
das variacdes das caracteristicas utilizadas como indicadores de qualidade, de modo a
garantir um produto de qualidade no mercado cada vez mais exigente. A caracterizacdo
do mel € de grande importancia, pois € um alimento natural bastante utilizado no dia-a-
dia de muitas familias, essencialmente, na alimentacdo de criancas e idosos, devido as
suas propriedades medicinais. O conhecimento desses parametros durante o
armazenamento e conservacao do mel permite o controlo da sua qualidade.

Por outro lado, os consumidores estdo cada vez mais exigentes e, por isso, torna-
se necessario conhecer ndo apenas as caracteristicas dos diferentes méis, mas também
analisar a preferéncia do consumidor perante os diferentes produtos disponiveis no

mercado portugués.

1.1.1. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo global estudar o efeito da temperatura de
armazenamento nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas de méis

monoflorais. Sera também efectuada a analise sensorial dos quatro méis monoflorais.
Desenvolver-se-a de acordo com o0s seguintes objetivos especificos:

- Avaliacdo do efeito da temperatura de armazenamento na qualidade

microbiologica;



- Efeito de diferentes processos de conservagédo nas caracteristicas fisico-quimicas;
- Anélise polinica;
- Identificagdo de compostos fenolicos;”

- Anélise sensorial.

1.1.2. Enquadramento tedrico

A estrutura deste trabalho encontra-se organizada em quatro capitulos. No
primeiro capitulo comegamos por apresentar uma introducdo geral ao tema, onde se
incluem os objetivos do trabalho e o enguadramento dos mesmos. Neste mesmo
capitulo apresentamos uma breve revisdo bibliografica sobre o mel onde abordamos
temas, tais como: a definicdo de mel e 0s seus tipos, a composicdo e as suas
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, a analise polinica, os métodos de
conservacao e, por fim, a importancia da analise sensorial no mel. No segundo capitulo
procedeu-se a descricdo das metodologias utilizadas para a elaboracdo da parte
experimental do trabalho. No terceiro capitulo apresentamos os resultados obtidos a par
da sua discussdo, recorrendo a comparacdo com trabalhos realizados por outros
investigadores. No quarto capitulo apresentam-se as principais conclusées do estudo,

tendo sempre em vista os objetivos propostos.

1.2. Mel

De acordo com a legislagdo da Unido Europeia (EU, 2001), o Codex
Alimentarius (Codex Stan 12-1981) e o Decreto-Lei Portugués 214/2003, o mel é
definido como a “substancia agucarada natural produzida pelas abelhas da espécie Apis
mellifera a partir do néctar de plantas ou das secre¢Ges provenientes de partes vivas das
plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de planta, que as abelhas recolhem,
transformam por combinagdo com substancias especificas préprias, depositam,
desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos favos da colmeia.”.

Os referidos diplomas estabelecem os principais tipos de mel com base na sua

origem, modo de producéo e ou apresentacdo. De acordo com a sua origem, o mel pode



ser classificado em dois tipos: o mel de néctar ou mel de flores, obtido a partir do néctar
das plantas, ou em mel de melada, obtido principalmente a partir das excrecdes de
insetos sugadores de plantas (hemiptera) que ficam sobre as partes vivas das plantas ou
de secrecdes provenientes das partes vivas das plantas. Quanto ao modo de producdo e
ou apresentacdo, o mel pode ser classificado em mel de favos, mel com pedacos de
favos; mel centrifugado, mel prensado e mel filtrado.

O mel pode ser ainda classificado em monofloral ou multifloral dependendo se o
néctar é predominantemente originario de uma ou varias fontes florais, respectivamente.

A origem floral tem sido utilizada para a tipificacio do mel como medida de
valorizacdo do produto, uma vez que esta intimamente associada a aspectos
organolépticos como a cor e o sabor. A flora melifera de Portugal é considerada muito
rica e diversa. Maioritariamente constituida por espécies silvestres, mas também por
plantas cultivadas, como o castanheiro e o eucalipto, Por isso, existe uma grande
diversidade de méis monoflorais, sendo 0s mais representativos o mel de Rosmaninho
(Lavandula stoechas), o mel de Urze (Erica umbellata) e o mel de castanheiro
(Castanea sativa) (MADRP, 2010).

1.2.1. Caracterizacao fisico-quimica

A composicao do mel é muito complexa, contendo cerca de 200 substancias (Al-
Mamary et al., 2002; Arrdez-Roman et al., 2006; Kiicik et al., 2007; Ferreira et al.,
2009; Silva et al., 2009) das quais se destacam maioritariamente os hidratos de carbono
(frutose, glicose, maltose e sacarose). Para além dos hidratos de carbono, apresenta
pequenas quantidades de outras substancias, tais como minerais, proteinas, vitaminas,
acidos fenolicos e flavonoides, enzimas e outras substancias fitoquimicas (Alvarez-
Suarez et al., 2010).

No entanto, a sua composicdo depende nao s6 da origem floral que confere ao
mel caracteristicas especificas, mas também do clima, das condi¢cbes ambientais e
sazonais, assim como do manuseamento e processamento (Anklam, 1998; Al-Mamary
et al., 2002; Azeredo et al., 2003; Arraez-Romaén et al., 2006; Baltrusaityté et al., 2007;
Kiguk et al., 2007).

A qualidade do mel esta estritamente ligada as suas caracteristicas fisicas,

quimicas e sensoriais. As propriedades fisico-quimicas dependem do néctar e fonte



floral, da cor, do sabor, da humidade, da quantidade de proteinas e acucares (Azeredo et
al., 2003). Estas propriedades sdo avaliadas através de pardmetros estabelecidos na
norma do Codex Alimentarius, no Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 de Setembro e na
Directiva 2001/110/CE do Conselho de 20 de Dezembro de 2001.

1.2.1.1. Hidratos de carbono

Os hidratos de carbono constituem os principais componentes do mel,
representando cerca de 95 a 99% da matéria seca, em que os dois aglcares mais
importantes sdo 0s monossacarideos glucose e frutose que em conjunto constituem 85-
90% dos agucares totais (Olaitan et al., 2007). Estes componentes contribuem de modo
determinante para definir numerosas propriedades fisico-quimicas, nomeadamente a
viscosidade, a densidade, a cristalizacdo e o valor energético (Anklam, 1998; Alvarez-
Suarez, 2010).

Por vezes, a maioria dos agUcares presentes no mel, ndo existem no néctar
inicial, mas originam-se por acdo quimica de enzimas produzidas pelas abelhas durante
a maturacao do mel na colmeia (White e Doner, 1980).

De acordo com a Legislacdo Portuguesa, o teor minimo permitido para a glicose
e frutose é de 60g/100g. Na maior parte dos méis, os dois aguicares ndo se encontram em
proporcOes iguais, sendo o conteldo de frutose ligeiramente superior ao da glucose,
geralmente numa proporc¢do 1,2/1 (Rodriguez et al., 2004).

A proporc¢do de glucose e frutose é de grande importancia, pois condiciona o
sabor e a cristalizacdo do mel, uma vez que a glucose é pouco solUvel em &gua, e por
consequéncia um conteudo elevado deste acucar conduz a cristalizacdo (Anklam,1998;
Rodriguez et al., 2004; Finola et al., 2007). Porém, essa precipitacdo da glucose pode
provocar a fermentagdo do produto, devido ao aumento do teor de humidade da fase
liquida que possibilita a multiplicacdo das células das leveduras osmofilicas presentes
naturalmente no mel (Moreira e De Maria, 2001). Enquanto, uma maior concentracao
de frutose conserva 0 mel em estado liquido por mais tempo e 0s méis sdo mais doces
visto que a docgura da frutose € superior a da glucose (Anklam,1998; Rodriguez et al.,
2004; Finola et al., 2007).

Outra importante funcdo encontrada para 0s monossacarideos do mel,

nomeadamente o teor de frutose, o teor de glucose e a relacdo F/G, é a utilizacdo, de



modo complementar a analise polinica, na identificacdo de determinados tipos de méis
(Moreira e De Maria, 2001).

Além dos dois monossacarideos, o mel contém pequenas quantidades de
oligossacaridos (dissacarideos, trissacarideos, tetrassacaridos), entre 0s quais se
destacam a maltose e a sacarose (De Maria e Moreira, 2003).

A concentragdo de sacarose constitui um bom critério para diferenciar os méis
monoflorais dos multiflorais (Mendes et al., 2009), uma vez que a colheita prematura
do mel podera resultar em teores de sacarose acima do limite estabelecido pela
legislacdo, no entanto determinados meis mesmo colhidos prematuramente podem nao
indicar teores elevados de sacarose, pois 0s néctares de origens florais diversas possuem
diferengas na sua composicao quimica de hidratos de carbono (Borsato,2013).

A presenca de um elevado teor de sacarose pode significar uma colheita
prematura do mel, visto que a sacarose ainda nao foi totalmente convertida em glucose e
frutose através da acdo da invertase, enzima secretada pelas abelhas (Azeredo et al.,
1999; Kigik et al., 2007, Sodré et al., 2007). Ou entdo pode significar uma adulteracdo
(Sodré et al., 2007).

O maximo permitido por lei é de 59/100g, existindo excec¢des para alguns tipos

de mel, dependendo da origem floral.

1.2.1.2. Agua

Além dos acucares, a &gua € 0 segundo componente mais importante no mel e o
seu conteudo pode ser influenciado por varios fatores como por exemplo, as condicdes
climaticas, a época de colheita, pelo grau de maturacdo da colmeia mas também pelo
tratamento do mel durante a extracdo e armazenamento. O seu contetdo pode
influenciar a viscosidade, a maturagédo, a cristalizagcdo, o sabor, conservacdo do mel
(Rodriguez et al., 2004; Acquarone et al., 2007; Finola et al., 2007; Olaitan et al., 2007;
Abramovi¢ et al., 2008; Silva et al., 2010) e o valor comercial (Acquarone, 2004).

O teor méximo de agua presente no mel € o unico critério de composi¢do que
tem de ser cumprido por todos os méis do comércio mundial (Estevinho et al., 2012).
Conforme o estabelecido pelo Decreto-lei n°214/2003 de 18 de agosto, o valor maximo

de humidade para o mel floral puro € de 23% e ndo mais de 20% para 0 mel em geral.



Valores de humidade acima dos 20% no mel pode causar a sua fermentagéo
devido ao desenvolvimento de certos microrganismos, alterar o odor e sabor, bem como
aumentar a cristalizacdo (Costa et al, 1999; Acquarone et al., 2007), dificultando a
conservacao e o armazenamento do mel (Olaitan et al., 2007; Iglesias et al., 2012). No
entanto, valores muito baixos, podem aumentar a viscosidade do mel resultando numa

massa excessivamente dura (Acquarone, 2004).

1.2.1.3.  Acidos organicos

A acidez do mel pode ser explicada pela presenca de &cidos organicos, em
equilibrio com as suas lactonas correspondentes, ou ésteres internos, e alguns ides
inorganicos tais como fosfatos (Finola et al, 2007). A sua presenca constitui apenas 0,57
% dos compostos constituintes do mel (Olaitan et al.,, 2007). Dos varios acidos
presentes no mel, o mais representativo é o acido gluconico, que se forma a partir do
monossacarideo D-glucose pela acdo da enzima D-glucose oxidase, com libertagdo de
perdxido de hidrogénio (H,O,) (Moreira e De Maria, 2001). Durante o armazenamento,
a acdo desta enzima mantém-se, porque mesmo apds 0 processamento permanece em
atividade no mel (Mendes et al., 2009). Os acidos férmico, butirico, acético, citrico,
malico, maleico, lactico, oxalico, pirdavico, succinico, fumérico e tartarico sdo outros
dos &cidos que podem ainda encontrar-se em menor quantidade no mel (Suarez-Luque
et al., 2002 a e b; Arruda, 2003). Para além de serem responsaveis pela acidez do mel,
0s éacidos organicos, contribuem para o0 seu sabor caracteristico e estabilidade
relativamente a deterioragdo microbiana (Bogdanov et al., 2004).

A lei portuguesa estabelece um limite méximo para a acidez de 50 mEqg/Kg de
mel. Valores elevados de acidez podem ser indicativos de fermentacdo de agucares em
acidos organicos (Pavelkova et al., 2013). O teor de acido no mel é caracterizado por
acidez livre e a sua medida é util para a avaliacdo de fermentacdo de mel. Porém,
também € util para a autenticacdo dos méis monoflorais, e em particular para a
diferenciacdo entre mel de néctar e de melada (Sanz et al., 2005).

O mel é naturalmente &cido, pois apresenta valores de pH compreendidos entre
3,4-6,1 com uma média de 3,9 (lurlina e Fritz, 2007). O seu valor ¢ influenciado pela
concentracdo de &cidos e minerais, assim como pela origem boténica (Carvalho et al.,

2005; Sodré et al., 2007). E de salientar, que o pH do mel ndo esta diretamente



relacionado com a acidez livre devido a acdo tampdo dos acidos e minerais, que estao
naturalmente presentes (Rodriguez et al., 2004). O pH é sem ddvida um indice util para
prever o crescimento de microrganismos, uma vez que o baixo pH do mel inibe a sua
presenca. Este parametro é de extrema importancia durante a extragdo e armazenamento
do mel, pois influencia a sua textura, estabilidade e vida de prateleira. (Terrab et al.,
2004). No entanto, o pH do mel também pode influenciar a velocidade de formacéo do
HMF (Souza e Balzlen, 1998).

Embora o pH ndo seja indicado, atualmente, como andlise obrigatdria para
avaliar a qualidade do mel, ela é utilizada de forma complementar para avaliacdo da
acidez do mel (Silva et al., 2004).

1.2.1.4. Cinzas e minerais

O teor de cinzas exprime o contedo de minerais presentes no mel, sendo
bastante utilizado como um critério de qualidade (Bogdanov et al., 1999), visto que a
cinza da uma medida direta do residuo inorganico apos carbonizacdo (Estevinho et al.,
2012). E também um pardmetro Util na determinacdo da origem boténica do mel, bem
como na diferenciacdo entre mel de néctar e de melada (White, 1978; Feas et al., 2010).

Geralmente, o mel apresenta um baixo teor de cinzas que depende do material
recolhido pelas abelhas durante a recolha de néctar e melada (Rodriguez et al., 2004).
Enquanto uma ampla faixa de valores no teor de cinzas pode indicar que 0 processo de
recolha e/ou as técnicas de apicultura utlizadas pelos apicultores ndo sdo iguais.

Através da concentracdo das cinzas sollveis, insolUveis, cinzas sulfatadas e a
alcalinidade das cinzas (sollveis, insollveis e totais) é possivel conhecer o contetdo
mineral do mel. Sendo assim, a indicacdo sobre a presenca de 6xidos alcalino-terrosos é
fornecida pelo teor em cinzas sollUveis. Por sua vez, a determinacdo das cinzas
insoltveis faculta indicacbes sobre a matéria siliciosa presentes nas cinzas, enquanto, a
alcalinidade das cinzas reflete a presenca de catides combinados com acidos organicos
(Ferreira, 2008).

Os minerais estdo presentes no mel em pequenas quantidades. Geralmente, 0s
méis claros sé@o pobres em substancias minerais, enquanto 0s mais escuros, sao mais
ricos nessas substancias (Aquarone, 2004), variando entre 0,04% e 0,2% respetivamente

(Anklam, 1998). A maioria dos elementos minerais do mel sdo essenciais para 0 corpo



humano. O elemento principal € o potassio, que constitui um terco do total de cinzas.
Estdo também presentes o célcio, enxofre, cloro, ferro, magnésio, iodo, sodio, fosforo,
manganés, silicio, boro, crémio, aluminio, niquel, chumbo, estanho, zinco e cddmio
(Aquarone, 2004).

Para além da importancia nutricional dos minerais e o fato de que eles afetam a
cor (Vorlova e Celechovska, 2002), o contetdo mineral € também um importante
indicador de uma possivel polui¢cdo ambiental ou da origem geogréafica de mel (Anklam,
1998).

A legislacdo estabelece que o0s sais minerais como teor de cinza, devem

apresentar um teor maximo de 0,6% para o mel de néctar e de 1% para o0 mel de melada.

1.2.1.5. Compostos azotados

No mel, as substancias azotadas sdo representadas por aminoacidos livres e por
proteinas de diversas origens, estando presentes em quantidades relativamente baixas
(Bogdanov, 2009). Apesar dos efeitos nutritivos serem reduzidos, estes componentes
podem ser importantes para a avaliacdo da qualidade (Bogdanov, 2009).

A maioria dos aminoacidos sao fisiologicamente importantes (Perez et al., 1989;
Cotte et al., 2004; Perez et al., 2007) e estdo presentes no mel em pequena quantidade,
aproximadamente 1%.

O aminoécido livre presente em maior quantidade é a prolina, representando
mais de 50% do total de amino&cidos livres. Este amino&cido é adicionado ao mel pelas
abelhas aquando do inicio da conversdo do néctar em mel e € uma medida de maturagédo
do mel. Em méis normais, o conteudo de prolina deve ser superior a 200 mg/kg. Porém,
valores inferiores a 180 mg/kg, significa que o mel é provavelmente adulterado
(Bogdanov, 2009).

Para além da prolina existem mais 26 aminoacidos. O perfil de aminoacidos de
um mel pode ser caracteristico da sua origem botanica, uma vez que a principal fonte de
aminoacidos é o pdlen.

Os principais aminoacidos identificados no mel de diferente origem boténica e
geografica sao: acido glutamico (Glu), acido aspartico (Asp), asparagina + serina (Asn
+ Ser), glutamina (GIn), histidina (His), glicina (Gli), treonina (Thr), b-alanina (b-Ala),

arginina (Arg), a-alanina (a-Ala), acido g-aminobutirico (GABA), prolina (Pro), tirosina



(Tyr), valina (Val), um ido aménio (NH4"), metionina (Met), cisteina (Cis), isoleucina
(lle), leucina (Leu), triptofano (Trp), fenilalanina (Phe), ornitina (Orn), lisina (Lys)
(Hermosin et al., 2003; Iglesias et al., 2004; Gonzalez-Paramas et al., 2006; Pérez et al.,
2007).

O mel contém aproximadamente 0,5% de proteinas, provenientes de duas
origens, a vegetal, procedente do néctar e do polen da planta, e a animal, oriunda dos
constituintes das secrecOes das glandulas salivares das abelhas, bem como dois produtos
recolhidos durante a colheita do néctar ou maturacdo do mel. Em diferentes méis ja
foram encontradas 11 proteinas mas apenas 4 sdo comuns a todos. Este fato pode estar
relacionado com a origem da abelha e ndo com o néctar (White e Doner, 1980). No
entanto, ainda pouco se conhece sobre as proteinas do mel, apenas se sabe que uma
classe particular de substancias proteicas € representada pelas enzimas (White e Doner,
1980).

As enzimas sdo substancias de natureza proteica que cumprem a importante
funcdo de catalisadores bioldgicos. Isso significa que sdo capazes de determinar e
acelerar a maior parte das reacdes que originam a formacdo do mel a partir do néctar e
da melada. Também sdo responsaveis por transformacBes nas caracteristicas fisico-
quimicas e nutricionais em alguns méis (Melo et al., 2003).

O mel contém diversas enzimas que derivam das glandulas hipofaringeas das
abelhas, polen, néctar, ou até mesmo dos microrganismos do mel. As mais importantes
sdo adicionadas pela abelha durante a conversdao do néctar em mel (White e Doner,
1980).

A atividade enzimaética é indicativo da exposicdo do mel ao calor durante o
processamento e armazenamento. No entanto, a atividade enzimatica é muito variavel
entre amostras devido a adicdo de diferentes quantidades de saliva no mel pelas abelhas,
consoante as condicBes climaticas (Anklam, 1998). Assim sendo, a quantidade de
enzimas presente no mel pode constituir um indice de frescura do produto, uma vez que
se degradam de maneira progressiva com 0 tempo ou como consequéncia de
tratamentos térmicos.

As principais enzimas do mel do mel sdo: a sacarase (invertase) e a glucose
oxidase, segregadas pelas glandulas hipofaringeas das abelhas, ao passo que as amilase

(diastase) em parte sdo de origem animal e em parte vegetal. Outras enzimas presentes
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no mel, catalase e fosfatase acida, tém origem na planta, isto é, derivam do néctar e da
melada (Pereira, 2007).

A invertase atua sobre ¥ da sacarose do néctar hidrolisando-a em glucose e
frutose, que sdo os principais agucares do mel (Melo et al., 2003). A inversdao da
sacarose do néctar por esta enzima da-se até ao amadurecimento do mel. Excepto
quando ¢ inativa pelo aquecimento, a enzima invertase permanece no mel retendo a sua
atividade por mais algum tempo (White e Doner 1980; Camargo et al., 2006). Mesmo
assim, o teor de sacarose do mel nunca chega a zero. Por isso, quanto mais velho for o
mel, menos sacarose contera (Melo et al., 2003).

A glucose-oxidase, na presenca de &gua e oxigénio, é a responsavel pela
conversdo da glucose em &cido glucénico (principal composto &cido do mel) e peroxido
de hidrogénio (dgua oxigenada), sendo capazes de preservar e manter a esterilidade do
mel durante a maturacéo, pois sdo considerados fortes agentes antioxidantes que atacam
0 envoltdrio dos microrganismos (Silva et al., 2006). A acdo desta enzima mantém-se
mesmo durante 0 armazenamento, pois permanece em atividade no mel mesmo apés o
processamento (Mendes et al., 2009).

A amilase (diastase) tem a funcdo de digerir a molécula de amido, podendo
também estar envolvida na digestdo do pélen (Camargo et al., 2006; Mendes et al.,
2009; Tho et al. 2011). A determinagdo desta enzima é geralmente utilizada para avaliar
o estado de frescura do mel (Rodriguez et al., 2004; Kicuk et al., 2007) e eventual
superaguecimento que o mel possa ter sofrido, por esta enzima ser termolabil, isto é,
instdvel quando exposta a elevadas temperaturas. Esta enzima também fornece
indicacdes sobre a vida de prateleira do mel, uma vez que o mel quando armazenado por
um periodo prolongado a temperatura ambiente a amilase deteriora-se (Melo et al.,
2003). A auséncia da mesma reflete procedimentos e/ou adulteracdes realizadas no mel,
tal como uso de temperatura acima de 60°C durante o beneficiamento, adicdo de agucar
invertido, condi¢des de armazenamento inadequadas (tempo acima de seis meses e
temperaturas elevadas) (Aroucha et al., 2008). Os regulamentos internacionais definem
um valor minimo de 8 na escala de Gothe para o indice diastasico, e de 3 na escala de
Gothe para méis com baixo teor de enzimas naturais (Codex Alimentarius, 2001; EU,
2002).

A catalase provém do pdlen e tem a funcéo de destruir o peréxido de hidrogénio.

A concentragdo de catalase no mel permite determinar efetivamente a quantidade de
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peréxido presente no mel que dependera da fonte floral, da quantidade de polen
recolhidos pelas abelhas, assim como da sua atividade (Weston, 2000).

A fosfatase &cida é uma hidrolase que gera fosfatos inorganicos a partir de
fosfatos organicos. Embora também se apresente como componente do neéctar, esta
enzima esta presente principalmente no pélen. Contrariamente as enzimas mencionadas
anteriormente, a fosfatase &cida apresenta atividade enzimatica mais baixa e menor
resisténcia ao calor e armazenamento. Por isso, € interessante a determinagdo da
atividade da fosfatase, uma vez que que o0s seus valores podem estar relacionados com a
deterioracdo do mel por fermentacdo (Alonso-Torre et al.,, 2006). Futuramente a
fosfatase acida podera ser utilizada para avaliar fermentac@es, pois este autor verificou
que ha um aumento da atividade desta enzima particularmente durante o crescimento

exponencial das leveduras fermentativas.

1.2.1.6. Compostos volateis

Os compostos volateis contribuem para definir o aroma e sabor caracteristico de
um mel (Bastos et al., 2002; Escriche et al., 2009). At¢é ao momento ja foram
identificados cerca de 600 compostos volateis em diferentes tipos de meis (Bogdanov,
2009), incluindo acidos, alcoois, cetonas, aldeidos, terpenos e ésteres (Castro-Vazquez
et al., 2009).

A maioria destes compostos provém das plantas, do néctar das flores, mas
alguns deles podem ser adicionados por abelhas (Bogdanov, 2009).

Alguns aldeidos e alcoois ramificados podem ser formados por metabolismo
microbiano, engquanto os derivados de furano surgem através de reacdes de Maillard ou
desidratacdo de agucares em meio &cido. Estas reacdes podem ser aceleradas se o mel
for submetido a temperaturas elevadas durante o processamento ou armazenamento. Por
isso, varios autores consideram que a presenca destes compostos no mel sdo bons
indicadores da qualidade microbiana, assim como do tratamento térmico e condicdes de
armazenamento do mel (Anklam, 1998; Bastos et al., 2002; Ecriche et al., 2009).

A presenca destes compostos pode fornecer informacGes acerca da origem
botanica do mel, e se foi produzido pelas abelhas a partir do néctar das flores ou de

exsudados secretados pelas plantas ou insetos (Escriche et al., 2009).
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1.2.1.7. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdao metabolitos secundarios derivados das plantas
(Bogdanov et al., 2004; Ferreira, 2008). Quanto a sua estrutura quimica, caracterizam-se
por possuir pelo menos um anel aromatico, contendo um ou mais grupos hidroxilo, ou
seus derivados funcionais, representado na figura 1. Existem aproximadamente 8.000
compostos fendlicos diferentes, que de acordo com a sua respetiva estrutura quimica
podem ser divididos em classes: acidos fendlicos, flavondides, estilbenos e taninos
(Balasundram et al., 2006).

OH

Figura 1 - Estrutura de um fenol.

O mel contém um grande ndmero de compostos fenolicos, que sdo geralmente
reconhecidos como de grande importancia devido ao seu efeito quimiopreventivo em
seres humanos (Arraez-Roman et al., 2006), visto que muitos deles tém propriedades
captadoras de radicais livres, o que confere a atividade antioxidante (Oliveira et al.,
2012). Além disso, também apresentam atividade anticancerigena, anti-inflamatoria,
anti-trombotico, antiteratogénica, modelador imunitario e analgésico, antiviral,
antibacteriana, entre outros (Estevinho et al., 2008).

A classe de compostos fendlicos mais importantes no mel s&o os flavondides e
os acidos fendlicos, que sdo considerados potenciais marcadores da origem botanica do
mel (Estevinho et al., 2008; Alvarez-Suarez et al., 2012a).

Os é&cidos fenolicos dividem-se em duas subclasses: os &cidos benzdicos
substituidos e os acidos cindmicos (Estevinho et al., 2008). As suas estruturas gerais e

alguns exemplos de cada grupo estéo representadas na figura 2.
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Derivados dos acido benzéico Derivados do acido cindmico
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R=0OH, R’=H; Acido protocatéquico R=0H,R’=H; Acido cafeico
R=0CH3, R’=H; Acido vanilico R=0CH3, R’=H; Acido ferlico
R=R’=0H; Acido galhico R=R’=0CH3; Acido sinapico

R=R’=0CH3; Acido siringico

Figura 2 - Estrutura quimica dos acidos fenolicos mais frequentes (Ferreira, 2008).

Segundo varios autores, os acidos galico e p-cumarico foram identificados como
dominantes no mel, por sua vez os acidos cafeico, ferulico, eldgico, clorogénico,
siringico, vanilico, cindmico e p-hidroxibenzéico foram identificados como
constituintes minoritarios (Andrade et al., 1997a; Aljadi e Yusoff, 2003; Baltrusaityte
et al., 2007; Bertoncelj et al., 2007; Estevinho et al., 2008).

Os flavonodides caracterizam-se pela presenca de dois anéis aromaticos
benzénicos ligados por uma cadeia com trés atomos de carbono (que podem ou ndo
formar um terceiro anel) com a estrutura geral Cs-C3-Cs. A estrutura geral dos
flavondides estd representada na figura 3 com os anéis designados por A, B e C, de
modo a facilitar a analise, e o sistema de numeracdo (Ferreira, 2008; Barbosa, 2011).

Os flavondides presentes no mel sdo divididos em trés classes com estrutura
semelhante: flavonais, flavonas e flavononas (figura 4) (Estevinho et al., 2008). Os
principais flavondides presentes no mel sdo miricetina, tricetina, quercetina,
hesperatina, luteolina, caempferol, pinocembrina, crisina, pinobanksina, genkvanina e
galangina (Anklam, 1998; Yao et al., 2004; Baltrusaityté et al., 2007; Bertoncelj et al.,
2007).
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Figura 3 - Estrutura geral dos flavondides (Paula, 2012).
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Figura 4 - Estruturas das principais classes de flavonoides do mel (Paula, 2012).

1.2.1.8. Vitaminas

As vitaminas estdo presentes no mel em quantidades extremamente baixas.

Embora, em quantidades muito reduzidas é possivel encontrar vitaminas do complexo



B, tais como B; (tiamina), B, (riboflavina), B (piridoxina), niacina, &cido pantoténico,
vitamina C (&cido ascorbico), vitamina K (filocinona), vitamina D e E (Tab. 2). Estas
podem ser facilmente assimiladas pela associa¢do a outras substancias como os hidratos
de carbono, sais minerais, oligoelementos ou acidos organicos. A sua origem é atribuida
fundamentalmente aos granulos de pélen que se encontram no mel. No entanto, quando
submetido a um processo de filtracdo, o mel, pode ver o seu conteddo em vitaminas

diminuido devido a retirada de parte do polen (Pereira, 2007; Bogdanov et al., 2008).

Tabela 1 - Composicao vitaminica do mel

Vitaminas (mg/100g)

Filocinona (Vitamina K) 0.025

Tiamina (Vitamina B,) 0.00-0.01
Riboflavina (Vitamina By) 0.01-0.02
Piridoxina (Vitamina Bg) 0.01-0.32
Niacina 0.10-0.20
Acido Pantoténico 0.02-0.11
Acido Ascorbico (Vitamina C) 2.2-2.5

Fonte: Adaptado de Bogdanov et al., 2008

1.2.1.9. Constituintes menores e substancias diversas

Por constituintes menores entende-se aqueles componentes, quimicamente muito
diversos entre si, que em quantidades extremamente reduzidas encontram-se em todos
0S méis ou apenas nalguns deles.

Entre os constituintes menores do mel, talvez o mais discutido seja o
hidroximetilfurfural (HMF). Este composto é um aldeido ciclico formado por
degradacdo dos acucares, em particular da glucose e frutose, em meio acido (Nozal et
al., 2001). Ou pode ser formado por reacdo de Maillard (Nozal et al., 2001; Tosi et al.,
2002; Kiglk et al., 2007). No mel recém extraido, o hidroximetilfurfural encontra-se
praticamente ausente. Porém, a sua concentragdo tende a aumentar de forma gradual em
todos 0s meis durante o armazenamento prolongado e tratamento térmico (Bastos et al.
2002; Zappala et al. 2005; Spano et al. 2006; Finola et al., 2007; Tho et al., 2011;
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Khalil et al., 2012). A presenca de elevados niveis de HMF podem indicar alteragdes
provocadas por armazenamento prolongado em condi¢des inadequadas,
superaquecimento ou adultera¢fes provocadas por adi¢do de agucar invertido (Nozal et
al., 2001; Marchini et al., 2005). O hidroximetilfurfural € um dos principais produtos de
degradacdo no mel sendo o0 aumento de sua concentracdo influenciada pelo baixo pH,
acidez total, minerais, origem boténica, humidade, temperatura e stress fotoquimico
(Spano et al., 2006). Neste sentido, pode-se considerar um componente do mel, cuja
presenca é utilizada como um indice do estado de frescura e de conservacdo. O Codex
Alimentarius estabelece um nivel maximo de HMF de 40 mg/Kg.

S&o considerados também componentes do mel os sélidos insoltveis. Os sélidos
insolUveis referem-se as impurezas insollveis em agua presentes no mel, nomeadamente 0s
graos de pdlen, as particulas de cera, fragmentos de insetos e de plantas. Estas impurezas
ndo podem exceder 0 maximo permitido pela legislacdo, de 0,19/100g de mel. Valores
superiores aos determinados pela legislacdo estdo, normalmente, relacionados com falhas
durante o processo de filtragdo ou decantacdo do mel (Sousa, 2011).

Outros componentes do mel, ainda pouco conhecidos, sdo 0s pigmentos que
participam na definicdo da cor. Os pigmentos do mel pertencem as classes dos
carotenoides, antocianinas e flavonas. Os niveis de carotendides (ng/100 g) em algumas
variedades de mel variam de 1,49 a 183,07 (Silva et al., 2006).

1.2.1.10. Cor

A cor do mel depende essencialmente da sua origem floral, podendo variar do
branco agua a ambar escuro, mas também pode estar correlacionado com o
armazenamento, fatores climaticos durante o fluxo do néctar e a temperatura na qual o
mel amadurece na colmeia (Arnaud et al., 2008; Mantilla et al., 2012). Alguns
componentes do mel, como por exemplo, a proporcdo de frutose/glicose, o contetdo de
azoto e aminoacidos livres, as substancias polifendlicas, o conteddo de minerais, bem
como a instabilidade da frutose em solugdo acida, também sdo determinantes para o
escurecimento deste produto (Sodré, 2005).

Durante o armazenamento pode ocorrer o escurecimento do mel devido a

ReacBes de Maillard, caramelizacdo da frutose e reacBes de polifendis. O grau de
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escurecimento vai depender da temperatura e/ou tempo de armazenamento (Bertoncelj
et al., 2007).

Esta € uma das caracteristicas sensoriais do mel e a que mais influéncia a
escolha do consumidor, tornando-se um parametro importante na determinacdo da sua
qualidade (Anupama et al., 2003; Arnaud et al., 2008). Além disso, € um dos fatores
que determinam o seu preco no mercado mundial (Arnaud et al., 2008).

Geralmente, os méis claros sdo os mais aceites pelo consumidor na maior parte
das regides em Portugal, uma vez que apresentam um aroma suave e, por isso, possuem
um valor comercial mais elevado quando comparado com os meis escuros (Arnaud et
al., 2008). Meis de cor escura ndo significam que sdo de qualidade inferior. Pelo
contrario, o mel escuro é rico em minerais (fosfato de calcio e ferro), e, portanto mais
adequado as necessidades dos organismos em desenvolvimento, dos individuos
anémicos e intelectuais submetidos a esfor¢cos mentais (Montenegro et al., 2005).

A determinacéo da cor é uma ferramenta Gtil na classificacdo de méis (Anupama
et al., 2003), sendo uma das caracteristicas que permite identificar a sua origem floral
(Bertoncelj et al., 2007). A cor é expressa em mm e compreende branco-agua, extra-
branco, branco, ambar extra-claro, ambar claro e ambar escuro, conforme o padrdo

comercial de classificagéo, na escala de Pfund.

Tabela 2 — Comparacdo entre a cor, mm Pfund e absorvancia.

Cor do mel Mm Pfund Absorvancia
Branco Agua 0-8 0.104-0.125
Extra Branco 8-16.5 0.125-0.148
Branco 16.5-34 0.148-0.195
Ambar Extra 34-50 0.195-0.238
Ambar Claro 50-85 0.238-0.333
Ambar 85-114 0.333-0.411
Escuro Mais de 114 0.411 ou mais

Fonte: Adapado de Montenegro et al., 2008
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1.2.2. Analise polinica

A identificacdo das plantas visitadas pelas abelhas é de extrema importancia para
os apicultores, uma vez que indica as fontes de alimento utilizadas para recolha de
néctar e polen visando maximizar o uso dos recursos troficos, sobretudo em areas de
vegetacdo natural (Alves et al., 2006).

As analises polinicas do mel, isto €, a Melissopalinologia, € uma metodologia de
grande importancia no controlo de qualidade alimentar do mel e no processo de emissédo
de certificados de origem boténica e geogréfica pois, além de permitirem definir a sua
origem geografica e botanica também permitem detetar adulteragdes (Pires et al., 2000;
Morais et al., 2007).

O levantamento polinico qualitativo e quantitativo de uma amostra de mel,
obtido pela andlise polinica, constitui o seu espectro polinico (Downey et al., 2005).
Através do conhecimento do espectro polinico € possivel fazer a identificacdo botanica
e geogréafica do mel, por meio da contagem de gréos de polen contidos no mel diluido
em agua. Em que, poélen dominante (>45%) representa a origem boténica do mel, o
acessorio (>15 a 45%) indica outras plantas visitadas, enquanto o isolado (<15%)
fornece a origem geografica da amostra (Escuredo et al., 2012).

A designacdo de monofloral geralmente € utilizada para descrever méis obtidos a
partir de uma Unica espécie de planta. Se a frequéncia de p6len de uma espécie de planta
é maior do que 45 %, entdo o mel é considerado monofloral (Estevinho et al., 2012). No
entanto, esta percentagem ndo € valida para amostras de mel com grédos de polen sub-
representados, (isto €, Thymus, Rosmarinus, Citrus e Arbutus), que necessita no minimo
de 10-20% de grédos de polen para ser considerado monofloral. Por outro lado, existem
tipos de mel com grédos de pdlen sobre-representados, (isto €, Castanea, Cynoglossum e
Myosotis), que requerem um minimo de 70 a 90% de grdos de polen para ser
considerado monofloral (Estevinho et al., 2012).

1.2.3. Microbiota do mel

A avaliagdo da qualidade microbiologica de um produto fornece inUmeras

informagBes que permitem avalid-lo quanto as condi¢cBes de processamento,
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armazenamento e distribuicdo para consumo, vida util, bem como o seu potencial risco
para a salde publica (Franco, 2008).

O mel é geralmente considerado um alimento microbiologicamente seguro
(Vargas, 2006). As suas propriedades intrinsecas, nomeadamente o pH baixo, humidade
e atividade da agua (ay) baixa, viscosidade elevada, concentracdo elevada de agucares e
pressdo osmotica alta, previnem o desenvolvimento microbiano, uma vez que, afectam o
crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos por acdo bacteriostatica ou
bactericida (lurlina e Fritz, 2005). No entanto, o mel ndo é um alimento estéril e esta
vulneravel a contaminagGes microbianas, mas quando comparado com outros produtos
de origem animal apresenta uma reduzida flora microbiana (Mendes et al., 2009). Estas
contaminagfes podem ocorrer através de fontes primarias, como o poélen, trato digestivo
da abelha, poeira, ar, sujidade e flores, sendo muito dificeis de controlar (Snowdon e
Cliver, 1995; Finola et al., 2007; Olaitan et al., 2007). Ou entdo, através de fontes
secundarias, nomeadamente os manipuladores (infecgdes cutdneas e contaminagdo
fecal); a contaminacgéo cruzada (dos animais ou de produtos animais) e o0 equipamento
(a partir de residuos de alimentos ou agua). No entanto, estas fontes de contaminacao
podem ser mais faceis de controlar através da implementacdo de Boas Praticas de
Fabrico (Snowdon e Cliver, 1995; Finola et al., 2007).

Fungos, leveduras e bactérias formadoras de esporos sdos 0s principais
microrganismos que poderdo estar presentes no mel, uma vez que suportam
concentracdes elevadas de acucar, acidez e as propriedades antimicrobianas do mel
(Snowdon e Cliver, 1996). Estes grupos de microrganismos podem estar diretamente
relacionados com a deteriora¢do do produto, produgdo de enzimas, toxinas, conversao
metabolica do alimento, producao de fatores de crescimento, nomeadamente vitaminas e
aminoéacidos, e fatores de inibi¢do de microrganismos competidores (Silva et al., 2008).

Os bolores habitualmente encontrados no mel pertencem ao género Penicillium,
Mucor e Aspergillus. Estas espécies sdo potencialmente patogénicas, uma vez que
produzem metabolitos toxicos. Por isso, a contaminacdo do mel por toxinas
(micotoxinas) produzidas por estes fungos representam um perigo quando ingeridos.
Entre as micotoxinas, o grupo das aflatoxinas constituem uma ameaca para a saude
humana. Além da perda econémica devido a contaminacdo de alimentos, as aflatoxinas
sdo toxigénicas, carcinogénicas, mutagenicas e teratogenicas (Martins et al., 2003).

Estudo realizado por Martins et al. (2003), utilizando 80 amostras de mel colhidas
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aleatoriamente a partir do comércio ndo especializado da cidade de lisboa identificou
estes trés géneros de bolores.

Normalmente, os fungos estdo associados ao conteudo intestinal das abelhas, a
colmeia e ao ambiente onde as abelhas colhem o néctar, por isso contagens elevadas
destes microrganismos, particularmente da estirpe de Bettsya alvei spp, Acosphaera spp
e Acosphaera major spp, podem ser indicativos de contaminagdo fecal recente,
originaria do ambiente que rodeia o local onde as abelhas colhem o néctar, da colmeia
ou do equipamento de processamento do mel (Snowdon e Cliver, 1996; Finola et al.,
2007).

O pH baixo e elevadas concentracbes de acglcares favorecem o crescimento de
leveduras no mel. A presenca de leveduras osmofilas, isto é, tolerante ao agUcar,
constituem um problema, pois sdo responsaveis pela fermentacdo em méis granulados,
com elevados teores de humidade (superior a 21%), de cinzas e compostos azotados,
tornando o produto impréprio para consumo. Porém, o crescimento deste tipo de
microrganismos é limitado pela quantidade de agua disponivel, pois quanto maior a
quantidade de agua disponivel no mel, maior serd a concentracdo de leveduras e
consequentemente maior serd a fermentacdo (Snowdon e Cliver, 1996). Também é
possivel encontrar leveduras pertencentes a propria flora do mel, as quais sdo
introduzidas na colmeia pelas abelhas através do néctar, polen ou melada, ou pelas
préprias abelhas durante as operacdes de limpeza, ao veicular estes microrganismos
sobre ou dentro de seus organismos (Mendes et al., 2009). As leveduras osmofilas que
predominam no mel sdo, principalmente do género  Saccharomyces,
Schizosaccharomyces e Torula (Migdal et al., 2000). No entanto, outros géneros de
leveduras também ja foram referidas, como por exemplo Debaromyces, Hansenula,
Lipomyces, Oosporidium, Pichia, Torulopsis, Trichosporum, Nematospora,
Zygasaccharomyces (Snowdon e Cliver, 1996). Num estudo realizado por Martins et al.
(2003) as espécies de leveduras identificadas foram detectadas com uma frequéncia
elevada e altos niveis de contaminacdo, 75% das amostras continham Candida humicola
e 88,8% das amostras continham Saccharomyces num teor de 10° e 10 UFC/g,
concluindo que estas espécies de leveduras sdo possivelmente bons indicadores de
qualidade microbiologica. Estudos relativos a quantificacdo de leveduras no mel séo
escassos, no entanto Rall et al. (2003) verificaram uma incidéncia de 64% de bolores e

leveduras em méis obtidos no estado de Sdo Paulo no Brasil. Finola et al. (2007)
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verificaram que a contagem destes microrganismos em méis da Argentina central era
inferior a 10 UFC/g.

As bactérias podem sobreviver no mel mas ndo crescem, ao contrario dos seus
esporos que podem persistir indeterminadamente (Lopez e Alippi, 2007). Contudo,
ainda ndo foram encontrados no mel formas vegetativas de bactérias, isto €, ndo
formadores de esporos (Snowdon e Cliver, 1996; lurlina e Fritz, 2005). No entanto, se
introduzidas no mel podem sobreviver por longos periodos, principalmente a baixas
temperaturas (Snowdon e Cliver, 1996). Como as bactérias ndo se replicam, uma
elevada contagem de células vegetativas é indicativo de uma contaminagdo recente por
uma fonte secundéria (lurlina e Fritz, 2005).

No mel, a quantidade de bactérias presentes pode variar em funcdo do tipo de
mel (néctar ou melada), idade, momento de colheita e da técnica de analise utilizada
(Snowdon e Cliver, 1996).

Habitualmente, os esporos de bactérias mais comuns no mel pertencem aos
géneros Bacillus e Clostridium (Finola et al., 2007). As espécies mais frequentes de
Bacillus sdo: B. cereus, B. megaterium, B. pumilus, e B. coagulans (Lépez e Alippi,
2009). Os esporos de Clostridium sulfito-redutores no mel séo indicadores de
contaminagdo ou polui¢do, mas normalmente estdo presentes em baixos niveis (Finola
et al., 2007). Desde que, em 1976, o botulismo infantil foi identificado, nos EUA, que a
pesquisa do grupo de bactérias esporuladas presentes no mel reveste-se de importancia
(Ragazani et al., 2008). O consumo de mel contendo esporos de C. botulinum ¢é
especialmente perigoso para bebés e criancas, pois na auséncia de uma flora intestinal
competitiva e sendo o pH do seu intestino elevado, os esporos podem germinar no
intestino, e formar a toxina in situ, provocando o botulismo infantil. Por este motivo,
apesar da baixa incidéncia destes microrganismos no mel, as autoridades recomendam
que este produto nédo seja utilizado na alimentacdo de criancas com menos de um ano de
idade. Estas bactérias podem ser também problematicas em individuos
imunodeprimidos, e quando o mel é aplicado terapeuticamente em feridas (Estevinho,
2011). A presenca desta bactéria tem sido referida por alguns autores. Finola et al.
(2007) detetaram a presenca de esporos de clostridios sulfito-redutores em 70% das
amostras de mel analisadas, enquanto as amostras analisadas por lurlina e Fritz (2005)

ndo revelaram a presenca destes microrganismos.
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1.2.4. Métodos de conservacao

A conservacado de alimentos tem por objetivo oferecer ao consumidor, alimentos
e produtos alimenticios, ndo s6 com qualidades nutritivas e organolépticas, mas
principalmente produtos isentos de microrganismos e suas toxinas, nocivos a salde.

O mel é um produto natural que tem a vantagem de se auto-conservar, por causa
do acido formico, um excelente conservante natural, sem ter a necessidade do uso de
conservantes.

A conservacdo dos méis é muito importante, uma vez que armazenamento em
locais inadequados e, principalmente, a temperaturas elevadas, é um fator limitante para
a deterioracéo rapida, comprometendo a qualidade do mel. E, portanto, de fundamental
importancia armazenar o mel sob condicGes adequadas (Melo, 2002).

Foram sugeridos procedimentos para aumentar o tempo de conservacgao do mel,
reduzindo a cristalizacdo e fermentacdo e o desenvolvimento de fungos. Estes
procedimentos, no entanto, aumentam os teores de HMF e reduzem a atividade
diastasica, ou seja, comprometem a qualidade do mel (Tosi et al, 2004).

O tratamento térmico € um dos métodos empregue na conservacdo do mel. O seu
principal objetivo € reduzir o teor de humidade e destruir a carga microbiana.

Souza e Silveira (1987) afirmaram que o calor é utilizado frequentemente na
descristalizacdo do mel, e também como tratamento preventivo de sua cristalizacéo e
fermentacdo. Contudo, informam que os danos advindos do aquecimento tornam-se
menores quando cuidados sdo tomados na duracdo e quantidade de calor utilizado no
tratamento do mel (Moura, 2006).

Embora, o tratamento térmico possa efetivamente reduzir a humidade, reduzir,
retardar a cristalizacdo e destruir completamente as células de leveduras, as altas
temperaturas sdo prejudiciais a qualidade do produto final, uma vez que o efeito
causado ao mel é cumulativo e irreversivel.

O tratamento térmico do mel também pode levar a alteragdes na cor do mesmo.
A condensacdo de agucares com aminoacidos livres leva a formagdo de uma variedade
de pigmentos “marron” (Turkmen et al, 2006).

Tosi et al. (2002) mostraram que o uso do tratamento térmico para eliminacdo da

cristalizacdo ou pasteurizacdo pode aumentar o contetido de HMF.
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A conservacdo pelo frio tem a vantagem de preservar grande parte do valor
nutritivo e organoléptico. Porém tem a desvantagem de ndo eliminar os microrganismos
presentes, nem a ac¢do nociva das suas toxinas, apenas 0s inactiva, dai que quando
encontram condi¢cBes ambientais favoraveis retomam a sua atividade. Assim, €
importante garantir a boa qualidade da matéria-prima antes da refrigeracdo, para além
do controlo cuidadoso da temperatura no decorrer destes processos (Costa, 2010).

A refrigeracdo faz parte dos métodos habitualmente empregues pela industria
alimentar para a conservacao dos produtos. As baixas temperaturas retardam as reagdes
quimicas, bem como a atividade das enzimas e dos microrganismos dos alimentos.
(Baptista e Linhares, 2005).

A conservagdo a baixas temperaturas tem sido a alternativa mais comum, citada
na literatura, para desacelerar a perda de qualidade dos méis. No entanto, € importante
que se conheca o comportamento de cada mel, quando submetido a estas condigdes,
pois a perda de qualidade é retardada, mas o processo de cristalizacdo pode ser
acelerado, havendo, neste caso, a necessidade de descristalizacdo com tratamento
térmico (Moura, 2006)

Crane (1975) ja afirmava que méis conservados refrigerados apresentam
granulacdo mais rapida.

A conservacao do mel a 0°C é muito cara na maior parte das areas produtoras de
mel, mas cinco semanas a 0°C podem prevenir uma granulacdo subsequente. Qualquer
temperatura abaixo de 10°C retarda grandemente a granulacdo, e qualquer temperatura
até 11°C também desencoraja a fermentacdo. De 11 a 21°C ¢ a faixa mais provavel de
induzir fermentacéo, e de 10 a 18°C a faixa mais favoravel a granulacdo, especialmente
14°C. Temperaturas de 21 a 27°C sdo menos provaveis de induzir tanto a fermentacéo
como a granulacdo, mas enzimas sdo destruidas e o HMF € produzido rapidamente,
tornando-se 0 mel mais escuro. Acima de 27°C ndo ha fermentacdo, mas o dano € ainda
mais rapido. Em média, o mel deve ser armazenado a temperaturas o mais baixa
possivel, a 11°C ou menos (Crane, 1983).

A embalagem de produtos alimentares deve prolongar a vida-Gtil dos produtos,
isto é, manter as caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas e organolépticas dos
produtos pelo periodo de tempo requerido, evitando ou minimizando as perdas.

Para o mel, devem-se utilizar apenas embalagens proprias para o acondicionamento de

produtos alimenticios e preferencialmente novas, pois ndo se recomenda a reciclagem
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de embalagens de outros produtos alimentares (margarina, 6leo, etc.). Atualmente, no
mercado, existem embalagens especificas para mel, com vérias capacidades e formatos
(Pereira, 2003).

1.2.5. Importancia da analise sensorial do mel

O mel é um produto mundialmente conhecido, sendo muito apreciado devido ao
seu sabor e aroma, mas também pela sua qualidade nutricional. Entre as técnicas
existentes para avaliar essa qualidade, a anélise sensorial de mel tem demonstrado ser
uma importante ferramenta de qualidade (Ferreira et al., 2009).

Esta técnica permite determinar a aceitabilidade de um produto comercial e
promover o desenvolvimento de novos produtos que tenham em conta as preferéncias
individuais dos consumidores. Portanto, devem ser feitos estudos sobre o gosto e
preferéncias especificas dos consumidores (Pedrdo e Coro, 1999). Na verdade, a anélise
sensorial € a Unica realizada pelos consumidores, razdo pela qual é tdo importante ser
efectuada antes de comercializar o produto.

A andlise sensorial do mel permite distinguir a sua origem boténica e identificar
e quantificar certos defeitos, tais como fermentacdes, impurezas, odores e sabores ndo
caracteristicos. Cumpre ainda um papel importante na definicdo das normas do produto
em relacdo as denominacdes botanicas ou outros rétulos especificos. Além disso, € uma
parte essencial dos estudos de preferéncia/aversdo do consumidor. Em particular, a
avaliacdo sensorial é importante na verificacdo da conformidade dos méis monoflorais,
uma vez que pode revelar a presenca de componentes botanicos que ndo sdo detetados
por outros métodos analiticos (analises fisico-quimicas e melissopanolégicas), mas que,
no entanto, podem alterar as caracteristicas sensoriais tipicas, de tal modo que o mel ndo
pode ser comercializado como monofloral (Piana et al., 2004)

Apesar da falta de informacdes sobre a qualidade sensorial do mel, a sua

avaliacdo contribuira para alcancar um maior valor comercial (Silva et al., 2012).
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1.25.1. Métodos de analise sensorial

A analise sensorial € uma ferramenta imprescindivel para aferir os gostos dos
consumidores. Com a aplicacdo dos métodos de analise sensorial, € possivel transformar
dados subjectivos em resultados objetivos. Estes métodos sdo de extrema importancia,
pois uma correcta escolha e aplicacéo destes irdo definir o sucesso ou ndo do estudo.

A classificacdo dos métodos sensoriais € dada em funcdo do objetivo geral do
teste (Biedrzycki, 2008). Sendo assim, existem trés tipos de métodos sensoriais: 0
método discriminativo (para determinar diferencas entre produtos), o método descritivo
(para especificacdo de atributos) e o método heddnico ou afetivo (determinam se o
consumidor gosta ou ndo gosta do produto).

Neste trabalho, iremos somente fazer referéncia a analise descritiva quantitativa
(ADQ) utilizando um painel de consumidores, pois, foi 0 método utilizado, dada a
natureza de respostas que necessitavamos.

Este método, de nome original “quantitative descriptive analysis” (ADQ), foi
desenvolvido por Stone e Sidel em 1985 (Alves, 1994). Através desta metodologia
podemos descrever os alimentos pelos seus atributos sensoriais, considerados mais
relevantes pelos membros do painel de provadores. Esses atributos sdo expressos em
linguagem comum e quantificados em escalas apropriadas (Murray et al., 2001).

Analise descritiva quantitativa (ADQ), também conhecida por perfil
convencional — Método ISO 11035:1994, utiliza-se quando estamos interessados em
qualidades sensoriais complexas, e multidimensionais de um produto/amostra, como a

consisténcia, cor, aroma e sabor (Grosso, 2006).

1.2.5.2. Painel de provadores

De acordo com NP-ISO 8586:2001 os painéis de analise sensorial podem
compreender trés tipos de participantes: provadores, provadores qualificados e peritos.

Neste trabalho, apenas iremos fazer referéncia ao painel de provadores
consumidores néo treinados.

Hoje em dia, em funcdo da atual competitividade dos mercados, considerar as

preferéncias individuais dos consumidores tem sido essencial para a industria que

26



procura identificar consumidores potenciais e dirigir a optimizacdo e a venda de
produtos (Villanueva, 2003).

O painel de consumidores sdo pessoas escolhidas ao acaso e sem nenhum tipo de
treino, que valorizam as amostras por comparacdo indicando o grau de preferéncia
(Rodrigues, 2007). De acordo com Koster (1998), Eguia (2001) e Pérez-Elortondo
(2001), é importante que estes sujeitos sejam consumidores habituais ou potenciais do
produto submetido a analise.

As provas realizadas por este tipo de painel apresentam uma grande
variabilidade e os resultados sdo mais dificeis de interpretar, uma vez que reproduzem
opinides completamente pessoais (Paulos, 2012).

A selecdo dos consumidores pode ser efetuada tendo em consideracdo fatores
como a idade, o género, a localizacdo geogréfica, a religido, a educacdo, a profissao, o
estado civil, entre outros (Paulos, 2012). O grupo constituido deve ser relativamente
homogéneo e representativo do consumidor alvo do produto. Sdo necessarias no
minimo 30 pessoas nado treinadas. No entanto, recomenda-se até 100 pessoas para que
os resultados sejam validos, do pondo de vista estatistico, devendo definir-se bem a
hipdtese a testar assim como o desenho experimental, tendo em conta que logo apds a

sele¢do, se iniciam os teste de consumo (Miller, 1998; Eguia, 2001).

1.25.3. Caracteristicas sensoriais do mel

Do ponto de vista sensorial, a avaliacdo de alimentos € uma disciplina integrada
que permite definir a qualidade do produto com base nas suas caracteristicas sensoriais.
A analise sensorial também se relaciona com a medicdo e quantificacdo das
caracteristicas dos alimentos avaliadas pelos sentidos humanos. Neste contexto, o
controlo da qualidade do mel é feita considerando-se as seguintes caracteristicas:
consisténcia, cor, aroma e sabor (Grosso, 2006).

O primeiro contato do consumidor com um produto, geralmente, é com a
apresentacdo visual, onde se destacam a cor e a aparéncia. Todo o produto possui uma
aparéncia e uma cor esperadas que sdo associadas as reagOes pessoais de aceitacao,
indiferenca ou rejeicdo (Teixeira, 2009). A cor do mel é um dos fatores mais
importantes na determinacdo do seu preco no mercado mundial e um dos parametros

gue mais influencia na aceitabilidade do produto, afetando desta forma a preferéncia do
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consumidor (Arnaud et al., 2008). Como referido anteriormente, a cor do mel apresenta
varias tonalidades, nomeadamente o branco-agua, extra-branco, branco &mbar, &mbar
claro, @mbar e ambar escuro, podendo ser resumido em mel claro e mel escuro (Alves,
2009). O sabor dos alimentos é uma resposta as sensacfes do gosto, do odor e da
percecdo bucal. O gosto é o sentido que nos permite identificar o sabor dos diferentes
alimentos. Este atua por contato das substancias soltveis dos alimentos com a lingua e
saliva, dependendo dos recetores que sdo estimulados pelas substancias quimicas.
Assim, o0 ser humano torna-se capaz de perceber uma gama ampla de sabores como
resposta a combinacdo dos varios estimulos (Landivar,2001). O aroma € uma propriedade
organoléptica percetivel pelo Orgdo olfativo quando se aspiram determinadas
substancias volateis. Atribui-se 0 gosto aos componentes ndo volateis e 0 aroma é derivado
de dezenas ou centenas de substancias volateis. O sabor do mel esta relacionado com as
diversas substancias complexas, principalmente os componentes de baixo peso
molecular das plantas de origem (Ferreira et al., 2007). O aroma e sabor estdo
relacionados diretamente com a cor do mel. Quanto mais escuro for o mel, mais rico em
minerais e, consequentemente, mais forte o seu aroma e sabor. O mel claro
normalmente apresenta uma baixa taxa de minerais e por isso um sabor e um aroma
mais leves (Lengler, 2004).

A consisténcia do mel é conferida pela viscosidade podendo apresentar-se fluido,
espesso, ou parcialmente ou totalmente cristalizado (Decreto-lei n°214/2003). A
cristalizacdo do mel é uma caracteristica intrinseca, que interfere diretamente no tempo de
armazenamento e aceitacdo comercial por parte do consumidor, o qual associa o mel

cristalizado a um produto de baixa qualidade ou adulterado (Bogdanov et al. 1999).
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Capitulo 2

Material e métodos




2.1. Amostras de mel

As amostras de mel utilizadas neste estudo eram provenientes de zonas distintas
do concelho de Vimioso.

No laboratério, as amostras de mel foram armazenadas num local escuro até
efectuar as primeiras analises. Quatro amostras de mel foram armazenadas a
temperatura ambiente (20-25°C) e enroladas em aluminio para proteger do efeito da luz;
quatro amostras foram armazenadas no frigorifico (4°C); e as outras quatro amostras na
estufa a 45°C. As doze amostras foram armazenadas durante 4 meses, efetuando-se as
respetivas andlises fisico-quimicas e microbioldgicas na sua rece¢do, ao fim de dois
meses e aos quatro meses de armazenamento.

No que diz respeito a analise sensorial usaram-se as amostras armazenadas a

temperatura ambiente.

2.2. Andlise polinica

A determinacdo da origem boténica das amostras baseou-se na andlise do
espectro polinico usando o método proposto por Louveaux et al. (1978). A anélise foi
efectuada pelo método da preparacao de laminas sem acetdlise. Para tal, pesaram-se 10g
de mel e dissolveram-se em 10mL de H,SO, 5% (&gua acidificada). Esta solucdo foi
colocada em banho-maria a 40°C para se dissolver completamente. Em seguida,
distribui-se por 2 tubos de centrifuga aproximadamente 10mL da solucdo e acrescentou-
se 5mL de &gua. Os tubos contendo a solucéo foram a centrifugar durante 10 minutos a
2600 rpm. Apos a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante, e o precipitado foi lavado
com 10mL de &gua destilada e cuidadosamente agitado para remover completamente 0s
acucares do mel e dispersar novamente o sedimento. Verteu-se a solu¢do para novos
tubos, centrifugou-se e desprezou-se o sobrenadante. Por fim, efectuou-se a preparacéo
das laminas com uma gota de sedimento e uma gota de glicerogelatina, fixada a chama e
solidificada antes da observacdo. O exame das I&minas contendo os grdos de pélen foi
realizada com um microscépio dptico a 400x e 1000x, a fim de fazer a identificacdo e
quantificacdo de todos os tipos de polen. De modo a reconhecer os diferentes tipos de

polen, utilizou-se a coleccdo de referéncia da Escola Superior Agréria de Braganga.
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2.3. Caracterizacao fisico-quimica do mel

2.3.1. Humidade

A humidade foi determinada de acordo com o método refractométrico descrito
em Andnimo (1986). Este método consistiu na determinacdo do indice de refracdo das
diferentes amostras utilizando-se um refratometro Abbe (digital refractometro Atago,
Alemanha) (Fig.5). Todas as medi¢Ges foram realizadas a 20°C e os resultados

expressos em % (p/p).

Figura 5 - Refratdbmetro Abbe.

2.3.2. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica do mel foi determinada de acordo com o método
descrito em Sancho et al. (1991). Pesaram-se rigorosamente 10g de mel e dissolveram-
se em 75mL de agua destilada. A solucdo foi colocada em banho-maria a 20°C até
atingir o equilibrio. Em seguida, fez-se a leitura da amostra num condutivimetro
(Inolab, 1999) (Fig.6.).

A condutividade obteve-se multiplicando por 1,50 Sancho et al. (1991) o valor

obtido e os resultados expressaram-se em mS/cm (107 S/cm).
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Figura 6 - Condutivimetro (Inolab, 1999).

2.3.3. Cinzas totais

O contetdo de cinzas do mel foi determinado por condutivimetria, de acordo
com a metodologia proposta por Sancho et al. (1991). Depois de determinada a
condutividade, quando o resultado obtido foi inferior a 0,9x10 S/cm, converteu-se o
valor em 10™ S/cm e determinou-se o teor em cinzas consultando a tabela apresentada
em Sancho et al. (1991). Quando o resultado obtido para a condutividade foi superior a

0,910 S/cm, calculou-se a percentagem de cinzas totais através da seguinte formula:

% cinzas totais = 0,83 x condutividade — 0,092

2.34. pH

O pH do mel foi determinado de acordo com o método apresentado por
Bogdanov et al. (1997). Pesaram-se rigorosamente 10g de mel e dissolveram-se em
75mL de agua destilada. A solucdo foi colocada em banho-maria a 20°C até atingir o
equilibrio. O pH foi determinado pela leitura direta com um medidor de pH (Meter Basic
20, 2002).

2.3.5. Acidez livre

A acidez livre foi determinada por titulacdo volumétrica de acordo com o

método apresentado por Bogdanov et al. (1997) (fig. 7). Dissolveram-se 10g de mel em
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75mL de agua destilada e adicionaram-se 4 a 5 gotas de solucdo alcoodlica de
fenolftaleina (indicador). De seguida, esta solugdo foi titulada com hidréxido de sddio
(NaOH) 0,1N a pH 8,3, recorrendo-se a um medidor de pH (Meter Basic 20, 2002), até
a viragem de coloragédo se manter 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 solucdo de NaOH gasto na titulacao.

Figura 7 - Determinacdo da acidez livre.

2.3.6. Acucares redutores

O teor de glucose e frutose do mel foi determinado de acordo com o método
descrito em Bogdanov et al. (1997). Pesaram-se com precisdo 2g de mel
homogeneizado e dissolveram-se em 50mL de agua destilada, em seguida transferiram-
se para um baldo volumétrico de 200mL e perfez-se o volume com &gua destilada
(solucdo de mel). Retiraram-se 50mL desta solucdo de mel para um baldo volumétrico
de 100mL e completou-se o volume com agua destilada (solucéo diluida de mel).

Para determinar o volume de &gua que é necessario adicionar a amostra para
assegurar que a reducgdo se efetua a um volume contante foi necessario proceder a uma
titulacdo preliminar. Num copo graduado de 250mL, adicionaram-se 5SmL da solucédo de

Fehling A, 5mL da solucdo de Felhing B, 7mL de &gua destilada e 14mL da solucdo
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diluida de mel, previamente colocada numa bureta de 25mL. Aqueceu-se até a ebulicdo
e ferveu durante 2 minutos, adicionando-se em seguida 1mL de azul metileno 0,2%.
Titulou-se esta solu¢cdo com pequenas adi¢Ges de solucdo diluida de mel contida na
bureta até haver descoloracdo do indicador. O volume total de solucdo diluida de mel
gasto na titulacdo foi subtraido a 25mL, correspondendo o valor obtido ao volume de
agua usado na dosagem.

Para dosagem, num copo graduado de 250mL adicionaram-se 5mL da solucdo
de Fehling A, 5mL da solucéo de Felhing B, o volume de agua destilada determinado na
titulacdo preliminar e 12,5mL da solucédo diluida de mel contida na bureta. Aqueceu-se
até a ebulicdo e ferveu durante 2 minutos, adicionando-se em seguida 1mL de azul
metileno 0,2%. Titulou-se esta solugdo com pequenas adi¢Bes de solucdo diluida de mel
contida na bureta até haver descoloracdo do indicador.

O teor em acucares redutores foi determinado de acordo com a seguinte

expressao:

o 2000
T PxV

C =g de acucar invertido por 100 g de mel
P = peso da amostra de mel

V = volume da solucéo diluida de mel

2.3.7. Sacarose aparente

A sacarose aparente foi determinada pelo Método de Inversdo descrito por
Bianchi (1990). A preparacédo da solugdo de mel e da solugdo diluida é a mesma referida
anteriormente para os aguUcares redutores. Aqueceu-se até 64°C em banho-maria. Ap6s
ter atingido a temperatura, retirou-se do banho-maria, adicionou-se 10mL HCL 6,34N e
deixou-se arrefecer a temperatura ambiente. Depois de arrefecer, deixou-se repousar
aproximadamente 15 minutos. Em seguida, neutralizou-se com NaOH 5N utilizando
papel indicador e completou-se o volume até 100mL com &gua destilada (solucéo
diluida de mel).

Os procedimentos para a titulacdo preliminar e a dosagem sdo idénticas aos

referidos para a determinacdo dos Agucares Redutores.
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Para a determinacdo do teor de sacarose aparente utilizou-se a seguinte
expressao:

Teor de sacarose = (sacarose aparente — agucares redutores) x 0,95

2.3.8. HMF

O HMF foi determinado de acordo com o método espectrofotométrico descrito
por Anonimo (1986). Pesaram-se rigorosamente 5g de mel e dissolveram-se em 25mL
de &gua destilada. Esta solucao foi transferida para um baldo volumétrico de 50mL ao
qual foram adicionados 0,5mL de solucdo Carrez | e 0,5mL de solucdo Carrez II,
agitou-se e perfez-se o volume com agua destilada. Em seguida, filtrou-se com papel de
filtro a solucdo desprezando-se os primeiros 10mL de filtrado e recolheram-se aliquotas
de 5mL para dois tubos de ensaio. A um dos tubos adicionaram-se 5mL de agua
destilada (amostra) e ao outro tubo 5mL de solugdo bissulfito sédio 0,2% (referéncia).
Agitou-se vigorosamente e leu-se a absorvancia das solugdes a 284 e 336nm utilizando-
se cuvete de quartzo de 1cm num espectrofotdmetro UV-visivel (Varian Cary 50 Scan
model, 1998).

Nas absorvancias superiores a 0,6 dilui-se a solu¢do da amostra com agua e a
solucdo de referéncia com bissulfito sédio a 0,1% e leu-se a absorvancia.

O valor de HMF foi determinado através da seguinte formula:

mg HMF/100g de mel = (Abs 284 — Abs 336) x 14,97 x (5/g de amostra)

2.3.9. indice diastasico

O Indice Diastasico foi determinado de acordo com o método descrito por
Andnimo (1986). Pesou-se com precisdo 10g de mel num copo graduado de 50mL e
adicionaram-se 5mL de tampéo acetato pH 5,3 e 20mL de agua destilada para dissolver
a amostra. Num baldo volumétrico de 50mL colocaram-se 3mL de cloreto de sddio
0,5M e adicionou-se a solucdo de mel. Perfez-se o volume com agua destilada.
Transferiram-se 10mL desta solucdo para dois baldes volumétricos de 50mL que foram
colocados em banho-maria a 40°C, conjuntamente com o baldo que contém a solucéo de

amido com um indice de azul entre 0,5 e 0,55. Apds 15 minutos no banho, adicionaram-
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se bmL da solucdo de amido para a solucdo de mel contida num dos baldes (solugédo
amostra) e 5mL de agua destilada para o outro baldo (solucéo referéncia). Agitou-se e
comecou-se a contar o tempo de reac¢do. Em intervalos de tempo de 5 minutos,
transferiram-se 1mL dos balGes de referéncia e amostra para baldes volumétricos de
50mL que continham 10mL de solucdo de iodo 0,0007N e 35mL de agua destilada.
Leu-se a absorvancia da solu¢do amostra a 660nm, utilizando como branco a solucdo
referéncia, num espectrofotometro UV-visivel (Varian Cary Scan model,(1998)). A
absorvancia da amostra foi lida de 5 em 5 minutos até atingir um valor inferior a 0,235.
Para determinar o momento (tempo) em que a absorvancia atingiu esse valor, construi-
se um grafico de absorvancia em funcéo do tempo (minutos). A recta foi desenhada com
pelo menos os trés Gltimos 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 férmula:

300
ID=——
t

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

2.3.10.Cor

A cor do mel foi determinada de acordo com o método espectrofotométrico,
desenvolvido pelo Prof. Mario Bianchi (Montenegro et al., 2005). Pesaram-se 5g de mel
num tubo de falcon de 50mL e dissolveram-se em 10mL de &gua desionizada. A
solucdo preparada foi colocada numa cuvete de plastico e deixou-se repousar durante 10
a 15 minutos antes de efectuar a leitura. Leu-se a absorvancia das amostras num
espectrofotometro UV-visivel (Varian Cary Scan model,1998), a 650nm, utilizando
como branco, agua destilada.

Para a determinagéo da cor do mel calculou-se o valor em mm Pfund a partir do

valor da absorvancia com a ajuda da seguinte expressao:

Mm Pfund = -38,70 + 371,39 x Absorvancia

Depois de calculado os mm Pfund utilizou-se a Tabela 2 para fazer a

correspondéncia com a cor do mel.
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2.4. Analises microbioldgicas

A andlise microbiologica foi efectuada a todas as amostras de mel com o
objetivo de avaliar a qualidade comercial (mesofilos e bolores e leveduras), qualidade
sanitaria (Coliformes totais e fecais e S. aureus) e seguranga (esporos de Clostrideos
sulfito-redutores) do produto.

2.4.1. Preparagédo da amostra

A preparacdo da amostra foi realizada de acordo com a NP-1829 (1982). Para
tal, foram pesadas numa balanca (Mettler PC Model 2000), em condi¢des de assepsia,
10g de amostra e homogeneizadas com 90mL de agua peptonada (diluicdo 10™). Apés
homogeneizacdo da amostra, procedeu-se & preparacdo das diluicBes decimais (107 e
107%), transferindo assepticamente 1 mL da amostra para um tubo de ensaio contendo 9
mL de diluente (agua peptonada). Com uma nova pipeta, homogeneizou-se esta
suspensdo e transferiu-se 1 mL desta diluicdo para novo tubo de ensaio contendo 9mL
de diluente.

ApOs a preparacdo das amostras e das respectivas diluicGes, procedeu-se a

inoculagdo em meios de cultura apropriados para cada microrganismo pesquisado.

2.4.2. Contagem total de microrganismos aerébios mesofilos

Para a contagem de microrganismos aerébios totais procedeu-se a sementeira
por incorporagdo. Transferiu-se 1mL das diluicdes decimais (107, 10% e 10°) 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 15mL 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 72h. 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 coldnias por gramas de produto analisado (UFC/g), segundo

a formula:
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Yc

UFC e = i+ 01 xn2) xd

Onde:
Y. ¢ —soma das coldnias em todas as placas contadas (entre 15 e 150 coldnias);
d — diluicdo a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens;
nl - numero de placas da 12 diluigdo contada;
n2 — numero de placas da 22 dilui¢do contada;

V —volume de in6culo semeado em cada placa.

2.4.3. 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 adicdo de 4cido tartarico a 10%. A
sementeira foi feita por espalhamento a superficie de 0,1mL de cada dilui¢cdo decimal.
As placas foram incubadas na estufa a 20-25°C durante 5 dias. Apds o periodo de
incubacdo 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 mesofilos.

2.4.4. 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 100mL de agua estéril. Em tubos de ensaio foram colocados 9mL de meio de cultura
previamente hidratado com 1mL da amostra e homogeneizou-se com auxilio do vortex.
Em seguida, verteu-se o contetdo dos tubos para a placa contendo 84 pocos e espalhou-
se uniforme e cuidadosamente o liquido com movimentos circulares para que 0S pogos
ficassem totalmente cobertos e sem bolhas de ar. Por tltimo, o excesso foi removido. As
placas foram incubadas a 35°C durante 24 a 48h. Apo6s o periodo de incubagéo,
procedeu-se a enumeracdo dos coliformes totais através da contagem do nimero de
pocos em que ocorreu mudanca de cor do meio de cultura. Enquanto, para a

identificacdo e enumeragdo da Escherichia coli procedeu-se a contagem do nimero de
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pocos em que se observou fluorescéncia aguando da exposicéo da placa a uma lampada
de UV a 365nm.
Através de uma tabela fornecida pelo fabricante, calculou-se o nimero de

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

2.4.5. Pesquisa de esporos de Clostrideos sulfito-redutores

A pesquisa de esporos de Clostrideos foi realizada de acordo com a NP-
2262:1986. Em tubos de ensaio estéreis colocaram-se 5mL e 10mL de amostra. Os
tubos foram colocados em banho-maria a 80°C, durante 10 minutos para inactivar a
amostra. Apos inactivacdo foram transferidos para placas de Petri. Em seguida,
preparou-se 0 meio TSA-Agar (Triptose Sulfito Agar) e adicionou-se as amostras
anteriores (sementeira por incorporacdo). As placas foram incubadas em estufa a 37°C
durante 48h. Consideram-se positivas as placas em que apareceu um precipitado negro a

volta das colénias.

2.4.6. Contagem de Estafilococos coagulase positiva pela técnica de cultura
com confirmacao de coldnias

A pesquisa de Staphylococcus aureus foi efectuada de acordo com a NP 4400-
1:2002, por sementeira e espalhamento a superficie de 0,1mL de cada diluicdo em
placas de Petri contendo o meio selectivo de Baird-Parker enriquecido com gema de
ovo. Incubaram-se as placas invertidas a 37°C + 1°C durante 48h + 4h. Ap0s o periodo
de incubagdo, apenas foram consideradas como col6nias caracteristicas as negras ou
cinzentas, brilhantes e convexas (1,5 a 2,5 mm de didmetro ap6s 48h) rodeadas de um
halo transparente. Como ndo caracteristicas foram consideradas as col6nias negras e
brilhantes ou cinzentas, com ou sem bordo branco estreito e em que a zona transparente
esta ausente ou é pouco visivel. Os resultados foram expressos em unidades formadoras
de coldnias por grama de produto analisado (UFC/g).

As colonias caracteristicas e ndo caracteristicas para posterior pesquisa da
enzima coagulase positiva foram repicadas e semeadas em tubos com meio BHI (Brain
Heart Infusion) e incubadas a 37°C durante 20h a 24h. Apos o periodo de incubacao,

adicionou-se assepticamente 0,1mL de cada cultura a 0,3mL de plasma de coelho em
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tubos de hemolise e incubou-se a 37°C £ 1°C durante 4 a 6h. Por altimo, analisou-se a
coagulacdo do plasma, considerando-se reac¢do coagulase positiva quando o coagulo

ocupou mais de * do volume inicial ocupado pelo liquido.

2.4.7. lsolamento e identificacéo de leveduras

Algumas coldnias isoladas foram seleccionadas e repicadas para placas contendo
meio de leveduras sélido, para obtencdo de culturas puras, apds contagem das leveduras
nas placas com meio PDA com adi¢do 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 APl 20C AUX (BioMérieux, Franca) (Fig. 8) e
utilizado de acordo com as instrucdes do fabricante. Inicialmente procedeu-se a
preparacdo da caixa de incubacdo, devidamente identificada na lingueta lateral,
distribuindo 5mL de &gua destilada nos alvéolos para criar uma atmosfera himida. Ap6s
retirar a galeria da embalagem individual, colocou-se na caixa de incubagé&o.
Seguidamente, utilizou-se uma fraccdo de coldnia isolada para obter uma suspensédo de
opacidade equivalente a 2 McFarland num tubo de ensaio contendo 2mL de NaCl
0,85%. Em seguida, 100ul da suspensédo foi transferida para ampola de API C Medium,
proveniente no Kit. A suspensdo obtida em API C Medium foi homogeneizada
cuidadosamente, para evitar a formacdo de bolhas, e inserida nas clpulas da galeria do
Kit, a qual contém substratos desidratados, e incubada a 30°C £2°C durante 48-72h.
Posteriormente, realizou-se a primeira leitura do teste. A clpula que apresentou maior
turbidez que o controlo (meio API 20 C sem substrato), foi considerada reac¢do positiva
a anotar na ficha de resultados. A galeria foi novamente incubada até completar o
periodo de 72h conforme a orientacdo do fabricante. Apds as 72h, realizou-se uma
segunda leitura confirmatoéria. 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 cédigo numérico,
que permitiu através do programa de identificacdo apiweb ™ fornecido pela empresa

identificar a espécie de levedura

40



Figura 8 - Galeria APl 20C AUX.

2.5. Analise sensorial

A andlise sensorial dos diferentes méis foi realizada através de um painel de
consumidores, formado por 50 provadores. Para cumprir estes objetivos, foram
contactadas e convidadas a participar, pessoas dentro da comunidade do Instituto
Politécnico de Braganca (IPB), entre os quais, alunos, funcionarios docentes e nao
docentes, assim como fora da comunidade do IPB. A prova sensorial teve lugar junto
aos Servicos Centrais do Instituto Politécnico de Braganca.

As amostras foram servidas em copos de plastico descartaveis, previamente
identificados com um codigo de letras e numeros diferentes, cuja correspondéncia nao
era conhecida pelos provadores, contendo cerca de 15mL de mel, sendo a ordem de
apresentacdo aleatoria. Os consumidores dispuseram ainda de um guardanapo, agua
mineral sem gas servida a temperatura ambiente e bolachas sem sal para limpeza da
boca entre a degustacdo das amostras e a respectiva ficha de avaliacdo onde constavam
os atributos a estudar, nomeadamente, a consisténcia, a cor, 0 aroma, 0 sabor e a
apreciacéo global.

Inicialmente foi dada uma pequena explicacdo ao consumidor sobre o modo
correcto de proceder a prova. Os provadores comecaram por indicar a idade, sexo,
naturalidade e a frequéncia de consumo do produto. Em seguida, avaliaram o produto
através de uma escala heddnica estruturada de nove pontos (1 indicava ser muito
desagradavel e 9 muito agradavel) para cada um dos atributos. A ficha utilizada na
avaliacdo das amostras pelo painel de consumidores encontra-se em anexo.

Para a anélise estatistica dos dados utilizou-se um computador munido de varios
programas, nomeadamente: Microsoft Excel 2010 e, XLSTAT 2013.4.07, envolvendo

analises de regressdo simples e multivariada, analise de variancia, andlise de
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componentes principais (ACP) e analise de Procrustes generalizada (APG), aplicando-se

o teste de F ao nivel de significancia de 5%.

Figura 9 — Prova sensorial.
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Capitulo 3

Resultados e
discussao




3.1. Andlise polinica

A andlise do perfil polinico do mel permite determinar a sua origem floral através da
identificacdo e contagem do pdlen por exame microscopico. Os pélens identificados e a

sua frequéncia nos meis estudados séo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Caracterizacdo polinica das amostras de mel utilizadas.

As principais diferencas entre os méis analisados sdo o tipo e a quantidade de
polen neles presentes. Analisando o grafico verifica-se que os méis analisados sao de
origem monofloral, pois apresentaram como pdlen dominante o de Lavandula sp.
(45,83%), Erica sp. (49,69 %), Prunus sp. (61,91 %) e Castanea sp. (69,01%),
respetivamente. De acordo com Maia et al. (2005), o mel para ser considerado
monofloral de um polen tem que apresentar, pelo menos 45 % desse polen. No entanto,
dependendo do tipo de mel existem algumas excepcdes. E o caso do mel de rosmaninho
que apesar de apresentar uma percentagem de po6len de Lavandula superior a 45%, este
necessita apenas de 15% de polen de Lavandula sp. para ser considerado monofloral.
Por outro lado, o mel de castanheiro para ser considerado monofloral necessita no

minimo de 70% de polén de Castanea sp..
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3.2. Caracterizacao fisico-quimica

Na Tabela 3, apresentam-se os resultados obtidos para os parametros fisico-
quimicos das amostras de mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento a temperatura

ambiente, na estufa a 45°C e no frigorifico.
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Tabela 3- Parametros fisico-quimicos do mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento a temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no

frigorifico.
. L Cinzas . . Aclcares  Sacarose 1.D.
Mel Amostra Errﬁgeps(; Hur(r;/ld)ade pH Corgr?]lgg/rlr](d)ade Totais '(Arg;deibzrg Redutores Aparente (:'\//:(': ) (Escala de (mmCI:D(I):run d)
0 (%) q-ACRg (%) (%) 9R9) " Gothe)
0 16,4 3,76 0,39 0,22 33 66,24 3,52 29,85 7,19 53,97
2 16,6 3,72 0,39 0,22 16 68,02 2,35 34,36 7,72 63,70
20-25°C
4 17,8 4 0,38 0,22 15 68,03 1,81 45,25 7,82 73,42
Rosmaninho 2 16,3 3,77 0,39 0,23 25 62,66 3,89 300,6 2,23 60,83
45°C
4 16,8 3,77 0,39 0,23 17 58,82 4,25 782,33 0,83 98,68
2 16,8 3,77 0,38 0,23 15 65,80 2,81 36,15 7,63 62,40
4°C
4 16,9 3,86 0,39 0,23 15 65,36 2,1 41,05 8,67 70,82

HMF — Hidroximetilfurfural; 1.D. — indice diastasico

46



Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos do mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento & temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no

frigorifico. (Continuacéo).

. . Cinzas . . Aclcares  Sacarose 1.D.
Mel Amostra ;rniens]ss(,)) Hur(‘r(l/ld)ade pH Co?g]tjst/l(\:/rgade Totais ,(Anﬁ:adeitl;_/llzn; Redutores Aparente (nTI\//:(F ) (Escala de (mmcI;?:run d)
0 (%) d-ACTRg (%) (%) 99 Gothe)
0 16,3 4,38 0,92 0,70 33 68,19 1,04 20,12 12,43 145,63
2 16,4 4,44 0,92 0,67 16 67,57 4,15 23,60 11,12 146,05
20-25°C
4 17,1 4,92 0,91 0,66 13 63,29 5,84 27,08 9,8 195,39
Urze 2 16,7 4,38 0,91 0,68 20 66,66 2,05 120,51 4,15 170,39
45°C
4 16,9 4,14 0,89 0,65 19 61,73 3,05 448,95 1,2 252,17
2 16,8 4,63 0,92 0,68 12 67,57 1,16 25,56 12,35 146,79
4°C
4 17,1 4,66 0,91 0,66 14 66,23 1,27 30,99 11,81 180,46

HMF — Hidroximetilfurfural; 1.D. — Indice diastasico
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Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos do mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento & temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no
frigorifico. (Continuacéo).

. . Cinzas . . Aclcares  Sacarose 1.D.
Mel Amostra ;rniens]ss(,)) Hur(‘r(l/ld)ade pH Co?g]tjst/l(\:/rgade Totais ,(Anﬁ:adeitl;_/llzn; Redutores Aparente (nTI\//:(F ) (Escala de (mmcI;?:run d)
0 (%) d-ACTRg (%) (%) 99 Gothe)
0 16 4,09 0,64 0,43 36 67,70 2,91 24,41 10,08 69,43
2 16,2 4,09 0,56 0,38 18 67,19 1,69 34,54 10,75 78,69
20-25°C
4 16,8 4,08 0,49 0,32 15 66,67 0,42 39,84 4,87 87,94
Cerejeira 2 16,9 4,01 0,67 0,46 28 66,66 2,65 194,01 3,86 118,03
45°C
4 17,1 4,03 0,70 0,49 20 63,29 2,38 484,43 1,06 189,82
2 16,2 3,99 0,54 0,36 18 67,11 3,14 26,06 11,2 76,03
4°C
4 16,8 3,89 0,50 0,33 15 64,94 3,37 27,71 6,46 82,67

HMF — Hidroximetilfurfural; 1.D. — Indice diastasico

48



Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos do mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento & temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no
frigorifico. (Continuacéo).

. . Cinzas . . AcUcares  Sacarose I.D.
Mel Amostra 2;?2;23 Hur(lg}d)ade pH Co?g]tjst/l(\:/rgade Totais ,(Anﬁ:adeitl;_/llzn; Redutores Aparente (rrlj'\//lrf ) (Escala de (mmclécl):run d)
0 (%) q-ACTRg (%) (%) 99 Gothe)
0 16 4,65 1,16 0,87 45 65,79 1,83 10,91 16,00 132,51
2 16,6 4,63 1,17 0,88 19 64,52 3,45 24,45 17,35 134,37
20-25°C
4 16,9 4,49 1,13 0,85 22 62,5 3,13 37,99 13,83 165,49
Castanheiro 2 16,3 45 1,19 0,89 26 60,24 1,79 209,57 5,01 171,51
45°C
4 16,8 4,21 1,11 0,83 35 59,52 1,74 408,23 0,86 296,06
2 16,8 4,70 1,17 0,88 33 65,79 1,76 22,79 18,46 129,91
4°C
4 16,8 4,73 1,18 0,89 20 65,79 1,69 34,66 21,07 165,6

HMF — Hidroximetilfurfural; 1.D. — Indice diastasico
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3.2.1. Humidade

O teor maximo de agua presente no mel é o Unico critério de composicao que tem de
ser cumprido por todos os méis do comércio mundial O conhecimento do seu teor é til para
melhorar a sua conservacdo e armazenamento, uma vez que impede o0 crescimento a
superficie de fungos tais como Penicillium e Mucor (Estevinho et al., 2012).

O mel de rosmaninho apresentou nas trés condigdes de armazenamento um aumento
da humidade, apresentando um valor maximo de 17,8% para a amostra armazenada a
temperatura ambiente e um valor minimo de 16,3 % para a amostra mantida na estufa a 45°C.
Em relagdo ao mel de urze, também se verificou um aumento do seu teor, com valores que
oscilaram entre 16,3% e 17,1%, sendo as amostras armazenadas a temperatura ambiente e no
frigorifico as que apresentaram o valor mais elevado. O mel de cerejeira apresentou um
aumento da humidade ao longo dos 4 meses nas diferentes condi¢des de armazenamento. Os
valores para o mel de cerejeira variaram entre 16% e 17,1%, em que a amostra a 45°C
apresentou o valor mais elevado. Constatou-se também um aumento da humidade no mel de
castanheiro ao longo dos 4 meses, a excep¢do da amostra mantida no frigorifico que apenas
verificou um aumento nos primeiros dois meses. Os valores oscilaram entre 16 e 16,9%,
observando-se que a amostra a 45°C foi a que apresentou 0 maior teor de humidade.

As amostras de méis apresentaram teores de humidade inferiores a 20%, o valor
méaximo imposto pela legislagéo.

Bertoldi et al. (2007) afirmam que teores de humidade inferiores aos limites
estabelecidos pela legislagdo aumentam o tempo vida de prateleira do produto, uma vez que
propiciam condi¢des desfavoraveis ao crescimento microbiano.

O aumento da humidade nas amostras mantidas a temperatura ambiente pode ser
devido ao mel ser um produto higroscopico, o que significa que pode absorver e reter a
humidade do ambiente durante um armazenamento inadequado em locais hiumidos e
embalagens mal fechadas (Marchini et al., 2005; Vargas, 2006).

Por outro lado, a cristalizagdo pode ser a principal causa do aumento da humidade do
mel armazenado no frigorifico, uma vez que envolve a coexisténcia de ambas as fases liquida
e cristalina durante certo tempo. Na fase liquida remanescente, a atividade da agua torna-se
maior do que a do mel liquido original devido a libertacdo de agua a partir da fase sdlida,

como a consequente formacao de cristais (Tosi et al., 2004).
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De um modo geral, um teor de humidade elevado pode induzir a fermentagdo do mel
durante o armazenamento, provocando a sua deterioracdo e perda de sabor e também uma
diminuicao do seu tempo de vida atil (Rodriguez et al., 2004; Al et al., 2009; Escriche et al.,
2009).

3.2.2. pH

Os valores de pH ndo se encontram padronizados pela legislagdo. Embora a sua
determinacdo no controlo da qualidade do mel ndo seja obrigatoria, este pardmetro mostra-se
atil, por ter influéncia na formacdo do HMF.

Além disso, este parametro € um fator importante durante a extraccdo e
armazenamento do mel, visto estar relacionado com a estabilidade e a vida de prateleira do
produto (Terrab et al., 2004).

Como se pode observar na Tabela 3, o mel de rosmaninho apresentou um ligeiro
aumento do pH na amostra armazenada a temperatura ambiente nos Gltimos dois meses,
enquanto as amostras a 45°C e no frigorifico mantiveram-se constantes. Os valores variaram
entre 3,76 e 4 sendo a amostra armazenada a temperatura ambiente a que apresentou o pH
mais elevado. Em relacdo ao mel de urze, constatou-se que o pH manteve-se praticamente
constante ao longo do periodo independentemente das condicdes de armazenamento. O valor
méaximo obtido foi de 4,92 para a amostra a temperatura ambiente e o valor minimo de 4,14
para a amostra armazenada a 45°C. Relativamente ao mel de cerejeira, as amostras
armazenadas a temperatura ambiente e a 45° mantiveram-se constantes ao longo dos quatro
meses, enquanto na amostra armazenada no frigorifico verificou-se uma ligeira diminuicéo.
Este mel apresentou um valor maximo de 4,09 na sua globalidade e um valor minimo de 3,89
para a amostra sob refrigeracdo. Quanto ao mel de castanheiro, 0 pH manteve-se constante em
todas as condicOes de armazenamento. O valor maximo para este tipo de mel foi 4,73 para a
amostra mantida no frigorifico e o valor minimo de 4,21 para a amostra a 45°C.

O pH dos méis apresentaram-se dentro do limite proposto por lurlina e Fritz (2005)
(3,4-6,1).

Os resultados obtidos para a maioria das nossas amostras corroboram os de Jiménez et
al. (1994) que ao estudarem a influéncia das condi¢fes de armazenamento (a temperatura

ambiente e de refrigeracdo) sobre alguns parametros fisico-quimicos e micolégicos do mel
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mostraram que o pH era muito estavel, isto é, praticamente constante ao longo de dois anos de
armazenamento. Ja Bath e Singh (2000) observaram que o pH diminui durante o aquecimento
e armazenamento do mel, no entanto 0 armazenamento demonstrou o efeito mais pronunciado
sobre este parametro.

Este parametro é de grande importancia durante a extraccdo e armazenamento de mel,

visto influenciar a textura, a estabilidade e o tempo de vida atil (Terrab et al., 2004).

3.2.3. Condutividade elétrica

Durante o periodo em estudo, a condutividade elétrica do mel de rosmaninho nas
diferentes condicBes de armazenamento manteve-se praticamente constantes, apresentando
um valor maximo de 0,39mS/cm e um valor minimo de 0,38mS/cm. A condutividade do mel
de urze manteve-se constante ao longo do periodo em estudo nas diferentes condi¢des de
armazenamento, apresentando um valor maximo de 0,92mS/cm e um valor minimo de
0,89mS/cm. Relativamente ao mel de cerejeira, observou-se uma diminui¢cdo nas amostras
mantidos a temperatura ambiente e no frigorifico e um aumento na amostra mantida a 45°C. O
valor maximo obtido foi de 0,70mS/cm para a amostra armazenada a 45°C e o minimo foi de
0,49mS/cm para a amostra a temperatura ambiente. Em relacdo ao mel de castanheiro, a
condutividade elétrica manteve-se constante ao longo do tempo independentemente das
condicdes de armazenamento. Os valores para o mel de castanheiro variaram entre 1,11 e
1,19mS/cm. A condutividade elétrica de mel pode ser explicada considerando o teor de cinzas
e a acidez, o que reflete a presenca de ides e de acidos organicos.

Os valores obtidos para a condutividade elétrica encontram-se dentro dos limites
estipulados pela legislacdo. No entanto, os valores obtidos para este parametro foram
superiores nos meis escuros, ou seja, nos méis de urze e castanheiro, uma vez que a
condutividade elétrica estd relacionada com o conteido mineral. Porém este parametro nao
depende exclusivamente do conteudo mineral. Esta medicdo depende do teor em cinzas,
acidos organicos, proteinas e agucares, por isso, quanto maior o seu conteudo, maior sera a
condutividade resultante.

Segundo Persano Oddo et al. (1995) valores elevados de condutividade elétrica estdo
associados ao mel de castanheiro, enquanto valores baixos deste parametro estdo associados

ao mel de rosmaninho.
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Castro-Véasquez et al. (2008) observaram um aumento da condutividade elétrica em
méis armazenados a diferentes temperaturas em relacdo a méis frescos. Também, Almeida-
Muradian et al. (2013), verificam um aumento deste pardmetro no mel Melipona armazenado

ao longo de 12 meses.

3.2.4. Cinzas

A percentagem de cinzas encontradas nas amostras de mel de rosmaninho manteve-se
constante nas diferentes condi¢cBes de armazenamento variando entre 0,22% e 0,23%.
Relativamente as amostras de mel de urze constatou-se uma diminuic¢do do teor de cinzas nas
diferentes condi¢des de armazenamento com um valor maximo de 0,70% e um valor minimo
de 0,65%. As amostras de mel de cerejeira armazenados a temperatura ambiente e no
frigorifico apresentaram uma ligeira diminuicdo, enquanto a amostra armazenada a 45°C
manteve-se constante ao longo do tempo. O valor méximo obtido foi de 0,49% para a amostra
a 45°C e o valor minimo de 0,32% para a amostra a temperatura ambiente. Em relacéo as
amostras de méis de castanheiro nas diferentes condi¢fes de armazenamento mantiveram-se
contantes, apresentando um valor maximo de 0,89% para a amostra no frigorifico e a 45°C e
um valor minimo de 0,83% para a amostra a 45°C.

Para esta varidvel, apenas os méis de urze e castanheiro excederam o limite legal de
0,60% (NP-1307, 1983), classificando-se como impréprios para consumo. Os valores acima
do limite legal sugerem manipulacdo inadequado dos equipamentos ou ainda a nao
decantacdo e filtracdo no final do processo de retirada do mel pelo apicultor (Gois, 2011).

Tal como na condutividade elétrica, os méis escuros apresentaram um teor de cinzas
mais elevado em comparagdo com os méis claros. Estas diferencas no teor de cinzas, podem
ser atribuidas a diferente origem floral. Segundo Rodriguez et al. (2004) e Finola et al. (2007)
0 teor de cinzas do mel depende do material recolhido pelas abelhas na flora.

Tanto quanto sabemos, o efeito do armazenamento no teor de cinzas do mel nunca foi

avaliado antes, dificultando assim a comparagédo dos resultados.

53



3.2.5. Acidez livre

No mel, a acidez livre € um importante parametro fisico-quimico, uma vez que é
considerada como um indicativo de processos fermentativos.

Os valores para a acidez livre apresentaram uma diminui¢do nas amostras do mel de
rosmaninho nas diferentes condi¢cdes de armazenamento, com valores variando entre 15 e
33meq.Ac/kg. As amostras de mel de urze tiveram um comportamento parecido, apresentando
um valor maximo de 33meq.Ac/kg e um valor minimo de 12meq.Ac/kg para a amostra a
temperatura ambiente. As amostras do mel de cerejeira e castanheiro nas diferentes condicdes
de armazenamento apresentaram uma diminuicdo ao longo do tempo, obtendo um valor
méaximo de 36meq.Ac/kg e de 45meq.Ac/kg para a amostra de mel de cerejeira e para o mel
de castanheiro e um valor minimo de 15meq.Ac/kg e de 20 meq.Ac/kg, respectivamente. Os
valores da acidez nos diferentes méis sdo inferiores ao tempo 0. Como a acidez é um dos
parametros de avaliacdo do estado de maturacdo e da deterioracdo do mel e sabe-se que
guando o mel comeca a fermentar a acidez tende a aumentar, pelo que, podemos concluir que
0 mel durante o periodo de armazenamento ndo sofreu deterioracdo ou fermentagdo. Os
valores de acidez das amostras de mel encontram-se dentro do limite estabelecido na
legislacdo (50 miliequivalentes de acidos por 1000 g de mel), indicando a auséncia de
fermentacdes indesejaveis do produto.

No mel, é possivel ocorrerem alteracfes da acidez livre, uma vez que as enzimas tais
como a glucose oxidase, que sdo activas apds da colheita do mel, podem aumentar o valor
deste parametro (Cavia et al., 2007). Sendo assim, a diminuicdo da acidez livre no mel
armazenado no frigorifico pode estar relacionado com uma diminuicdo da atividade desta
enzima, induzida pela baixa temperatura, uma vez que a temperatura 6tima da glucose oxidase
é de 25-30°C (Bankar et al., 2009)

Os nossos resultados ndo séo corroborados pelas observacdes de Almeida-Muradian et
al. (2013) que ao avaliar o efeito de diferentes técnicas e processos de conservacao
(temperatura ambiente (25°C), frigorifico (4°C) e congelador (-18°C)) sobre os parametros de
qualidade do mel de Melipona armazenado durante 12 meses, verificaram que a acidez livre
manteve-se quase contante mas com uma ligeira tendéncia para aumentar. Também, Castro-
Véasquez et al. (2008) observaram um aumento da acidez livre em méis de citrus armazenados

a diferentes temperaturas, principalmente durante o armazenamento a 40°C. O aumento da
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acidez com o aquecimento e armazenamento prolongado foi também observado em méis de

eucalipto por Kaur-Bath e Narpinder (2000).

3.2.6. Acucares redutores

O mel é constituido principalmente pelos monossacarideos glucose e frutose. Os
resultados obtidos para os agucares redutores (glucose e frutose) encontram-se dentro dos
padrdes estabelecidos pela legislacéo.

A amostra do mel de rosmaninho mantida a temperatura ambiente apresentou um
aumento no teor de acuUcares redutores ao contrario das amostras mantidas a 45°C e no
frigorifico que apresentaram uma diminuicdo do seu teor. Os valores para o mel de
rosmaninho variaram entre 58,82% e 68,03%, sendo o valor minimo verificado na amostra a
45°C e valor maximo na amostra a temperatura ambiente. Ja as amostras do mel de urze
apresentaram uma diminuicdo no teor de acucares redutores ao longo do tempo
independentemente das condi¢es de armazenamento, verificando-se um valor maximo de
68,03% em todas as amostras e um valor minimo de 61,73% na amostra a 45°C. O mel de
cerejeira apresentou uma diminuicdo do teor de agUcares redutores ao longo do tempo nas
diferentes condi¢bes de armazenamento, verificando-se um valor maximo de 67,70% na
globalidade das amostras e um valor minimo de 63,29% na amostra a 45°C. Em relacdo ao
mel de castanheiro, as amostras & temperatura ambiente e a 45°C apresentaram uma
diminuicdo do teor de acucares redutores, enquanto a amostra armazenada no frigorifico
manteve-se constante ao longo dos quatro meses, apresentando um valor maximo de 65,79%
em todas as amostras e um valor minimo de 59,52% na amostra a 45°C.

Segundo Silva et al. (2009) a concentracdo de agUcares redutores em amostras de méis
é dependente do tempo de armazenamento.

A diminuicdo do teor de agucares pode ser atribuida a atividade de certas enzimas ao
longo do armazenamento (Paiva et al.,, 2012). Um aumento do seu teor deve-se
possivelmente, a transformacéo da sacarose em glucose provocada pela atividade enzimatica
da enzima invertase, visto que a inactivagdo desta enzima se da pelo aquecimento do mel.

Paiva et al. (2012), ao avaliarem alguns parametros fisico-quimicos de qualidade de
méis de abelha (Apis mellifera L.), verificaram uma reducdo significativa dos agucares

redutores durante o periodo de armazenamento a temperatura ambiente.
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3.2.7. Sacarose aparente

Quanto a sacarose aparente, também designada de acucares ndo redutores, a legislacao
impoe um limite de 5g/100, excepto para o mel de citrinos e de eucalipto (< 10g/100g), bem
como para o0 mel de lavandula (< 15 g/100g). Da analise dos resultados, constatou-se que 0
mel de rosmaninho apresentou uma diminuicdo da sacarose aparente em todas as condicGes de
armazenamento, a excep¢do da amostra a 45°C que apresentou um aumento. A sacarose
aparente variou entre 1,81% e 4,25%, sendo o valor mais baixo verificado na amostra a
temperatura ambiente e o valor mais elevado na amostra a 45°C. Ja no mel urze verificou-se
um aumento da sacarose aparente nas amostras a temperatura ambiente e a 45°C ao contrario
da amostra armazenada no frigorifico que manteve-se contante ao longo do periodo em
estudo. O valor méximo de 5,84% foi verificado na amostra a temperatura ambiente e o valor
minimo de 1,04% na globalidade das amostras. O mel de cerejeira apresentou uma diminuicao
na amostra a temperatura ambiente e um aumento na amostra armazenada no frigorifico,
enguanto a amostra a 45°C manteve-se constante ao longo do periodo, apresentando um valor
méaximo de 3,37% na amostra mantida no frigorifico e um valor minimo de 0,42% na amostra
a temperatura ambiente. Em relagdo ao mel de castanheiro, observou-se um aumento da
sacarose aparente na amostra a temperatura ambiente nos primeiros dois meses, enquanto a
amostra a 45°C e no frigorifico mantiveram-se constante. O valor maximo obtido para o mel
de castanheiro foi de 3,45% para a amostra a temperatura ambiente e o valor minimo de
1,69% para a amostra no frigorifico. Os resultados obtidos para a sacarose aparente
encontram-se dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacéo.

De acordo com Melo et al. (2003) a diminuicdo da sacarose, durante 0 armazenamento
ocorre devido a accdo das enzimas diastasicas. Paiva et al. (2012) verificaram uma reducéo

significativa da sacarose durante o armazenamento do mel a temperatura ambiente.

3.2.8. Hidroximetilfurfural (HMF)

Entre os parametros mais importantes das analises fisico-quimicas, esta o teor de
HMF. Este pardmetro é bastante utilizado como um indicador de frescura do mel, uma vez
gue se encontra ausente em meéis frescos e tende a aumentar durante o processamento e / ou

envelhecimento do produto (Fallico et al, 2006). Além do envelhecimento do préprio mel, as
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concentracdes de HMF aumentam em funcdo de varios fatores, tais como: acidez livre,
atividade da agua, origem floral e mas condi¢es de armazenamento.

Pela andlise dos resultados obtidos, verifica-se que todos 0os méis apresentaram nas
trés condicdes de armazenamento um aumento do teor de HMF ao longo do tempo, sendo este
mais acentuado nas amostras armazenadas a 45°C. Neste caso, os valores obtidos excederam
largamente os limites (40 mg/kg) estabelecidos pelo Codex Alimentarius e pela Unido
Europeia. Observou-se que a amostra de mel de rosmaninho a 45°C foi a amostra que
apresentou maior teor de HMF, apresentando um valor de 782,33 mg/kg.

Os valores de HMF obtidos nas amostras armazenadas a temperatura ambiente e no
frigorifico foram inferiores ao obtido para o mel armazenado na estufa. Esta diferenca ja era
esperada uma vez que o HMF é o produto intermediario mais importante de duas reacoes: a
degradacdo de hexoses catalisada por acidos e da reaccdo de Maillard, que € o indice mais
utilizado para medir mel sobreaquecimento e/ou envelhecimento (Wang et al, 2004; Fallico et
al, 2006),

Castro-Vazquez et al. (2008) também constataram um consideravel aumento no teor
de HMF ao longo do tempo. Almeida-Muradian et al. (2013), observaram um aumento do
HMF & temperatura ambiente e uma ligeira diminuigdo na amostra armazenada no frigorifico.
Moura et al. (2011) ao avaliarem a qualidade de méis de Apis melifera Linnaeus armazenados
a temperatura ambiente e sob refrigeracdo, também verificaram um aumento de HMF. Freitas
et al. (2010) ao avaliarem o efeito do tratamento térmico no mel observaram um aumento
deste pardmetro. Segundo Venturini (2007) citado por Alves et al (2012) quanto maior a
concentracdo de HMF, menor serd o valor nutricional do mel, devido a destrui¢do por meio do
aquecimento de determinadas vitaminas e enzimas.

Os nossos resultados sdo corroborados pelas observacGes de Homem (1988), White et
al. (1978) e Bianchi (1989) citado por Melo et al. (2003), que verificaram que quando a
temperatura é superior a 40°C, ocorre uma aceleracdo na formacdo de HMF a niveis
superiores ao estabelecido pela legislacéo.

O aumento excessivo de HMF ao longo do periodo de armazenamento sugere perda de
qualidade com o envelhecimento e possiveis riscos para a saude dos consumidores, pois
alguns estudos (Sapano et al., 2006; Loise et al., 2009) mostraram que o HMF esta entre as
substancias de risco de citotoxicidade, genotoxicidade e atividade mutagénica.
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3.2.9. Atividade diastasica

Assim como a avaliacdo do HMF, a determinacdo da atividade diastasica € um
parametro extremamente importante na qualidade dos meis, devido a sensibilidade das
enzimas diastases frente a condigbes de aquecimento. E um indice de frescura do mel, e
diminui com o tempo de armazenamento e o0 aquecimento do mel.

Da analise da Tabela 4, verifica-se que a atividade diastasica diminuiu durante o
periodo de armazenamento na maioria das amostras. No mel de rosmaninho, a amostra a
temperatura ambiente e no frigorifico apresentaram um ligeiro aumento da atividade
diastasica, enquanto na amostra a 45° a atividade diastasica diminuiu significativamente. O
valor méximo obtido para o mel de rosmaninho foi de 8,67 na amostra mantida no frigorifico
e 0 valor minimo de 0,83 na amostra a 45°C. O armazenamento provocou no mel de urze e
cerejeira uma diminuicdo da atividade diastasica independentemente das condicBes de
armazenamento, sobretudo nas amostras armazenadas a 45°C. Os valores obtidos nestes méis
variaram entre 1,2 e 12,43 e entre 1,06 e 21,07, respectivamente, sendo os valores minimos
obtidos nas amostras a 45°C. No mel de castanheiro constatou-se uma diminuicdo da
atividade diastésica nas amostras a temperatura ambiente e 45°C, sendo a diminuicdo mais
acentua a 45°C, enquanto a amostra mantida no frigorifico apresentou um aumento da sua
atividade. Os valores para o mel de castanheiro oscilaram entre 0,86 e 21,07, sendo a amostra
a 45°C a que apresenta o valor mais baixo.

Castro-Vazquez et al. (2008) também mencionaram uma reducdo da atividade
diastasica ao longo do periodo de armazenamento em méis de citrus, sobretudo a 40°C. Num
estudo realizado por Barbosa (2011) sobre a estabilidade do mel produzido em Portugal ao
longo de 6 anos, verificaram um aumento progressivo na concentracdo do indice diastasico
em méis de urze e do pomar. Alves et al. (2012), constataram uma diminuicdo da atividade
diastasica ao longo de 180 dia de armazenamento. A diminuicdo da diastase pode estar
relacionada com a sua desnaturacdo pela exposi¢do durante o armazenamento (Alves et al.,
2012).

A atividade diastasica dos méis a 45°C foi inferior a 8 na escala Gothe, valor minimo

permitido pelos regulamentos, sugerindo armazenamento ou processamento inadequado.
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3.2.10.Cor

Durante o periodo de estudo foi verificada a cor do mel, uma vez que o tempo de
armazenamento, a luz, o calor e as possiveis reacGes enzimaticas podem afectar esta
caracteristica fisica.

A cor, primeira propriedade sensorial percebida pelos consumidores, que geralmente
preferem méis claros, foi um dos pardmetros que mais variou durante o periodo de
armazenamento. Como tal, as variagbes na cor do mel devem receber atencdo especial.
Observou-se um escurecimento de todos os méis submetidos a todas as condigdes de
armazenamento, especialmente o do produto mantido a 45°C. No final dos quatro meses de
armazenamento, o mel de castanheiro a 45°C foi a amostra que obteve o valor mais elevado
(296,06 mmPFund) e o mel de rosmaninho no frigorifico a amostra que apresentou o valor
mais baixo (70,82 mmPFund). N&o existe consenso na literatura sobre a causa do
escurecimento do mel, durante o armazenamento. Entretanto sabe-se que 0 escurecimento
sofre influéncia da sua composicdo e cor inicial. A causa de escurecimento em mel tem sido
atribuida, também, a reacdo de Mailard, caramelizacdo de agUcares e reacOes de polifendis
(Gonzales et al., 1999). De facto, durante o armazenamento prolongado, os lipidos podem
gerar compostos carbonilicos através da oxidacdo e promover o escurecimento. De acordo
com Bulut e Kilic (2009) os polifenéis podem formar complexos “marrom” com aminoacidos
e proteinas, adicionalmente, as quinonas produzidas pela oxidacdo dos polifendis podem estar
também envolvidas em reacfes complexas que levam ao escurecimento dos méis. Gonzales et
al. (1999) constataram que quanto maior a cor inicial do mel, maior a taxa de escurecimento
durante o armazenamento a 37 ° C. O escurecimento observado para o mel refrigerado pode
ser atribuido a cristalizacdo do produto, uma vez que os cristais podem ter influenciado na
leitura dptica da cor do mel. Almeida-Muradian et al. (2013), avaliando o efeito de diferentes
técnicas e processos de conservacao sobre os pardmetros de qualidade do mel de Melipona
armazenado durante 12 meses, também verificaram um escurecimento do mel nas diferentes
condicdes de armazenamento. Paiva et al. (2012) observaram um acentuado aumento da cor

em meis escuros apds 0 armazenamento.
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3.3. Caracterizacao microbiologica

Os resultados obtidos para as analises microbiologicas das amostras de mel
armazenadas aos 0, 2 e 4 meses a temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no frigorifico

estdo sumariadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Pardmetros microbiolégicos do mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento a temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no

frigorifico.
Mel Amostra Tempo Mesdfilos  Bolores e Leveduras  S. aureus Coliformes Totais E. coli Sulfitos redutores
(meses) (UFCl/g) (UFC/g) (UFCl/g) (UFCl/g) (UFC/g) (em 0,01g)
0 1,90><102 <10 <10 <10 Ausente Ausente
2 <10 <10 <10 <10 Ausente Ausente
20-25°C
4 <10 <10 <10 <10 Ausente Ausente
Rosmaninho

2 <10 <10 <10 <10 Ausente Ausente

45°C
4 <10 <10 <10 <10 Ausente Ausente
2 <10 <10 <10 8,00x10* Ausente Ausente

4°C
4 <10 <10 <10 8,00x10* Ausente Ausente
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Tabela 4 - Pardmetros microbiologicos do mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento a temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no

frigorifico (Continuacéo).

Mel Amostra Tempo Mesofilos  Bolores e Leveduras  S. aureus Coliformes Totais E. coli Sulfitos redutores
(meses) (UFCl/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFCl/g) (UFC/g) (em 0,019)
0 1,55x10? <10 <10 2,00x10* Ausente Ausente
2 1,73x10? <10 <10 4,00x10" Ausente Ausente
20-25°C
4 1,91x10? <10 <10 8,00x10" Ausente Ausente
Urze 2 1
2 1,36x10 <10 <10 4,00x10 Ausente Ausente
45°C
4 <10 <10 <10 6,00x10* Ausente Ausente
2 1,46x10? <10 <10 <10 Ausente Ausente
4°C
4 1,36x10? <10 <10 <10 Ausente Ausente
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Tabela 4 - Parametros microbioldgicos do mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento a temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no

frigorifico (Continuacéo).

Mel Amostra Tempo Mesofilos  Bolores e Leveduras  S. aureus Coliformes Totais E. coli Sulfitos redutores
(meses) (UFCl/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFCl/g) (UFC/g) (em 0,019)
0 <10 <10 <10 4,00x10" Ausente Ausente
2 <10 <10 <10 4,00x10" Ausente Ausente
20-25°C
4 <10 <10 <10 4,00x10" Ausente Ausente
Sl 2 1,91x10? <10 <10 <10 Ausente Ausente
45°C
4 1,91x10° <10 <10 <10 Ausente Ausente
2 <10 <10 <10 2,00x10" Ausente Ausente
4°C
4 <10 <10 <10 2,00x10" Ausente Ausente
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Tabela 4 - Parametros microbioldgicos do mel aos 0, 2 e 4 meses de armazenamento a temperatura ambiente, na estufa a 45°C e no

frigorifico (Continuacéo).

Mel Amostra Tempo Mesofilos  Bolores e Leveduras  S. aureus Coliformes Totais E. coli Sulfitos redutores
(UFCl/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFCl/g) (UFC/g) (em 0,019)
2,32x10° 7,91x10° <10 <10 Ausente Ausente

<10 <10 <10 <10 Ausente Ausente

1,00x10* <10 <10 <10 Ausente Ausente

Castanheiro <10 <10 <10 <10 Ausente Ausente
<10 <10 <10 2,00x10* Ausente Ausente

1,21x10? 7,50x10° <10 6,00x10" Ausente Ausente

<10 7,09x10° <10 2,00x10" Ausente Ausente
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A avaliacéo da qualidade microbiol6gica de um alimento fornece informagdes sobre as
condigdes de processamento, armazenamento distribuicdo para o consumo, tempo de vida de
prateleira e consequentemente o risco para a saude publica (Franco e Lanfgraf, 1996). A
legislacdo da UE carece de especificacdes relativas a contaminacdo microbioldgica e higiene
do mel. Os estudos de contaminagdo microbiologica sdo poucos e sdo, essencialmente,
dedicados ao Clostridium botulinum.

Da andlise da Tabela 4, verifica-se que o nivel de contaminacdo por aerobios
mesofilos para os diferentes tipos de meis nas trés condi¢cdes de armazenamento variou entre
<10 e 1,91x10* UFC/g. Os valores obtidos situaram-se abaixo do limite estabelecido pelo
Regulamento Técnico Mercusol de Identidade e Qualidade do mel (MERCUSOL/GMC/RES
n° 15/94). A presenca destes microrganismos tem relacdo direta com as condicdes gerais de
colheita, temperatura e armazenamento do mel e é indesejavel nos alimentos, pois provocam
deterioracdo, originando caracteristicas organolépticas indesejaveis e reduzindo a vida atil do
produto (Franco e Lanfgraf, 1996).

A presenca de bolores e leveduras em alimentos, como o mel, geralmente indicam
contaminacdo microbiana devido a falta de higiene e limpeza do material de trabalho. O
crescimento deste tipo de microrganismos pode conduzir a uma alteracdo nos valores
nutricionais, produzindo, assim, um sabor e caracteristicas sensoriais indesejaveis. A
contagem de bolores e leveduras mostraram que todos os méis analisados tinham menos de
1,00x10" UFC/g, isso indica a auséncia de fermentagGes indesejaveis, a excepcdo do mel de
castanheiro armazenado no frigorifico, que apresentou um valor méximo de 7,09x10° UFC/g.
Este valor encontra-se acima do limite estabelecido pelo Mercusol (1x10? UFC/g). O baixo
pH e a temperatura de refrigeracdo favorecem o desenvolvimento de fungos (bolores e
leveduras), os quais se podem tornar predominantes no produto, além de implicar uma
reducdo da vida de prateleira do produto podem representar risco para a satde do consumidor
(Gois et al., 2013), uma vez que determinados fungos tém a capacidade de produzir
micotoxinas que se disseminam nos alimentos podendo causar intoxicacfes agudas ou
cronicas. A presenca de bolores e leveduras no mel de castanheiro pode ser devido a falta de
procedimentos de higiene durante a colheita, embalagem e/ou armazenamento das amostras
de mel. A auséncia de crescimento de leveduras na maioria das amostras podera ser atribuida

ao baixo teor de humidade. Estes microrganismos também podem ser inibidos a temperaturas

65



acima dos 27°C (Vargas, 2006), fato que pode ter contribuido para a auséncia de
microrganismos nas amostras armazenadas a 45°C.

Os coliformes totais, Escherichia coli e S. aureus sdo indicadores da qualidade
sanitaria dos alimentos. A contagem de um numero elevado destes microrganismos pode
indicar processamento inadequado ou contaminacao pos processamento; deficiéncia nos processos
de limpeza, sanitizacdo e tratamento térmico; e multiplicacdo durante o processamento ou
armazenamento (Franco e Landgraf, 2005).

Os coliformes totais oscilaram entre <10 e 8,00x10" UFC/g para o mel de rosmaninho e
urze, <10 e 4,00x10" UFC/g para o mel de cerejeira e entre <10 e 8,00x10" UFC/g para o mel
de castanheiro.

O indicador de contaminacdo fecal, E.coli, estava ausente em todas as amostras em
estudo sugerindo boas préaticas de higiene ao longo do processamento do mel e das diferentes
condicdes de armazenamento. Gomes et al. (2011) encontraram valores semelhantes aos obtidos
neste trabalho ao analisar 73 amostras de mel organico do Noroeste de Portugal. Por outro lado,
lurlina e Fritz (2005) detetaram coliformes em uma das setenta amostras analisadas em mel
Argentino.

Em relacdo ao S. aureus, estes micorganismos ndo se encontravam presentes nas
amostras em estudo. Estes resultados indicam uma adequada manipulacdo do produto,
sugerindo Boas Préticas de Higiene.

Os indicadores de seguranca alimentar (clostridios sulfito-redutores) estavam ausentes
em todas as amostras analisadas sugerindo que se trata de produtos inOGcuos para 0S
consumidores. Estes resultados foram inferiores aos valores obtidos por Finola et al. (2007)
que detetaram a presenca de esporos de clostridios sulfito-redutores em 70% das amostras de
mel analisadas. Ja Gomes et al. (2010), ndo detetaram a presenta deste microrganismo ao
analisarem cinco méis comerciais disponiveis no mercado Portugués. Também Estinho et al.
(2012) verificaram auséncia de clostridios sulfito-redutores ao avaliarem a qualidade de 75
amostras de mel organico da regido de Tras-os-Montes.
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3.4. Identificacao de leveduras

Nas amostras em estudo, apenas foi identificada uma espécie de levedura, a Candida
glabrata spp.

A Céandida glabrata é uma levedura sapréfita da microbiota normal de individuos
sadios (Tapia, 2008). Embora este microrganismo fosse considerado nao patogénico, hoje em
dia, é considerado um patogenico emergente. A taxa de mortalidade por Candida glabrata spp
é relativamente alta quando comparada com outras espécies de Candida ndo albicans (Tapia,
2008).

3.5. Anélise sensorial

A andlise sensorial foi somente realizada nas amostras de mel a temperatura ambiente,
uma vez que as amostras a 45°C apresentaram um elevado teor de HMF ultrapassando os
limites estabelecidos pela legislacdo. Por outro lado, também néo se efectuou a analise nas
amostras refrigeradas por estas se apresentarem cristalizadas, sendo necessario proceder a sua
descristalizacdo podendo ocorrer o aumento do HMF. Como referido anteriormente, 0 HMF
esta entre as substancias de risco de citotoxicidade, genotoxicidade e atividade mutagénica.

Nesta sec¢do, comegcamos por apresentar as caracteristicas dos provadores.

Os resultados apresentados na figura 11 mostram que dos 50 provadores que
participaram no painel, 56% eram mulheres e 44% eram homens. A faixa etaria dos
provadores estava compreendida entre 18 e 56 anos de idade, em que 41% dos provadores
eram naturais de Braganca.

Em relacdo aos habitos de consumo de mel verificamos que, a sua frequéncia por ano
foi de: 12% 12 vezes por ano,18% menos que uma vez, 23% 3 a 4 vezes, 25% 1 a 2 vezes e
22% mais que 12 vezes por ano (figura 12).
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# Menos que 1 x/ano

E Feminino ® Masculino

1a2x/ano
M 12 x/ano
M3 a4 x/ano
i Mais que 12x/ano
Figura 11 - Provadores por género. Figura 12 - Frequéncia do consumo de
mel.

A Anélise de Procrustes Generalizada (APG) é uma analise multivariada exploratdria
de dados, que permite minimizar os efeitos de escala utilizada pelos consumidores (50
configuracdes), obter uma configuracdo bi ou tridimensional consensual (ou configuragéo
média) e detetar diferencas entre os objetos (tipos de mel) em estudo quanto aos atributos
sensoriais, tais como a consisténcia, a cor, 0 aroma, o sabor e a apreciacdo global.

Na tabela 8 apresentam-se os resultados da andlise de varidncia de Procrustes
(PANOVA). Da anélise da tabela, observa-se que o efeito da transformagdo de escala na

reducdo da variabilidade das configuracdes (Pr>F) ndo foi altamente significativo (P<0,001).

Tabela 5- Andlise de variancia de Procrustes (PANOVA).

Fonte GL Soma dos Média dos
F Pr>F
guadrados guadrados
Residuos apos 686  2149,928 3,134
transformacéao de escala
Transformacdo de escala 49 39,217 0,800 0,255 1,000
Residuos ap0s translagéo 735 2189,145 2,978
Translacéo 245 1543,755 6,301 2,011 <0,001
Total corrigido 980 3732,900 3,809
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Na figura 13 observam-se os residuos por objetos depois das transformagdes de APG.
Verifica-se que o mel de castanheiro obteve o residuo mais baixo (313,9), o que significa que
este mel é o objeto de maior consenso. Por sua vez, o mel de urze apresentou 0 menor

consenso entre os provadores, com o residuo mais elevado (654,4).

800

600

400

Residuos

200

Rosmaninho

Cerejeira

Castanheiro

Objeto

Figura 13 - Residuos por objecto.

Os residuos por configuracdo depois das transformacdes de APG estdo representados
na figura 14. Observa-se que o residuo referente ao provador 16 foi o mais elevado, o que
indica que este provador foi o que se afastou mais do consenso, isto é os valores que atribuiu

foram diferentes dos outros provadores.
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Figura 14 - Residuos por configuracdo
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Na figura 15 estdo sumariados os fatores de transformacdo de escala para cada
configuracdo. Um fator inferior a 1 indica que o provador correspondente ndo esta a usar a
escala tdo largamente como os restantes. Um fator superior a 1 indica que o provador
correspondente esta a usar a escala mais largamente do que os outros. Pela analise do grafico,
verifica-se que 50% dos provadores usam a escala mais amplamente do que os restantes.
Destes, 0 provador 24 e 36 foram o0s que mais se destacaram.
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Figura 15 - Fatores de transformacéo de escala para cada configuracao.

Ap0s a Analise Procrusteana, efectuou-se a analise de componentes principais (ACP)
ndo normalizada, que permitiu aplicar uma transformacéo a configuracdo consensual de modo
a obter uma representacdo Gtima nos primeiros eixos. A transformacao da ACP foi aplicada a
cada configuracédo correspondente a cada provador.

Seguidamente apresentam-se 0s resultados da andlise de componentes principais
(ACP).

Na Figura 16 estdo representados os autovalores e a variabilidade acumulada por cada
um dos fatores. Os autovalores indicam a propor¢éo da variabilidade total representada em
cada um dos eixos fatoriais. Verifica-se que 93,74% da variabilidade estd representada na

primeira dimenséo, 3,32% na segunda e 2,94% na terceira dimens&o.
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Figura 16 - Autovalores e variabilidade acumulada por fator.

Na figura 17 ilustram-se as correlac@es entre as dimensdes e os fatores 1 e 2. Verifica-

se que todas as caracteristicas estdo alta e positivamente correlacionadas com a primeira

dimensdo (correlagdes situadas entre 0,53 para o sabor e 0,99 para a consisténcia). A cor, 0

sabor, a consisténcia e a apreciacdo global situam-se no primeiro quadrante (parte positiva do

eixo cartesiano). O aroma situa-se no quarto quadrante.
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Figura 17 - Circulo das correlagdes entre as dimensdes e os fatores.

Ap.Glb.— Apreciacdo global
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Na Figura 18 observam-se as coordenadas dos objetos apos a anélise de componentes
principais (ACP). Verifica-se que o mel de cerejeira encontra-se na parte positiva do fator 2,
enguanto os méis de rosmaninho, castanheiro e urze se encontram na parte negativa. Por outro
lado, verifica-se que os méis de rosmaninho, castanheiro e cerejeira encontram-se na parte
negativa do fator 1, enquanto o mel de urze se posicionou na parte positiva do mesmo fator,
estando o mel de urze melhor posicionado na avaliagéo efetuada pelos provadores dos que 0s

méis de rosmaninho, castanheiro e cerejeira, ja que o fator 1 explicou 93,74% da variabilidade

dos dados.
Objetos (eixos F1 e F2: 97,06 %)
1 _
0,5 -+
— Cer
==
b
0 | : : : |
) Cas Urz
= Ros
=
0,5 1
1 £
1 0,5 0 0,5 1 1,5

F1 (93,74 %)

Figura 18 - Coordenadas dos objectos apds Analise das Componentes Principais (ACP).
Ros — rosmaninho; Urz — urze; Cer — cerejeira; Cas — castanheiro.

Na figura 19 apresenta-se 0 mapa fatorial, segundo a configuracdo dos objectos (tipo
de mel e as suas caracteristicas sensoriais). Os pontos estdo préximos do primeiro eixo
cartesiano. A analise do grafico sugere que o mel de urze apresentou valores mais elevados na
escala de preferéncias no que diz respeito a apreciacdo global, cor, sabor e consisténcia e,
valores intermédios quanto ao aroma.

Os méis de rosmaninho, castanheiro e cerejeira foram aqueles a que os provadores
atribuiram a pontuacdo mais baixa quanto & apreciacdo global, cor, sabor e consisténcia e,

valores intermédios quanto ao aroma.
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Figura 19 - Coordenadas dos objectos ap6s ACP.

Ap.Glb. — apreciacao global; Ros — rosmaninho; Urz— urze; Cer- cerejeira; Cas — castanheiro.

A figura 20 mostra 0 mapa de coordenadas dos objetos (tipos de mel) e dos

provadores. Da analise da figura, verifica-se que apesar do consenso entre os provadores ter

sido superior no mel de urze, a sobreposicdo dos grupos de méis foi elevada, sugerindo que 0s

consumidores tiveram dificuldade em distinguir os diferentes tipos, especialmente o mel de

rosmaninho, castanheiro e cerejeira.
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Figura 20 - Coordenadas dos objectos.

castanheiro.
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Na ficha de avaliagdo onde constavam os atributos a estudar foi ainda pedido que os
provadores dessem a sua opinido relativamente a qual das amostras comprariam. Os
resultados obtidos estdo representados na figura 21. O mel de urze foi aquele que obteve a
maior preferéncia de compra, seguido pelo mel de rosmaninho, castanheiro e cerejeira, isto &,
44% dos provadores comprariam o mel de urze, 28% o mel de rosmaninho, 16% o mel de

castanheiro e apenas 12% comprariam o mel de cerejeira.

Percentagem (%)

Rosmaninho Urze Cerejeira Castanheiro

Figura 21 — Preferéncia de compra.

74



<t
O
.
fd

(7p]
O
QO
On
©
S
5]
2
(7p]
-
o
@)

Vd

Cap

D
(q0]
(-

I



Com o presente trabalho pretendeu-se estudar o efeito da temperatura de
armazenamento sobre os parametros fisicos-quimicos e microbioldgicos de meis monoflorais,
foi também analisado o perfil polinico e sensorial dos quatro méis de producdo bioldgica.

As amostras de mel de producdo bioldgica colhidas pelos apicultores em zonas
distintas do concelho de Vimioso podem ser classificadas como mel monofloral de
rosmaninho (Lanvandula sp), urze (Erica sp), cerejeira (Prunus sp) e castanheiro (Castanea
sp).

As variacfes na composicdo fisico-quimica do mel armazenado durante os 4 meses a
temperatura ambiente e no frigorifico foram menos evidentes do que as produzidas a 45°C,
embora alguns paradmetros sofressem perda ou aumento a baixas temperaturas sugerindo
modificacdes quimicas e fisicas.

Os parametros fisico-quimicos podem ser uteis como indicadores de aquecimento ou
armazenamento do mel a altas temperaturas, especialmente o0 HMF e o indice diastasico, no
entanto a variacdo destes parametros durante o0 armazenamento a baixas temperatura foi
menos evidente.

O armazenamento do mel no frigorifico foi eficaz na reducdo da velocidade de
formacdo de HMF em relacdo a temperatura ambiente e, em especial a temperatura de 45°C,
no entanto a refrigeracdo acelerou o processo de cristalizagdo do produto.

Os indicadores de qualidade comercial, nomeadamente 0s microrganismos aerébios
mesofilos e os bolores e leveduras, situaram-se dentro dos limites estabelecidos pelo
Regulamento Técnico Mercusol de Identidade e Qualidade do mel, a excep¢do do mel de
castanheiro que ultrapassou os limites estabelecidos para os bolores e leveduras quando
armazenado no frigorifico. A presenca de bolores e leveduras acima dos limites pode ser
atribuida principalmente a contaminacdo devido a ma manipulacdo no momento de colheita,
embalagem e armazenamento.

Quanto a qualidade sanitéria (Coliformes totais, E. coli, e S. aureus) apenas foram
detectados coliformes totais, em niveis reduzidos, sendo as amostras de mel de rosmaninho a
temperatura ambiente e a 45°C 0s que apresentaram 0s menores valores.

Os indicadores de seguranga (clostridios sulfito-redutores) estavam ausentes em todas
as amostras em estudo indicando que este produto € seguro para o consumidor.

Das leveduras isoladas apenas foi identificada uma espécie, a Candida Glabrata spp.
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Por fim, na analise sensorial dos quatro méis de producédo bioldgica constatou-se que
os atributos que os consumidores conseguiram avaliar mais facilmente e cuja contribuicdo
para a apreciacdao global foi mais acentuada foram a cor, o sabor e a consisténcia. O mel de
urze foi o que apresentou valores mais elevados na escala de preferéncias. Relativamente a
preferéncia de compra, os consumidores manifestaram maior preferéncia pelo mel de urze e
menor pelo mel de cerejeira.

Podemos concluir, que os dados apresentados neste estudo mostram a importancia de
verificar as condigdes em que 0s méis sdo armazenados e conservados, de forma a garantir

segurancga para os consumidores.
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ANEXOS

A. Reagentes utilizadas para a caracterizacao fisico-quimica e polinica do mel

1. Solucéo alcoolica de fenolftaleina

Dissolveram-se 1g de fenolftaleina em 60mL de alcool e dilui-se em agua até
100mL

2. Solucéo de Fehling A

Dissolveram-se 69,28g de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0) em
agua destilada e perfez-se o volume até 1L. Deixou-se repousar 1 dia antes de usar.

3. Solucéo de Fehling B

Dissolveram-se 3469 de tartarato de sodio de potassio (C4H;KNaOg.4H,0) e 100g
de hidréxido de sddio (NaOH) em agua destilada, perfez-se o volume até 1L e filtrar.

4. Solucao de azul metileno (0,2%0)

Dissolveram-se 2g em agua destilada e dilui-se até 1L.

5. Solucéo Carrez |

Dissolveram-se 15g de ferrocianeto de potassio trihidratado (K4(FeCN)s.3H,0) e
dilui-se até 100mL com agua destilada.

6. Solucéo Carrez I

Dissolveram-se 30g de actetato de zinco dihidratado (Zn(OAc),.2H,0) e dilui-se
até 100mL com agua destilada.

7. Solucdo de bissulfito de sédio a 0,2% (Preparacéo diaria)

Dissolveram-se 0,20g de bissulfito de sodio em agua destilada e perfez-se o
volume até 100mL.

8. Solucéo de bissulfito de sodio a 0,1% (Preparacao diaria)

Dissolveram-se 0,109 de bissulfito de sddio e perfez-se o volume até 100mL.
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9. Solucéo stock de iodo

Dissolveram-se 20g de iodeto de potassio (p.a.) em 30 a 40mL de agua destilada.
Adicionaram-se a solugdo anteriormente dissolvida 8,8g de iodo (p.a.) e dilui-se com
agua destilada até 1L.

10. Solucéo de iodo (0.0007N) (Validade de 48h)

Dissolveram-se 20g de iodeto de potassio (p.a.) em 30 a 40mL de agua destilada,
num baldo volumétrico de 500mL. Adicionaram-se 5mL de solucdo stock de iodo e

completou-se até 500mL

11. Solucéo de iodo (0,02N) (solucdo diaria)

Dissolveram-se 20g de iodeto de potassio (p.a.) em 30 a 40mL de agua destilada,
num baldo volumétrico de 500mL. Adicionaram-se 143mL de solucdo stock de iodo e

completou-se até 500mL.

12. Tampéo acetato, pH 5,3

Num baldo volumétrico de 500mL, dissolveram-se 87g de acetato de sodio
trihidratado em 400mL de agua destilada. Adicionaram-se 10,5mL de acido glacial
diluido (4.4) e adicionou-se agua destilada até perfazer 500mL. Ajustou-se o pH a 5,3, se

necessario, com acetato de sodio ou acido acético.

13. Solucéo de cloreto de sodio 0.5M

Dissolveram-se 14,5g de cloreto de sdédio (p.a.) em agua destilada e perfez-se o

volume até 500 mL. Solucdo com duracgdo limitada pelo pelo aparecimento de fungos.

14. Solucéo de amido para a determinacao do indice de azul

Num copo de 50 mL, dissolveram-se 1g de amido anidro em 45 mL de agua
destilada. Levou-se rapidamente a ebulicdo, em agitacdo, durante 3 minutos. Deixou-se
arrefecer a temperatura ambiente. Depois de arrefecido, adicionaram-se 2,5 mL e tampao
acetato. Transferiu-se o conteldo para um baldo volumétrico de 100 mL, colocou-se no
banho-maria a 40°C e perfez-se o0 volume com agua destilada.

Adicionaram-se 75 mL de agua destilada, 1 mL de acido cloridrico, 1,5 mL de

solucéo de iodo 0,02N, num bal&o volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se também, 0,5
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mL de cozimento de amido e perfez-se 0 volume com &gua destilada até aos 100 mL
Deixou-se repousar no escuro durante 1h. Leu-se a absorvancia a 660 nm e comparou-se
com a solucéo de referéncia de composicéo idéntica excepto a solucao de amido.

O valor da absorvancia deve estar compreendido 0,5 e 0,55, caso contrario €
necessario ajustar a massa de amido anidro pesada. Este valor € igual ao valor de azul.
Depois de determinar o indice de azul, efectuar o cozimento de amido. Para tal, num copo
de 250 mL pesar o dobro de amido anidro determinado no procedimento anteriormente
descrito e adicionar 90 mL de &gua destilada. Levar rapidamente a ebulicdo, sob agitacéo,
durante 3 minutos. Cobrir com papel de aluminio e deixar arrefecer a temperatura
ambiente. Transferir o conteddo para um baldo volumétrico de 100 mL, colocar no
banho-maria a 40°C até que a solucdo adquira esta temperatura e perfazer o volume com

agua destilada.

15. Glicerogelatina

Pesaram-se 7 folhas de gelatina, cortadas em pedacos pequenos num copo de 100
mL. Adicionar 42 mL de &gua destilada e deixar repousar durante 2h. Em agitacéo,
adicionar a gelatina 50g de glicerina concentrada e 0,59 de fenol. Aquecer a mistura
durante 15 minutos e adicionar umas gotas de fucsina basica. Filtrar a solucdo através de
I& de vidro e recolher o filtrado para uma placa de Petri.

15.1. Solugéo corante de fucsina basica

Pesaram-se 0,59 de fucsina bésica e dissolveram-se em 1 mL de etanol a

70%. Completou-se o volume de 150 mL com agua destilada.

B. Meios de cultura utilizados na anélise microbiolégica do mel

1. Agua peptonada

Pesaram-se 25,59 de 4gua peptonada e dissolveram-se em 1L de agua destilada.

Autoclavou-se a 121°C durante 15 minutos.
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2. Plate Count Agar (PCA) — Meio para pesquisa de microrganismos aerobios
mesofilos

Triptona — 59

Extrato de levedura — 2.50 g/L
Dextrose — 1.00 g/L

Agar —15.00 g/L

Agua — 1000 mL

pH final (25°C) — 7.0£0.2

Dissolveram-se 23.5g de meio em 1000ml de &gua destilada. Esterilizou-se na
autoclave a uma pressdo de 15lbs a 121°C durante 15 minutos. Apds arrefecer e agitar,

distribui-se aproximadamente 10 mL de meio por cada placa de Petri e deixou-se
arrefecer.

3. Potato Dextrose Agar (PDA) — Meio para pesquisa de bolores e leveduras

Infusdo de batata — 200.00 g/L
Dextrose — 20.00 g/L

Agar —15.00 g/L

Agua— 1L

pH final (25°C) — 5.620,2

Dissolveram-se 39g em 1000mL de agua destilada. Ferveu-se até completa dissolu¢do
dos compostos do meio. Procedeu-se & esterilizacdo na autoclave a uma pressao de 15 Ibs a

121°C durante 15 minutos. Agitou-se, deixou-se arrefecer, adicionou-se 10mL de &acido
tartarico e verteu-se nas placas.

4. Baird — Parker (BP) — Meio para pesquisa de Estafilococos coagulase positiva

Triptona — 10.00g/L

Extrato de carne — 5.00g/L
Extrato de leveduras — 1.00g/L
Glicina —12.00g/L
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Piruvato de Sodio — 10.00g/L
Cloreto de Litio — 5.00g/L
Agar — 20.00g/L

pH final (25°C) — 7.0 £0.2

Suspendeu-se 63.0g de meio em 950ml de &gua destilada. Ferveu-se para
dissolver completamente e esterilizou-se na autoclave a uma pressdo de 15lbs a 121°C
durante 15 minutos. Deixou-se arrefecer até aos 50°C e, assepticamente, foram

adicionados 50mL de emulsdo de gema de ovo (FD045).
5. TSN Agar - Meio para pesquisa de Clostridios sulfito redutores

Agar - 30g

Solucéo de Sulfato de Ferro a 8% - 10mL
Solucéo de Glicose Sulfito — 150mL
Solucgdo de Sulfato de Sodio a 8% - 20mL
AlUmen de Ferro — 20 gotas

Agua Destilada — 1000mL

Dissolveram-se 0s 30g de Agar e 0os 10mL de solucéo de sulfato de ferro num litro
de &gua destilada e ferver. Ap6s entrar em ebulicdo adicionaram-se 150mL de solucdo de
glicose sulfito, previamente preparada. Ao meio fundido juntou-se 20mL da solucéo de

sulfato de sédio e 20 gotas de alimen de ferro.
5.1. Solucéo de sulfato de ferro a 8%

Sulfato de Ferro — 8g
Agua Destilada — 100mL

Dissolveram-se 8g de sulfato de ferro em 100mL de &gua destilada.
5.2. Solucédo de sulfato de sddio a 8%

Sulfato de Sodio — 8g
Agua destilada — 100mL
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Dissolveram-se 8g de sulfato de s6dio em 100mL de agua destilada.

5.3. Solucao de glicose sulfito

Sulfito de Sddio — 40g
Glicose — 20g
Agua Destilada — 500mL

Dissolveram-se 40g de sulfito de sédio em 200mL de agua e os 20g de
glicose aos 100mL de &gua restante. Ferveu-se ambas as solugcdes e depois

misturou-se e agitou-se bem.
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C. Ficha de avaliagdo sensorial usada pelo painel de consumidores

DATA: [/ SEXO: FEMININO MASCULINO IDADE:

NATURALIDADE:

FREQUENCIA DO CONSUMO DE MEL:
MAIS QUE 12X/ANO:__ 12X/ANO:__ 3 A4X/ANO:_ 1 A 2X/ANO:__MENOS QUE 1X/ANO:__

Avalie cada amostra e marque com um circulo o valor que considere mais apropriado.

Consisténcia M M
Amostra; Desagradével Médio Agradavel
PT0?2 1 2 3 4 5 6 7 8 9
LDO04 1 2 3 4 5 6 7 8 9
CEO08 1 2 3 4 5 6 7 8 9
RU12 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cor M M©
Amostra: Desagradavel L Agradavel
Médio
PT0?2 1 2 3 4 5 6 7 8 9
LDO04 1 2 3 4 5 6 7 8 9
CEO8 1 2 3 4 5 6 7 8 9
RU12 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Aroma M o M
Amostra: Desagradavel Médio Agradavel
PTO2 1 2 5 6 7 8 9
LD04 1 2 5 6 7 8 9
CEO08 1 2 5 6 7 8 9
RU12 1 2 5 6 7 8 9
Sabor M M
Desagradavel Médio Agradavel
Amostra:
PT0?2 1 2 5 6 7 8 9
LD04 1 2 5 6 7 8 9
CEO08 1 2 5 6 7 8 9
RU12 1 2 5 6 7 8 9
Apreciacao Global
M Mau Médio M® Bom
Amostra:
PTO0?2 1 2 5 6 7 8 9
LD04 1 2 5 6 7 8 9
CEO8 1 2 5 6 7 8 9
RU12 1 2 5 6 7 8 9

Qual destes méis comprava?

Amostra:

OBRIGADO PELA COLABORACAO
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