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RESUMO

O presente trabalho consistiu na aplicagdo da voltametria ciclica como
ferramenta analitica para a discriminacdo de amostras de méis, com o objetivo de se
estabelecer uma técnica rapida, simples e barata em estudos futuros de analise de
qualidade e autenticidade de méis. Para este proposito, o estudo envolveu a construgdo
de eléctrodos de trabalho compositos de grafite sem e com a adi¢do de nanoparticulas
(NiO) que foram testados no seu desempenho analitico e comparados com o0s eléctrodos
de trabalho de platina e carbono vitreo (eléctrodos comerciais), usando voltametria
ciclica. Estes testes envolveram a anélise de uma solucéo redox, de reacdo reversivel, e
a discriminacdo de cinco amostras de mel comerciais (caracterizadas no seu perfil
polinico e cor). O método estatistico multivariado para comparagdo do desempenho
analitico de cada eléctrodo na discriminacdo dos 5 méis selecionado foi o método de
analise discriminante dos minimos quadrados parciais (PLS-DA). A implentacdo deste
método foi o segundo propoésito deste estudo, tendo-se estabelecido critérios para a
selecdo do melhor modelo e avaliagdo da robustez na previsdo da classificacdo das
amostras. Neste estudo testaram-se também pré-tratamentos dos voltamogramas ciclicos
para otimizar os modelos de previsao (escalonamento, 12 e 22 derivadas).

Os melhores modelos PLS-DA obtidos para os 4 eléctrodos testados mostraram
resultados com sensibilidade e seletividade acima de 97%, indicando que apenas 1
amostra analisada no total de 40 andlises (cada mel foi analisado 9 vezes) foi mal
classificada nos modelos selecionados. O elétrodo de grafite foi 0 que permitiu obter o
modelo PLS-DA mais simples (6 componentes) usando os dados originais dos
voltamogramas ciclicos. Os resultados obtidos mostraram um cenario positivo para a
analise voltamétrica ciclica, afirmando de que a mesma permite fazer a discriminagédo
das amostras de mel e que poderd ser uma ferramenta adequada para a analise

qualitativa deste produto.

Palavras-chave: mel; voltametria ciclica; analise polinica; eléctrodos compdsitos;

método dos minimos quadrados parciais; discriminacao.



ABSTRACT

The present work consisted in the application of cyclic voltammetry as an
analytical tool for the discrimination of honey samples, in order to establish a fast,
simple and inexpensive technique in future studies of honey quality and authenticity
analysis. For this purpose, the study involved the construction of graphite composite
working electrodes with and without the addition of nanoparticles (NiO) that were
tested in their analytical performance and compared with platinum and vitreous carbon
electrodes (commercial electrodes), using cyclic voltammetry. These tests involved the
analysis of a redox solution, a reversible reaction, and the discrimination of five
commercial honey samples (characterized in their pollen profile and color). The
multivariate statistical method selected for comparing the analytical performance of
each electrode on the 5 honeys’ discrimination was the method of partial least squares
discriminant analysis (PLS-DA). The implentation of this method was the second
purpose of this study, establishing criterias for the selection of the best model and
evaluation of the prediction robustness in the samples’ classification. In this study, pre-
treatments of the cyclic voltammograms were also tested to optimize the prediction
models (scaling, 1% and 2" derivatives).

The best PLS-DA models obtained for the 4 electrodes tested showed results
with sensitivity and selectivity above 97%, indicating that only 1 sample analyzed in the
total of 40 analyzes (each honey was analyzed 9 times) was poorly classified in the
selected models. The graphite electrode was the one that allowed to obtain the simplest
PLS-DA model (6 components) using the original data of the cyclic voltamograms. The
results obtained showed a positive scenario for the cyclic voltammetric analysis, stating
that it allows to discriminate the honey samples and that could be an adequate tool for

the qualitative analysis of this product.

Keywords: honey; cyclic voltammetry; pollen analysis; composite electrodes; partial

least squares method; discrimination.
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PREAMBULO

a) Enquadramento

O mel é um alimento rico em muitas substancias benéficas a saide humana,
podendo ser ingerido puro ou indiretamente, por estar presente em alimentos como
aditivo. Este produto natural, tem grande valor economico no mercado consumidor,
necessitando assim ter que passar por uma série de analises para garantir sua qualidade e
autenticidade. Por exemplo, a classificacdo do mel em monofloral ou multifloral é
importante para as empresas que o comercializam, devido ao valor acrescentado da
segunda denominacdo. Esta classificacdo é verificada através da analise polinica, uma
analise demorada e que exige técnicos especializados. Também no controlo de
qualidade do mel sdo necessarias varias analises quimicas demoradas e de valor
econdmico elevado. Por isto, o desenvolvimento de metodologias analiticas alternativas
rapidas, simples e baratas que fornegcam informacdo relevante sobre o mel e que possam
ser usadas como ferramentas de decisdo sdo desejaveis para toda a industria do mel.
Neste ambito decidiu-se aplicar a voltametria ciclica, uma ferramenta analitica
eletroquimica, na analise qualitativa do mel com utilizacdo de varios eléctrodos de
trabalho para efeitos comparativos do desempenho analitico, salientando-se o0s
eléctrodos compdsitos de grafite com e sem nanoparticulas, que foram construidos para

serem aplicados neste estudo.

b) Objetivos
O objetivo geral deste trabalho consistiu em estudar o desempenho de varios
eléctrodos de trabalho na analise qualitativa de 5 méis por voltametria ciclica, usando os
voltamogramas ciclicos para a analise discriminante por implementacdo de uma
metodologia estatistica multivariada.
Os objetivos especificos foram:
e construcdo de eléctrodos de trabalho compositos de grafite com e sem
nanoparticulas (NiO).
o verificar e comparar o desempenho dos eléctrodos construidos com eléctrodos
de trabalho comerciais de platina e carbono vitreo.

o efetuar a analise de cor e polinica nas amostras de mel.

Xi



e verificar o desempenho analitico dos eléctrodos construidos com uma solugéo
redox, de reacdo reversivel.

e estudar as condicGes experimentais para a analise do mel por voltametria ciclica.

e estabelecer a metodologia multivariada de andlise discriminante pelo método dos
minimos quadrados parciais para o tratamento dos voltamogramas ciclicos.

e comparar 0s desempenhos analiticos dos eléctrodo de trabalho na anélise do mel.

¢) Estrutura do trabalho

O trabalho possui 4 capitulos divididos em revisdo bibliografica, metodologia,
resultados e discussdes, concluséo e referéncias.

No primeiro capitulo faz-se uma breve introducdo sobre o mel, suas
propriedades, caracterizacbes e metodologias analiticas utilizadas para garantir a
qualidade do produto. Também se incluiu uma breve explicacdo sobre a voltametria
ciclica e os eléctrodos necessarios para esta analise, bem como, exemplos de aplicacdo
desta técnica em estudos de anélise de mel.

No segundo capitulo estdo as metodologias usadas no presente trabalho para
realizar os objetivos em cima mencionados, com a descricdo sobre as condicGes
experimentais analiticas aplicadas e a preparacdo das solucdes usadas neste estudo.
Além disso neste capitulo fez-se um breve resumo da metodolofia estatistica
multivariada usada para obtere os modelos discriminantes de previséo.

Em resultados e discussdes apresentam-se os resultados obtidos em todas
analises feitas na solucdo redox e nas amostras de méis, bem como, resultantes do
tratamento de dados.

No quarto capitulo conclui-se sobre o0s objetivos principais e especificos
propostos neste estudo. Por fim apresenta-se as referéncias utilizadas no

desenvolvimento deste estudo.
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1. INTRODUCAO

1.1. O mel

Segundo a legislacdo comunitaria no Decreto-Lei 214/2003 de 18 de Setembro, 0 mel
é definido como uma substancia acucarada natural produzida pelas abelhas da espécie Apis
mellifera a partir do néctar ou das secrecdes de plantas ou de excre¢des de insectos sugadores
de plantas, que as abelhas recolhem, transformam por combinagdo com substancias
especificas proprias, depositam, desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos favos da
colmeia (Decreto- Lei n® 214/2003, de 18 de Setembro). Este produto é produzido geralmente
em duas etapas. Na primeira, o néctar é recolhido em diversas espécies de plantas nectariferas
(plantas que produzem flores com elevada concentracdo de néctar) mais proximas das
colméias. Em seguida, o néctar sugado passa por reacdes enzimaticas no pré-estbmago das
abelhas produzindo frutose e glucose a partir da sacarose. A segunda fase € caracterizada pela
transferéncia de néctar entre as abelhas produtoras proporcionando adicdo de acgucares
simples através das secrecBes salivares em conjunto com as transformacdes enzimaticas. A
partir disso, as abelhas distribuem o mel nos alvéolos da colmeia onde ocorre a reducéo de
umidade até mais ou menos 20% (Huidobro et al., 1995).

Em Portugal, a produgdo do mel tem impacto econdémico relevante, salientado pelos
10 mil apicultores registrados nos dados apresentados no Programa Apicola Nacional para
2014-2016 e pela producdo media de 10 mil toneladas com rendimento de 50 milhdes de
euros, com venda destinada tanto ao consumidor direto, como para industrias e centros
comerciais (Federacdo Nacional dos Apicultores de Portugal - FNAP, 2016).

Considerando a sua relevancia comercial como produto alimentar, existem varios
estudos sobre as caracteristicas e propriedades do mel com o objetivo da valorizacdo como,
por exemplo: classificacdo do mel em monofloral e multifloral associada a sua origem floral
(Sancho, 1992; Maia et al., 2003; Morais et al., 2007); controlo de qualidade para garantir a
originalidade (Sivakesava e Irudayaraj, 2002; Vargas, 2006; Decreto-Lei n° 131/85, de 29 de
Abril; Ball, 2007; Ruoff et al., 2004; Acquarone et al., 2007; Finola et al., 2007); analise da
sua composicgdo fisico-quimica (Bertoncelj, 2007; Olaitan et al., 2007; De Rodriguez et al.,
2004; Al-Mamary et al., 2002; Finola et al., 2007; Decreto-Lei 214/2003, de 18 de Setembro;
Anklam, 1998; Castro-Vazquez et al., 2009).

A seguir faz-se uma breve descricdo das anélises do mel mais utilizadas para a sua

caracterizacdo, realcando a informacdo analitica que se obtém. Evidenciam-se as técnicas



usadas para estabelecer a origem polinica do mel, qualidade do mel e caracterizacao fisico-
quimica. Posteriormente, efetuou-se uma apreciacdo global da informacdo analitica de
metodologias instrumentais, finalizando-se com apresentacdo das técnicas eletroquimicas e

dos eléctrodos de trabalho mais comuns usados na anélise do mel em trabalhos publicados.

1.2. Anélise polinica

Quanto a sua origem floral, 0 mel pode ser classificado como monofloral, quando
existe um néctar predominante de um género de planta, ou multiflorais caso tenha mais
géneros e ndo possuir um que seja predominante (Sancho, 1992; Maia et al., 2003). Para essa
denominacdo é feita uma analise da contagem microscopica de grdo de pdlen presentes no
mel, com o objetivo de identificar os polens de plantas nectariferas e definir a percentagem
de predominancia ou ndo de um determinado grdo de pdlen no mel. O espectro polinico do
mel permite definir a sua origem floral. Considerando a informacédo sobre as caracteristicas
das plantas ao nivel da producdo de néctar e producdo do polen, é possivel estabelecer o
perfil polinico do mel, cuja informacdo pode ser também usada para estabelecer a sua origem
geogréfica (Morais et al., 2007). Em geral, para classificar um mel como mel monofloral usa-
se 0 seguinte critério geral baseado no pdlen de maior predominancia: mel com percentagem
>45% de um polen é monoflorail, com excepcdo dos pdlens de Lavandula, Eucaliptus e
Castanea que necessitam ter niveis de iguas ou superiores 15, 70 e 90% num mel,
respectivamente, para este ser classificado de mel monofloral desse pélen.

A analise polinica é um dos métodos mais importantes para a autenticidade do mel em
questdo de origem geogréafica e botanica, porém é uma analise que exige pessoal técnico
especializado e experiente, além de que a mesma ndo poder ser feita com muitas amostras no

mesmo dia por ser demorada (Dias, 2013).

1.3. Caracterizacao do Mel

O mel vem sendo muito utilizado como alternativa substitutiva de adocantes, em
geral, devido a sua composicao, propriedades medicamentosas e principalmente por ser de
origem natural. Em questéo dessa oferta/procura, 0 mesmo pode passar por adulteracfes na
composi¢do para aumentar a sua quantidade ou diminuir seu valor econdmico. Sendo assim,
para garantir a qualidade do mel com suas caracteristicas originais e garantir que o
consumidor ndo seja enganado existem requisitos da qualidade do mel definidos pelo Codex
Alimentarius no Decreto-Lei n® 131/85, de 29 de Abril ao nivel dos parametros fisico-

quimicos (Sivakesava e lrudayaraj, 2002; Jorge et al., 2016). A seguir efectua-se uma



apresentacdo dos parametros tipicos da avaliacdo da qualidade do mel e da caracterizacéo

fisico-quimica.

1.3.1. Parametros de qualidade

O controlo de qualidade do mel € necessario para garantir que € um produto alimentar
auténtico, sendo proibido acrescentar-lhe ou remover qualquer ingrediente (Ball, 2007). Para
comercializar o mel deve ser analisado de forma rotineira a parametros de qualidade de modo
a prevenir a adulteragé@o por adigdo de outros ingredientes alimentares (por exemplo, xaropes
de sacarose ou melacos) e tratamentos que levem a alteracdo do produto (fermentacdo,
aquecimento e filtracdo) (Ruoff et al., 2004). A seguir apresentam-se exemplos de parametros

tipicos da avaliacdo da qualidade do mel.

Teor de matérias insolUveis. A presenca de matérias insoliveis no mel estd associada aos
componentes naturais do mel (os gréos de polen) e de outros por contaminagdo, associados a
higienizacdo e condicGes no processamento do mel (Vargas, 2006). Este teor deve ser no
méaximo 0,1 g e 0,5 g por 100 g de mel respetivamente no mel centrifugado e processado
(Decreto-Lei n.o 131/85, de 29 de Abril).

Condutividade elétrica. A condutividade elétrica do mel esta relacionada com a presenca de
sais minerais, acidos organicos e proteinas, sendo assim, diferem-se de acordo com a origem
botanica da matéria-prima recolhida pela abelha para a producdo do mel (Acquarone et al.,
2007). Os meis em geral devem ter no méximo 0,8 mS/cm de condutividade, com excecdes
dos méis de flores de castanheiro e Arbutus unedo (medronheiro), Erica spp (erica),
Eucalyptus spp (eucalipto), Tilia spp. (tilia), Calluna wvulgaris (torga ordinaria),
Leptospermum spp (leptospermo), Melaleuca spp. (melaleuca) e mistura dos mesmos, que
podem apresentar niveis no minimo de 0,8 mS/cm (Decreto-Lei n°® 131/85, de 29 de Abril).

Acidos Livres. Os é&cidos livres presentes no mel sio os acidos organicos que so
responsaveis pela acidez do mel com pH entre 3,5 e 4,5. Estes valores baixos de pH inibem o
crescimento de microrganismos, por isso o controlo de acidez se torna importante para a

conservacdo do produto e o aumento de vida de prateleira e, consequentemente, a qualidade



do mel (Finola et al., 2007). Sendo assim, estd estabelecido que a concentracdo de acidos
devera ser no maximo de 50 miliequivalentes/1000g de mel e para uso industrial no maximo
de 80 miliequivalentes/1000 g de mel (Decreto-Lei n°® 131/85, de 29 de Abril).

indice Diastasico. O indice diastasico é relacionado com a diastase (o ¢ B-amilase) que
possui pouca resisténcia ao calor, cuja analise permite ter uma indicacdo se a qualidade do
mel foi afectada, por exemplo, pelo aquecimento do produto nas condi¢bes de
armazenamento e/ou tempo de prateleira. Este € medido em escala Schade e deve ter no
minimo 8 valores para o mel em geral. Com excecdo, 0s méis com baixo teor natural de
enzimas como a a e B-amilase, o valor de indice diastasico pode ser no minimo de 3 valores
(Decreto-Lei n° 131/85, de 29 de Abril).

1.3.1. Parametros de caracterizacéo fisico-quimica

O mel tem grande variabilidade na sua composicao fisico-quimica e na cor, pois
dependem de fatores como a origem floral do néctar utilizado na producéo, clima, condi¢des
ambientais, manuseio, armazenamento, e processamento do mel. Na sua composicao ha cerca
de 200 substancias diferentes (Al-Mamary et al., 2002; Arrdez-Romaén et al., 2006; Kigiik et
al., 2007) salientando-se os hidratos de carbono principalmente glucose, frutose e sacarose
com elevadas concentragdes. Os outros compostos secundarios por estarem com
concentracdes baixas sdo 0s minerais, proteinas, vitaminas, lipidos, &cidos organicos,
aminoacidos (Finola et al., 2007), compostos fendlicos (flavondides e &cidos fendlicos),
enzimas e outros fitoquimicos (Bertoncelj, 2007). A seguir apresentam-se exemplos de

parametros mais comuns na caracterizacao fisico-quimica do mel.

Cor. A cor do mel geralmente esta relacionada com a sua composicdo de minerais,
compostos fendlicos e tipo de grdos de pdlen relacionado com a origem botanica do néctar
utilizado na sua producdo. As cores podem variar do claro ao ambar; o &mbar engloba as
cores desde o alaranjado ate ao preto. Outros factores que afectam a cor do mel séo a idade e
as condicdes de armazenamento. Também o aquecimento do mel altera a cor atraves da

reacdo de Maillard por caramelizacdo da frutose junto de reacGes de polifenois. O grau de



escurecimento depende da temperatura e/ou tempo de armazenamento (Bertoncelj, 2007,
Olaitan et al., 2007).

Hidratos de Carbono. Os hidratos de carbono no mel correspondem a mais de 95% da sua
matéria seca, sendo que cerca de 70% detes sdo frutose, glucose e sacarose, e 0s restantes
correspondem a dissacarideos, trissacarideos e tetrassacarideos. Os teores de agucares
influenciam diretamente o mel em relagdo a viscosidade, densidade, cristalizacdo e valores
energéticos (De Rodriguez et al., 2004), bem como, as caracteristicas organolépticas (sabor)
do mel (Olaitan et al., 2007). O nivel de sacarose ndo deve ultrapassar o maximo de 5 g/100 g
de mel. Méis com predominancia do pélen de Robinia pseudoacacia (falsa acécia), Medicago
sativa (luzerna ou alfalfa), Banksia menziesii (Mensies Banksia), Hedysarum (hedisaro),
Eucalyptus camadulensis, Eucryphia lucida, Eucryphia milliganii e Citrus spp. (citrinos),
podera conter no maximo 10 g/100 g de mel. JA& o mel de Lavandula spp. (rosmaninho,
alfazema) e Borago officinalis (borragem), deverdo conter no maximo 15 ¢g/100 g de mel
(Decreto-Lei n° 131/85, de 29 de Abril).

Em relacdo ao teor total de frutose e glucose ha um requisito minimo de 60 g/100 g de
mel de néctar e de 45 g/100 g de mel de melada (Decreto-Lei n°® 131/85, de 29 de Abril). A
relacdo entre frutose/glucose é muito importante na caracterizacdo dos méis, uma vez que a
frutose é mais doce que a glucose, verificando-se que os méis com valores maiores nessa

relacdo tendem a serem mais liquidos e mais doces (De Rodriguez et al., 2004).

Agua. A agua é o segundo composto maioritario no mel e influencia a qualidade. Esta
estabelecido o limite maximo de 20% de agua no mel pela legislacdo portuguesa (Decreto-
Lei 214/2003 de 18 de Setembro). Porém os méis para uso industrial, em geral, podem conter
no maximo 23%, e o mel de urze (Calluna) também para uso industrial, no maximo 25%
(Decreto-Lei n° 131/85, de 29 de Abril). O teor de 4gua no mel é muito importante para a
determinacdo do seu tempo de vida util, pois 0 mel se mantém estvel com valores baixos na
atividade de &gua, prevenindo a granulacdo e evitando a fermentagdo durante o
armazenamento. Por outro lado, a humidade baixa estd relacionada com o aumento de
viscosidade do mel que pode levar a cristalizacao e diminuir a qualidade do ponto de vista de

aquisicdo pelo consumidor.



Acidos Organicos. Esses compostos sdo responsaveis pela acidez e contribuiem para o sabor
caracteristico do mel. Os &cidos orgénicos mais comuns no mel sdo: gluconico (responsavel
pela digestdo enzimatica da glucose), maélico, citrico, succinico, fumarico e pirdvico
(Anklam, 1998; Olaitan et al., 2007). O nivel de acidez no mel é um parametro analitico
importante, por permitir avaliar a possibilidade de ocorrer fermentacdo do mel, visto que
niveis abaixo do limite maximo (50 miliequivalentes por 1000 gramas) indica ndo haver
presenca de leveduras que necessitam de pouca humidade para se reproduzirem, uma vez que

as mesmas aumentam o nivel de acidez (De Rodriguez et al., 2004).

Minerais. Esses compostos estdo em baixa concentragcdo no mel variando entre 0,04% e
0,2% em méis claros e escuros, respectivamente. Os niveis de ido potassio destacam-se com o
calcio, cobre, ferro, manganés e fésforo. O perfil mineral do mel pode ser usado nos estudos
de pesquisa geografica, pois estd associada as caracteristicas do solo onde as plantas
nectariferas cresceram (Anklam, 1998).

Proteinas. As proteinas representam 0,2% da composicdo do mel, incluindo as enzimas ( « -
glucosidase, f3 -glucosidase e amilase). A atividade enzimatica no mel permite avaliar o grau

de exposicao ao calor durante o processamento e armazenamento e, por isso, é indicadora da
qualidade do mel (Anklam, 1998).

Compostos Nitrogrenados. Estes compostos correspondem a 0,04% da massa seca do mel e
englobam os alcaloides, derivados da clorofila, aminoacidos e aminas. A presenga e o tipo de
aminoacidos dependem do tipo de mel poréem, a prolina é dominante de todos eles (Al-
Mamary et al., 2002).

Compostos Volateis. Os compostos volateis s&0 compostos organicos presentes no néctar e
responsaveis pelo aroma caracteristico do mel. No perfil de compostos volateis deste produto

inserem-se compostos com grupos funcionais de aldeido, cetona, alcool, acido carboxilico e



éster. O perfil destes compostos voltateis permite efectuar estudos de origem floral do mel,

classificacdo, etc (Castro-Vazquez et al., 2009).

Compostos Fendlicos. Na composicdo do mel os compostos fenolicos principais englobam
os flavonoides e acidos fenolicos. Segundo Anklam (1998), os principais flavonoides
presentes no mel pertencem ao grupo das flavanonas e flavonas e séo: miricetina, tricetina,
quercetina, hesperatina, luteolina, caempferol, pinocembrina, crisina, pinobanksina,
genkvanina e galangina. Os &cidos fendlicos sdo na maioria acidos hidroxibenzoicos e
cumaricos, sendo os mais comuns os acidos: cafeico, ferrulico, elagico e clorogénico,
siringico, vanilico, cinamico e p-hidroxibenzoico (Anklam, 1998). Em geral, as propriedades
medicamentosas do mel tém sido atribuidas a sua composicdo fendlica. Algumas das suas
propriedades terapeuticas para a salde humana sdo a sua aplicacdo em desordens
gastrointestinais, cicatrizacdo de feridas e queimaduras; como agente antimicrobiano devido a
sua propriedade osmética que aumenta a resisténcia proliferacdo de microrganismos; pelas
propriedades antibidticas e antibacterianas através dos compostos existentes em sua

composicao como as enzimas e os hidratos de carbono (Al-mamary et al., 2002).

A seguir faz-se uma breve descricdo dos métodos analiticos mais usados na
caracterizacdo do mel que envolvem os métodos colorimétricos, espectrofotométricos e de
separacao (cromatrograficos). Posteriormente, incide-se nos métodos eletroquimicos gque sao
menos usados, mas com elevado potencial para desenvolver novas metodologias de analise
do mel por permitirem uma andlise rdpida, simples, econdmica e robusta. Nos métodos
eletroquimicos deu-se relevancia a voltametria ciclica por se pretender aplicar esta técnica na

discriminacao de méis.

1.4. Métodos analiticos para a caracterizacéo do mel
Para a caracterizagao fisico-quimica e avaliacdo da qualidade do mel, € necessario
aplicar varios métodos analiticos, como por exemplo:

e aquantificacdo de agua presente no mel e feita com o uso de refratdbmetro de Abbé, do
qual se obtém o indice de refracdo do composto em questdo (desvio da luz ao
atravessar a amostra). A interpretacdo do resultado é feita com o uso da tabela de
Chataway, com correcdo do valor caso a leitura tenha sido feita a uma temperatura
diferente de 20°C (Finola et al., 2007).



e a condutividade elétrica e o valor das cinzas totais sdo obtidos de acordo com as
metodologias propostas por Sancho et al. (1991) por condutivimetria usando um
condutivimetro (Sancho, 1991).

e 0 pH é determinado por potenciometria usando um milivoltimetro calibrado
previamente com solucdes tampdo de pH 4,0 e 7,0.

e aacidez livre é analisada por titulacdo volumétrica acido-base .

e 0s agucares redutores sao determinados por titulagdo com solugGes padrao de Fehling
e a sacarose aparente pelo método da inversdo utilizando o mesmo procedimento de
titulacdo (Finola et al., 2007).

e a espectrofotometria ultra-violeta é utilizada para determinar o HMF e o indice
diastasico de acordo com o Método Oficial AOAC 958,09 (AOAC, 1990).

e a cromatografia liquida é geralmente usada na andlise do perfil de acucares,
antibidticos, aminodcidos, acidos fendlicos e flavondides do mel (Kamal & Klein,
2011; Kelly et al., 2010; Zhang et al., 2018).

e a cromatografia gasosa é aplicada para analisar o perfil de componentes volateis e
contaminantes como, por exemplo, pesticidas (Rissato et al., 2007; Wolski et al.,
2006).

Estas técnicas analiticas acopladas com andlises tradicionais de melissopalinologia e
com ferramentas quimiométricas permitem varios estudos de caracterizagdo do mel,
nomeadamente:
(i) Verificacdo da autenticidade do mel, através da identificacdo de origem botanica,
entomoldgica e/ou geografica (Belay et al., 2017; Prosser & Hebert, 2017);

(ii) Avaliagdo de pardmetros fisico-quimicos do mel, bem como atividades
antioxidantes e antimicrobianas e propriedades terapéuticas (Almasaudi et al.,
2017; Oryan et al., 2016; Oseés, 2016);

(iii) Detetagdo de contaminantes como inseticidas, pesticidas, medicamentos
veterinarios ou residuos de antibidticos em mel (Rissato et al., 2007; Vichapong,
2016);

(iv) Detetacdo de adulteragdes no mel (Guelpa et al., 2017; Siddiqui et al., 2017).



1.5. Método eletroquimico

A voltametria é uma técnica eletroanalitica da qual se obtém informacdes qualitativas
e quantitativas através das reacdes oxidacdo-reducdo de uma substancia quimica na superficie
de um eletrodo de trabalho cuja resposta origina curvas corrente-potencial (Pacheco et al.,
2013, Compton, 2013). Este tipo de anélise € feita dentro de uma célula eletrolitica onde
ocorre a eletrdlise, constituida por trés eléctrodos chamados de eléctrodos de trabalho,
auxiliar e de referéncia (Aleixo, 2003). Enquanto que o elétrodo referéncia torna o potencial
constante, o auxiliar ajuda no equilibrio do sistema fazendo reacGes contrérias as feitas pelo
eletrodo de trabalho, por isso chamado de contra-elétrodo. Através de um potenciostato é
feito o varrimento do potencial e a leitura da intensidade de corrente da célula eletrolitica,
com velocidade constante no tempo. Este varrimento é registrado em um gréafico chamado de
voltamograma (Pacheco et al., 2013; Teixeira, 2018; Trovo, 2017).

A Figura 1 esquematiza uma célula electrolitica com os trés eléctrodos, ligada a um
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Figura 1 — Esquema de uma célula eletroquimica com 3 eléctrodos. R: eléctrodo de
referéncia; W: eléctrodo de trabalho; C: contra-eléctrodo ou eléctrodo auxiliar; V: controlo de

potencial através do potenciostato; A: fluxo de corrente. Fonte: Otles, 2016.

A possibilidade de a medida ser realizada diretamente na amostra sem pré-
tratamentos, ter respostas rapidas qualitativas e quantitativas ter baixo custo nas analises e

menor tempo de anélise em relacdo aos métodos cromatograficos e espectroscopicos, fazem



com que a voltametria seja intensamente utilizada para anélise de compostos (De Souza et al.,
2003).

1.5.1 Voltametria Ciclica

A técnica da voltametria ciclica (CV do inglés, Ciclic Voltammetry) permite analisar
e obter informacdes qualitativas sobre reacbes eletroquimicas (Wang, 2006), por exemplo,
sobre a termodindmica de processos redox, cinética das reacdes de transferéncia de electrdes
e as reacBes quimicas envolvidas em processos de adsor¢do (Compton, 2013).

A CV baseia-se no varrimento linear do potencial entre os eléctrodos de trabalho e o
de referéncia inserida na solucdo contendo o analito (composto que se deseja fazer a analise),
medindo-se a intensidade de corrente elétrica devido as reacdes oxidacdo-reducdo que
ocorrem. No varrimento linear do potencial no sentido positivo obtém-se picos anddicos e no
sentido negativo, picos catddicos. O conjunto dos dois varrimentos resulta no voltamograma
ciclico. Na Figura 2 apresenta-se o voltamograma ciclico tipico de uma solucdo redox cujo
par conjugado éxido-redutor representa uma reacao reversivel (Vernasqui, 2017; Trovo,
2017; Wang, 2006).
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Figura 2 — VVoltamograma tipico de uma reacdo reversivel. Fonte: Wang, 2006.

Na CV, a intensidade da corrente aumenta com a concentracdo de composto, ou seja,
quanto maior a intensidade do pico maior a concentracdo da substancia em analise, como
pode ser visualizado na Figura 3, que mostra voltamogramas onde os picos catodicos e

anodicos aumentam, com a concentragdo (Wang, 2006). O par redox geralmente usado para
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testar o desempenho de eléctrodos de trabalho é o ferrocianeto/ferricianeto que possui reacao

oxidacdo/reducéo eletroquimicamente reversivel (Vernaschi, 2017).

Current

Potential (V)
Figura 3 — Voltamograma ciclico de uma substancia em a intensidade da corrente aumenta

com o acréscimo da concentracao de analito. Fonte: Wang, 2006.

1.6.2. Eléctrodos de Trabalho

Os eléctrodos de trabalho mais utilizados na analise eletroquimica sdo os de platina ou
de carbono, tendo cada um as suas particularidades (Teixeira, 2018). O eléctrodo de platina
(ou de outros metais solidos) passa por polimento que lhe da aspecto de um espelho e
melhora a iteracdo do eléctrodo com o solvente para facilitar a transferéncia de eletrbes. Este
elétrodo tem desvantagens devido a possivel formagdo de camadas de hidrogénio, oxigénio
ou 6xido de platina na superficie (Teixeira, 2018). O eléctrodo de carbono pode ser
constituido por varios materiais como a grafite, o carbono vitreo, pasta de carbono, entre
outros. Estes eléctrodos constituidos por carbono tém estruturas e caracteristicas diferentes
que acabam por interferir na analise. A grafite é o mais utilizado em anélises voltamétricas
devido ao baixo custo e por possuir porosidade em sua estrutura quimica permite que os ides
e moléculas mais facilmente interajam na sua superficie (Silva, 2006; Teixeira, 2018).

Para a analise do mel usou-se eléctrodos de grafite sem e com 6xidos de metais
(nanoparticulas) usando resina epoxilica como suporte. A composicao interfere na densidade
da corrente e no alcance do potencial voltamétrico e, segundo Silva (2006), os eléctrodos
devem ter baixa volatilidade, baixa solubilidade no meio e alta pureza para evitar espécies

eletroativas indesejadas.
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Avancos recentes no desenvolvimento de eléctrodos incluem a aplicacdo de varios
nanomateriais: materiais a base de carbono (nanotubos de carbono, grafeno, nanoparticulas
de carbono); nanoparticulas inorgénicas e organicas (nanoparticulas de 6xidos metalicos e
metalicos, argilas nanométricas); polimeros condutores e isolantes (polimeros nanométricos e
nanoestruturados, polimeros molecularmente impressos); e materiais hibridos, etc (Kumar et
al.,, 2013). Eles tém sido aplicados com sucesso no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos para monitoramento de seguranca ambiental e de alimentos, permitindo o
aprimoramento do desempenho eletroanalitico de sensores e a imobilizacdo de elementos de
bioreconhecimento. Sua inclusdo permite obter eléctrodos modificados que exibem maiores
correntes atribuidas a oxidacdo ou reducéo da sonda redox em comparagdo com os eléctrodos
ndo modificados. Esse aumento no sinal é interpretado como um aumento na area de
superficie eletroativa, que é a porcdo disponivel do eletrodo de trabalho que pode participar
da transferéncia de eletrbes (De Carvalho, 2013; Giordano, 2015).

As técnicas eletroquimicas na analise do mel sdo recentes, apresentando-se, a seguir,
alguns exemplos onde o sistema voltamétrico usando:

e trés eléctrodos (eléctrodo de platina como eléctrodo de trabalho; Ag/AgCl saturado
KCI como eléctrodo de referéncia; eléctrodo de platina como eléctrodo auxiliar)
usando voltametria ciclica foi aplicado no estudo de discriminacdo de 4 méis
monoflorais (Tiwari et al., 2012);

e um eléctrodo de trabalho de ouro, um elétrodo de referéncia calomelano e um
elétrodo auxiliar de platina, utilizando técnicas de DPV, LSV, CV e SWV foi
aplicado na deteccdo de adulteracdo de mel com xaropes de agUcar e na quantificacdo
da porcentagem de adulteracdo (Men et al., 2014);

e um eléctrodo de trabalho de prata, um eléctrodo de referéncia de Ag/AgCl, e um
eléctrodo auxiliar de platina com a técnica de CV foi possivel diferenciar a origem
botanica os méis monoflorais (Castanea sp., Echium sp., Rubus sp., Lavandula sp. ,
Prunus sp., Erica sp., Trifolium sp.), como também o mel monofloral de acordo com a
escala de cores (Peres et al., 2016);

e um eléctrodo de trabalho de carbono vitreo, um eléctrodo de referéncia de
calomelamo saturado com KCI e um eléctrodo auxiliar de platina, com técnicas CV e
SWV permitiu a determinacdo de agentes anti-sépticos (eugenol, carvacrol e timol)

em amostras de mel (Tonello et al., 2016);
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um eléctrodo de trabalho constituido por uma pelicula de antiménio revestindo um
eletrodo de carbono vitreo, um de referéncia Ag/AgCl saturado com NaCl e um
auxiliar de platina determinou-se a presenca de antibidticos (tetraciclinas) em

amostras de mel usando as tecnicas CV e SWCSV (Krepper et al., 2017).
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2. METODOLOGIA

2.1. Amostragem
Foram utilizadas 5 amostras de méis obtidos comercialmente, sendo 4 Portuguesas e 1
Espanhola. As amostras estdo representadas na Figura 4 e foram selecionadas pela cor com o

objetivo de obter variabilidade na sua composi¢éo.
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Figura 4 — Amostras de mel usadas

A informacéo dos rétulos de cada frasco de mel esta apresentada na Tabela 1, com o

posterior objetivo de se comparar com os resultados das analises polinicas.

Tabela 1 - Informacdo apresentada no rétulo de cada frasco de mel

Mel Origem Género da planta Discricdo polinica
Al Portugal Lavandula sp. Mel de rosmaninho
A2 Espanha - Mel de urze
A3 Portugal - Mel multifloral
A4 Portugal - Mel de flores
A5 Portugal Eucalyptus sp. Mel de eucalipto
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2.2. Caracterizacdo da Cor do Mel

Para determinar a cor de cada amostra utilizada no presente trabalho, utilizou-se 5 g
de mel em 10 mL de &gua (no caso de haver cristais em uma das diluicGes, a amostra era
aquecida a 50°C) e em seguida deixadas em repouso por 10 minutos antes da analise. Para o
branco usou-se agua desionizada. A cor do mel foi determinada através de uma escala de mm
PFund a partir da medicdo da absorvancia das diluicdes em um espetrofotometro UV-Vis
(Jenway modelo Genova) a um comprimento de onda de 635 nm. Para utilizar a escala mm

Pfund utilizou-se na Equacéo 1 (Dias, 2013):

mmPFund = —38,70 + 371,39 x Absorvancia (EqQ. 1)

Posteriormente, o resultado desta escala é comparado a uma paleta de cores
mencionadas pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 1985) que
considera 6 grupos de cor para 0 mel, mostrada na Tabela 2, em que cada cor corresponde a

intervalos de cor da escala mm PFund.

Tabela 2 - Cores padrdo do mel definidas pela USDA e seus repetivos intervalos da escala

mm PFund
Cores padréao do mel Intervalos de cor da escala mm Pfund
Branco agua <8
Extra Branco >8e<17
Branco >17e<34
Ambar extra claro >34 e <50
Ambar >85e<l114
Ambar escuro* >114

(*) Geralmente classificado como mel escuro

Na Figura 5 mostra-se uma correspondéncia entre intervalos mais pequenos de escala

mm PFund e a cor do mel associada, de forma a estabelecer uma escala visual.
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mm Pfund Cor do mel
10 - <20
>20 - <30
>30 - <40
>40 - <50
>50 - <60
>60 - <70
>70 - <80
>80 - <90
>90 - <100
>100 - <110
>110 - <120
>120 - <130
>130 - <140
>140

Figura 5 — Escala de cores do mel com seus repetivos valores de mmPFund.

2.3. Analise Polinica

Esta anélise foi feita com o ambito de estabelecer as diferencas entre as amostras de
mel analisadas e estabelecer comparacGes com os resultados analises voltamétricas e
determinar assim se estas podem ser usadas na discriminacdo de amostras de mel, uma
metodologia analitica, rdpida e econdémica (Dias, 2013).

A analise de polén foi efetuada através do método de Louveaux que envolveu
dissolver 10 g de mel em &gua destilada, centrifugar a 1500 rpm por 30 minutos e decantar.
Apos a adicdo de 10 mL de uma de mistura de anidrido acético e cido sulfurico, colocou-se
a solugcdo em banho maria durante 3 minutos, sendo decantada posteriormente. O sedimento
foi novamente lavado, centrifugado e decantado mais duas vezes sendo a primeira lavagem
feita com 12 mL de &gua destilada e a segunda lavagem com 12 mL de hidréxido de potéssio
7%. Depois desse procedimento os grdos de polén foram corados com uma solugdo de
fucsina basica (Merck) e misturada com glicerina (Absolve). A determinacdo dos poléns
presentes nas amostras foi atrdves de um microscopio (Leitz Messtechnik GmbH, Wetzlar,

Germany) com objetivas 400x e 1000x. Os grdos de polén foram agrupados em tipos
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polinicos, conjunto de graos de polén com morofologia semelhante, normalmente originarios
de plantas do mesmo género.

Para a classificacdo em mel multifloral e monofloral usou-se o critério geral baseado
no polen de maior predominancia méis com percentagem >45% de um polen sdo
monoflorais. Com excepcdes de méis de Lavandula, Eucaliptus e Castanea que sao
classificados em méis monoflorais se o respetivo polén tem niveis superiores a 15,70 e 90%

respectivamente.

2.4. Analise voltamétrica

2.4.1 Eléctrodos compdsitos de grafite

Foram construidos 2 eléctrodos compdsitos de grafite, um sem e outro com
nanoparticulas de NiO. O corpo dos eléctrodos consistiu num material cilindrico de acrilico
(10 cm de comprimento e 0,6 cm de diametros interno) e numa das extremidades (a inferior)
colocou-se a pasta constituida por uma mistura deresina epoxilica da marca Araldite (Parte A
e B) e grafite, podendo conter também nanoparticulas de NiO. As percentagens de massa dos
materiais usados na preparacdo dos eléctrodos estdo referidas na Tabela 3. Pela outra
extremidade do tubo introduziu-se um fio condutor de cobre, descarnado nas duas pontas, de
maneira que uma das pontas do fio de cobre fique inserido na pasta, garantindo o contacto, e

a outra ponta fora do tubo para se estabelecer a ligacao ao potenciostato.

Tabela 3 - Composic¢do dos eléctrodos construidos.

Eléctrodo % Araldite % C % Np
G 50,0 50,0 -
GNp 47,0 52,5 0,5

% C — percentagem de carbono; % Np — percentagem de nanoparticulas NiO

2.4.2. Equipamento voltamétrico

Para a analise voltamétrica foi montada uma célula electroquimica constituida por trés
eléctrodos:
- 0 eléctrodo de trabalho, tendo-se usado 4 eléctrodos diferentes para avaliar e comparar o
desempenho analitico; 2 eléctrodos compositos de grafite sem e com nanoparticulas

construidos para este trabalho e 2 eléctrodos comerciais, platina e carbono vitreo;
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- contra-eléctrodo de filamento de platina (Biologic Science Instruments, A —002233);
- electrodo de referéncia Ag/AgCI de juncdo simples (Biologic Science Instruments, RE —
1B).

Estes eléctrodos foram conectados a cabos ligados a um potenciostato-galvonostato
PG580 (Uniscan Instruments Ltd), controlado com o Software UIEChem versdo 1.34
(Uniscan Instruments Ltd), o qual foi instalado em um computador, permitindo adquirir as

informagdes de voltametria.

2.4.3. Voltametria ciclica numa solucgéo redox

Para a avaliar o desempenho analitico dos eléctrodos de trabalho construidos e e dos
eléctrodos comerciais, utilizou-se uma solucdo padrdo redox preparada a partir de 0,4227 ¢
de K4[Fe (CN)g] e 0,745 g KCI num baldo volumétrico de 100mL para se obter a
concentracdo de 0,1 mol/L. Da analise desta solugdo com os quatro diferentes eléctrodos de
trabalho foi medida a intensidade de corrente em relacdo ao potencial usando as condicGes de

voltametria ciclica referidas na Tabela 4.

Tabela 4 - CondicGes operacionais para a voltametria ciclica da solu¢do Redox

Parametros Condicdes estabelecidas
Potencial inicial (V) -04
Tempo de potencial inicial (s) 5
Potencial de varrimento 1 (V) -04
Potencial de varrimento 2 (V) 0,8
Velocidade de varrimento (V/s) 0,1
Volts por pontos (V) 0,01
NUmero de ciclos 5
Corrente (MA/V) 1

2.4.4. Voltametria ciclica no mel

Com o objetivo de verificar se era possivel discriminar os méis deste estudo por
voltametria ciclica e selecionar qual dos 4 eléctrodos tinha melhor desempenho analitico,
obtiveram-se voltamogramas ciclicos dos méis. Para isso 0s 5 méis foram analisados de

forma a obter 9 voltamogramas ciclicos. Em cada analise foram medidos 5 g de mel e
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dissolvidos em 25 mL de solugdo tampdo. A solucdo tampédo utilizada foi preparada com
0,7456 g de KCl e 5,44 mL de H,SO4 em um volume de 1000 mL, obtendo-se concentracfes
de 5 g/L e 0,1 mol/L, respectivamente.

Na Tabela 5 mostra-se as consi¢fes operacionais de cada elétrodo de trabalho para a

analise voltamétrica ciclica das amostras mel.

Tabela 5 - CondicGes operacionais para a voltametria ciclica do mel.

Parametros CcVv G GNp PT
Potencial inicial (V) -04 -14 -14 -03
Tempo de potencial inicial (s) 2,0 2,0 2,0 2,0
Potencial de varrimento 1 (V) -04 -14 -14 -03
Potencial de varrimento 2 (V) 1,4 1,3 1,3 1,6
Velocidade de varrimento (V/s) 0,1 0,1 0,1 0,1

Volts por pontos (V) 0,06 0,05 0,06 0,05
NUmero de ciclos 3,0 3,0 3,0 3,0
Corrente (mA/V) 10,0 1,0 1,0 1,0

CV - Eléctrodo de carbono vitreo; G — Eléctrodo compésito de grafite; GNp — Eléctrodo compdsito de grafite

com nanoparticulas; PT — Eléctrodo de platina.

2.5. Métodos Estatisticos

O presente trabalho implicou em organizar e tratar os resultados através de métodos
estatisticos multivariados usando o programa de estatistica R (versdo R 3.5.0) e RStudio
(versdo 1.1.383), para obter os modelos de previsao e efetuar os testes de validacdo. Usaram-
se as librarias ggplot2 (Wickham, 2016), MASS (Venables, 2002), mdatools (Kucheryavskiy,
2018), caret (Kuhn et al., 2019) e mixOmics (Rohart, 2017).

O tratamento estatistico foi efetuado em duas etapas. Testou-se o efeito de pré-
tratamentos de dados escalonamento ou derivadas, no intuito de remover informacoes
indesejaveis ou redundantes e elevar a relagdo sinal/ruido (Teixeira, 2018; Kucheryavskiy,
2018). Aplicou-se a técnica multivariada de modelagdo de analise discriminante com o
método dos minimos quadrados parciais (PLS-DA) para obter os modelos de previsédo entre
as varidveis dependentes e independentes efetuando a andlise qualitativa (classificacao)
desejavel ao estudo. O PLS (do inglés, “Partial Least Square”) um modelo multivariado que

se baseia na decomposicdo dos dados das variaveis independentes (dados X) e a variavel
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quantitativa dependente (dados Y) num conjunto de valores e vectores proprios, semelhante a
analise de componentes principais. No entanto, as pontuacfes para os dados X e Y ndo sdo
selecionadas com base na direcdo da variagdo maxima, mas sao selecionados para maximizar
a correlacdo entre as pontuagdes das varidveis X e Y. Este método reduz os ruidos obtidos e
permite utilizar um conjunto de variaveis independentes superior ao nimero de amostras
analisadas (Ferreira, 2017; Oliveira, 2016; Teixeira, 2018). A PLS-DA permite obter um
modelo multidimensional para previsdo das caracteristicas qualitativa e separacdo de grupos
categoricos, relacionando o espaco associada a variavel dependente Y (separacédo das
classes) com o espaco definido para as variaveis independentes X. Para este método é
necessario ter o conhecimento prévio da classe das amostras, para a relacdo direta entre a
resposta instrumental e a propriedade de interesse (Ferreira, 2017; Valderrama et al., 2015;
Vieira et al., 2019).

E também feita uma validacdo geral dos modelos de previsdo obtidos usando
validacdo cruzada interna com k-folds e do melhor modelo selecionado através dos
parametros sensibilidade (proporcdo de verdadeiros positivos que sdo correctamente
identificados) e seletividade (proporcdo de verdadeiros negativos que sdo correctamente
identificados) (Ceto et al., 2013; Kuhn et al., 2019). Para a visualizacdo dos resultados do
modelo de discriminacdo PLS-DA utiliza-se o grafico de representacdo do espaco de
representacdo XY combinado (graficos de “seta”) que permite verificar a distribuicdo das
amostras entre 0 espaco X e 0 espaco Y (Rohart, 2017). A seta inicia-se na representacédo de
X e a ponta, na localizacdo da amostra no espaco de Y, representado setas curtas uma boa
concordancia encontrada pelo modelo entre os dois conjuntos de dados. O grafico da curva
ROC (do inglés, “Receiver Operating Characteristic”) permite visualizar a evolugdo dos
resultados da sensibilidade e especificidade no modelo de discriminacdo, podendo-se obter
valores de AUC (do inglés, “Area Under the Curve”) para avaliar a capacidade de cada

modelo na previsao de classificagdo das amostras nos respetivos grupos (Rohart, 2017)..
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Cor do Mel

A cor é um dos atributos verificados pelos consumidores na hora da escolha para a
compra comercial, sendo a mesma uma caracteristica principal da fonte floral do mel e
podendo ter relagdo, assim, com a analise polinica. As 5 amostras de méis foram analisadas
por espectrofotometria UV-Vis e determinada a cor por escala mm Pfund através das

absorbancias obtidas a seguir pela Tabela 6.

Tabela 6 - Cores obtidas nas 5 amostras de méis
Amostras Abs (635 nm) mm Pfund Cor

Al 0,286 67,5 AC
A2 0,475 137,7 E
A3 0,567 171,9 E
A4 0,264 99,3 AC
A5 0,343 88,7 A

Na Tabela 6 verificou-se que as cores variam do @mbar extra claro ao escuro, logo nao
se obteve nenhuma amostra representativa com cor extra branco ou branco com varia¢es no
intervalo de 67,5 a 171,9 mm Pfund. As cores obtidas nas amostras analisadas foram ambar,
ambar extra claro e escuro. A andlise polinica permite verificar se a variabilidade obtida na
cor podera corresponder a acentuada variacdo na composi¢do quimica, associada a mistura de

diferentes nectares de plantas identificadas pelo perfil das amostras.

3.2. Perfil polinico

O perfil polinico das amostras corresponde a uma andlise quantitativa, pela contagem
dos graos de polen com morfologia semelhante, originarios de plantas do mesmo género (por
tipo de pdlen). A proporcdo de cada tipo de pdlen presente em cada amostra de mel esta
apresentada na Tabela 7, 0 que permite a sua classificagdo em termos de origem boténica
(multifloral ou monofloral, considerando interpretacdo dos perfis polinicos). Para uma
classificacdo mais rigorosa, a classificacdo do mel deveria ser confirmada com uma anélise
sensorial. Na Tabela 7 mostra-se a lista global dos tipos de pdlen que foram identificados nas
amostras e a respetiva percentagem de cada polen associada a contagem do numero de pélens

que foram indentificados na analise. Nos 5 méis foi possivel identificar 19 tipos de pélen, que
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sdo comuns nos méis Portugueses (Pires et al., 2014). A classificacdo das amostras em mel
monofloral/multifloral foi efectuada usando como critério a percentagem dos 2 pdlens mais

predominantes nas amostras de mel analisados (Tabela 8).

Tabela 7 - Percentagem de cada tipo de pdlen identificado presente nas amostras de mel.

Polen (%) Al A2 A3 A4 A5
Acacia sp 9.1
Castanea sativa 35.3 6.1 41.7 8.6
Cistus sp 2.0 5.3 26.3 2.8
Crepis sp 5.6
Echium sp 2.3 2.8 2.2 2.7 53.4
Erica sp 52.2 54 12.3
Eucaliptus sp 17.0 4.0 7.5 11.3
Halinifolium sp 2.9
Lavandula sp 10.4 2.2 2.5
Leontondon sp 3.7 14.0
Nynphae alba 3.5
Morus sp 32.9
Outros 1.5 2.3
Pinus sp 2.6
Prunus sp 4.2 10.6 2.9 9.5
Quercus sp 3.9
Rubus sp 6.2 1.4 2.4 53
Tryfolium sp 27.9 6.7
Vicia fava 8.5 4.0 10.4 2.9

Os meis monoflorais (2 amostras) tém percentagens de pélen principal (1° pdlen
predominante) superiores a 45% (polen Erica sp e Echuim sp). Os restantes méis tém valores
inferiores a 45% tendo sido classificados como méis multiflorais: mel Al, Castanea sativa
(35,3%); mel A3, Morus sp (32,9%); mel A4, Castanea sativa (41,7%). Os méis Al e Ad
apresentam semelhantes niveis do 1° pélen predominante e, por isso, analiticamente podera
ser esperado resultados semelhantes entre estes dois méis. Nos restantes méis é esperado que
a composicéo seja diferente pois, os polens mais predominante sdo diferentes.

Em relacdo a informac&o que as amostras de mel Al e A5 apresentavam nos rotulos
(mel de rosmaninho e eucalipto) verificou-se que o pélen Lavandula sp e Eucaliptus sp

estavam presentes no respetivo perfil polinico, com niveis inferiores aos necessarios para
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uma classificacdo de monofloral. No caso do mel Al, o p6len Lavandula sp esta com niveis

proximos de 15% e, por isso, considerado como o pdlen mais predominante.

Tabela 8 - Classificacdo e os 2 pélens mais predominantes nas amostras de mel

Mel Classificacao 2 Pélens mais predominantes
Mel A1 Multifloral Lavandula sp, 10,4%; Castanea sativa, 35,3%
Mel A2 Monofloral de Erica Erica sp, 52,2%; Tryfolium sp, 27,9%
Mel A3 Multifloral Morus sp, 32,9%; Cistus sp, 26,3%
Mel A4 Multifloral Castanea sativa, 41,7%; Leontondon sp, 14,0%

Mel A5 Monofloral de Echium  Echium sp, 53,4%; Erica sp, 12,3%

3.3. Desempenho dos eléctrodos de trabalho

Os voltamogramas ciclicos obtidos com os eléctrodos comerciais (CV-carbono vitreo
e PT-platina) e construidos no laboratério (G-grafite e GNp-grafite com nanoparticulas) da
analise da solucdo redox estdo apresentados na Figura 6. A Figura 6 mostrou que 0s quatro
eléctrodos testados mostram voltamogramas ciclicos da andlise da solucdo redox
semelhantes, mas com intensidades de corrente diferentes.

Com o intuito de avaliar o desempenho dos eléctrodos usados, na Tabela 9 mostram-
se 0s resultados adquiridos nos voltamogramas ciclicos, ou seja, o potencial do pico catddico
(Epc) e anddico (Epa), bem como, a intensidade da corrente do pico catddico (Ipc) e anddico
(Ipa). Também se mostram os pardmetros calculados: a razdo entre essas intensidades
(llpc/lpa)), a variagdo do potencial redox anddico e catodico (AE) e o potencial redox (E°).
Globalmente, os resultados apresentados nesta Tabela 9 sdo valores médios obtidos a partir
de 3 medicBes eletroquimicas concordantes. Os resultados das intensidades de corrente
mostraram precisdes aceitaveis, pois 0s erros (desvios padrdo relativos percentuais) obtidos
sdo inferiores ou iguais a 2,1%. De salientar também que, se obtiveram erros mais baixos
para as analises com os eléctrodos construidos (0,8% e 0,9% para os eléctrodos de G e GNp,
respectivamente) e maiores para os eléctrodos comerciais (2,0% e 2,1% para os eléctrodos de
PT e CV, respectivamente). Em relacdo aos valores de potencial medidos em todas as
andlises verificou-se terem erros inferiores a +0,01 V.

De acordo com a Figura 6 e os dados apresentados na Tabela 9, o eléctrodo de GNp

foi 0 que apresentou os maiores valores de intensidade de corrente quer no pico catédico quer
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no anddico. Verificou-se que estes niveis sdo aproximadamente 2 vezes superiores aos
valores de intensidade de corrente obtidos para o eléctrodo de G, 11 vezes superiores aos do
elétrodo de PT e 38 vezes superiores aos do elétrodo de CV.

Numa reacdo reversivel a razdo entre as intensidades de corrente do pico catodico vs
pico anddico Ipc/Ipa deve ter o valor proximo a 1. Neste sentido hd um elevado desempenho
analitico em relacdo a um sistema redox reversivel, sendo o eléctrodo de PT o que apresenta
resultados mais proximo de 1, com o valor da razdo entre as intensidades de corrente sendo
1,02. A seguir, os eléctrodos de G e GNp possuem resultado também de uma reacdo quase
reversivel, pois ambos os eléctrodos apresentam uma razéo Ipc/lpa de valor 0,96. O eléctrodo
CV foi o que mais se afastou ao de um processo reversivel, uma vez que a razao Ipc/lpa para
a solucéo redox analisado foi de valor 1,16, ultrapassando 0,16 valores de 1. Mesmo que 0
eléctrodo GNp ndo teve essa razdo tdo proxima a 1, ainda tem melhor desempenho em

questdo do seu alto valor de corrente comparado ao eléctrodo de PT.

Tabela 9 - Resultados médios de parametros obtidos e calculados a partir dos voltamogramas

ciclicos da solucdo Redox

Eléctrodo  Epc (V) Ipc (A) Epa (V) Ipa(A) Ipc/lpa  AE(mV) E°

Y 037  1,09x10%® 0,11 9,36x10” 1,16 260 240
G 032  230x10% 015 2,39x10% 0,96 170 240
GNp 034  413x10% 0,13  4.28x10™ 0,96 210 240
PT 029  3,77x10%® 0,18 3,70x10% 1,02 110 240

*) CV - Carbono Vitreo; G - Grafite; GNp - Grafite com nano-particulas; PT — Platina
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— elétrodo de grafite com nano-particulas.

25




3.4. Pré-tratamentos e aplicacdo do modelo PLS-DA.

Para um melhor dimensionamento do voltamograma sdo utilizados pré-tratamentos
que de certa forma séo transformacdes de todos os pontos de cada voltamograma, ficando
dimensionado e melhorando a visualizacdo do mesmo.

Sendo assim, em busca de uma melhor visualizacdo do pré-tratamentos utilizados em
cada eléctrodo no presente trabalho, foi utilizada uma solucdo redox para determinar o
comportamento destes, exemplificando os voltamogramas tipicos para cada pré-tratamento
original, escalonamento, 12 derivada e 2% derivada com cada eléctrodo de G, GNp, PT, CV,
como representado pela Figura 7.

O objetivo da utilizacdo dos tratamentos de escalonamento, primeira e segunda
derivada € permitir o aumento de informacdo no pico analisado, pois nesses tratamentos as
variagcOes na linha de base entre os voltamogramas séo corrigidas, os ruidos sdo amplificados
e as caracteristicas pequenas sdo mais evidenciadas diante das caracteristicas maiores.

Os voltamogramas ciclicos obtidos usando os 4 eléctrodos testados da analise a todos
0s méis (dados originais) e ap6s tratamento de escalonamento, 12 derivada e 22 derivada estéo
a seguir apresentados nas Figuras 8 e 9. Estas figuras mostram existir variagdo nos
voltamogramas ciclicos (originais ou com pré-tratamentos) obtidos para os cinco méis
analisados, com maior evidéncia nos resultados obtidos com os eléctrodos de G e GNp,
indicativo da possibilidade de haver informacdo analitica possivel de ser usada para
discriminar as amostras de mel.

Na Figura 10 mostram-se as representacfes graficas dos 3 primeiros componentes
(CPs) do modelo PLS-DA obtido, a titulo de exemplo, para a discriminacdo dos 5 meis
usando voltametria ciclica (dados originais) com o elétrodo G, com 7 CPs por apresentar
100% de classificacBes corretas na validacdo cruzada com k-folds (valor médio de 54
modelos testados) de 100% (logo, 100% de exatiddo na sensibilidade e seletividade no
melhor modelo selecionado). Verificou-se que 0s grupos de amostras A2 e A4 sdo 0s que
mais facilmente se discriminam, seguido do grupo do mel A3. Os grupos dos méis Al e A5
mostram maior semelhanca nos voltamogramas ciclicos e, por isso, estas amostras

apresentam-se sobrepostas no espaco bidimensional definido em cada gréfico da Figura 10.
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derivada; D) pré-tratamento 22 derivada
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Figura 8 — Voltamogramas ciclicos obtidos com eléctrodos de grafite sem e com

nanoparticulas nas amostras de mel: A) originais; B) pré-tratamento escalonamento; C) pré-

tratamento 12 derivada; D) pré-tratamento 22 derivada.
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Figura 10 — Representa¢des graficas dos 3 primeiros CPs PLS-DA obtidas da discriminagéo

dos 5 méis usando voltametria ciclica (dados originais) com o elétrodo G.

Em vez de projetar as amostras no espacgo de representacdo XY combinado, como
mostrado anteriormente, podem-se sobrepor os graficos de representacdo X e Y através dos
graficos de “seta”, como o apresentado na Figura 11, para o modelo de discriminagdo PLS-
DA dos 5 méis usando voltametria ciclica (dados originais) com o elétrodo G. Nesta figura,
cada seta une a mesma amostra do espaco X ao espago Y e setas curtas indicam uma boa
concordancia encontrada pelo modelo entre os dois conjuntos de dados, enquanto que setas
longas mostram um desacordo entre os dois conjuntos de dados. O inicio da seta indica a
localizacdo da amostra no gréafico de representacdo de X e a ponta, a localizacdo da amostra
no espaco de Y. De reparar, que sdo os meis A5 que estdo no centro do gréafico, indicando
que nestes meis se obtiveram voltamogramas com intensidades médias relativamente aos
restantes méis.

Na Figura 12 visualiza-se a contribuicdo de cada potencial do voltamograma ciclico
nas 7 CPs presentes no melhor modelo PLS-DA selecionado para a discriminacdo dos 5 meis
usando voltametria ciclica (dados originais) com o elétrodo G. Os 7 CPs tém informacéo
maioritaria dos méis Al, A2 e A4; e, de forma mais pontual, sobre os méis do grupo A3. A
informagdo sobre os méis A5 parece ser mais residual (coeficientes baixos nos CPs,
inferindo-se que foram discriminados por ultimo. Outra maneira de verificar a influéncia das

CPs na discriminacdo dos diferentes grupos de méis € o grafico da curva ROC (do inglés
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“Receiver Operating Characteristic”) que € insensivel ao desequilibrio de classes e permite
visualizar as variacGes entre sensibilidade e especificidade no modelo de discriminacéo. Para
este grafico calculam-se os valores de AUC (do inglés “Area Under the Curve”) a partir da
validacdo cruzada, usando grupos de amostras para avaliar a capacidade de cada modelo na
previsdo de classificacdo (calculada em média). O ROC é uma curva de probabilidade e a
AUC representa o grau ou medida da separabilidade entre os grupos. O gréafico informa em
que medida, o modelo é capaz de distinguir os grupos (classes). Quanto maior a AUC,
melhor o modelo consegue prever 0s como 0s e 1s como 1s. Na Figura 13 mostram-se
exemplos de curva ROC da validacao cruzada com o modelo PLS-DA para a discriminacao

dos 5 méis usando voltametria ciclica (dados originais) com o elétrodo G, usando 7 CPs.

10

Espaco Y

o Al
A2
A3

A5

-10

-15 -10 -5 0 5 10 15

Espaco X

Figura 11 — Gréfico de setas para 0 modelo de discriminagdo PLS-DA com 7 CPs dos 5 méis

usando voltametria ciclica (dados originais) com o elétrodo G.
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G.
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A Figura 13 mostra que o modelo PLS-DA com 6 e 7 componentes apresenta valores
AUC semelhantes na discriminacdo das amostras de mel nos 5 grupos analisados. Como ja
foi referido, 0 modelo com 7 CPs mostrou resultados de classificagdes corretas na validagao
cruzada com k-folds (valor médio de 54 modelos testados) de 100%, tal como, para a
sensibilidade e seletividade do melhor modelo selecionado. Neste caso, considerou-se que o
modelo de discriminacdo mais adequado para efeitos comparativos do desempenho do
elétrodo de G com os voltamogramas ciclicos (dados originais) seria 0 modelo PLS-DA com
6 CPs. Devido a similaridade encontrada nos resultados da aplicagdo do modelo PLS-DA
com os 4 eléctrodos, quer com os dados originais quer com 0s pre-tratamentos dos
voltamogramas ciclicos, definiu-se que o nimero selecionado de CPs no modelo PLS-DA
corresponderia a obtencdo da curva ROC, exemplificada na Figura 13 no gréfico com 6 CPs.

Na Tabela 10 mostram-se os resultados obtidos dos modelos selecionados para os
dados originais e para os dados com tratamento associados aos valores AUC total, o qual tem
por funcdo determinar a assertividade do modelo obtido. No geral, verifica-se que os modelo
PLS-DA obtidos mostram descriminagdes aceitaveis dos 5 méis para os 4 eléctrodos, quer
com os dados originais quer com o0s pré-tratamentos dos voltamogramas ciclicos. Os
resultados mostram que, na validacdo cruzada dos modelos PLS-DA, a sensibilidade média
foi sempre superior a 0,91%, o que mostra a robustez dos modelos na discriminac¢do dos 5
méis, indicando que as anélises as amostras de mel mostram exatidao e precisdo aceitaveis.

Os melhores modelos selecionados mostram sensibilidades e seletividades superiores
a variar entre 0,91 e 0,99%, mostrando que os 4 eléctrodos, quer com os dados originais quer
com os pré-tratamentos dos voltamogramas ciclicos, permitem a discriminacdo aceitavel dos
5 méis. Verificou-se que, de forma geral, os grupos de mel com previsdes de classificacfes
corretas de 100% séo os dos méis A2 e A3. Dependendo dos modelos, os méis Al, A4 e A5
poderdo ter mas classificagdes. Dos resultados de cada elétrodo salientam-se os melhores
modelos (a negrito na Tabela 10) selecionados considerando: primeiro, 0 maior valor de
exatidao nas classificacGes por validacdo cruzada; segundo, o maior valor de sensibilidade e
seletividade no melhor modelo obtido; terceiro, o valor mais elevado de AUC no melhor
modelo obtido. De realcar que se desejam modelos com o menor nimero de CPs, porque

modelos mais simples mostram geralmente maior robustez na previséo de classificacao.
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Tabela 10 - Resultados da validagéo cruzada k-folds e dos melhores modelos de PLS-DA obtidos

Exatidéo Melhor modelo Classificacdes corretas (sensibilidade)
Eléctodo nCPs Tratamento k-folds Sensibilidade  Seletividade AUC total Gl G2 G3 G4 G5

6 Original 0.978 0.978 0.994 0.974 0,889 1,000 1,000 1,000 1,000

6 Escalonamento 0.933 0.933 0.983 0.972 0,667 1,000 1,000 1,000 1,000

© 8 12 Derivada 0.933 0.933 0.983 0.967 0,778 1,000 1,000 1,000 1,000
7 22 Derivada 0.933 0.933 0.983 0.982 0,778 1,000 1,000 1,000 0,889

6 Original 0.911 0.911 0.978 0.951 0,889 1,000 1,000 0,889 0,778

7 Escalonamento 0.978 0.978 0.994 0.979 0,889 1,000 1,000 1,000 1,000

GNp 6 12 Derivada 0.956 0.956 0.989 0.977 0,778 1,000 1,000 1,000 1,000
5 22 Derivada 0.956 0.956 0.989 0.971 0,889 1,000 1,000 1,000 0,889

9 Original 0.933 0.933 0.983 0.926 0,778 1,000 1,000 1,000 0,889

5 Escalonamento 0.978 0.978 0.994 0.968 1,000 1,000 1,000 0,889 1,000

o 6 12 Derivada 0.978 0.978 0.994 1.000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,889
6 22 Derivada 0.978 0.978 0.994 0.996 1,000 1,000 1,000 0,889 1,000

8 Original 0.978 0.978 0.994 0.994 0,889 1,000 1,000 1,000 1,000

6 Escalonamento 0.956 0.956 0.989 0.984 0,778 1,000 1,000 1,000 1,000

cv 6 12 Derivada 0.978 0.978 0.994 0.989 0,889 1,000 1,000 1,000 1,000
5 22 Derivada 0.956 0.956 0.989 0.985 1,000 1,000 1,000 0,778 1,000

nCPs — nimero de componentes; G — Elétrodo composito de grafite; GNp - Elétrodo compdsito de grafite com nanoparticulas; PT - Elétrodo de platina; CV - Elétrodo de carbono vitreo; G1 —

grupo das amostras de mel Al; G2 — grupo das amostras de mel A2; G3 — grupo das amostras de mel A3; G4 — grupo das amostras de mel A4; G5 — grupo das amostras de mel A5.
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Considerando o referido, os melhores modelos PLS-DA obtidos de cada elétrodo
testado mostraram terem sensibilidades e seletividades com o mesmo valor (97,8% e
99,4%, respetivamente). A seguir faz-se uma breve descricdo dos melhores modelos
PLS-DA obtidos para cada elétrodo:

- elétrodo de G: no modelo obtido com dados originais dos voltamogramas ciclicos
usando 6 CPs, apresentou ma classificacdo numa amostra A1, classificada como sendo
A5;

- elétrodo de GNp: no modelo obtido com os voltamogramas ciclicos pré-tratados com
escalonamento usando 7 CPs, 1 amostra Al foi ma classificada como sendo amostra
Ad;

- elétrodo de PT: o modelo obtido com os voltamogramas ciclicos com pré-tratamento
da 12 derivada e com 6 CPs, classificou erradamente uma amostra A5 como sendo A4;

- elétrodo de CV: o0 modelo obtido com os dados originais do voltamograma ciclico e 8
CPs, classificou mal uma amostra A1 como sendo AS5.

Dos 4 modelos acima selecionados, 0s melhores resultados foram obtidos com o
eléctrodo de G porque, 0 modelo selecionado tem o menor numero de CPs e 0s
resultados de previsdo mostram apenas uma amostra mal classificada. Como o elétrodo
de GNp mostrou mais sensibilidade nos sinais medidos, podendo-se inferir que também
incrementou as diferencas provenientes da analise, o que justificaria um modelo PLS-
DA com voltamogramas ciclicos escalonados e maior nimero de CPs. De salientar que
os eléctrodos compositos e o de carbono vitreo apresentam os multiplos modelos que,
em geral, classificam mal uma das amostras Al (grupo 1), enquanto que no elétrodo de
platina, incidem nas amostras de A4 e A5. Em geral, os 4 eléctrodos usados mostram
capacidade de discriminar as 5 amostras de mel quer com os voltamogramas ciclicos
originais, quer com os voltamogramas com o0s 3 pré-tratamentos testados.

De referir que todos os modelos PLS-DA referidos na Tabela 10 apresentariam
sensibilidades com 100% de classificacbes corretas se for acrescentado mais 1
componente ao numero de CPs indicados para o0 melhor modelo.

Todos os graficos de discriminacdo para os melhores modelos PLS-DA
mostraram aspecto visiual semelhantes (tal como, o apresentado na Figura 11). A ordem
de discriminacgéo dos 5 grupos (5 meis) na primeira dimenséo foi A4 — A1 — A5 - A3 -
A2 (amostras no espaco X, do quadrante negativo para o0 quadrante positivo). Esta
ordem correspondeu a sequéncia de cores das amostras de mel, do mais claro para o

mais escuro (AC — AC — A — E — E, respetivamente), mostrando que a composic¢ao da
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matriz de cada mel esta relacionada com a discriminacdo obtida por voltametria ciclica.
Ou seja, como foi referido no capitulo da Introducéo, a cor do mel esta relacionada com
0s niveis de sais minerais e compostos fendlicos, cuja composi¢do depende da origem
botanica do néctar utilizado na sua producdo. Assim, o mel escuro mostra uma matriz
mais complexa do que os méis mais claros (Bertoncelj, 2007; Baltrusaityté et al., 2007;
Finola et al., 2007).
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4., CONCLUSAO

Verificou-se que 0s objetivos deste trabalho foram completados considerando
que os dois eléctrodos construidos e os eléctrodos comerciais obtiveram um bom
desempenho analitico por voltametria ciclica pois, permitiram discriminar as 5 amostras
de mel usadas neste trabalho. Para isto, implementou-se com sucesso a técnica
estatistica multivariada PLS-DA, usando modelos com voltamogramas ciclicos originais
ou apoOs pré-tratamento destes por escalonamento ou 12 derivada. Neste estudo,
considerou-se os melhores modelos testados com validagdo interna usando k-folds,
selecionados por terem o menor nimero de CPs, seletividade e sensibilidade maior que
97%.

Os resultados globais obtidos indicaram que o eléctrodo de G mostrou melhor
comportamento analitico, pois 0 melhor modelo foi obtido com 6 CPs usando os dados
originais dos voltamogramas ciclicos. Em seguida, foi o eléctrodo de GNp que
apresentou um modelo selecionado contendo 7 CPs, usando os dados escalonados dos
voltamogramas ciclicos. No caso do eléctrodos comerciais, o eléctrodo de CV permitiu
obter um modelo PLS-DA com desempenho semelhante ao eléctrodo de G, mas com 8
CPs. Com o eléctrodo de PT obteu-se um modelo de previsdo com 6 CPs, mas este foi
obtido com dos dados da 12 derivada dos voltamogramas ciclicos, o que implica um
modelo mais complexo.

Considerando a facilidade do processo de construcdo dos eléctrodos compdsitos
de grafite e 0 bom desempenho analitico destes, conclui-se que sdo uma alternativa aos
eléctrodos de PT e CV comercais. Mais, a andlise voltamétrica ciclica acoplada a
modelacdo PLS-DA (estabelecidas metodologias no ambito desta pesquisa) mostraram
uma possibilidade de aplicacdo em trabalhos futuros na andlise qualitativa do mel, uma
vez que foi confirmado que possui vantagens de ser uma técnica rapida, barata e simples

na discriminacdo do mel.
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