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Resumo

O mel de urze, proveniente da floracdo de urzes (Erica sp.), € um produto apicola
caracteristico das terras altas e montanhosas de Portugal. A procura de méis monoflorais,
devido as suas caracteristicas particulares de sabor, aroma e propriedades biologicas, tem
vindo a aumentar, tendo estes méis um maior valor comercial. Devido a este
reconhecimento, estes méis apresentam uma maior susceptibilidade a adulteracdes
através da rotulagem e também através da mistura de outros méis de qualidade inferior.
Este trabalho teve como objetivo o estudo da composicdo e valor nutricional de méis
comerciais de urze (Erica sp.), contribuindo deste modo para a caracterizacdo e
valorizagédo deste produto.

Durante este estudo foram estudadas 12 amostras de mel de urze provenientes de sete
areas geogréaficas distintas de Portugal, tendo-se procedido a respetiva analise
melissopalinoldgica e avaliacdo de diversos parametros fisico-quimicos (cor, humidade,
pH, acidez, condutividade, indice diastasico e teor em prolina, 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF) e compostos fendlicos totais), para além dos perfis em aclcares, compostos
fenolicos e compostos volateis. Foi ainda avaliada a composicao nutricional, a atividade
antioxidante (poder redutor e bloqueador de radicais livres) e as caracteristicas reoldgicas
das varias amostras de mel.

A andlise melissopalinoldgica evidenciou a presenca de 43 tipos de graos de pélen,
sendo os polens de urze (Erica sp), Castanea sativa e Rubus os maioritarios, ndo se tendo
identificado elementos de melada, o que permite concluir que se tratam de méis de néctar.
As amostras A8 (regido da Lousd), A1l e A10 (regido de Boticas) foram classificadas
como meéis monoflorais de urze, as amostras Al (regido de Chaves) e A4 (regido de
Aguiar da Beira) como méis monoflorais de castanheiro e as amostras A3 (regido de
Aguiar da Beira), A6 (regido de Boticas) e A7 (regido de Palmela) como méis
multiflorais. As amostras Ac, A2, A5 e A9 apresentaram percentagens de polen de urze
muito proximas do limite que é estabelecido para serem considerados méis monoflorais
de urze.

Os méis estudados apresentaram valores de pH compreendidos entre 3,8 e 4,5, uma

cor gue variou entre o ambar claro e o ambar escuro e um comportamento de escoamento
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maioritariamente Newtoniano, as diferentes temperaturas estudadas (25, 35 e 45 °C). De
uma forma geral, as amostras de mel apresentaram teores de humidade, acidez livre, 5-
HMF, prolina e valores de indice diastasico dentro dos limites estabelecidos pelo Decreto-
Lei n° 214/2003, de 18 de setembro, sugerindo uma extragdo do mel com um adequado
grau de maturacdo. Apenas a amostra A6 apresentou um teor de 5-HMF superior ao
estipulado na legislacdo, apesar de apresentar um valor de indice diastasico que esta de
acordo com a mesma, sugerindo a possivel utilizacdo de algum tratamento térmico ou
método de conservacdo menos adequado.

A andlise do perfil em acucares, efetuada por recurso a técnica de cromatografia
liquida de alta pressdo com detecao por indice de refracdo (HPLC-RI), revelou a presenca
de frutose e de glucose como compostos maioritarios e que no total perfizeram mais de
60% dos agUcares detetados. Foram ainda detetados em menor proporcao outros agucares,
como erlose e melizitose nas amostras Al (regido de Chaves) e A3 (regido de Aguiar da
Beira) e que deixam em aberto a possibilidade destes méis apresentarem vestigios de
melada, embora ndo tenham sido detetados elementos de melada através da analise
melissopalinoldgica. Relativamente ao perfil em compostos fendlicos foi possivel
identificar vinte e sete compostos fenolicos (doze acidos fendlicos e quinze flavonoides),
para além de dois compostos isoprendides (isomeros do acido abscisico). As amostras de
mel monofloral de urze apresentaram uma maior quantidade de acidos fendlicos
relativamente aos compostos da classe dos flavonoides. No entanto, 0s compostos mais
abundantes foram os isémeros do &cido abscisico, considerados como indicadores de
origem botanica para o mel de urze, e que foram detetados em todas as amostras, a
excecdo da amostra Al. Através da extracdo dos compostos volateis por micro-extracdo
em fase solida (SPME) e respetiva analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) foi possivel detetar cinquenta e nove compostos
pertencentes a varias familias quimicas, sendo os terpenos hotrienol e o 6xido de cis-
linalol, e também o aldeido nonanal os compostos detetados em maior proporgdo, em

termos de percentagem de area relativa.
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Abstract

Heather honey, from the heather bloom (Erica sp.), is a bee product typical of the
highland regions of Portugal. Due to their particular flavor, taste, and biological
properties, monofloral honeys are highly demanded by the consumer, increasing its
commercial value. Because of that, monofloral honeys became more susceptible to be
adulterated through incorrect labeling and fraudulent admixing with other low quality
honeys. The aim of the present work was to analyze the physicochemical properties and
nutritional composition of heather honey (Erica sp.), in order to increase the knowledge
about heather honey and valorize this product.

During this work, 12 heather honey samples from seven different geographic areas
of Portugal were studied. Melissopalinological and physicochemical analysis (color,
moisture, pH, acidity, conductivity, diastase index, proline, 5-hydroxymethylfurfural (5-
HMF), and total phenolic compounds contents) were performed, as well as the evaluation
of the sugar, phenolic and volatile profiles. Nutritional composition, antioxidant activity
(reducing power and DPPH free radical scavenging activity), and rheological
characteristics were also evaluated.

The melissopalinological analysis showed the presence of 43 types of pollen grains,
with heather (Erica sp), Castanea sativa and Rubus pollens as the most abundant.
Furthermore, since no honeydew elements were detected, all the analyzed samples were
classified as nectar honeys. Samples A8 (Lousé region), All, and A10 (Boticas region)
were classified as heather monofloral honeys; samples Al (Chaves region) and A4
(Aguiar da Beira region) as chestnut monofloral honeys, and A3 (Aguiar da Beira region),
A6 (Boticas region), and A7 (Palmela region) as multifloral honeys. Ac, A2, A5 and A9
samples showed percentages of heather pollen very close to the limit established for
heather monofloral honeys.

The honeys studied showed pH values between 3.8 and 4.5, a color ranging from light
amber to dark amber, and most exhibited a Newtonian flow behavior at different
temperatures (25, 35 and 45 °C). Generally, honey samples presented values of moisture,
free acidity, 5-HMF, proline content, and diastase index within the limits established by
Decreto-Lei n°. 214/2003, from 18" September, suggesting that the honey was extracted
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at a correct ripeness level. Altough exhibiting a normal diastase index, the A6 sample
presented a 5-HMF value higher than the admitted in the legislation, suggesting that less
adequate heat treatments and/or conservation methods might have been employed.

The sugar profile, analyzed by high pressure liquid chromatography with refractive index
detection (HPLC-RI), showed that fructose and glucose were the most abundant
compounds, representing more than 60% of total sugars. Other sugars, such as erlose and
melizitose, were also detected in a lower proportion in the samples Al (Chaves region)
and A3 (Aguiar da Beira region). This suggests that these honeys may contain some
honeydew vestiges, although not identified in the melissopalinological analysis.
Regarding the phenolic profile, twenty-seven phenolic compounds (twelve phenolic acids
and fifteen flavonoids) and two isoprenoid compounds (isomers of abscisic acid) were
identified. Heather monofloral honey samples showed a higher amount of phenolic acids
than flavonoids. However, the most abundant compounds were the isomers of abscisic
acid, which are considered botanical origin markers for heather honey, and were detected
in all samples, except for Al. Solid-phase microextraction (SPME) of the volatile
compounds and subsequent analysis using gas chromatography-mass spectrometry
(SPME-GC/MS) technique allowed to detect 59 compounds of several chemical families.
Terpenes hotrienol and cis-linalool oxide, together with the aldehyde nonanal, were the

compounds detected in higher amounts, expressed as relative percentage areas.



Indice geral

AGFradECIMENTOS ......veevieieciie ettt e et e e e e s reesreesbesseesreeeeaneenreeneean v
RESUIMO ...ttt e e nne e Vil
ADSTFACT ...t bbb IX
[LaTo [Tot=N e [ 10 LU L = - OO XV
INGICE 0B TADEIAS ..ottt XVii
Abreviaturas € SIMDOI0S...........coviiiiiiccc s Xviii

Capitulo I - Introducéo

L INEOTUGED. .. e ettt e 1
I R O T o] 1< £ Y7o £SO 1
2. Produtos apiCoIas.........eccueiieiieie et 2
2.1, POIBN ot re e 3
2.2, GBI ittt h ettt reennes 4
2.3, PIOPOLIS .o 4
2.4, Veneno da abelha -ApPItOXING.........cccoiiiiiiiieieee e 5
2.5, GEIBIATEAL ... 6
2.6, MBI 7
2.6.1.  Classificagdo do mMel ... 7
2.6.2.  Origem DOANICA ......coveieieiieieesie e 8
2.6.3.  Parametros de qualidade do mel.........cccccoeiiiiiiiii 9
2.6.4  Propriedades 0rganoletiCas...........cuurerierirreiese s 11
2.6.4. 1. COF ettt bbbt nree e 11
2.6.4.2. ATOMA € SADOT ...ttt bbbt bbb 12

2.6.5.  Par@metros fiSICO-QUIMICOS ........oiiiiiieieieie e 12
2.6.5. 1. AGUCEAIES ....oeeveerieiesie st eie sttt ettt sttt sttt sreaneene s 13



2.6.5.2.  pH, acidez livre, acidez lactdnica e acidez total............ccceeevrvrnnene 14

2.6.5.3.  HUMIAE ....cooiiiiiiecc s 14
2.6.5.4.  Teor em cinzas e condutividade ............ccocvriririininienenese s 15
2.6.6.  Par@metros NUIFICIONGIS .....cveveiviiiiiiieieeieie ettt 15
2.6.6.1.  COmMPOSLOS AZOLAADS ........ueeiveerieiieiieeie e 15
2.6.6.2.  VITAIMINGS ...ooviiiiieiee ettt 16
2.6.7.  CaracterizaGao DIOQUIMICA .......cccvevveiieiieie e 16
2.6.7.1.  5-Hidroximetilfurfural e indice diastasiCo ...........cccocerrreririinisinnnns 16
2.6.8.  CompoStos TENOLICOS ......c.ecvveiiiiieeieie st 18
2.6.9.  COMPOSLOS VOIALEIS. ......ecivieiiiiieciece et 19
2.6.10. CaracterizaGao re0l0giCa.........cccvveiuiiieiieie e 20
2.6.11. Mel: alimento € SAUAE........cceeereireiieieieere e 22
2.7, MEIAE UIZE ..ot sreene s 23

Capitulo Il — Material e métodos

3. Material € MEBLOUOS .......ccvirieieiee et 25
3 1. AMOSTIAGEIM ...ttt 25
3.2, ANALISE A0 MEI ..o 26

3.2.1. ANALISE POINICA ..ot 26
T o] OSSPSR 26
3.2.3. HUMIAAAE ....coeoiieieee et 27
3.2.4.  CoNAUEIVIAAAE........eeeeeeeeiieie e 27
T T O | .2 L SRS 27
3.2.6. pH, acidez livre e acidez 1aCtOnICa ..........cccevveveeieciie i 28
327, PrOIN@ .o 28
3.2.8.  AGUCAIES ...ouveeeiieeieeieetie ettt sttt bbbttt st renneereas 29
3.2.9.  5-Hidroximetilfurfural .............cocoooiiiii 30
3.2.10.  INGICE UIASASICO .....vvvecvereeececeeeee ettt 31
3.2.11. Par@metroS NUEIFICIONGNS .....oveveiveireiiieieeieiesie st enee e re s eneas 31

32111, PrOLEINAS ..ccveeuieieieiie ettt sttt st bt aneene s 31

3.2.11.2.  Hidratos de CarbONO .........cooveieiieiieieeee e s 32



321130 ENEIGIA ittt 32

3.2.12. Conteddo em fenOiS tOLAIS .......ecerveiirieieie et 32
3.2.13. Atividade antioXidante...........ccooiriiirieiieieie e 33
3.2.13.1. Efeito blogueador de radicais livres DPPH.............cccccceiveiiiiieieenne. 33
3.2.13.2.  POAEr FEAULON ...ttt e 34
3.2.14. Compostos TENOLICOS ......ceciveiieiieie e 34
B B {1 - (07 1 USRI 34
3.2.14.2.  Andlise por UPLC/DAD/ESI-MS"........ccccoiiiiiiniiinieneriee e 35
3.2.15. Analise de compostos VOIALEIS. .........ccuevveiiiiieiieie e 36
3.2.15.1. Microextracdo em fase solida (SPME)........cccccccvvevveveiieeiicie s, 36
3.2.15.2. Analise cromatografica por GC-MS ........c..ccceviviveveiic e 37
3.2.16. Caracterizago reOlOQICA. ........ervererririeieeste e 37
3.2.16. 1. VISCOSIAAAR ....ocvvevieieeie sttt 37
3.2.16.2. TEXEUIA oottt ettt 38

Capitulo 111 — Resultados e discucgéo

4. Parametros de avaliagio da qualidade do mel..........ccooeiiiiniiiiiiie 40
4.1, ANALISE POIINICA ..ot 40
4.2.  Caracterizagao fiSiCO-QUIMICA.......cccereireieee e 43

O S O o | SO R PSPPSR 43
A 010 01 T F=Uo [ SR 44
4.2.3.  Condutividade EleriCa.........cccueiveieriereie e 45
424, PHEACIHRZ ..o 45
4.25.  5-Hidroximetilfurfural .............ccooiieiiii e 47
4.2.6.  INCICE QIASTASICO .......vvveceeececeerceee ettt 49
A.2.7.  PrOIING ..o s 49
4.2.8.  Perfil e aQUCAIES.......coiuiiiiiieieieee e 50
4.3.  Par@metros NUEFICIONAIS.........cieiirierieieieie ettt 54
4.4. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.............cccccceeveveeieineennn. 55
4.4.1.  Compostos fendlicos tOtaIS.........ccccveiviiiciicic e 56
A.4.2.  POUEI TEAULON ...ovviiiii ettt 57



4.4.3. Efeito bloqueador de radicais lIVIes ...........cccooviiiiiiieiiieiciesc s
4.5.  Perfil de compostos FENOIICOS ........c.ccveiiiiieiicie s
4.6.  COMPOSIOS VOIALEIS ....c.vvevviiiieiiecie sttt et
4.7.  Propriedades re0lOgiCas ........cccvevviiieieeie e

471, VISCOSIUAUE......cueiuiieeieiteite sttt

A.7.2. TEXEUIG.coeiiiieiecee ettt e e ne e ne e

Capitulo 1V — Conclusao e perspetivas de trabalho
(00 001 117 To SRS ORPSN

Perspetivas de trabalno ..o

Capitulo V — Referéncias bibliograficas

Referéncias BibIIOGrafiCas...........cceiiiiiiicii e

Capitulo VI - Anexos

Xiv



Indice de figuras

Figura 1 — POlen de abelna .......cooiiiiiie e 3
Figura 2 - Cerade abelNa..........cooiiiii s 4
FIQUIA 3 — PrOPOLIS. ..ottt et ste e enna e 5
Figura 4- Geléia real [15]. ..cvooeiieii et sre e 6
Figura 5- Méis monoflorais em Portugal [25]........ccccoeieriniiiiiiiieseeceesese e 9

Figura 6- Estrutura geral dos compostos fendlicos mais comuns encontrados no mel: a)
- &cido hidroxibenzdico (acido p-hidroxibenzdicos, R1=H, R2=H); b) — &cido

hidroxicinamico (acido p-cumarico, R1=H; acido cafeico, R1=0H); c) estrutura geral de

UM FIAVONGITR. ...ttt ereereens 18
Figura 7- Estrutura do 4Cido €lAgICO. ......ooviviiiiiiiiiere e 19
Figura 8 -Modelo de grafico obtido pelo reOmetro. .........cccceevveveevi i 21
Figura 9 - Abelha recolhendo néctar de Erica australis (urze vermelha). .................... 23
Figura 10- Origem geografica das amostras de mel [93]. .....ccccoeiviniiiiiniiicneecee 25
Figura 11 - Medidor de condutividade. ............ccuiieieiiiiiiieeese e 27
Figura 12 - Medidor de aCIUBZ..........coueiieiieiiie e 28
Figura 13 - Equipamento de UHPLC/DAD/ESI-MS"...........ccoieiiiiiieee e 35
Figura 14- Extracdo de compostos volateis por SPME. ..........cccoooveiiiienniineneeeee, 36
FIgura 15 - TEXTUFOMELIO. ...c.veveieiieieiieiieeeie ettt sttt 38

Figura 16 - Identificacdo polinica da amostra A2 : (a) Erica umbellata; (b) Erica
arborea; (c) Castanea sativa; (d) Rubus; (e) Cytisus; (f) Crataegus. .........ccccceevverueenee. 41
Figura 17 - Cromatograma referente a andalise do perfil de acucares por HPLC-RI. da
AIMOSTIA ALC. .ttt ettt ettt ettt e e bt e e bt e et e e e e a b e e e anb e e e nRb e e e nnn e e nn e e enneas 51
Figura 18 - Perfil fendlico, obtido por UPLC/DAD/ESI-MS", do extrato de mel
referente nesta amostra Ac, a 280 nm (0s nimeros na figura representam 0s compostos
fenolicos identificados na amostra, Tabela XI)........ccccoooiiiiiiiiicc e, 58
Figura 19 - Viscosidade em fungéo da velocidade de rotacdo do do spindle do
viscosimetro para a amostra de mel A7, ensaiada as temperaturas de (25°C, 35°C e
O TSRS 69

Xv


file:///C:/Users/Elsa%20Caveiro/Desktop/Tese_Elsa_Last%20soraia%202%5b242%5d%20comp.docx%23_Toc499245520
file:///C:/Users/Elsa%20Caveiro/Desktop/Tese_Elsa_Last%20soraia%202%5b242%5d%20comp.docx%23_Toc499245524
file:///C:/Users/Elsa%20Caveiro/Desktop/Tese_Elsa_Last%20soraia%202%5b242%5d%20comp.docx%23_Toc499245533
file:///C:/Users/Elsa%20Caveiro/Desktop/Tese_Elsa_Last%20soraia%202%5b242%5d%20comp.docx%23_Toc499245533

Figura 20 - Variacdo da viscosidade em funcao do tempo, para as amostras de mel A3 e
Ab, ensaiadas a temperatura de 25°C € 35%C.......cccvcieiieieeiie i 70
Figura 21 - Tracado tipico fornecido pelo redmetro durante um ensaio de extruséo de

retorn0 (DACK EXEFUSTON).......oiuieiiiiiesieeie sttt sttt ste e sreesneanee s 70

XVi


file:///C:/Users/Elsa%20Caveiro/Desktop/Tese_Elsa_Last%20soraia%202%5b242%5d%20comp.docx%23_Toc499245536
file:///C:/Users/Elsa%20Caveiro/Desktop/Tese_Elsa_Last%20soraia%202%5b242%5d%20comp.docx%23_Toc499245536

Indice de tabelas

Tabela | - Pardmetros de qualidade do mel. ..o 10
Tabela 11 - Classificagéo das cores do mel, na escala de Pfund [7]. ..o 11
Tabela 111 - Composicdo vitaminica do Mel. .........cccoveviiieiieece e 16
Tabela IVV- Origem geogréafica e ano de producdo das amostras de mel....................... 25

Tabela V - Intervalo de concentragdes referente a cada padrdo, respetivos coeficientes

de correlagéo e retas de Calibragao. ..........ccocvriiiiiiiiii e 30
Tabela VI - Caracteristicas polinicas das amostras de mel analisadas. ......................... 42
Tabela VII - Parametros fisico-quimicos: Cor, humidade e condutividade. ................. 43
Tabela VIII - pH e acidez das amostras de mel analisadas. ............ccceevevviienenriesnnne. 47

Tabela IX - Pardmetros fisico-quimicos do mel: 5-HMF, indice diastasico e prolina.. 48
Tabela X - Perfil de agucares, obtido por HPLC-RI, das amostras de mel estudadas
(valores expressos em ¢/100g de MEI).......ciieiiieiieiecc e 53
Tabela XI - Valores nutricionais do mel: Cinzas, energia, proteinas e hidratos de

(072 T 10 3 T TR 55

Tabela XII - Teor em compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das amostras

B MELL et naaens 56
Tabela X111 - Compostos fendlicos e acido abscisico identificados por
UPLC/DAD/ESI-MS" nas amostras de mel em eStudo. .........cccoveveveeerieienscese e 59

Tabela X1V - Quantidade de compostos fendlicos, expressa em mg/100 g de mel,
detetados Nas aMOSEras A& MENL. ......cuiiiiiiiiii e 61

Tabela XV - Contetdo das principais classes de compostos fenolicos presentes em

AMOSLIAS U IMEL. ..ot s te e e e e teeneenneenees 63
Tabela XVI - Compostos volateis presentes nas amostras analisadas .......................... 65
Tabela XVII - Resultados dos compostos volateis encontrados nestas amostras. ........ 67

Tabela XVIII - Caracterizagdo da textura das amostras de mel: firmeza, consisténcia,
coesividade e indice de VISCOSIAAE. .......ccveveiierieiieirece e 71

XVii



Abreviaturas e simbolos

[M-H] - 130 produto

5-HMF - 5-Hidroximetilfurfural

Abs - Absorvancia

DOP- Denominagdo de origem protegida

FAO- Organizacdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura

EAG- Equivalentes de acido galico

GC- Cromatografia gasosa

HPLC- Cromatografia liquida de alta pressao

IHC— Comisséo internacional do mel

LC- Cromatografia liquida

LRI — indice linear de retencéo

MS- Espectrometria de massa

RI- indice de refracio

SPME- Micro-Extracdo em fase Solida

tr — tempo de retencdo

UE- Unido Europeia;

UPLC/DADI/ESI-MS" - cromatografia liquida de ultrapressao com detecdo por
fotodiodos e acoplada a espectrometria de massa tandem com ionizagéo por electrospray

UVmax — Absor¢cdo méxima no ultravioleta

XViii



Capitulo |

Introducao






Capitulo |- Introducdo

Introducéo

O sector apicola sempre foi uma atividade tradicional ligada a agricultura e consiste
na criacdo e gestdo de colonias de abelhas com o objetivo de recolher produtos apicolas,
proporcionando em simultaneo um servico de polinizagdo fundamental & manutengéo dos
ecossistemas e reproducdo das plantas. A Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO) estima que das 100 espécies de culturas que fornecem
90% dos alimentos em todo o mundo, 71 s&o polinizadas por abelhas [1].

A apicultura é praticada em todos os paises da Unido Europeia (UE) e caracteriza-se
por uma grande diversidade de condicdes de producdo, rendimentos e praticas apicolas.
Na maioria, a espécie de abelha mais utilizada é Apis mellifera, existindo em Portugal
uma subespécie carateristica da peninsula ibérica, a Apis mellifera iberiensis [2].
Atualmente, tendo em conta as ameacas a sobrevivéncia das abelhas e o seu importante
valor econdmico e ecoldgico, € necessario monitorizar continuamente o estado sanitario
das abelhas, e dessa forma assegurar um conjunto de matérias-primas e produtos apicolas,
que possuem potencialidades farmacoldgicas e nutricionais [3], sendo promotores da
salide humana. A utilizacdo de produtos apicolas na dieta humana e na medicina popular
¢ uma tradicdo referida desde a antiguidade [4].

Em Portugal, a apicultura € uma atividade robusta e em expanséo devido as condi¢bes
edafoclimaticas favoraveis e a rica flora apicola. No entanto, nos ultimos anos, em alguns
paises da UE, a atividade apicola tem enfrentado uma reducdo no nimero de abelhas e
perdas de coldnias, particularmente nos paises da Europa Ocidental incluindo Franca,
Bélgica, Suica, Alemanha, Reino Unido, Holanda, Itdlia e Espanha [5], este fendmeno
ndo se tem verificado em Portugal com o numero de coldnias aproximadamente estavel

em torno das 600 mil.

1.1. Objetivos

A apicultura é um setor da agricultura de facil implementacdo uma vez que requer
um baixo investimento e simultaneamente possibilita um retorno significativo, quer ao
nivel econémico quer ao nivel alimentar, com um impacto positivo no equilibrio

ecologico. Este estudo tem como objetivo a caraterizacdo de amostras comerciais
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rotuladas como mel de urze proveniente de diferentes regides de Portugal, de modo a
atestar a autenticidade da origem floral designada no rétulo
De forma a atingir o objetivo proposto foram efetuadas diversas tarefas,

nomeadamente:

(i) identificacdo floral do mel através de analise polinica;

(if) avaliacdo de parametros fisico-quimicos, como a condutividade
elétrica, pH, acidez livre, lactonica e acidez total, teor em hidroximetilfurfural,
humidade, indice diastésico, teor de prolina, perfil de aglcares, cor, proteinas,
cinzas, hidratos de carbono e energia;

(iii) avaliacdo da composicao fendlica por cromatografia liquida acoplada
com espectroscopia de massa (UHPLC/DAD/ESI-MS");

(iv) avaliacdo da atividade antioxidante in vitro, realizada através da
determinacdo do teor em fendis totais, da avaliacdo do efeito bloqueador de
radicais livres e do poder redutor das amostras;

(v) avaliacdo do perfil em compostos volateis por mico extracdo em fase
solida com analise por cromatografia gasosa e espectroscopia de massa
(SPME-GC/MS);

(vi) avaliacdo da viscosidade e propriedades reoldgica das amostras com

recurso a viscosimetro rotacional e texturometro.

2. Produtos apicolas

Tradicionalmente o mel é considerado o produto primario mais importante da
apicultura, sendo muito apreciado em todo o mundo pois é bastante utilizado no dia-a-dia
de muitas familias, essencialmente, na alimentacéo de criancas e idosos devido as suas
propriedades medicinais e elevado valor nutritivo.

Na mitologia grega o mel, a que 0s Gregos e Romanos chamavam “ambroésia”, era
considerado um “alimento digno de Deuses”. Ainda antes da apicultura ser considerada
uma atividade agricola, o mel ja era explorado como alimento, como adocante e como
simbolo empregado em cerimonias religiosas, magicas e terapéuticas, isto para além do
consumo de mel fermentado, o hidromel, considerado entdo como uma bebida

revigorante.
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Atualmente, a colmeia é vista ndo apenas pelo mel que se pode recolher, mas também
como fonte de um conjunto de outros produtos com diferentes carateristicas e
potencialidades, como a cera, o polen, a propolis, a geléia real ou o veneno de abelha. O
estudo e aprofundamento das carateristicas destes produtos é hoje em dia objeto de varios
estudos cientificos, ndo apenas para valorizar a apicultura mas para procurar novos usos

e explorar a capacidade nutricional e farmacoldgica destes produtos.

2.1. Pdlen

Atualmente em Portugal o polen apicola € um produto da colmeia ainda pouco
valorizado pela maioria dos apicultores, devido ao desconhecimento dos atributos que
este produto possui e a falta de conhecimentos técnicos.

Os gréos de polen séo estruturas microscopicas (Figura 1), gametas masculinos
localizados nas anteras de estames, indispensaveis para a fecundacdo do 6rgao sexual
feminino da flor e transformacdo da flor em frutos, assegurando a sobrevivéncia das

espécies.

Figura 1 — Pdlen de abelha

As abelhas recolhem este pélen ao visitar as flores, aglutinando-o com pequenas
quantidades de néctar e secrecdes salivares das abelhas obreiras [6-8]. Apds a recolha,
transportam-no para a colmeia nas patas traseiras onde é armazenado e colocado em
alvéolos [9]. Durante este processo, o polen é compactado e misturado com um pouco de
néctar até se obter uma massa espessa que passard por varias transformacdes e
fermentacdes devido a acdo enzimatica das secrecOes salivares, a humidade e também a
temperatura existente na colmeia, conferindo-lhe maior digestibilidade.

O pdlen é extremamente importante para a colmeia, € uma grande fonte de
alimento para as larvas proporcionando-lhes nutrientes importantes para 0 seu
desenvolvimento como as proteinas, aminoacidos essenciais [10] e hidratos de carbono,
lipidos (acidos gordos e esterdis), vitaminas e minerais [11]. Ao contrario do mel, ndo

3
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precisa de ser armazenado na colmeia em quantidades muito superiores as necessidades

das colonias [12].

2.2. Cera

A cera € um dos produtos apicolas de origem animal essencial para gestacdo das
abelhas e crescimento da colonia, para o armazenamento do mel e pélen, para a regulagédo
da temperatura interna da colmeia, para a qualidade do mel e também é importante na
discriminacgdo de odores [13]. A cera € segregada por oito glandulas ceriferas, situadas
nos quatro Gltimos esternos da parte ventral do abdoémen das abelhas obreiras com idades
compreendidas entre 0s 12 e os 18 dias. Estas produzem escamas de cera virgem de cor
branca que com a ajuda das mandibulas vao moldando para construgédo dos alvéolos de

cera (Figura 2).

Nesta fase, a temperatura e humidade sdo fatores fundamentais para que que as
abelhas a consigam moldar [13]. Ao longo do tempo a cera vai sofrendo transformacdes
guando em contato com o pdlen, o mel e a prépolis, adquirindo uma cor amarela [14, 15].
A temperatura ambiente a cera ¢ uma substincia sélida, hidrofobica, macica, de
consisténcia escorregadia com uma composicdo bastante complexa, pois possui uma
mistura de substancias de caracter lipidico, proteinas, hidrocarbonetos, ceroleina,

vitamina A e outras substancias com diferentes propriedades [14].

2.3. Propolis

A propolis (Figura 3) é uma substancia resinosa ou goma, com uma composi¢ao
complexa, resultante das resinas libertadas por certas plantas nas folhas e flores,
exsudados de plantas nos gomos e botdes para a protecdo de lesdes, e recolhida pelas
abelhas que adicionam secrecOes salivares, enzimas, cera de abelha e outros materiais

[16], transformando a substéncia inicial num produto fundamental para a coldnia. No

4
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interior da colmeia, a propolis é importante para o revestimento dos favos, para recobrir

as paredes da colmeia, para estabilizar a temperatura e a humidade no interior, servindo
de desinfetante natural e contribuindo para a eliminacdo de fungos e bactérias, preencher
as fendas da colmeia, restringir as entradas de inimigos, mumificar inimigos que as
abelhas mataram mas que ndo conseguem transportar para fora da colmeia [4], ou para
impermeabilizar as paredes dos favos antes da postura dos ovos da rainha [17].

Figura 3 — Prdpolis.

A prépolis pode apresentar varias cores, como tonalidades castanhas, vermelhas,
esverdeadas, amarelas ou até mesmo tonalidades bastante escuras dependendo da idade e
da sua origem botanica. A consisténcia da propolis é altamente influenciada pela
temperatura e a composi¢cdo quimica € determinada pela localizacdo geografica das
colmeias e pela origem das resinas recolhidas [17] conferindo-lhes maltiplas propriedades
e aplicacOes na industria farmacéutica e na cosmética.

Os pigmentos que estdo em grande quantidade na prépolis séo os flavonoides [18],
mas existem mais de 200 compostos identificados como: vitaminas, aminoécidos, acidos
aromaticos, &cidos alifaticos e seus ésteres, alcoois, aldeidos, hidratos de carbono,
minerais e cetonas. Normalmente a prépolis é composta por cerca de 50% de resinas
vegetais, 5 % de polen de flores, cerca de 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e
aromaticos e 5% de outras substancias podendo ser impurezas [12].

2.4. Veneno da abelha -Apitoxina

O veneno da abelha é também um dos produtos da colmeia de origem animal,
produzido por uma glandula acida situada no interior do abdémen das abelhas operarias,
ligada no seu extremo a uma bolsa de armazenamento do veneno, constituindo parte do

orgado de defesa. O veneno € um liquido transparente, solivel em agua e com um sabor



Capitulo |- Introducdo

amargo e acre, composto essencialmente por proteinas, enzimas, aminoécidos, lipidos e
acidos organicos A melitina € um dos péptidos que se encontra em maior quantidade no
veneno, sendo o principal componente responsavel pelos efeitos dolorosos ou letais do
veneno da abelha.

Para a recolha do veneno de abelha é utilizado um dispositivo eletronico colocado a
entrada da colmeia, o qual através de pequenos impulsos elétricos estimula o ataque das
abelhas ao dispositivo. Ao longo dos ataques as abelhas libertam o veneno sobre uma
placa de vidro, ndo causando impactos negativos na abelha, uma vez que o ferrdo nao

penetra na placa de vidro, sendo retraido sem danos.

2.5. Geléia real

A geléia real € uma secrecdo amarelada produzida pelo sistema glandular cefalico
(hipofaringe e glandulas mandibulares) das abelhas com idades entre 0 4° e 0 15° dia de
vida. Esta secrecdo serve de alimento a todas as larvas de uma colonia [14] na fase inicial
de desenvolvimento até ao 3° dia de vida (Figura 4). Apos o 3°dias s a rainha e as larvas
da rainha é que continuam a receber a geléia real, conferindo-lhe um desenvolvimento

fisioldgico que as diferencia de todas as restantes abelhas presentes na coldnia.

3T N

N R < A . 4

Figura 4- Geléia real [15].

A geléia real possui uma composicdo complexa, incluindo proteinas, aminoacidos,
hidratos de carbono, lipidos, acidos organicos, esterdis, fendis, sais minerais (cobre,
zinco, ferro, célcio, potassio e sddio) e pequenas quantidades de vitaminas (vitaminas do
complexo B, vitamina C, vitamina E), entre outros [19-21].

Atualmente, a geléia real é considerada um produto apicola natural dotado de
propriedades bioldgicas antioxidantes que tem levantado muitos interesses em inimeras
aplicagdes, como no caso de suplementos dietéticos, cosmética, produtos farmacéuticos

e na adicdo em alimentos saudaveis para promover os beneficios associados a saude [22].
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2.6. Mel

De acordo com a legislacdo comunitaria [Diretiva 2001/110/CE, de 20 de Dezembro]
[23], entretanto transposta para a ordem juridica nacional através do Decreto-Lei
n°214/2003, de 18 de setembro [24], encontra-se estabelecido que o mel estd descrito
como “uma substancia acucarada natural produzida pelas abelhas da espécie Apis
mellifera a partir do néctar de plantas ou das secrecGes provenientes de partes vivas das
plantas ou de excre¢des de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas das
plantas, que as abelhas recolhem, transformam por combinagdo com substancias
especificas préprias, depositam, desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos favos
da colmeia”.

Para preparar o mel as abelhas recolhem o néctar em diversas espécies de flores num
raio de 3 km em redor da colmeia. Ap6s a succao do néctar das flores, a primeira fase do
processo de transformacdo do néctar em mel ocorre logo no pré-estbmago das abelhas
com ajuda de enzimas, as quais desdobram a sacarose em frutose e glucose.
Posteriormente, na segunda fase designada trofalaxia, as abelhas transferem entre si 0
néctar promovendo ainda mais a adicdo de secrecOes salivares e a ocorréncia de
transformacdes enzimaticas, originando os agucares simples, facilmente assimilaveis pelo
organismo. Seguidamente, as abelhas depositam o mel elaborado nos alvéolos da colmeia
onde ira decorrer uma reducdo dos teores de humidade [25]. A selagem final dos favos,

designada operculacdo, ocorre quando a humidade atinge aproximadamente os 20%.

2.6.1. Classificacdo do mel

Os diplomas atualmente em vigor (Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 de Setembro), [24]
estabelecem a classificacdo legal do mel com base na sua origem boténica, modo de
producdo e apresentacdo. De acordo com 0 modo de producéo e apresentacdo, o mel pode
ser classificado em mel de favos, mel com pedacgos de favos, mel centrifugado, mel
prensado ou mel filtrado. Ja considerando a origem boténica, o mel pode ser classificado
em dois tipos distintos: o mel de néctar que é “obtido a partir do néctar das plantas”, ou
mel de melada, “obtido principalmente a partir das excre¢des de insetos sugadores de
plantas (hemiptera) que ficam sobre as partes vivas das plantas ou de secregdes

provenientes das partes vivas das plantas”. O impacto da origem botanica é sem davida
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um elemento fundamental na valorizagdo do mel, uma vez que condiciona todas as

carateristicas sensoriais e fisico-quimicas.

2.6.2. Origem botanica

A melissopalinologia é a metodologia usada na anélise polinica e é de grande importancia
no processo de determinacdo da origem botanica, geografica e no controlo de qualidade
alimentar, permitindo detetar possiveis adultera¢cdes no mel [26]. De acordo com a origem
boténica, os méis de néctar podem ser classificados como méis monoflorais, se forem
produzidos a partir de uma sé familia ou espécie de planta, ou como multiflorais quando
ndo ha uma espécie floral que se destaque. Esta avaliacdo é frequentemente efetuada
através de uma analise aos grdos de pdlen que estdo presentes no mel, considerando que
ao recolher o néctar na flor as abelhas transportam grdos de polen que irdo
inadvertidamente introduzir no mel. A determinacao da analise polinica é efetuada através
da contagem microscépica de grdos de pdlen contidos no mel. Segundo o Instituto de
Investigacdo Agrario e Alimentar de Madrid, o pdlen é considerado dominante quando
representa (>45%), indicando-nos a origem botanica do mel, (15 a 45%) indica outras
plantas visitadas, pélen acompanhante, (3 a 15%) indica polen importante, fornece a
origem geografica da amostra de mel, (1 a 3%) indica pélen esporadico e (<1%) indica
polen presente [27]. Assim, a presenca destes grdos de polen reflete as flores onde foi
recolhido o néctar, e a sua quantidade permite avaliar a frequéncia com que as abelhas
visitaram as flores. Se o pdlen predominante na constituicdo de um mel estiver presente
numa proporcao igual ou superior a 45% [28] como acontece no mel de urze o mel é
classificado como monofloral. A quantidade de pdlen produzida por uma flor nédo €, no
entanto, idéntica entre todas as plantas, pelo que ha situacbes onde o pélen esta sobre-
representado, como no mel de castanheiro, e outras onde esta sub-representado, como no
mel de rosmaninho. Nestes casos, o valor a partir do qual se considera o mel como
monofloral é diferente, oscilando entre 90 e 15 %, nos dois méis referidos anteriormente,
respetivamente [29].

Portugal € um pais com uma flora melifera muito rica e diversificada, sendo
maioritariamente constituida por espécies de plantas silvestres mas também algumas

cultivadas. Esta diversidade permite obter méis monoflorais muito carateristicos,

8
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encontrando-se descritos oito méis monoflorais (Figura 5), sendo 0s mais

representativos: o mel de rosmaninho (Lavandula stoechas), nas zonas de cota inferior a
400 m; o mel de urze (Erica umbellata), até a cota de 900 m; e o mel de castanheiro
(Castanea sativa), produzido em zonas de montanha (entre os 700 e 1200 m) [25].
Existem ainda algumas espécies no territorio portugués que originam méis com outras
caracteristicas fisico-quimicas, como o caso do alecrim (Rosmarinus officinalis),
medronheiro (Arbutus unedo), soagem (Echium plantagineum), poejo (Mentha
pulegium), laranjeira (Citrus sinensis), eucalipto (Eucalyptus spp.) e girassol (Helianthus
annuus), (Figura 5). Para além destes, existem ainda um conjunto de méis multiflorais,

onde ndo ha uma espécie floral Unica que se destaque.

Figura 5- Méis monoflorais em Portugal [25]

2.6.3. Parametros de qualidade do mel

Atualmente, a nivel internacional, as propriedades de um mel sdo avaliadas em
funcdo de um conjunto de parametros fisicos e quimicos de qualidade estabelecidos na
norma do Codex Alimentarius [30], e refletindo-se na legislagdo comunitaria [Diretiva
2001/110/CE, de 20 de Dezembro] [23], entretanto transposta para a ordem juridica
nacional através do Decreto-Lei n°214/2003, de 18 de setembro [24] (Tabela I).
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Tabela I - Parametros de qualidade do mel.

Parametros Limites Referéncias
Humidade (%) <20 Codex Alimentarius[30]
Excecoes <23 Calluna

Teor de agUlcar
Frutose +Glucose (%)

> 60 mel de néctar
> 45 mel de melada ou mistura de mel de )
melada com mel de néctar Diretiva Europeia[23]

Teor de sacarose (%)

<5

Excecdes

<10 (Robinia pseudoacacia; Medicago

sativa ; Banksia menziessii;

Hedysacarum; Diretiva Europeia[23]
Eucalytptus camadulensis; Eucryphia

lucida; Eucryphia milligani ; Citrus spp.)

<15 (Lavandula spp.; Borago officinalis)

Matéria insoluvel (%) <0,1
<0,5 méis presados Codex Alimentarius [30]
Excecdes
<0,8
Condutividade mS.cm™ > 0.8 mel de melada e Castanea Codex Alimentarius[30]

(Arbutus unedo;Erica;Eucalyptus;
lima; Tilia spp.; Calluna vulgaris,
Leptospermum ;Melaleuca spp.)

Acidez livre meg.kg? <50 Codex Alimentarius [30]
5-HMF mg.kg* <40

Diretiva Europeia[23]
Excec¢des <80 meis de climas tropicais

Diastase (DN)

>8 para mel determinado
apos o processamento e / ou mistura
CodexAlimentarius[30]
>3 no caso de méis com baixo teor
de enzima natural

Prolina mg.kg™

>180 IHC [31]

O interesse pelos méis monoflorais tem aumentando em todo o mundo, ndo apenas

por parte dos apicultores, que assim conseguem oferecer um conjunto variado de

produtos, mas em particular por parte dos consumidores que procuram méis com

carateristicas organoléticas diferenciadoras. Efetivamente, as propriedades sensoriais e
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fisicas e quimicas [32] de um mel variam em funcdo do tipo de espécie floral que fornece
0 néctar, contribuindo também para a sua qualidade as condi¢es ambientais e sazonais,
as técnicas aplicadas para gestdo da colonia, 0 manuseamento e processamento do mel e

0 Seu armazenamento [14].

2.6.4. Propriedades organoléticas

2.6.4.1. Cor

A cor do mel depende da origem do néctar e resulta da absorcdo da luz por parte dos
seus componentes em diversos comprimentos de onda, particularmente carotenos,
xantofilas e flavonoides [33]. A sua determinacdo é uma ferramenta importante para
classificar os diferentes méis [34] podendo variar do branco-agua, branco até ao ambar
escuro, conforme o padrdo comercial de classificagdo, na escala de Pfund, (Tabela I1)
[7].

Tabela Il - Classifica¢do das cores do mel, na escala de Pfund [7].

Cor do mel Escala de Pfund (mm)
Branco agua 0-8
Extra branco 8-16,5
Branco 16,5-34
Ambar extra claro 34-50
Ambar claro 50-85
Ambar 85-114
Ambar escuro Mais de 114

O armazenamento, 0 processamento, os fatores climéaticos durante o fluxo do néctar
e a temperatura na qual o mel amadurece na colmeia sdo fatores que influenciam a cor do
mel devido a ocorréncia de reacbes de Maillard, caramelizacdo da frutose e reacdes de
polifendis [35]. O processo de escurecimento do mel ao longo do tempo é influenciado
por uma série de fatores, tais como a proporcao de frutose/glucose, o contetido de azoto
e aminoacidos livres, o contetdo de minerais, a presenca de substancias polifenolicas,

bem como a instabilidade da frutose em solucéo acida [36].
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2.6.4.2. Aroma e sabor

O perfil aromatico de um produto alimentar influencia a qualidade organolética e a
sua autenticidade [37]. O sabor global do mel é um critério decisivo para 0os consumidores.
Os aromas que podem estar presentes nos méis sdo 0 aroma quimico, mineral, fresco,
floral, amadeirado, quente, a deterioracdo e o aroma vegetal [38]. Os aromas muito
intensos e persistentes revelam-se nos méis de eucalipto e urze, pois estes estdo associado
ao aroma de madeira molhada e himus/cogumelos [39]. J& os méis claros apresentam um
aroma mais suave e um maior contetdo em corantes lipossolUveis. A deterioragdo nos
méis pode levar a libertacdo de aromas produzidos quando existem teores de agua no mel
superiores a 20%, desenvolvendo-se leveduras osmofilicas que vao metabolizar a frutose
e glucose provocando a fermentacédo e desencadeia a producgdo de acido acético [40].

Relativamente ao sabor, os méis podem ser avaliados por alguns parametros como a
docura que esta relacionada com a razéao frutose/glucose, a acidez que depende do pH, o
amargo que esta relacionado com a presenca de sais minerais e compostos fenolicos
(como os flavonoides), o salgado que tem a ver com a quantidade de sais minerais
presentes no mel, o adstringente, também associado aos compostos fendlicos ou
refrescante [38]. Os méis mais escuros apresentam geralmente uma acidez mais elevada,
e um conteudo superior de substancias minerais e aminoacidos, como a tirosina e o

triptofano e mais compostos fendlicos.[29]

2.6.5. Parametros fisico-quimicos

O mel é uma mistura complexa constituida principalmente por aglcares simples
como a frutose e a glucose [41], agua, hidratos de carbono mais complexos e um conjunto
de outras substancias [42] que Se encontram em menor propor¢do como proteinas,
aminoacidos, compostos fendlicos (flavondides e acidos fendlicos), acidos organicos,
vitaminas, lipidos [43], produtos da reacdo de Maillard, minerais e outras substancias
fitoquimicas [41]. A presenca conjunta destes compostos confere ao mel as suas
propriedades especificas e a sua avaliacdo é utilizada como critério de qualidade do

produto e como fator de valorizagéo.
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2.6.5.1. Acucares

Os constituintes maioritarios do mel, os hidratos de carbono, correspondem a cerca
de 95-99% da matéria seca presente no mel representando os dois monossacarideos,
glucose e a frutose, 85 a 90% dos acUcares totais [44]. Adicionalmente, é também
frequente encontrar a presenca de sacarose, bem como outros dissacarideos e
trissacarideos, como a maltose, turanose, isomaltose, erlose, melizitose, entre outros [45].
A presenca destes agucares € influenciada pela origem boténica do néctar e pela acéo das
abelhas durante o processo de colheita e maturagdo do mel na colmeia [45] condicionando
as propriedades fisico-quimicas finais do mel, nomeadamente a viscosidade, a densidade,
a cristalizacao, o sabor e o0 valor energético [46, 47].

De acordo com (Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 de Setembro) [24], para a
classificacdo de um mel como mel de néctar é obrigatério a presenca de um teor de
glucose e frutose superior a 60%. Ja para os méis classificados como de melada, o valor
para estes dois acUcares ndo podera ser inferior a 45%. Neste Gltimo tipo de mel € mais
frequente que o perfil de aglcares seja acompanhado pela presenca de trissacarideos
resultante do metabolismo dos insetos produtores de melada. Geralmente, a proporcao
entre frutose e glucose é semelhante ou ligeiramente superior para a frutose. Esta
proporcdo é importante para identificar tendéncia a cristalizacdo do mel, uma vez que a
glucose é um aclcar mais insolivel em &gua, pelo que valores de frutose/glucose
préximos de um correspondem a méis com maior tendéncia para cristalizar. Este processo
também pode fomentar a fermentacdo do mel, devido ao aumento do teor de humidade
da fase liquida [48].

O teor em sacarose é também um fator importante na avaliacdo da qualidade do mel,
pois a sua presenca em teores elevados pode significar uma adulteracdo do mel resultante
da alimentacdo artificial das abelhas com acUcares, ou ainda uma recolha prematura dos
favos de mel, o que pode resultar numa acéo incompleta de enzimas [46]. O valor maximo
admitido pela legislagdo para este aclcar é de 5%, com excecdo de alguns meis

devidamente caraterizados onde este valor pode ser ultrapassado (Tabela I).
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2.6.5.2. pH, acidez livre, acidez lactonica e acidez total

Os é&cidos organicos sdo responsaveis pela acidez do mel e contribuem para a
estabilidade microbiana, impedindo a sua deterioracéo e ajudando a conferir um sabor
caracteristico aos diferentes méis [49]. A acidez do mel tem origem nos acidos organicos
provenientes do néctar, por acdo da glucose oxidase, que forma o acido glucoénico, e pela
acao de microrganismos durante a fase de maturacéo do mel.

O teor de acidez constitui apenas 0,6% dos compostos presentes nos méis [44] e
segundo a regulamentacdo portuguesa (Decreto-Lei n°® 214/2003 de 18 de Setembro) [24],
o limite maximo para a acidez é de 50 megkg™ de mel. A presenca de niveis mais elevados
de acidez pode ser indicativo da ocorréncia de fermentacdo, ou seja conversdo de agucares
e &cidos organicos em acido acético, por acao bacteriana [50]. De uma forma geral, 0s
méis de néctar mais claros apresentam menores valores de acidez enquanto 0s méis mais
escuros e os de melada apresentam os valores mais elevados.

O pH ¢ outros dos parametros utilizados no controlo de qualidade e associado a
presenca de acidos organicos. O seu valor no mel varia entre 3,4 e 6,1 com um valor
médio de 3,9 [51]. Estes valores baixos, que asseguram a sua estabilidade e inibem o
desenvolvimento de microrganismos, resultam ndo apenas dos acidos livres mas também

da acdo tampao e minerais [52].

2.6.5.3. Humidade

A &gua € o segundo maior componente do mel e bastante importante na determinacao
do tempo de conservacao e armazenamento. A sua presenca é determinada pela origem
do néctar mas principalmente pelas condic¢des climéaticas de uma dada regido, da época
de recolha do mel e do seu grau de maturagéo alcangado na colmeia [46].

A quantidade de agua presente no mel é avaliada através da percentagem de
humidade e de acordo com a legislagdo (Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 de Setembro) [24]
(Tabela I), ndo deve ultrapassar os 20%, de modo a garantir a sua estabilidade e prevenir
o0 desenvolvimento de certos microrganismos responsaveis pela degradacdo. Teores de
humidade mais elevados, para além de influenciarem a viscosidade [44], podem acelerar
a ocorréncia de processos de fermentacdo, alterando o odor e sabor, e dificultando a

COHSGI’V&QQO € 0 Seu armazenamento.
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2.6.5.4. Teor em cinzas e condutividade

O teor em cinzas € uma medida que avalia o contedo mineral presente hum mel,
podendo ser indicativo da origem geografica, origem boténica, bem como da poluicdo
ambiental, j& que depende do tipo de solo onde as flores usadas para o néctar estdo. O
elemento mineral mais abundante no mel é o potassio, podendo encontrar-se outros em
menor concentracdo, tais como o calcio, iodo, sédio, cobre, ferro e manganés [53].

O teor em cinza também pode ser usado como parametro nutricional [54].
Normalmente o mel apresenta um maximo de 0,6% para o mel de néctar e 1% para o mel
de melada [55], sendo um critério bastante utilizado na autenticidade do produto [56, 57].
A gquantidade de cinzas presente nos méis esta relacionada com a condutividade elétrica
e pela cor e aroma, sendo que 0s méis escuros apresentam um teor em cinzas mais elevado
que os méis de cor clara [46]. Embora o Codex Alimentarius [30] ndo forneca valores para
este parametro, estudos prévios apresentam um valor médio de 0,17% (m/m) no mel,
podendo variar entre 0,02% e 1,03% [58].

Além do teor em cinzas, a condutividade elétrica do mel esté relacionada com a
acidez devido a presenca de ides, acidos organicos e proteinas, sendo que quanto maior o
seu conteudo, maior a sua condutividade. Valores elevados de condutividade séo
geralmente sinénimo de méis mais mineralizados, como sdo os casos dos méis de melada
ou de castanheiro, enquanto méis de rosmaninho ou alecrim apresentam valores de
condutividade bastante inferiores. Este parametro € por isso muito frequentemente
utilizado para diferenciar meis de néctar e melada, sendo que os méis de melada
apresentam valores de condutividade superior a 0,8 mScm™ [56]. Como este pardmetro é
diretamente relacionado com o teor em cinzas, foi recentemente incluido no Codex

Alimentarius, substituindo assim a determinacao das cinzas no mel [54].

2.6.6. Parametros nutricionais

2.6.6.1. Compostos azotados

O mel apresenta um conjunto de substancias azotadas presentes em baixas
concentragfes, maioritariamente proteinas e aminoacidos livres. A origem destes
compostos é maioritariamente vegetal, provenientes do néctar e em especial do pélen das
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plantas, mas também pode ter origem nas secre¢des das glandulas salivares das abelhas
quando estas manipulam o néctar e ajudam na maturacdo do mel [51, 53].

A prolina é o aminoacido livre que se encontra em maior quantidade no mel,
representando mais de 50% de todos os aminoacidos presentes. Por esta razéo é também
um dos parametros utilizados para controlar a qualidade do mel, e em especial a presenca
de adulteracGes. Quando o teor de prolina presente no mel apresenta uma concentragdo

baixa, inferior a 0,18 mg.g™, € indicativo da adulteragdo do mel com agtcar [31].

2.6.6.2. Vitaminas

O mel contém também um conjunto de vitaminas provenientes do p6len e do néctar
recolhido pelas abelhas, sendo possivel encontrar vitaminas do complexo B, tais como B1
(tiamina), Bz (riboflavina), Bz (niacina), Bs (acido pantoténico) e Bs (piridoxina), para
além de vitamina C (acido ascorbico), vitamina K (filoquinona), vitamina D e vitamina
E [59]. A quantidade destes compostos € reduzida e tende a diminuir quando séo aplicados

processos de filtragdo [60].

Tabela 111 - Composicao vitaminica do mel.

Vitaminas (mg/100g)
Filoguinona (Vitamina K) 0,025
Tiamina (Vitamina B1) 0,00-0,01
Riboflavina (Vitamina B,) 0,01-0,02
Piridoxina (Vitamina Bg) 0,01-0,32
Niacina (Vitamina B3) 0,10-0,20
Acido pantoténico (Vitamina Bs) 0,02-0,11
Acido ascorbico (Vitamina C) 22-25

Fonte: Adaptado de Bogdanov et al., 2008 [59]

2.6.7. Caracterizacao bioquimica

2.6.7.1. 5-Hidroximetilfurfural e indice diastasico

A atividade diastasica e a presenca de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) s&o dois

indicadores de qualidade do mel, associados com a sua frescura e que se encontram
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relacionados com o tempo de armazenamento e/ou aplicacdo de aquecimento excessivo
no mel. De acordo com a regulamentacdo (Tabela 1), o valor maximo de 5-HMF num
mel ndo devera ultrapassar 40 mg.kg™, com excecdo dos méis provenientes de regides
tropicais onde esse valor pode ser mais elevado. Um mel de elevada qualidade devera
possuir um teor de 5-HMF baixo e um indice diastasico elevado [71].

Normalmente, o mel contém 5-hidroximetilfurfural em pequenas quantidades, mas o
seu aparecimento pode ser desencadeado pela agdo da temperatura, luminosidade, niveis
de pH, tempo de armazenamento e processamento [72]. A formacdo de 5-
hidroximetilfurfural, resultante da presenca de aglcares simples e &gua em meios acidos
que favorecem reacgdes de desidratacdo de hexoses e reacdes de Maillard [62, 73], conduz
ao escurecimento do mel e a perda do seu sabor e aroma [63, 74]. Por esta razdo é
fundamental conservar o mel em locais de baixa luminosidade e afastado de fontes de
calor. Adicionalmente, durante o processamento, e em particular na descristalizacao, deve
ser avaliada a temperatura a aplicar, nunca devendo ultrapassar os 45 a 50°C.

O mel possui na sua composi¢do pequenas quantidades de enzimas, de entre as quais
se destacam, a diastase (o e f-amilase), a invertase (o-glucosidase) e a glucose-oxidase,
mas existem outras enzimas tal como a catalase e a fosfatase acida. Estas enzimas,
segregadas pelas abelhas, tém a funcédo de catalisadores bioldgicos, ou seja, sdo capazes
de acelerar a maior parte das reacGes de transformacao do mel a partir do néctar e da
melada, mas sdo também responsaveis pelas transformacfes que ocorrem nas
caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais de alguns méis [75]. A atividade enzimatica
varia muito entre amostras devido a adicdo de diferentes quantidades de secrecdes
salivares no mel por parte das abelhas e também varia consoante as condi¢Ges climaticas
[59]. O indice diastasico é uma medida da atividade enzimatica da diastase, normalmente
expressa na escala de Gothe [3, 30] e fornece indicacdes sobre a qualidade do mel, uma
vez que as amilases sdo extremamente sensiveis ao calor e a sua atividade diminui
progressivamente durante o armazenamento [53]. Assim, um valor baixo do indice
diastasico no mel reflete procedimentos de sobreaquecimento com temperaturas acima de
60°C, condigdes de armazenamento inadequadas ou adulteracGes realizadas no mel [76].
Segundo os regulamentos internacionais (Tabela 1) o valor minimo permitido pela

legislagdo para o indice diastasico e de 8 (na escala de Gothe) [3,6].
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2.6.8. Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos do mel sdo metabolitos secundarios das plantas provenientes
do néctar, do pélen e da prépolis. No mel, a sua quantidade pode variar no intervalo de
5-1300 mg/Kg [61]. Estes compostos estdo divididos em diferentes classes, dependendo
das suas caracteristicas estruturais. No mel, os mais representativos sdo os flavondides,
os acidos fenolicos e seus derivados, (Figura 6). Dentro dos acidos fendlicos vamos
encontrar os derivados do acido benzoico (como o &cido p-hidroxibenzoico, acido galico
e &cido eldgico, (Figura 6, a)) e do acido hidroxicindmico (como o &cido p-cumarico e
acido cafeico, (Figura 6, b)).

Os flavondides englobam uma classe muito importante de compostos encontrados
com grande frequéncia na natureza, unicamente em vegetais, que além de possuirem
propriedades antioxidantes sdo considerados pigmentos. Todos os flavondides possuem
uma estrutura base Cs-C3-Cs, em que dois dos anéis da molécula sdo anéis aromaticos
(Figura 6). Na sua estrutura, possuem varios grupos hidroxilo ligados a um anel
aromatico (Figura 6) e dependendo da complexidade estrutural e principalmente do
estado de oxidacao do anel central, os flavondides podem ser sub-divididos em flavonais,
flavonas, flavandis, flavanonas, di-hidroflavondis, isoflavonas, antocianinas e chalconas
[61]. Os flavondis sdo um grupo abundante e ocorrem geralmente esterificados com
glicosideos e/ou glucoronidos [62]. De uma forma geral, mais de 90% dos flavondides do

mel tém a sua origem na propolis (como a pinobanksina, pinocembrina e crisina) [54].

OH
R R, xCOOH 0 @
|'§: C
HO

COOH Rq
a) b) c)

Figura 6- Estrutura geral dos compostos fendlicos mais comuns encontrados no mel: a) - acido
hidroxibenzoico (acido p-hidroxibenzéicos, R1=H, R2=H); b) — &cido hidroxicinamico (&cido p-
cumarico, R1=H; &cido cafeico, R1=0H); c) estrutura geral de um flavonoide.

A determinacéo do perfil fenolico, normalmente efetuada por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massa, € uma ferramenta importante para a caracterizagdo
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geogréfica e botanica do mel. Alguns compostos estdo descritos como marcadores de
origem, como a hesperitina para o mel de laranjeira [63], campeferol no mel de alecrim
[64], a quercetina no mel de girassol [65], a naringenina e a luteolina no mel de rosmaninho
[66], miricetina, tricetina, luteolina, acido galico para o eucalipto [67], acido
homogentisico para medronheiro [68], acido cafeico, acido p-cumérico e &acido ferulico
para castanheiro [69]. Para o mel de urze, o &cido elagico (Figura 7), acido benzéico, tém

sido utilizados como marcadores de origem botanica [70].

Figura 7- Estrutura do &cido elégico.

Além da sua importancia como marcadores de origem botanica, o interesse nos
compostos fendlicos do mel tem aumentado devido ao interesse no estudo da atividade
antioxidante atribuida a estes compostos devido a sua capacidade de bloquear ou reduzir
os radicais livres [54].

2.6.9. Compostos volateis

Os compostos volateis, componentes com baixo peso molecular, conjuntamente com
0s &cidos organicos, 0s aminoacidos e as proteinas, contribuem para definir 0 aroma que
carateriza cada tipo de mel [77]. A presenca de compostos volateis no mel pode fornecer
informacdes acerca da sua origem botanica, permitindo averiguar se foi produzido pelas
abelhas a partir do néctar das flores ou de exsudados secretados pelas plantas ou insetos
[77]. Os compostos volateis podem ter origem no néctar das plantas, na transformacéo de
compostos vegetais pela abelha, diretamente gerados pela abelha, no aquecimento ou
manuseamento resultante do processamento e armazenamento de mel ou na contaminagéo
microbiana ou ambiental [54]. Mais de 600 compostos volateis foram identificados no
mel, como misturas complexas de diferentes classes de compostos como, terpenos,
norisoprenoides, compostos fenolicos, derivados de benzeno, alcoois, cetonas, aldeidos,

ésteres, acidos gordos, hidrocarbonetos lineares e ciclicos. O seu impacto no aroma do
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mel depende da relagédo entre a sua concentracdo e o respetivo limite de detegéo [54]. Os
compostos de origem terpénica (linalol, 6xido linalol, nerol, geraniol, a-terpineol, etc.),
embora em pequenas proporcdes, encontram-se num grande namero de méis. A sua
presenca parece estar relacionada direta ou indiretamente com as plantas visitadas pelas
abelhas [61]. Assim compostos como o Oxido de rosa (cis) e o éter de tilia (3,9-epoxi-1,4-
(8)-p-mentadieno) que foi detetado tanto no néctar de tila como na mel de tilia,
provavelmente passam da flor para o mel sem serem modificados pela abelha, enquanto
compostos como os derivados de linalol, o hotrienol e os aldeidos de lilas (4 isomeros)
sdo alterados pelas abelhas. Também é comum encontrar derivados do furano, como o
furfural, o hidroximetilfurfural e o &lcool furfurilico, as hidroxicetonas do tipo 1-hidroxi-
2-propanona e 3-hidroxibutan-2-ona. Estes derivados de furano e pirano sdo resultantes
das reacdes de Maillard que podem ocorrer durante o processamento téermico do mel ou
no seu acondicionamento [61]. Varios volateis foram descritos como marcadores
botanicos como o antranilato de metilo para o mel de citrinos, a isoforona para o
medronheiro, derivados de acetofenona, como a 3-aminoacetofenona para o castanheiro,
as dicetonas, compostos com enxofre e alcanos para o eucalipto e o hexanal e heptanal
destacaram-se nos méis de rosmaninho [54].

Nos méis com origem em Ericaceae (urzes) foram identificados varios compostos
volateis que caracterizam este tipo de mel, como o p-anisaldeido, alcool 2-feniletilico
fenilacetaldeido, (E)-p-damascenona, eugenol, vanilina, 2-acetil-1-pirrolina, metional, 4-
vinilguaiacol [78], o &cido fenil-lactico, o acido fenilpropionico, acido benzobico, acido
fenilacético [79], o acido 2-hidroxi-3-fenil-propidnico e norisoprendides como a a-, p-

isoforona e 4-oxoisoforona [80].

2.6.10. Caracterizacéo reoldgica

A qualidade de produtos alimentares, como é o caso do mel, é determinada por uma
diversidade de pardmetros de natureza fisica, quimica e sensorial. Do ponto de vista do
consumidor, as caracteristicas sensoriais do mel assumem uma enorme importancia para
a avaliagdo da sua qualidade. No entanto, a avaliagdo das caracteristicas sensoriais

envolve frequentemente um elevado grau de complexidade e subjetividade.
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Nos ultimos anos, e com 0 objetivo de conferir uma maior objetividade a esta
avaliagdo, tém sido desenvolvidos e utilizadas metodologias que envolvem a
caracterizacdo reologica de matrizes alimentares. S&o utilizados equipamentos
denominados redmetros que avaliam o comportamento da amostra quando submetida a
algum tipo de deformacdo. Os resultados séo visualizados sob a forma de gréfico (Figura
8), sendo possivel avaliar parametros como a coesdo, consisténcia, firmeza e viscosidade.
Estes parametros reoldgicos estdo diretamente relacionados com a composi¢do quimica

do mel, os fatores fisicos, o teor de humidade, a presenca de cristais e a temperatura [81].
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A firmeza é uma escala de resisténcia que envolve forcas compressivas, sendo um
parametro relacionado com a primeira forga mecanica aplicada no momento. Segundo o
Decreto-Lei 126/2015 a consisténcia do mel pode apresentar-se de varias formas, tais
como um fluido, espesso ou parcial ou totalmente cristalizado. A viscosidade esta
relacionada com a fluidez das particulas com as propriedades de resisténcia ao
escoamento por parte dos fluidos e representa-se pela relagéo entre a tenséo de corte (o)
e velocidade de deformacdo (y) do alimento [82], e também com a temperatura pois
possuem uma estrutura molecular em mudanca, quando exposto a temperatura ambiente
ele permanece com as suas proprias caracteristicas, exposto a temperaturas altas e com
elevado teor de humidade, possui uma baixa viscosidade [83]. Estas propriedades
reoldgicas estdo relacionadas com a textura. Esta propriedade é testada num redmetro

onde o disco de compressdo exerce uma forca sobre a superficie da amostra, obtendo-se
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assim o valor da viscosidade e o pico de maxima forca revela-nos o valor da firmeza da
amostra (Figura 8).

Relativamente ao comportamento de escoamento, os fluidos podem ser classificados
em Newtonianos e ndo-Newtonianos [82]. Um fluido apresenta um comportamento
considerado newtoniano quando apresenta uma viscosidade constante que depende da
variacdo da temperatura, ou seja, apresentam uma relacdo linear entre a taxa de
deformacéo e a tensdo de corte. Para um fluido ndo-Newtoniano, a tensdo de corte nao é
proporcional a taxa de deformacao, ou seja, a viscosidade do material ndo é constante,
podendo ser classificados em dois grupos, independentes do tempo e dependentes do
tempo [82,84]. No caso dos méis, a grande maioria comporta-se como um fluido
Newtoniano [81]. No entanto, existem algumas excecdes descritas na literatura, como é o
caso do mel de urze (Calluna vulgaris) que apresenta um comportamento tixotrépico,
enquanto alguns méis de eucalipto (Eucalyptus fisifolia) se comportam como fluidos

dilatantes.

2.6.11. Mel: alimento e saude

O mel é um alimento natural, muito energético e consumido em todo o mundo, tendo
um grande impacto na nutricdo humana. Na antiguidade, o mel era usado para fins
medicinais tendo assumido mais tarde um papel importante no tratamento de feridas
cronicas, queimaduras, como um agente antimicrobiano, inflamacges orofaringeas,
Ulceras gastricas, utilizado como calmante, estimulante do sistema imunitério entre outros
[85].

O mel apresenta na sua composicdo um grande numero de compostos que lhe
conferem propriedades bioativas, entre as quais, atividade antioxidante, atividade
anticancerigena, anti-inflamatéria, anti teratogénica, analgésica, antibacteriana [86, 87].
Em estudos recentes verificou-se que o mel de Erica sp. apresenta beneficios no o
tratamento de infeces, como inflamacGes da garganta ou da membrana mucosa da
cavidade oral, em infeg¢Bes urinarias Além do mais, também se verificou a inibicdo de
varias bactérias como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, entre outras e algumas

leveduras do género Candida spp. [88, 89].
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2.7. Mel de urze

A urze é o nome comum dado a varias plantas da familia Ericaceae, comuns nas
formacgOes vegetais das zonas silicicas da Peninsula Ibérica. Estas plantas, (Figura 9).
podem ser encontradas nas zonas mais altas das serras, o que as torna um recurso valioso
para as abelhas em areas muito e pouco interesse agricola e florestal, onde os solos sdo
pobres e a vegetacdo é escassa. As espécies de urze mais representativas em Portugal e
fontes principais para o néctar destes méis sdo as especies Erica arborea (urze branca),
Erica australis. (urze vermelha) e Erica umbellata. A espécie de urze Calluna vulgaris,
embora sendo uma das principais origens botanicas dos méis de urze, encontra-se em
menor quantidade nos solos portugueses, [90,91] ocorrendo em maior abundancia nos

méis de urze de Espanha e Franca [92].

Figura 9 - Abelha recolhendo néctar de Erica australis (urze vermelha).
(Foto de Luis Miguel Moreira)

Em Portugal, a floracdo das ericaceas ocorre em duas épocas, com inicio no més de
marco e prolongando-se até Julho [25], sendo muito apreciadas pelas abelhas pela sua
producdo de néctar. Em zonas de clima mediterranico seco, que geralmente corresponde
a planaltos da zona centro e sul de Portugal, a floracdo inicia-se na primavera, podendo
estender-se ao longo da Primavera e Verdo. Nestas zonas, a produgdo de méis monoflorais
de urze é mais dificil (minimo 45% de polen de Erica sp), pois o néctar recolhido pelas
abelhas é normalmente consumido pelas abelhas durante o seu periodo de
desenvolvimento. O néctar de urze recolhido no verdo é o que se encontra em maior
quantidade no mercado como mel monofloral, proveniente da regido centro ou norte de

Portugal.
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Capitulo |- Introducado
O mel de urze é bastante apreciado pelos consumidores em Portugal e na Europa

Central em particular por ser um mel mais escuro, de aroma intenso e persistente, com
um gosto ligeiramente amargo que depende da espécie de urze [85]. E um mel
intensamente mineralizado e rico em compostos fenolicos pelo que possui uma maior
capacidade antioxidante [57].
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Capitulo 11— Material e métodos

3. Material e métodos

3.1. Amostragem

O presente trabalho, incluiu a analise de doze amostras comerciais de mel com

indicac&o no rotulo como monoflorais de urze provenientes de sete regides geograficas
de Portugal (Figura 10), produzidas entre 2015 e 2016.

3

Figura 10- Origem geografica das amostras de mel [93].

Na Tabela IV, encontra-se a informacdo relativamente as amostras de mel usadas ao

longo deste trabalho, nomeadamente a sua origem geografica, ano de producao e outras

informagdes relevantes no rétulo. Todas as amostras de mel foram conservadas a

temperatura ambiente, nas embalagens de origem e ao abrigo da luz solar, até serem

analisadas

Tabela IV- Origem geografica e outras informagdes das amostras de mel.

Amostras Origem geogréfica

Outras informac6es no rétulo

A0
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
Al10
All

Coimbra
Chaves
Chaves

Aguiar da Beira
Aguiar da Beira
Vila Real
Boticas
Palmela
Lousa
Lousa
Boticas
Boticas

Mel biolégico
Mel DOP

Mel biolégico
Mel DOP
Mel DOP- Best Selection
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3.2. Analise do mel

A caracterizacdo das amostras de mel foi realizada através da identificacdo da sua
origem floral por andlise polinica e pela avaliagdo dos pardmetros fisico-quimicos e
bioguimicos, definidos pela International Honey Commission (IHC) [31]. Para além
destes parametros, procedeu-se ainda a avaliacdo da composi¢cdo em compostos fendlicos,

compostos volateis, atividade antioxidante e propriedades reoldgicas.

3.2.1. Analise polinica

Para a andlise do pdlen, dissolveram-se, em triplicado, 10 g de mel de cada amostra
em agua destilada e centrifugou-se a 4300 rpm (3373 g) durante 10 min. O sedimento
obtido foi novamente dissolvido em agua e centrifugado durante 5 min. A analise
qualitativa foi realizada com duas aliquotas de 100 pL do sedimento, sendo usado um
minimo de 800 gréos de polen por amostra, que foram contados e identificados utilizando
um microscopio Nikon Optiphot Il com uma ampliagdo de 400x, ou de 1000x, quando
necessario. Os resultados sdo expressos em percentagem de representacao de cada tipo de
polen e segundo a sua frequéncia: I, pdlen importante (3% - 15%); A, pdlen
acompanhante (15% - 45%); e D, p6len dominante (igual ou superior a 45%). Para a
analise quantitativa, foi usada uma aliquota de sedimento de 10 pL (volume final de 2
ml) e a quantidade de gréos de polen nas aliquotas foi quantificada por microscopia, com
uma ampliacdo de 400x. A guantidade de graos de polen nas véarias amostras de mel foi
obtida a partir da seguinte equacdo (Equacdo n° 1) [94] em que, os resultados séo
expresso em milhares (103), arredondado para o milhar.

PG/10 g = SX PG x10 (Equacédo n° 1)

Sxaxp
Esta analise foi realizada em colaboracdo com o Departamento de Biologia Vegetal
da Faculdade de Ciéncia da Universidade de Vigo, em Ourense.

3.2.2. Cor

A avaliacéo da cor foi realizada colocando, em triplicado, as amostras de mel num

banho de ultra-sons com agua previamente aquecida a 45°C de modo a assegurar a
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dissolugdo de quaisquer cristais de acucar. De seguida, procedeu-se a calibragdo do
aparelho com uma solugéo de glicerol, e avaliou-se a cor das amostras classificando-as
de acordo com a escala de Pfund, atraves de leitura direta num colorimetro C221 (Hanna
Instruments, Woonsocket, RI, USA).

3.2.3. Humidade

O teor em humidade foi determinado, em triplicado, através de um refratometro,

expressando-se os resultados em percentagem.

3.2.4. Condutividade

A condutividade foi avaliada em triplicado, sendo para isso necessario calcular a
massa de amostras utilizando os valores da humidade. Preparou-se uma solucéo de mel,
diluindo-se 20 g de mel anidro em 100 mL de agua destilada, e mediu-se a respetiva
condutividade elétrica com a ajuda de um medidor de condutividade Consort C868
(Figura 11), previamente calibrado com uma solugdo de cloreto de potassio (KCI) a
0,01M, a 0,1M e a 1M. Os resultados sdo expressos em mS.cm™,

Figura 11 - Medidor de condutividade.

3.2.5. Cinzas

O teor de cinzas foi determinado, em triplicado, indiretamente através do seu calculo,

de acordo com o definido na literatura [28], a partir da seguinte férmula:

(condutividade
1000

1,74

)—0,14

%Cinzas = (Equacéo n° 2)
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3.2.6. pH, acidez livre e acidez lactdnica

A avaliacdo das propriedades acidas do mel foi realizada por trés parametros
diferentes, nomeadamente, através da leitura do valor do pH da solug&o inicial de mel,
bem como utilizando um procedimento de titulacéo para o calculo da acidez livre e acidez
lactonica (Figura 12). A titulacdo foi realizada com um medidor de pH (Hanna
instruments, pH 211 microprocessor pH meter) previamente calibrado com uma solucao
depH7,pH4epH?9.

Figura 12 - Medidor de acidez.

Para a identificacdo da acidez livre, efetuou-se o procedimento referenciado pelo IHC
[31]. Inicialmente foi preparada uma solucdo dissolvendo 5 g de mel em 50 mL de agua
desionizada. De seguida, pipetou-se 25 mL desta solucdo para um matraz onde se colocou
o elétrodo de pH, registando o valor inicial de pH, e procedendo-se de seguida a titulacdo
da solugdo com hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 mol.dm™. Os volumes de base gastos para
atingir o ponto de equivaléncia (pH=7) foi registado. O valore obtido permite determinar
a acidez livre que é a medida obtida pela titulacdo com hidroxido de sédio (NaOH) até ao
ponto de equivaléncia (pH=7)

Para a determinacdo da acidez lactonica, ap0Os atingir o ponto de equivaléncia,
completou-se a adi¢do de base até atingir o volume final de 10 mL, efetuando-se de
seguida uma retro-titulacdo da base em excesso com &cido sulfarico (H2SO4) 0,025
mol.dm™ até atingir novamente o ponto de equivaléncia (pH=7). A diferenca de NaOH
gasto nas duas titulagdes permite calcular a acidez lacténica e a acidez total (livre +

lactonica). Os resultados sdo expressos em meg.kg™ mel.

3.2.7. Prolina

A sua avaliacdo foi realizada por métodos espetrofotométricos utilizando uma

solucé@o aquosa de mel obtida por diluicdo de 5 g de mel num baldo volumétrico de 100
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mL. Para a andlise colocou-se 0,5 mL da solu¢do de mel num tubo de ensaio (amostra),
0,5 mL de &gua num segundo tubo (branco) e 0,5 mL de solucao padréo de prolina (0,032
mg.mL1), em triplicado, noutros tubos (padréo), juntamente com idéntico volume de
agua. A cada um dos 5 tubos adicionou-se 1 mL de acido formico (98%) e 1 mL de
solucdo de ninidrina (3%) e agitou-se vigorosamente durante 15 minutos. Apds este
tempo, os tubos foram colocados num banho de agua a ferver durante 15 minutos, e
posteriormente num outro banho a 70°C durante 10 minutos adicionais. No final
adicionou-se 5 mL de propan-2-ol a cada tubo de ensaio e deixou-se arrefecer com 0s
tubos fechados. Ap6s 45 minutos efetuou-se a leitura num espetrofotometro (Specord 200
spectrophotometer, Analytikjena, Jena, Alemanha) a uma absorvancia de 510 nm. O teor
de prolina no mel varia em funcdo das suas carateristicas e para o calculo do teor em
prolina, utilizou-se a seguinte equacao (Equacéo n° 3), sendo os resultados expressos em

mg.kg?, onde a absorvancia do padréo foi calculada pela média dos trés ensaios:
Prolina= (AbSamostra/AbSpadréo) X (massapadréo/massaamostra) x 80 (Equa(;éo n03)

3.2.8. Acucares

A quantificacdo do teor em agUlcar nas doze amostras foi realizada por cromatografia
liquida acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), utilizando-se uma
calibracdo por padrdes externos. Para a analise foi preparada uma solucdo através da
diluicdo de 2,5 g de mel em 20 mL de agua desionizada. De seguida, pipetou-se 11,5 mL
de metanol e transferiu-se a solucdo diluida de mel para um baldo volumétrico de 50 mL,
perfazendo o total do volume com &gua desionizada. Posteriormente, a amostra foi
filtrada em filtros de nylon de 0.2 pm antes de se injetar no cromatdgrafo. O sistema de
cromatografia utilizado foi constituido por uma bomba (Knauer, sistema Smartline 1000),
um desgaseificador (Smartline 5000), um amostrador automatico (AS-2057 Jasco) e um
detetor de Rl (Knauer Smartline 2300). A analise de dados foi realizada com o software
Clarity 2.4 (DataApex). Para a separacdo cromatogréfica foi usada uma coluna 100-5 NH,
Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer) operando a 30°C (forno Grace 7971 R). Como
fase madvel utilizou-se uma mistura de acetonitrilo/agua 80:20 (v/v), com um caudal de
1,3 mL.min%. A identificacdo dos acticares foi obtida por comparacdo dos tempos de

retencdo dos picos das amostras com os dos padrdes, nomeadamente, frutose, glucose,
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sacarose, turanose, maltulose, maltose, trealose, melezitose, rafinose, melibiose, erlose,

isomaltose e kogibiose. Para cada um destes padrbes foi estabelecida uma reta de
calibracdo pelo método de padrdes externos, utilizando-se uma gama de concentracdes
de acordo com os niveis esperados para cada agucar (Tabela V). Os valores obtidos pelas
amostras foram calculados a partir da area dos picos e sdo apresentados em g/100 g de
mel. A analise do perfil de aglcares foi também considerada em termos de relacdo
frutose+glucose, frutose/glucose e glucose/agua, com o objetivo de aferir a tendéncia a

cristalizacdo dos méis.

Tabela V - Intervalo de concentracGes referente a cada padrao, respetivos coeficientes de
correlagdo e retas de calibracéo.

. Intervalo de x
Aguca~res concentracdes Equa(;a_o da |:eta R2
padréo (mg.mLY) de calibracéo
Frutose 3,75 - 60 Y=153,07x + 38,905 0,9996
Glucose 1,81-45 Y=119,66x — 81,919 0,9994
Sacarose 0,93-15 Y=154,68x + 1,613 0,9997
Turanose 0,28 -4,5 Y=135,18x + 1,0489 0,9996
Malutose 0,28 -4,5 Y=154,85x — 5,333 0,9904
Maltose 0,28 -4,5 Y=85,487x — 17,581 0,9989
Trealose 0,28 -4,5 Y=145,94x — 7,7245 0,9994
Melizitose 0,28 -4,5 Y=22,329x — 2,3994 0,9996
Rafinose 0,28 -4,5 Y=119,13x + 9,7327 0,9992
Melibiose 0,28 -4,5 Y=108,3x — 2,7603 0,9997
Isomaltose 0,32-5,1 Y=42,552x — 1,8933 0,9999
Kogibiose 0,08 -1,35 Y=95,399x + 1,8282 0,9981
Erlose 0,15-25 Y=36,292x — 0,034 0,9997

3.2.9. 5-Hidroximetilfurfural

A anélise do teor em 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), foi realizada por
espetrofotometria. Foram preparadas duas solucfes através da dissolucéo de 5 g de mel
em 25 mL de &gua destilada. As solugdes foram transferidas para baldes volumétricos de
50 mL, aos quais se adicionaram 0,5 mL de solucdo Carrez I e 0,5 mL de solugédo Carrez
Il, perfazendo o volume total com agua destilada. De seguida filtrou-se a solugéo e
desprezaram-se os primeiros 10 mL de filtrado, de seguida recolheram-se duas aliquotas

de 5 mL para dois tubos de ensaio. A um dos tubos adicionou-se 5 mL de agua destilada
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(amostra) e ao outro 5 mL de uma solucéo de bissulfito de sédio (NaHSO3) 0,2% (branco),
posteriormente efetuou-se a leitura da absorvancia a 284 e 336 nm num espetrofotdmetro
(Specord 200 spectrophotometer, Analytikjena, Jena, Alemanha).

O valor de HMF ¢ expresso em mg.kg* e determinado de acordo com a seguinte

equacéo:
HMF = (Absgs — Absaszs) Xx149,7 x (5/massa amostra) (Equacéo n° 4)
3.2.10. Indice diastasico

A avaliacdo da atividade diastasica foi efetuada pelo método Phadebas [31]. Este
método espetrofotométrico é realizado através da preparacdo de uma solucdo aquosa de
mel obtida pela diluicdo de 1 g de mel num baldo volumétrico de 100 mL. Apds a
preparacgéo da solucdo, transferiu-se 5 mL para um tubo de ensaio e colocou-se num banho
a 40°C, juntamente com um segundo tubo (branco) contendo os mesmos 5 mL mas de
uma solucdo tampdo acetato 0,1 M (pH 5,2). De seguida colocaram-se as pastilhas
Phadebas nos dois tubos que, ap6s agitacdo, foram mantidos a 40°C por 15 minutos
adicionais. Apdés este tempo adicionou-se 1 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M,
filtrou-se e registou-se a absorvancia a 620 nm num espetrofotometro (Specord 200
spectrophotometer, Analytikjena, Jena, Alemanha). O resultado é apresentado como
indice diastasico (DN), em unidades Schade, correspondendo uma unidade de diastase a
atividade enzimatica de 1g de mel capaz de hidrolisar numa hora 0,01 g de amido a 40°C.

As férmulas usadas para calcular o valor de DN foram as seguintes:

DN= 28,2*Abseo + 2,64 ,se DN >8 (Equacao n° 5)
DN= 35,2*Absey - 0,46 , se DN<8 (Equacao n° 6)
3.2.11. Parametros nutricionais

3.2.11.1. Proteinas

Para a determinacdo das proteinas foi aplicado o método Kjeldahl, que consiste na
determinacdo indireta, baseando-se na quantificacdo do azoto orgénico total. Esse

processo iniciou-se com a digestdo de 1g de mel por adi¢do de cido sulfdrico e de um
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catalisador metalico que acelera o processo de oxidacao da matéria organica num digestor
a400°C durante 90 minutos. Apés a degradacao da amostra e transformacao do azoto em
sulfato de amonio segue-se um processo de neutralizacéo, de destilacdo e finalmente a
titulacdo do amoniaco libertado. Para a conversdo do teor de azoto em proteina total

utilizou-se um fator de 6,25, exprimindo-se os resultados em g/100g de mel.

3.2.11.2. Hidratos de carbono

O teor em hidratos de carbono das amostras de mel foi obtido por calculo diferencial
considerando a seguinte expresséo definida na literatura: [95].

%Hidratos Carbono = 100 — %humidade — (% cinzas + % proteinas + % lipidos)

(Equagéo n° 7)

3.2.11.3. Energia

O valor energético expresso em Kkcal, foi calculado em 100g de mel, através da

seguinte equacao: [10].

Valor energético (kcal/100g) = 4 x (% proteina + % hidratos de carbono) + 9 x (% lipidos)
(Equacéo n° 8)

3.2.12. Contetdo em fenais totais

Para a determinacdo do teor em fenois totais foi aplicado o método de Folin-
Ciocalteu, descrito na literatura [57], com algumas modificacdes. Inicialmente foi
preparada uma solucédo pesando 1 g de mel em 10 mL de metanol (MeOH). De seguida,
a uma aliquota (0,5 mL) desta solucéo foi adicionado 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu e, apds 3 minutos, 1 mL de solugéo saturada de carbonato de sodio (Na2COz)
(10% w/v), ajustando-se o volume final para 5 mL com &gua desionizada. A solug&o final
foi mantida no escuro, a temperatura ambiente, durante 1 hora medindo-se a absorvancia
a 700 nm, num espetrofotometro (Analytik Jena, Jena, Alemanha). Para a medicéo do
branco efetuou-se 0 mesmo procedimento usando 0,5mL de MeOH em detrimento da
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amostra. O &cido galico (GA) foi utilizado como padrdo numa gama de concentragdes
entre 0,005 - 0,15 mg.mL?, obtendo-se a seguinte curva de calibragdo
(y=8,0586x+0,0027; R?=0,992). Os resultados finais do contetido em fendis totais foram
expressos em mg EAG.g ! de mel, onde EAG representa unidades equivalentes em acido

galico.

3.2.13. Atividade antioxidante

3.2.13.1. Efeito bloqueador de radicais livres DPPH

A capacidade para bloquear os radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) foi avaliada, em triplicado, de acordo com a metodologia descrita na
literatura, com algumas modificacdes [96]. Para tal, numa placa de 96 pocos, misturou-se
10 uL de extrato metandlico da amostra, com diferentes concentragdes (0,003 - 0,03
mg.mL™), com 0,15 mL de uma solugio metanélica contendo os radicais de DPPH (0,060
mM). Ap6s 60 minutos no escuro, a temperatura ambiente, a reducdo da concentracdo do
radical de DPPH foi medida pela monitorizacdo do decréscimo da absorvancia a 515 nm
num leitor de microplacas (ELX800 Microplate Reader Bio-Tek Instruments, Inc.). O
efeito bloqueador de radicais de DPPH foi calculado como uma percentagem da
descoloracdo do DPPH, usando a seguinte equacdo (Equacdo n° 9), em que Absa
corresponde a absorvancia da solucdo com o extrato da amostra e AbsprpH a absorvancia

inicial da solucéo de DPPH.

% Efeito bloqueador = [(AbspppH-Absa)/AbspppH] X 100 (Equacéo n° 9)

Os resultados foram expressos através do valor ECsg, correspondendo a concentragéo
de extrato que bloqueia 50% dos radicais de DPPH presentes na solucéo inicial [97]. Para
comparacéo foi usada uma solugédo padrao de acido galico cujo valor médio de ECso é de
1,22 mg.mL™.
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3.2.13.2. Poder redutor

Para avaliar o poder redutor aplicou-se a metodologia descrita na literatura [96], com
algumas modificagdes. Assim, misturou-se 15 pL de uma solugdo de mel com uma
concentragdo de 0,005 g.mL™* com 1,25 mL de uma solucéo de tampao fosfato com pH
6,6 e com 1,25 mL de ferrocianeto de potassio tri-hidratado 0,2 M. Apds a adicéo, a
mistura foi agitada vigorosamente e incubada a 50 °C durante 20 minutos. Apos esse
periodo, foram adicionados 1,25 mL de &cido tricloroacético (a 10%) seguindo-se um
processo de centrifugacdo a 1000 rpm, durante 8 minutos (Centorion K240R-2003). No
final retirou-se 1,25 mL do sobrenadante, e adicionou-se 1,25 mL de agua destilada e 0,25
mL de cloreto férrico a 0,1%. De seguida, efetuou-se a leitura da absorvancia a 700 nm
num espetrofotometro (Analytik Jena, Jena, Alemanha). Como padrao foi utilizada uma
solugdo de acido galico num intervalo de concentragbes de 0,001 a 0,01 mg.mL*
(y=46,415x-0,0275; R?=0,993). Os resultados do poder redutor das amostras de mel
analisadas foram expressos em mgEAG.g? de mel, onde EAG representa unidades

equivalentes em acido gélico.

3.2.14. Compostos fendlicos

3.2.14.1. Extracao

Para a quantificacdo e determinacdo dos compostos fendlicos, as amostras de mel
foram extraidas, em triplicado, pesando-se 100g de mel em 500mL de &gua acidificada
(pH=2, HCI). De seguida filtrou-se a solucdo com algoddo para remover quaisquer
particulas sélidas. O filtrado obtido foi passado por uma coluna Amberlite XAD-2, que
tem a capacidade de reter os compostos fenolicos de uma forma seletiva. Para remogéo
dos agucares e outros compostos polares efetuou-se uma lavagem com passagem de 4gua
acidificada a pH=2. Posteriormente, a fragdo fendlica foi eluida com metanol e
concentrou-se 0 extrato sob pressdo reduzida, a 40°C. O residuo final foi depois
redissolvido em 5mL de &gua destilada e sujeito a uma extracdo liquido/liquido,

utilizando como solvente extrator, o éter dietilico. O processo de extracdo € repetido trés
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vezes. Por fim os extratos de éter foram combinados e concentrados sob presséo reduzida,

sendo o residuo final dissolvido em metanol e analisado por UPLC/DAD/ESI-MS".

3.2.14.2. Analise por UPLC/DAD/ESI-MS"

As andlises de UPLC/DAD/ESI-MS" foram realizadas num equipamento Dionex
UPLC final 3000 (Thermo Scientific, EUA) (Figura 13) equipado com um detetor de
fotodiodos e acoplado a um detetor de massas. O sistema cromatografico consistiu uma
bomba quaternaria, um amostrador automatico mantido a 5°C, um desgaseificador, um
detetor de matriz de fotodiodos e um compartimento de coluna termostatica automatica.
A separagdo cromatogréafica foi efetuada com uma coluna U-VDSpher PUR C18-E 100
mm x 2,0 mm i.d., com um tamanho de particula de 1,8 pm (VDS Optilab, Alemanha) e
mantida a 30°C. A fase movel foi composta por (A) 0,1% (v/v) de acido formico em agua
e (B) 0,1% (v/v) de &cido formico em acetonitrilo, previamente desgaseificados e filtrados

usando um filtro de membrana nylon com porosidade 0,22 pm.

Figura 13 - Equipamento de UPLC/DAD/ESI-MS".

Para a corrida utilizou-se um gradiente linear com um caudal de 0,3 mL.min: 0,0-
1,0 min 20% de B; 1,0-11,1 min 20-95% (B); 95% (B) durante 2 min; 13,1-13,3 min 95-
20% (B); e 20% (B) durante 5 min. O volume de injecdo foi de 3 pl. Os dados espectrais
de todos os picos foram detetados na gama de 190-600 nm. Cada amostra foi filtrada
através de uma membrana de nylon 0,2um (Whatman). A analise de massas foi realizada
num espectrometro de massa LTQ XL (Thermo Scientific, CA, EUA), em modo negativo,
equipado com uma fonte de ionizacdo por electro-spray ESI: tensdo do spray, 5 kV;
voltagem do capilar, -20V; tensdo do tubo capilar, -65V; temperatura do capilar, 325°C;
fluxo de gas e gas auxiliar (N2), 50 e 10 (unidades arbitrarias), respetivamente. Os

espectros de massa foram adquiridos no intervalo de massa de 100-1000 m/z. A energia
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de colisdo utilizada nas experiéncias de MS" foi de 35 (unidades arbitréarias). A aquisi¢ao
de dados foi realizada através do software Xcalibur ® (Thermo Scientific, CA, E.U.A.).
A quantificacdo foi efetuada com curvas de calibracéo de substancias padrédo para o acido
cafeico (y=2x107x-427,68; R?=0,999), quercetina (y=1x107x-102221; R?=0,999),
caempferol (y=1x107x-364751; R?=0,983), crisina (y=6x10°x-42057; R?=0,999) e
pinocembrina (y=1x107+163378, R?=0,985). Quando os padrdes que ndo se encontravam
disponiveis, os compostos foram expressos por equivalentes do composto fendlico
estruturalmente mais semelhante. A elucidacéo da estrutura dos compostos fenolicos foi
realizada por comparacdo do seu comportamento cromatogréafico, espectros de UV e
perfil de massa com o obtido para padrdes comerciais e também com a informacé&o obtida

na literatura quando estes ndo estavam disponiveis.

3.2.15. Analise de compostos volateis

3.2.15.1. Microextracdo em fase sélida (SPME)

Introduziu-se 7,5 g de amostra de mel num vial de 20 mL, adicionando-se 7,5 mL
de uma solucdo de cloreto de sodio a 30%. Apds colocacdo de um agitador magnético, a
amostra foi agitada até a sua completa dissolucéo, tendo o vial sido selado e colocado,

sob agitacdo, num banho termostatizado a 50 °C (Figura 14).

Figura 14- Extracdo de compostos volateis por SPME.

Para a extracdo e posterior analise dos compostos volateis por SPME foi utilizada
uma fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) com 65 pm de espessura
(Supelco SPME fiber 57326U). A fibra foi introduzida no vial e exposta no espaco-de-

cabeca sob a amostra durante 60 minutos. Apos este periodo, a fibra foi recolhida e
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colocada no injetor do cromatdgrafo de fase gasosa (GC) para desorcdo térmica dos

compostos, durante 5 min.

3.2.15.2.  Analise cromatografica por GC-MS

A analise dos compostos volateis previamente extraidos por SPME foi efetuada por
GC-MS (sistema Perkin Elmer com um modulo de GC Clarus® 580 GC e um modulo
MS Clarus® SQ 8 S). A injecdo efetuou-se em modo splitless e a desorcdo da fibra
decorreu durante 5 min a 250 °C. Os compostos foram separados numa coluna DB-5MS
(30 m x 0,25mm 1.d., espessura 0,25um; J & W Scientific, Inc.). A temperatura do forno
foi programada de 40 °C a 170 °C (a 3 °C/min), de 170 °C a 290 °C (a 25 °C/min),
mantendo-se a 290 °C durante 15 min. O hélio foi usado como gés de arrasto a uma
velocidade constante de 40 cm.s™. O espectro de massa foi adquirido com uma energia
de ionizacdo de 70 eV. A temperatura da linha de transferéncia e da fonte de ionizagéo
foi de 250 °C e 230 °C, respetivamente. O software Turbomass foi usado na aquisicéo de
dados. Para a identificacdo dos compostos, compararam-se 0s resultados obtidos com os
obtidos para padrdes comerciais e também através de uma libraria MS de compostos
(NIST), confirmando-se através dos indices lineares de retencéo (LRI). Para o calculo dos
indices LRI foi usada uma mistura de alcanos de n-heptano a n-tetracontano (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) dissolvida em hexano. Os valores das areas relativas (percentagem
de volateis total) foram obtidos diretamente da corrente de ifes totais (total ion

chromatogram, TIC).

3.2.16. Caracterizacgao reologica

3.2.16.1. Viscosidade

As amostras de mel (25 mL), foram colocadas num banho termostatizado a
temperatura de 25°C, 35°C ou 45°C. Ap0s atingir a temperatura desejada, a viscosidade
das amostras foi registada, utilizando um viscosimetro rotacional (Myr V1-L), que possui
diferentes spindles (L1, L2, L3 e L4). Foram realizadas as leituras da viscosidade
escolhendo o spindle L4 e a gama de velocidades de rotacdo do mesmo, mais adequados

a amostra.
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3.2.16.2. Textura

A avaliacdo da coesividade, consisténcia, firmeza e indice de viscosidade das
amostras de mel foi realizada num analisador de textura Stable Micro Systems (TA-XT
Plus), previamente calibrado, e equipado com uma sonda acoplada de um disco de
compressdo de 40 mm que imprime uma forca sobre um recipiente de didmetro 50 mm
(Figura 15).

Figura 15 - Texturémetro.

Antes da sua analise, as amostras de mel foram colocadas, num banho de ultrassons para
dissolver cristais e remover bolhas de ar que pudessem interferir nos resultados da
avaliacdo reoldgica. O equipamento operou a uma altura de 100 mm (a coluna de mel
tinha 80mm e ocupava cerca de 75% do volume total do recipiente). Apds iniciar o seu
movimento, o disco de compressdo exerce uma forca sobre a superficie da amostra
durante um curto periodo de tempo (aproximadamente 2 segundos) e desce a uma
profundidade de 20 mm, a uma velocidade constante, usando uma velocidade de retorno

de 20 mm.min"t até voltar a superficie da amostra.
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Resultados e discussao

4. Parametros de avaliacdo da qualidade do mel

Tradicionalmente o mel é considerado o produto primario mais importante da
apicultura, sendo considerado um alimento nutracéutico. Cada vez mais tem sido
necessario efetuar um rigoroso controlo da qualidade de produtos alimentares,
particularmente do mel.

A avaliacdo e caraterizacdo das doze amostras de mel de urze (Erica sp.) é efetuada
tendo em conta parametros de qualidade. Para isso avaliaram-se os parametros fisico-
quimicos que se basearam na (humidade, pH, acidez, condutividade, cor, HMF, indice
diastasico, prolina, e composicdo fenolica), analise polinica do mel, os parametros
nutricionais (proteinas, hidratos de carbono, teor em cinzas e energia) a atividade
antioxidante (poder redutor e bloqueador de radicais livres), o perfil em acUcares, 0s

compostos volateis e as propriedades reoldgicas (textura e viscosidade).

4.1. Analise polinica

A identificacdo da flora melifera visitada pelas abelhas é de extrema importancia,
uma vez que nos permite realizar um levantamento polinico qualitativo e quantitativo das
amostras de mel através da técnica de melissopalinologia e assim construir 0 seu espectro
polinico [98]. A designacdo de mel multifloral é atribuida a méis que possuem na sua
composicao percentagens de polen provenientes de varias espécies florais, enquanto que
a designacdo de mel monofloral é utilizada para caracterizar méis obtidos a partir de uma
Unica espécie de planta (pelo menos 45% desse pdlen) embora este valor possa variar de
acordo com a capacidade que a planta tem para produzir pélen [57].

A analise polinica das varias amostras de mel evidenciou a presenca de uma grande
quantidade de polen, com valores a variar entre 36750 e 137500 grdo de polen por 10g
de mel. Na totalidade das amostras, foram identificados 43 tipos de polen, em que 0s mais
frequentes séo sumariados na Tabela VI. As familias botanicas mais frequentemente
encontradas foram as Fagaceae, Rosaceae, Ericaceae e Leguminosae. O polen de Erica
estava presente em 10 amostras, numa percentagem entre 1,2 % e 46,6%, com a amostra

All proveniente da regido de Boticas a apresentar o maior valor. Também foram
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encontrados em grandes percentagens os pélens de Castanea sativa e Rubus, com
percentagens a variar entre 1,2% e 73,8% e 7,1% e 42,2%, respetivamente. P6lens do tipo
Cytisus, Echium, do tipo Crataegus monogyna, Eucalyptus, Salix, Acacia, Rhamnus e
Allium também foram encontrados, mas com uma menor frequéncia. Na Figura 16, pode-

se observar algumas das familias polinicas identificadas nas amostras.

Figura 16 - Identificacdo polinica da amostra A2 : (a) Erica umbellata; (b) Erica arborea; (c)
Castanea sativa; (d) Rubus; (e) Cytisus; (f) Crataegus.

Neste estudo, o polen de Castanea sativa surgiu como maioritario nas amostras Al
(regido de Chaves) e A4 (regido Aguiar da Beira), com uma média de 73%, sendo
considerados estes méis como monoflorais de castanheiro [99]. Nos méis de urze, segundo
a literatura, a presenca de pdlen de Erica sp. pode ser considerada como sub-representada.
Este polen raramente atinge uma percentagem superior aos 45% necessarios para ser
considerado monofloral, devido a morfologia do grdo de polen e a sua disperséo
caracteristica formando tétradas (4 grdos de pélen agregados). Em méis monoflorais de
urze do norte de Espanha, [100], foi encontrado um valor médio 36,7%, tendo variado
num intervalo entre os 23,1% e os 49,4%. Tomando em conta estes resultados, foram
considerados méis monoflorais de urze as amostras A8 (Regido da Lousd) e a A10 e All
da regido de Boticas, sendo a amostra A11 a que apresenta uma maior percentagem de
polen (46,6%). Em outras amostras, como a amostra A0 (regido de Coimbra), amostra A2
(Chaves), a amostra A5 (regido de Vila Real) e a amostra A9 (regido da Lousa) verificou-
se que presenca do polen de Erica sp variou numa percentagem entre 0s 22% e 0s 28%.
Embora esta percentagem seja, de alguma forma, significativa, para classificar estes méis
como monoflorais, outros parametros, como a analise organoléptica e os parametros

fisico-quimicos teriam de ser avaliados e correlacionados estatisticamente.
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Tabela VI - Caracteristicas polinicas das amostras de mel analisadas.

Amostras  Origem D A [
A0 Coimbra Castanea sativa (29,2%), Eucalyptus (7,2%)
Erica (23%), Rubus (19,2%),
tipo Cytisus (15,3%)
Al Chaves Castanea sativa  Rubus (21,5%) -
(73,8%)
A2 Chaves - Castanea sativa (43,6%), -
Rubus (23,6%), Erica
(22,2%)
A3 Aguiar - Rubus (42,2%), Castanea Echium (7,6%), Erica
da Beira sativa (36,5%) (3,2%)
A4 Aguiar Castanea sativa  Rubus (19,4%) Echium (4,6%), Erica
da Beira (71,3%) (3,0%)
A5 Vila Real - Erica (28,1%), Rubus tipo Cytisus (9,7%),
(21,2%), Castanea sativa Echium (9.1%), tipo
(18%) Crataegus monogyna
(5,2%), tipo
Campanula (4%)
Ab Boticas - Castanea sativa (30,9%), tipo  Echium (11,1%),
Cytisus  (22,6%), Erica Rubus (6,7%)
(18,3%)
A7 Palmela - Castanea sativa
tipo Cytisus (27,3%), Rubus (12,6%), Eucalyptus
(25,2%) (5,8%), Rhamnus
(4,9%), Allium (4,6%)
A8 Lousa - Erica (39.1%), tipo Cytisus Rubus (6.3%), Salix
(34,6%) (4,8%), Acacia (4,3%)
Eucalyptus (3,5%)
A9 Lousa - tipo Cytisus (25,2%), Erica tipo Crataegus
(22%), Rubus (18,6%) monogyna (11,8%),
Eucalyptus (7,7%),
Salix (6,4%), Acacia
(4,3%)
Al0 Boticas - Erica (43,2%), Castanea
sativa (24,4%), tipo Cytisus Rubus (6,4%)
(19,3%)
All Boticas Erica (46,6%) tipo Cytisus (36,9%) Rubus (7,1%),

Castanea sativa
(8,9%), Salix (5,5%)

Nota: D- pélen dominante (igual ou superior a 45%); A- polen acompanhante (15% - 45%) e I- pélen

importante (3% - 15%).
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4.2. Caracterizacao fisico-quimica

42.1. Cor

A cor do mel depende de varios fatores e este parametro, por si s6, ndo fornece
informacdo relevante sobre a qualidade do mel. No entanto, € uma carateristica
organolética que pode influenciar a decisdo do consumidor na hora de comprar um
determinado tipo de mel. A analise colorimétrica das amostras de mel em estudo foi
efetuada através da escala de Pfund por leitura direta no colorimetro. Os resultados
revelaram uma predominancia cromética de &mbar escuro na maioria das amostras, com
valores a variar entre os 123 e 150 mm Pfund, (Tabela VII), a excecdo das amostras A3
e A4 de Aguiar da Beira que apresentaram uma cor ambar claro, com valores de80e 79

mm Pfund respetivamente. Os valores obtidos apresentam uma variabilidade nula.

Tabela VII - Parametros fisico-quimicos: Cor, humidade e condutividade.

Amostras Cor (mm Pfund) Humidade (%0) Condutividade (mS.cm™?1)

A0 150 15,7 0,87
(Ambar escuro)

Al 150 14,1 1,08
(Ambar escuro)

A2 145 15,2 0,71
(Ambar escuro)

A3 80 15,8 0,65
(Ambar claro)

A4 79 15,8 0,97
(Ambar claro)

A5 150 17,5 0,52
(Ambar escuro)

A6 150 16,0 0,62
(Ambar escuro)

A7 123 15,8 0,84
(Ambar escuro)

A8 150 15,7 0,53
(Ambar escuro)

A9 150 15,8 0,54
(Ambar escuro)

Al0 150 15,9 0,53
(Ambar escuro)

All 1500 153+0,1 0,56

(Ambar escuro)
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4.2.2. Humidade

O teor de humidade é uma das caracteristicas mais importantes na analise do mel,
encontrando-se relacionado com diferentes fatores como a origem boténica e geografica
do néctar, o solo e condices climaticas, a estacdo de colheita, a intensidade do fluxo de
néctar, o grau de maturacdo, a manipulacdo pelos apicultores durante o periodo de
colheita, bem como as condi¢des de extracdo, processamento e armazenamento [61]. Este
parametro influencia outras caracteristicas do mel, como por exemplo a sua viscosidade
e tendéncia para a cristalizacéo, a cor, o paladar, a sua solubilidade e conservacao [44].

De acordo com a literatura, os teores de humidade variam, normalmente, entre 13 e
25%, sendo considerado que méis com teores de humidade acima dos18% apresentam
maior propensdo a fermentar [101]. De acordo com a legislacdo comunitaria [Diretiva
2001/110/CE, de 20 de Dezembro [23], entretanto transposta para a ordem juridica
nacional através do Decreto-Lei n°214/2003, de 18 de setembro [24], encontra-se
estabelecido um valor maximo de 20% para o teor de humidade do mel, com excecéo do
mel de urze (Calluna sp.) e do mel para uso industrial, que poderdo apresentar valores
que podem atingir os 23%.

O teor em humidade nas amostras analisadas oscilou entre 14,1% e os 17,5%,
apresentando uma variabilidade inferior a 0,1 (Tabela V1) respeitando o valor maximo
estabelecido pelo Decreto-Lei n°214/2003 de 18 de setembro [24]. A amostra A5
proveniente de Vila Real é a que revela um teor de humidade mais alto (17,5%), em oposicéo,
a amostra Al proveniente de Chaves com um valor de 14,1%.

Os valores encontrados estdo de acordo com o descrito para o mel de urze (Erica sp.)
portugués, onde se verificaram teores de humidade a variar entre um valor médio de 15,4
e 16,3% [57]. As amostras A8 (Lousd), A10 e Al1 (regido de Boticas), classificadas como
méis de urze apresentam valores de humidade dentro dos intervalos definidos para este
mel. Para outros meis portugueses encontram-se valores a variar entre 13,52 e 19,70 %
[102]. Os valores de humidade obtidos, sugerem que as amostras de mel foram extraidas

de forma adequada e apresenta um grau de maturagdo adequado para o mel.
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4.2.3. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica do mel esta relacionada com o teor em cinzas, com a acidez,
teores de &cidos organicos e de proteinas [103], sendo um pardmetro importante para
ajudar na identificacdo da origem botanica do mel, nomeadamente para a discriminagéo
do mel de melada e mel de néctar. Os méis com valores de condutividade elétrica
superiores a 0,8 mS.cm™ sdo considerados méis de melada ou méis monoflorais de
castanheiro, enquanto aqueles que expressam valores inferiores a 0,8 mS.cm™ sdo
considerados méis de néctar ou misturas de varios néctares [30].
Nas amostras de mel analisadas registaram-se valores de condutividade compreendidos
entre 0s 0,52 mS.cm™ e os 1,08 mS.cm™, apresentando uma variabilidade inferior a 0,04
(Tabela VII), estando estes valores de acordo com o descrito na literatura para mel de
urze (Erica sp.) portugués, cujos valores variaram entre 0,52 e 0,94 mS.cm™ e para méis
portugueses, no geral, onde se verificaram valores entre 0,46 e 0,88 mS.cm™ [104]. Oito
das amostras analisadas apresentaram valores de condutividade inferiores a 0,80 mS.cm”
! sugerindo tratarem-se de méis de néctar ou de mistura de néctares. Apenas em quatro
das amostras analisadas (A0, Al, A4 e A7) se registaram valores de condutividade
superiores a 0,80 mS.cm™. Entre estas, as amostras Al, da regido de Chaves, e A4,
proveniente de Aguiar da Beira, apresentaram os valores de condutividade elétrica mais
elevados: 1,08 mS.cm? e 0,97 mS.cm?, respetivamente, estando estes valores
relacionados com o facto de haver uma predominancia de polen de castanheiro nestas
amostras. De facto, a legislacdo indica que o mel de flores de castanheiro e misturas
desses méis deverdo apresentar valores de condutividade superiores a 0,8 mS.cm™. Esta
caracteristica dos méis monoflorais de castanheiro tem sido frequentemente reportada em
diversos estudos [46,105]. Relativamente as amostras A0 e A7, uma vez que nao se tratam
de méis monoflorais de castanheiro, poderemos estar na presenca de méis com mistura
de mel de castanheiro. Para serem considerados meéis de melada, de acordo com a
legislagdo e com alguns estudos [102,105], estes meéis apresentam valores de

condutividade superiores a 0,8 mS.cm™.

4.2.4. pH e acidez

A acidez € uma importante caracteristica do mel responsavel pela sua estabilidade e

conservacdo, impedindo o desenvolvimento de microrganismos, e também pelo seu
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sabor. A acidez livre do mel é resultado da presenca de acidos organicos em equilibrio
com as lactonas correspondentes, ésteres e alguns ides inorganicos como fosfatos,
sulfatos e cloretos [46].

A avaliacdo das propriedades acidas do mel é realizada por trés parametros
diferentes, através da leitura do valor do pH da solucéo inicial e pelos célculos da acidez
livre e acidez lactdnica. A acidez livre é a medida obtida da titulacdo com hidroxido de
sodio até o ponto de equivaléncia pH=7. A acidez lactdnica ¢é obtida pela adi¢cdo de um
excesso de hidroxido de sédio que é titulado com &cido cloridrico. A determinacgédo da
acidez total é obtida pelo somatoério da acidez livre e lacténica. Embora o Codex
Alimentarius [30] ndo estabeleca um limite para o valor de pH no mel, ele devera situar-
se entre 3,2 e 4,5 para assim inibir a maioria dos microrganismos [104].

As amostras de mel estudadas apresentaram valores de pH compreendidos entre 3,8
e 4,5 (Tabela VIII), com uma variabilidade inferior a zero e em concordancia com os
valores encontrados frequentemente para o mel, e que revelam um carater &cido [54]. Os
resultados para a acidez livre, determinada no ponto de equivaléncia (pH=7), variaram
entre 22,3 e 45,0 meq.kg, encontrando-se dentro do limite de 50 meq.kg™, definido para
o mel em geral na legislacdo portuguesa (Decreto-Lei n°® 214/2003 de 18 de setembro)
[24]. A amostra Al, proveniente da regido de Chaves, e a A0 da regido de Coimbra,
apresentaram os maiores valores de acidez livre: 41,0 e 45,0 meq.kg?, respetivamente.
Estas amostras de mel, descritas como monoflorais de castanheiro presentaram também
os valores de condutividade mais elevados (Tabela VII), sugerindo assim o possivel
contributo de espécies responsaveis pela acidez do mel para a sua condutividade. A
amostra A4 (regido de Aguiar da Beira), que também tinha exibido uma elevada
condutividade, registou um valor de acidez livre inferior ao das amostras Al e A0,
indicando que, para estas amostras, a condutividade podera ter um maior contributo de
outras espécies quimicas, como por exemplo matéria inorganica. Para a acidez lactonica
os valores variaram entre os 10,6 e 24,1 meqg.kg? (Tabela VIII). Todas as amostras
apresentam valores de acidez préximos do limite maximo estipulado, o que se reflete nos
valores de acidez total entre 32,9 meqg.kg* e 66,1 megkg™, (Tabela VIII).

Os valores de acide livre das amostras de mel estudadas estdo de acordo com 0s
valores reportados em diversos estudos. Em alguns estudos efetuados em mel de urze

(Erica sp.) portugués descrevem-se valores de acidez livre a variar entre 21,9 e 45,2
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meq.kg? [104]. Para outros tipos de méis portugueses, encontraram-se estudos que
registaram valores de acidez livre que variam entre 16,0 e 32,0 meq.kg™ [106], para acidez

total destes méis encontraram-se valores a variar entre 17,0 e 51,5 meq.kg™ [102].

Tabela VIII - pH e acidez das amostras de mel analisadas.

Amostras pH inicial LivreapH=7 Lacténica Total

(meq.kg?) (meg.kg?) (meg.kg?)
A0 39 41,0+34 241+15 65,1+ 3,0
Al 4,2 450+20 212+14 66,1 +2,8
A2 4,1 33,8+0,2 22,4+0,3 56,2 +0,2
A3 3,8 38,9+38 20,2+2,7 59,1+1,1
A4 4,2 225+0,7 21,8+0,6 443+1,3
A5 4,2 22,3+0,2 106 £1,2 329+1,1
A6 4,1 34,3+0,7 171+18 51,4+14
A7 4,5 34,6 +0,5 12,3+£0,8 47,005
A8 4,1 30,5+3,7 115+11 42,0+ 4,2
A9 4,1 26,1+0,3 12,0+0,4 38,2+0,3
A10 4,0 32,8+05 141+0,2 47,005
All 4,0 31,3+38 131+17 443 +4.3

4.2.5. 5-Hidroximetilfurfural

O teor em 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) é considerado um indicador de qualidade
no mel, pois a sua presenca € indicativa da sua deterioracdo. O 5-HMF esta praticamente
ausente do mel ap6s o processo de extracdo, no entanto, durante o processamento
envolvendo tratamentos térmicos e armazenamento prolongado a sua concentracao tende
aaumentar de forma gradual, devido a reacdes de degradacdo de aglcares, como a glucose
e frutose, em meio acido [107,108] e reacbes de Maillard que ocorrem entre agucares
redutores e alguns residuos de aminoacidos [99]. A formacdo de 5-HMF é influenciada
por diversos fatores, nomeadamente as temperaturas, o envelhecimento, as condigdes de
armazenamento, o pH, o perfil em agucares, a presenca de acidos organicos e a origem
floral [109]. A Unido Europeia através da Diretiva 2001/101/CE, 20 de Dezembro [23],
transposta para o regime juridico nacional através do Decreto-Lei n° 214/2003, de 18 de
setembro [24], estabelece um limite maximo para 0 HMF de 40 mg.kg?, com excecio
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para 0s méis com origem em paises ou regides tropicais, onde o valor maximo podera
atingir os 80mg.kg!

Os valores de 5-HMF observados nos méis analisados oscilaram entre 1,0 mg.kg™e
0s 66,3 mg.kg?, (Tabela 1X). Com a excecdo da amostra A6, proveniente de Boticas, que
apresentou o valor de 66,3 mg.kg™, as restantes amostras apresentam valores abaixo do
estabelecido (< 40 mg.kg™). O valor elevado de 5-HMF registado na amostra A6 podera
dever-se a diferentes fatores, entre 0s quais, um mau armazenamento da amostra, a uma
exposicdo a altas temperaturas, ou podera também ser indicativo da falsificacdo por
adicéo de xarope invertido [110]. As amostras classificadas como mel monofloral de urze
(A8, A10 e A11) apresentaram concentragdes de 5-HMF compreendidas entre 13,9 e 26,1
mg.kg? (Tabela 1X), 0 que esta de acordo com valores descritos em alguns estudos para
este tipo de mel: 0,9 e 22,8 mg.kg? [104]. Da mesma forma, as restantes amostras
apresentaram valores em linha com o registado em outros estudos de méis portugueses:
1,5 e 28,6 meq.kgt [111].

Tabela IX - Pardmetros fisico-quimicos do mel: 5-HMF, indice diastasico e prolina.

Amostras  5-HMF (mg.kg?)  Indice Diastasico (DN)  Prolina(mg.gt)

A0 29,8 +25 14,1+0,9 1,48 £ 0,02
Al 6,9+0,3 17,3+0,1 1,29 + 0,06
A2 11,2+0,1 15,0+0,1 0,98 £ 0,04
A3 1,5+0.3 18,3+0,6 0,91 +£0,02
A4 1,2+0,2 18,0+2,3 1,33 +0,09
A5 13,9+3,5 18,7 +0,6 0,91 +0,03
A6 66,3 + 3,9 11,5+0,3 0,93+£0,12
AT 1,0£0,0 15,7 +0,0 1,31 +0,13
A8 261+17 15,8 +0,6 0,89 £ 0,02
A9 204+1,6 16,1+0,8 0,82 +0,09
Al10 139+0,2 17,057 0,53 +0,22
All 169+49 16,2+0,2 1,23+0,15
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4.2.6. Indice diastasico

A diastase € um conjunto de enzimas (o e B-amilase) secretadas pela abelha no mel,
normalmente utilizada como indicadora de envelhecimento do mel uma vez que estas
possuem uma elevada sensibilidade ao calor. De acordo com a Diretiva europeia [23],
estipulou-se o teor minimo de atividade diastasica para os méis em geral de 8 unidades
de Schade (DN), e um teor minimo de 3 DN para méis com baixo teor em enzimas
naturais.

Na (Tabela IX) podemos verificar que os valores para o conteudo enzimético das
amostras em estudo variam entre os 11,5 e 18,7 DN. A amostra A6, proveniente de
Boticas, € a que apresenta um indice diastasico mais baixo o que, em conjunto com o
facto de ter apresentado o teor de 5-HMF mais elevado, parece indicar a ocorréncia de
uma ligeira fermentacgdo, resultante de um possivel processo de aquecimento ou de um
armazenamento menos adequado. Apesar de tudo, os valores registados para as amostras
analisadas estdo de acordo com a legislacdo portuguesa (minimo de 8,0 DN) e com 0s
valores descritos em estudos anteriores efetuados em méis monoflorais de urze (Erica
sp.) de Portugal, onde se verificaram valores entre 10,0 e 30,0 DN [104]. Estudos
realizados com outros méis portugueses revelaram teores de 5-HMF a variar entre 10,0 e
25,0 DN [111].

4.2.7. Prolina

A prolina é o aminodcido livre presente no mel em maior quantidade, sendo utilizado
como critério de qualidade, evidenciando o nivel de maturacdo dos méis e possiveis
adulteracdes. O conteudo de prolina varia em funcéo da origem botéanica do mel. Teores
baixos de prolina indicam condicdes de processamento e armazenamento inadequados
devido a este aminoécido reagir com agucares redutores, como € o caso da glucose e da
frutose, nas chamadas reac¢des de Maillard. Embora o teor de prolina ndo esteja presente
nos critérios de qualidade da Unido Europeia e na legislacdo portuguesa, é reconhecido
que um mel genuino devera apresentar teores em prolina superiores a 0,18 mg.g* [31].

Neste estudo, (Tabela 1X) observou-se que os valores obtidos para o contetudo de
prolina, oscilaram entre 0,53 mg.g™* e 1,48 mg.gt. Os valores apresentados indicam um

alto teor em prolina indicativo de méis ndo adulterados ou com um 6étimo grau de
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maturacdo. Um estudo efetuado em dois méis de urze encontraram contetdos de prolina
superior a 0,30 mg.g* [112] e outro estudo apresenta valores de 0,13 mg.g™* [113]. Estudos
referem ainda que teores de prolina ndo € um indicador da origem boténica dos meis uma
vez que estes variam dentro do mesmo tipo de mel [114]. No entanto, deve ser levado em
consideracdo que h&a uma variagao consideravel de prolina, dependendo do tipo de mel
[56], sendo a prolina adicionada por abelhas no processo de transformacéo de néctar em

mel.

4.2.8. Perfil de acUcares

O mel é uma solucdo supersaturada de aglcares cujos compostos maioritarios sao a
frutose e a glucose. Os monossacaridos (frutose e glucose) representam cerca de 75 %
dos aclcares encontrados no mel, seguidos dos dissacaridos (maltose, maltulose,
turanose, melibiose, kojibiose, isomaltose e a trealose) e numa menor propor¢do, 0s
trissacaridos (melizitose, rafinose e erlose). A percentagem de glucose e frutose para o0s
méis de néctar ndo devera ser menor que 60%, e para os méis de melada devera ter um
minimo de 45%, [24]. Os méis de melada apresentam niveis mais elevados de
trissacaridos (melezitose ou erlose), resultado da acdo de diversas enzimas adicionadas
pelos insetos sugadores. A presenca de valores elevados de sacarose no mel pode ser
indicativo de adulteracéo resultante da alimentacéo artificial das abelhas com xarope de
sacarose, ou de uma colheita precoce do mel, em que a sacarose ndo tenha sido
decomposta nos monossacaridos como adi¢do de agucares refinados, estando definido um
valor méximo de 5% em mel de néctar [30]. Na Figura 17, apresenta-se um
cromatograma, obtido por HPLC-RI.

O perfil de agucares das diferentes amostras mostrou uma composicado semelhante,
com elevada presenca dos monossacaridos frutose e glucose, e em menores quantidades

a turanose, maltulose, maltose, trealose e kojibiose.
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Figura 17 - Cromatograma referente & analise do perfil de agucares por HPLC-RI. da amostra AQ.

O trissacarido erlose foi identificado nas amostras Al (regido de Chaves) e A3,
enguanto o trissacarido melezitose foi identificado na amostra A3 (regido de Aguiar da
Beira) (Tabela X) em quantidades pouco significativas [115]. Estes resultados vém
também confirmar a condutividade elevada descrita anteriormente para estas amostras.
Todas as amostras apresentam um teor de frutose superior ao de glucose, representando
estes dois monossacaridos em conjunto mais de 60%, o que permite classificar, de acordo
com a legislacdo internacional, todos 0s méis como méis de néctar. As amostras A8, A10
e Al1l, descritas neste trabalho como monoflorais de urze, apresentaram um valor médio
de 39,8 g/100g de frutose e 31,1 g/100g de glucose, respectivamente (Tabela X).

Em alguns estudos efetuados para méis de Erica sp. portugués encontraram-se niveis de
frutose a variar entre 33,40 e 48,60 g/100 g e niveis de glucose a variar entre 26,67 e
38,42 g/100 g [115]. As amostras analisadas ndo possuem sacarose 0 que é indicativo de
méis ndo adulterados.

A cristalizacdo € um processo que ocorre de forma natural no mel dependendo da sua
composi¢do em agulcares e da humidade e que surge relacionado com o tipo de mel. As
razdes de F/G (frutose/glucose) e G/H (glucose/humidade) fornecem a informacao do
tempo que uma amostra de mel demora a cristalizar. A razdo de frutose e glucose
dependem em grande medida da fonte de néctar. Muitos investigadores relatam que a
razdo frutose e glucose apresenta um valor médio de 1,2 para o mel, afirmando que

valores maiores que 1,33 implicam uma cristalizacéo lenta, acima de 1,5 indica que o mel
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ndo cristaliza e menor que 1,11 indica que a cristalizacao é répida, este processo ocorre
devidos a glucose ser um aglcar mais insolivel em &gua. A velocidade com que a
cristalizacdo da glucose ocorre, também depende da razdo G/H. De acordo com a
literatura [100], a cristalizacdo de um mel ¢ lenta ou nula quando a relacdo G/H € inferior
a 1,7 e rapida quando a razdo é maior que 2,2 [100]. Na (Tabela X) pode-se verificar que
as amostras analisadas & relagdo F/G apresenta valores entre 1,2 e 1,5 0 que se pode
afirmas que todas as amostras tém uma tendéncia lenta para cristalizar, e os valores de
G/H oscilam entre 1,8 e 2,3 indicando-nos que as amostras apresentam uma propensao
média para cristalizar, como excec¢do da amostra A4 (Aguiar da Beira) que apresenta um

valor de 1,6 em que apresenta uma tendéncia nula para cristalizar.
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Tabela X - Perfil de agucares, obtido por HPLC-RI, das amostras de mel estudadas (valores expressos em g/100g de mel).

Amostras A0 Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 A10 All
Frutose 396+00 396+22 399+02 418+08 380+03 430+06 41,7+05 38,0+03 408+24 398+18 398+01 388+3.2
Glucose 31,2+0,1 294+01 284+00 357+09 257+03 371+0,7 332+01 288+06 30,7+17 308+12 324+00 302+20
Sacarose - - - - - - - - - - - -
Turanose 18+01 34+02 23+x02 2200 1900 16+04 22+01 22+04 22+02 21+02 18+01 18%02
Maltulose 21+00 40+03 27+02 29+03 22+00 22+04 26+02 33+03 24+03 22+x04 2001 21%0.2
Maltose 29+00 54+01 43+05 21+00 30+07 30+05 25+12 42+06 40+£06 31+03 3202 27+05
Trealose 09+02 12+01 11+01 13+00 10+02 0,701 08+01 09¢+01 12+01 11+02 10+01 0901
Melizitose - - - 1,5+0,3 - - - - - - - -
Rafinose - - - - - - - - - - - -
Melibiose - - - - - - - - - - - -
Isomaltose - - - - - - - - - - - -
Kogibiose 10+£00 11+01 0600 18+01 05%*01 05+03 0,7¢02 09+03 10+01 08+00 07+01 08+01
Erlose - 1,7+0,2 - 12+0,1 - - - - - - - -
F+G 70,8 68,9 68,4 77,5 63,6 80,1 74,9 66,8 71,4 70,6 72,2 69,0
FIG 1,3 13 1,4 1,2 15 1,2 13 13 1,3 13 1,2 13
G/H 2,0 2,1 1,9 2,3 1,6 2,1 2,1 2,0 2,0 18 2,0 19

Nota: F+G- Relacdo frutose glucose; F/G - Razdo de frutose e glucose; G/H — Razdo de glucose humidade

53



Capitulo Il - Resultados e discussao

4.3. Parametros nutricionais

O mel é um alimento natural, isento de quaisquer aditivos, considerado de elevado
valor nutritivo. O seu contetdo mineral esta relacionado com a cor e o seu sabor, sendo
frequentemente observado que os méis com maior contetido mineral sdo também os que
apresentam uma cor mais escura e um sabor mais forte [87]. Para além disso, o contetdo
mineral contribui também para a condutividade elétrica do mel, verificando-se uma
correlacdo positiva entre estes dois parametros.

Embora o Codex Alimentarius [30] ndo forneca valores para este parametro, a Norma
Portuguesa 1307/ 83 (22 edicéo) [55] estabelece que o teor de cinza, deve apresentar um
méaximo de 0,6% para o mel de néctar e 1% para o mel de melada, e alguns estudos
apresentam um valor médio de 0,17% (m/m) no mel, podendo variar entre 0,02% e 1,03%
[58]. Os resultados obtidos neste estudo para o teor em cinzas, variam entre 0,22 e 0,54%
(Tabela XI), encontrando-se dentro dos valores recomendados para o mel de néctar. Para
além disso, as amostras de mel estudadas apresentaram valores semelhantes aos descritos
para méis monoflorais de Erica sp. cujos valores se situam entre 0,20 e 0,43% [104] e
para outros méis portugueses (valores entre 0,09 e 0,53%) [102]. Verificou-se ainda que
as amostras com maiores teores em cinza foram as amostras Al, (0,54%) proveniente da
regido de Chaves, e A4 (0,47%) oriunda de Aguiar da Beira, descritas como monoflorais
de castanheiro. Estas amostram foram também as que haviam apresentado os valores de
condutividade elétrica mais elevados (Tabela V1), evidenciando uma correlacéo positiva
entre estes parametros que é frequentemente reportada na literatura [103].

Normalmente, as proteinas que o mel possui sdo enzimas provenientes do néctar e
polen da planta e das secrecOes das glandulas salivares das abelhas. A quantidade de
proteina total pode contribui para definir o aroma que carateriza cada tipo de mel devido
as reacOes de Maillard que podem ocorrer. Alguns estudos apontam para uma semelhanca
de proteinas entre os varios méis, pois existem cerca de 20 proteinas ndo-enzimaticas
[104].

Os valores de proteina total presente nas amostras analisadas oscilam entre 0s 0,19 e
0,59 g /100 g de mel (Tabela XI), encontrando-se de acordo com os valores registados

em varios méis que apresentaram valores de proteina total a variar de 0,1 a 0,5%, embora
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alguns meéis como urze (Calluna vulgaris), podem apresenta um contetdo em proteina
mais elevado (1-2%) [61].

Tal como sucede para o contetldo mineral e proteico, também néo existe legislacéo

que regule os limites para o valor energético e teor de hidratos de carbono presentes nos

diferentes méis. As amostras de mel estudadas apresentaram valores semelhantes de

hidratos de carbono, oscilando entre 81,83 e 84,85 g/100g, e de valor energético, com

valores entre 329,1 e 341,4 kcal (Tabela XI). O valor energético encontrado nas amostras

analisadas é muito semelhante ao descrito anteriormente em méis de Erica sp., com um

valor médio de 325,0 kcal e ao apresentado por méis de outras espécies e multiflorais,

cujo valor médio foi de 321,4 kcal [87].

Tabela XI - Valores nutricionais do mel: Cinzas, energia, proteinas e hidratos de carbono.

Cinzas Energia Proteinas Hidratos de Carbono
Amostras (9/100g) (kcal) (9/100g) (9/100g)
A0 0,42 £ 0,00 3354 0,35+0,05 83,50
Al 0,54 +£0,01 3414 0,59 £0,17 84,81
A2 0,33 +0,00 337,8 0,55+0,21 84,25
A3 0,29 £ 0,00 335,6 0,19+ 0,00 83,51
A4 0,47 +£0,02 334,9 0,39+ 0,00 83,41
A5 0,22+0,01 329,1 0,32+0,17 81,83
A6 0,27 £ 0,01 334,9 0,46 £ 0,03 83,52
A7 0,40 £ 0,02 335,1 0,20 £ 0,03 83,56
A8 0,23+0,00 336,2 0,20 £ 0,08 83,84
A9 0,23+0,00 335,9 0,29 £ 0,07 83,69
A10 0,22 £ 0,00 335,6 0,48 + 0,04 83,43
All 0,24 £ 0,00 337,7 0,55+ 0,06 83,87

4.4. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Atualmente tem-se vindo a assistir a um interesse crescente nas propriedades

bioativas dos alimentos, particularmente no que se refere a atividade antioxidante, que é

frequentemente associada com o teor de compostos fendlicos. Deste modo, procedeu-se

a quantificacdo dos compostos fendlicos totais nas varias amostras de mel em estudo e
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avaliou-se a respetiva atividade antioxidante, através da capacidade de captar radicais
DPPHe do seu poder redutor.

Na Tabela XI1 sdo apresentados os resultados relativos & quantidade de compostos
fenolicos totais e avaliacdo da atividade antioxidante das amostras de mel utilizadas neste

estudo.

Tabela XII - Teor em compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das amostras de mel.

Compostos fenolicos  Poder redutor DPPH
Amostras totais (mg EAG.gY) (mg.mL?)
(mg EAG.g?)
A0 1,34 +£0,08 0,14 +0,01 11,53 + 0,00
Al 1,49 +£0,05 0,11 +0,01 13,75+ 0,02
A2 1,52 +0,08 0,11 +0,01 13,40 + 0,02
A3 1,07 £ 0,03 0,08 £0,01 19,47 £ 0,00
Ad 1,08 £ 0,09 0,09+ 0,01 20,65 = 0,04
A5 1,55+0,13 0,14 £ 0,01 10,10+ 0,01
A6 1,95 + 0,07 0,21+0,01 5,07 £0,05
A7 1,93+0,11 0,19 £ 0,04 3,02 £ 0,03
A8 1,73+0,13 0,17 £ 0,03 9,23 +0,05
A9 1,63+0,11 0,14 £0,01 6,56 + 0,02
A10 1,69 £ 0,05 0,14 = 0,00 10,48 + 0,07
All 1,70 £ 0,06 0,15+0,01 8,39+0,11

4.4.1. Compostos fenolicos totais

Os valores obtidos para 0s compostos fenolicos totais nas amostras analisadas, que
se encontram representados na Tabela XI1, variaram entre 1,07 e 1,95 mg EAG.g, com
um maximo de 1,95 e 1,93 mg EAG.g*! para as amostras A6 (regido de Boticas) e A7
(regido de Palmela), respetivamente, e um minimo de 1,07 e 1,08 mg EAG,g™* para as
amostras A3 e A4 provenientes de Aguiar da Beira. Verificou-se que as amostras com
maior teor de compostos fendlicos correspondem a amostras de mel de cor ambar escuro,
enguanto que as amostras com menor teor de compostos fenolicos totais apresentaram
uma coloragdo ambar claro. Estes resultados evidenciam o contributo destes compostos
para a coloragdo do mel, de acordo com o descrito anteriormente [116]. As amostras de

mel classificadas como monofloral de urze (A8, A10 e All) apresentaram teores de
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compostos fendlicos totais compreendidos entre 1,69 e 1,73 mg EAG,g?, que sio
comparaveis ao reportado em estudos anteriores onde se referem valores de 1,81+0,62
ma/g [87].

4.4.2. Poder redutor

Na Tabela XII, estdo representados os valores das amostras avaliadas pelo poder
redutor, expressos em equivalentes de &cido galico (mg EAG.g?), observando-se uma
variagdo entre 0,08 e 0,21 mg.EAG.g . Tal como descrito na literatura, é possivel
observar que as amostras gque tinham apresentado um maior teor de compostos fenolicos
totais, a A6 (regido de Boticas) e a A7 (regido de Palmela) séo aquelas que evidenciaram
um maior poder redutor: 0,21 e 0,19 mg EAG.g . Do mesmo modo, as amostras com
menores teores de compostos fenolicos totais foram as que registaram menores valores
de poder redutor: 0,08 e 0,09 mg.EAG.g?, observados nas amostras A3 e A4 (regido de

Aguiar da Beira), respetivamente.

4.4.3. Efeito bloqueador de radicais livres

O DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazilo) é um radical livre estavel, para o qual as
substancias antioxidantes transferem eletrbes ou atomos de hidrogénio. Deste modo, nas
amostras de mel, quanto mais elevado apresentarem o valor de ECso menor serd a
capacidade da amostra neutralizar os radicais e menor seré a sua atividade antioxidante.

Tal como referido para o poder redutor, as amostras A6 e A7 apresentaram a maior
atividade antioxidante, com valores de 5,07 mg.mL™ para a amostra A6 e 3,02 mg.mL™*
para a amostra A7, enquanto nas amostras A3 e A4 observam-se o0s valores mais baixos
de atividade antioxidante, com valores de ECso de 19,47 mg.mL? e 20,65 mg.mL™,
respetivamente (Tabela XII). Estudos anteriores no mel de urze portugués revelaram
valores médios para o ECso de 11,5 mg.mL? [87], que podem ser considerados
comparaveis aos observados para as amostras de mel de urze aqui estudadas onde se

observou uma média de 9,37 mg.mL™* [87].
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4.5. Perfil de compostos fendlicos

Devido ao processo de colheita de néctar pelas abelhas, o mel resultante pode ter
origem em diferentes espécies de plantas. Os méis monoflorais, como o de urze, devido
as suas caracteristicas organoléticas e propriedades bioldgicas especificas, tém grande
procura comercial. Hoje em dia, novas tecnologias de anélise, como a anélise do perfil de
compostos fendlicos, sdo usadas na caracterizacdo e avaliacdo da autenticidade de méis
associados a origens botanicas particulares [99].

O perfil de compostos fenolicos foi avaliado por UPLC/DAD/ESI-MS", apos a
extracdo destes compostos das amostras de mel em estudo. Na Figura 18, apresenta-se o
perfil cromatografico obtido para uma das amostras de mel estudadas. A identificacao
dos compostos foi efetuada através de UPLC/DAD/ESI-MS", o que permitiu a elucidagédo
dos compostos fendlicos através da comparacdo do seu perfil cromatogréafico, espectro
UV e informacéo de espectrometria de massa, com compostos de referéncia. Quando os
padrdoes ndo estavam disponiveis, a informacdo estrutural foi confirmada com a

combinacédo dos dados UV e as fragmentaces MS descritas na literatura.
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Figura 18 - Perfil fendlico, obtido por UPLC/DAD/ESI-MS", do extrato de mel referente nesta

amostra A0, a 280 nm (os numeros na figura representam os compostos fendlicos identificados
na amostra, Tabela XII1).

Na analise de ESI-MS" foi usado 0 modo negativo devido a grande sensibilidade que
este modo apresenta na detecédo das diferentes classes de compostos fendlicos [117].
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Na Tabela X111, apresentam-se 0s varios compostos identificados em cada amostra,
com o respetivo tempo de retencdo, bandas de absorvancia maxima e informacao de

espectrometria de massa.

Tabela X111 - Compostos fendlicos e acido abscisico identificados por UPLC/DAD/ESI-MS" nas
amostras de mel em estudo.

Ne° Composto tr Amax (Nm)  [M-H] [M-H]2
(min)
1 Acido protocatéquico?® 1,31 253 153 109
2 Acido p-hidroxibenzoico? 1,98 255 137 93
3 Acido cafeico? 2,05 292,322 179 135
4 Acido elagico? 3,25 253, 367 301 301
5  Acido cinamico (derivado 1)° 3,32 278 165 147
6  Acido p-cumérico? 3,50 310 163 119
7 Acido cindmico (derivado 2)P 3,62 278 262 244 (8), 218 (100), 200
(27), 147 (49)
8  Ramndsido de quercetinab<t 5,63 256, 349 447 301
9  Acido salicilico® 6,23 256 137 93
10  Ramnosido de campferol®ct 6,52 265, 449 431 285
11 153 (10), 205 (25), 220
Acido abscisico (isdmero 1)>2 6,72 265 263 (100)
12 Acido p-hidroxibenzoéico 181 (13), 155 (100), 137
(derivado 1)° 6,98 221 199 (20)
13 Acido abscisico (isémero 2)>¢2 7,22 265 263 153 (69), 154 (100), 220
(36)
14 Luteolina® 7,59 253, 268sh, 285 285 (100), 267 (54), 241
349 (63), 175 (52)
15  Quercetina® 7,76 256, 37 301 179 (100), 151 (69)
16  Eter de 5-metil- 7,87 287 285 267 (100), 252 (13), 239
pinobanksina®c: (29)
17  Eter de 3-metil-quercetina®c! 7,97 356, 255 315 300
18  Pinobanksina®c 8,53 292 271 253 (100), 225 (19), 151
(10)
19  Eter de metil-campferol®<t 8,85 267, 35 299 284
20  Ramnetina®® 9,21 256, 367 315 300 (34), 193 (76), 165
(100)
21  Eter de dimetil-quercetina®<t 9,50 256, 367 329 314
22  Cafeato de isoprenilo®c! 9,74 298, 325 247 179 (100), 135 (100)
23  Cafeato de isoprenilo 9,79 298, 325 247 179 (100), 135 (100)
(isdmero 1)bc
24 Crisina? 10,17 268 253 253 (100), 225 (17), 209
(49), 151 (1)
25  Pinocembrina? 10,19 290 255 255 (16), 213 (100), 211
(40), 151 (26)
26  Galangina? 10,29 265, 300sh, 269 269 (100), 241 (61), 227
358 (20), 197 (22), 151 (20)
27  Cafeato de etilfenilo? 10,29 295, 325 283 179 (100), 135 (28)
28  Acetato de 3-O- 10,34 292 313 271 (18), 253 (100)
pinobanksina®¢
29  6-Metoxi-crisina® 10,62 265, 300sh, 283 269
350sh

Nota: tg- tempo de retencdo do compostos; [M-H] - ido produto; [M-H]?— fragmentacéo do ido produto.
a-Confirmado com padréo; °-Confirmado com fragmentagdo MS"; * — Confirmado com referéncia [117];

¢ _ Confirmado com referéncia [118].
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Neste estudo foi possivel, a identificacdo de vinte e sete compostos fendlicos, dos
quais doze acidos fenolicos e quinze flavondides. Entre os &cidos fendlicos identificados,
cinco séo derivados do acido benzoico (&cido protocatéquico, &cido elégico, &cido p-
hidroxibenzoico, acido salicilico e acido p-hidroxibenzoéico (derivado 1)) e sete sdo
derivados do acido cindmico (acido cafeico, acido cinamico (derivado 1), acido p-
cumarico, acido cindmico (derivado 2), cafeato de isoprenilo, cafeato de isoprenilo
(isomero 1) e cafeato de etilfenilo)). Dos quinze flavonoides identificados, sete pertencem
a classe dos flavonois (éter de metil-campferol, ramnetina, éter de dimetil-quercetina,
quercetina, éter de 5-metil-quercetina, ramnosido de campferol e ramnosido de
quercetina), quatro a classe das flavonas (6-metoxi-crisina, galangina, crisina e luteolina)
uma flavanona (pinocembrina, e trés di-hidroflavonois (pinobanksina, acetato de 3-O-
pinobanksina e o éter de 5-metil-pinobanksina). Para além dos compostos fendlicos,
foram ainda identificados dois isdbmeros do é&cido abscisico (isomero cis,trans e
trans,trans), que sdo classificados como isoprendides e que frequentemente sdo detetados
como compostos fendlicos neste tipo de andlises.

As amostras de mel analisadas apresentaram uma composicao fenolica semelhante,
em que os diferentes compostos estdo presentes em quase todas as amostras, com algumas
diferencgas nas suas concentracdes. De uma forma geral, oito compostos volateis foram
encontrados em diferentes concentracfes em todas as amostras (acido caféico, acido p-
cumarico, acido cinamico (derivado 2), acido salicilico, &cido p-hidroxibenzoico, éter de
5-metil-pinobanksina, Pinobankina e a Crisina) (Tabela XIV). Entre os compostos
identificados (Tabela X1V), pode-se verificar que o acido p-cumarico e os dois isomeros
do écido abscisico (isomero cis,trans e trans,trans) sao os que foram detetados na maior
parte das amostras em maiores concentracGes, seguindo-se o éter de 5-metil-

pinobanksina.
Na Tabela X1V, verifica-se que as amostras que apresentaram maior quantidade de

compostos fenolicos é amostra Al proveniente de Chaves com 412,1 mg/100 g e com

menor quantidade é amostra A2 proveniente de Chaves com 73,2 mg/100 g.
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Tabela X1V - Quantidade de compostos fenolicos, expressa em mg/100 g de mel, detetados nas

amostras de mel.

(mg/ 100 g)

Compostos A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 All
Acido - - - - - - - 11,08 - - - -
protocatecuico
Acido p- 101 438 0,79 259 1,75 - - 577 - - - -
hidroxibenzéico
Acido caféico 2,76 14,14 221 363 3,74 222 199 1368 192 212 146 2723
Acido elagico - 5003 - - - - - - - - - -
Acido cinamico 3,09 - - 1590 - 3,64 2,36 4,76 240 240 1,18 1,85
(derivado 1)

Acido p-cuméarico 25,76 8,09 21,15 15,34 2653 36,42 44,39 22,93 4399 46,16 36,53 48,58
Acido cinamico

(derivado 2) 3,80 11,44 155 6,24 3,15 453 3,04 8,85 345 349 281 3,56
Ramnésido de 2,49 - 190 052 323 239 4,16 5,88 3,04 319 202 220
quercetina

Acido salicilico 3,09 530 091 527 228 159 0,64 4,42 145 151 048 1,52
Ramndésido de

campferol - - - - - - - - - 692 -

Acido abscisico

(isomero 1) 75,27 - 4443 24,02 61,54 8156 88,15 4351 78,41 92,06 53,77 71,22
Acido p-

hidroxibenzéico 264 11,19 203 7,38 233 187 1,60 8,81 154 161 085 147
(derivado 1)

Acido abscisico 9445 - 72,224 70,82 118,0593,08 120,94 102,12 105,61 125,3573,78 90,35
(isémero 2)

Luteolina - - - - - - - 12,84 - - - -

Quercetina 508 9,96 305 855 7,79 349 521 1997 382 4,08 4,14 -

Eter de 5-metil-

pinobanksina 13,12 26,78 3,75 14,15 20,80 18,73 20,24 51,86 17,26 17,32 12,59 17,71
Eter de 5-metil- - 7545 10,56 3,37 7,64 - - 17,09 3,94 - - -

quercetina

Pinobanksina 12,37 50,33 9,16 22,54 926 517 2,88 3854 510 583 231 4,02
Eter de metil- 6,12 - 549 941 2460 556 7,13 - 4,03 4,93 16,96 5,71
campferol

Ramnetina - 11,09 - - - - - - - - - -

Eter de dimetil-

quercetina - 7,25 - 0,49 - - - 4,27 - - - -

Cafeato de

isoprenilo - 1,71 - 053 041 - - 0,47 - - - -

Cafeato de

isoprenilo

(isémero 1) - 3,92 - 552 0,62 - - 0,94 - - - -

Crisina 9,17 4566 1,82 6,38 12,77 3,65 280 2050 125 184 223 260
Pinocembrina 361 48,12 658 1650 251 1,36 - 3235 2,15 2,99 101 1,63
Galangina 2,86 16,61 2,30 2,01 - - - 8,75 - - - -

Cafeato de etilfenilo - - - - - - - - - - - 033
Acetato de 3-O-

pinobanksina - 608 - - - - - - - - - -

6-Metoxi-crisina - 457 - - - - - - - - - -

Total (amostras)* 96,98 4121 732 1463 1294 906 965 2938 953 97,5 915 934

Nota: * Somatdrio dos compostos fendlicos.
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Os acidos fendlicos sdo um dos compostos mais frequentemente encontrados na
composicdo dos produtos da colmeia e em especial no mel. Compostos como o &cido
cafeico e seus derivados, acido p-cumarico, &cido cindmico, &cido elagico, &cido
protocatecuico e acido salicilico estdo descritos em méis com diferentes origens florais e
em particular no mel de Erica sp. [120]. Em contrapartida, compostos como o0s ésteres de
acido cafeico, tipicos da prdpolis, muito provavelmente terdo a sua origem nesta resina
produzida pelas abelhas [118, 120]. Pode-se verificar que em relacdo aos &cidos fendlicos
a amostra Al da regido de Chaves, é a que apresenta maior quantidade em compostos
derivados do acido benzoico (70,91 mg/100g) e a amostra A1l proveniente de Boticas
destaca-se pelos acidos derivados do &cido cindmico (56,55 mg/100g) (Tabela XV). O
acido elagico, so6 foi encontrado em maior quantidade na amostra Al (regido de Chaves)
(Tabela XIV).

Os flavonoides que se encontram presentes no mel tém origem no polen, na propolis
e no néctar, sendo a propolis a fonte mais rica em flavondides. A pinobanksina e seus
derivados, a pinocembrina, a crisina e a galangina sdo compostos descritos como
derivados da propolis, que estdo presentes no mel por contaminacdo desta resina [118,
121]. A pinobanksina encontra-se presente na amostra Al, A3 e A7 e a pinocembrina na
amostra Ale A3 com valores a variar entre 2,31-50,33 mg/100g e 1,01-48,12 mg/100g
respetivamente (Tabela XIV). Outros flavonoides encontrados nestas amostras como a
quercetina, campferol, luteolina e seus derivados encontram-se descritos na literatura
como tendo origem no néctar, estando presentes no néctar de Erica sp. [120]. Alguns
autores [122] referem que a quantidade de flavondides € maior em méis colhidos durante
estacOes secas com altas temperaturas e que 0s méis mais escuros contém mais derivados
de &cidos fendlicos, enquanto que méis mais claros contém mais flavondides [61]. A cor
escura € também indicadora da presenca de um elevado teor de minerais.

Nas amostras em estudo foram detetados dois isémeros do acido abscisico (isbmero
1 e 2) como compostos maioritarios, com exce¢cdo da amostra Al descrita como
monofloral de castanheiro. Embora ndo sendo compostos fendlicos, estes compostos tém
um comportamento cromatografico semelhante, apresentando um UVmax de 265 nm. A
identificacdo dos dois isomeros foi confirmada através do perfil de fragmentagéo do ido
molecular m/z 263, com a obtenc¢éo do fragmento maioritario a m/z 220 correspondente a
perda de CO», (Tabela XI11) [119]. A diferenciacdo entre os isomeros, acido cis, trans-

abscisico e &cido trans, trans-abscisico ndo foi possivel, sendo necessario em trabalhos
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futuros comparar os resultados obtidos com os de padrées comerciais. O acido abscisico
(dois isdmeros), que atua como uma hormona vegetal, com func¢des de inibicdo do
crescimento, promogédo da dorméncia e germinacdo das sementes e ajudar a planta a
tolerar condicgdes de stress hidrico e ambiental. As espécies florais dos meis analisados
apresentam um periodo de floracdo na estacao seca, o que justifica a presenca do acido
abscisico nas amostras monoflorais e multiflorais. Esta hormona vegetal foi
anteriormente reconhecida como marcador floral do mel de urze [119] e esta presente no
néctar e no mel de variadas fontes florais [67, 121]. O seu conteldo variou entre 24,02 e
92,06 mg/100g para o isomero 1 e 70,82 e 125,3 mg/100g para o isébmero 2 (Tabela X1V).
Bertoncelj et al.(2011) [119], identificou os dois isémeros, tendo verificado uma maior
percentagem de &cido cis, trans-abscisico nas amostras analisadas. Na compara¢do por
classes, estes dois compostos foram os maioritarios, apresentando um total de 1780,73
mg/100g (Tabela XV).
Na seguinte Tabela XV, estdo agregados os resultados dos compostos individuais.

Tabela XV - Conteldo das principais classes de compostos fenolicos presentes em amostras de
mel.

Acidos fendlicos Flavonéides Isoprenoides
(mg/100g) (mg/100g9) (mg/100g)

Amostras | Derivados Derivados [Flavanonas Flavonas Flavondis Di- Acido abscisico [Total*

e e ncrfiaanona_| (5071012
A0 6,74 35,42 3,61 12,03 13,69 25,49 169,71 96,98
Al 70,91 39,31 48,12 66,83 103,75 83,18 0,00 412,10
A2 3,73 24,92 6,58 4,12 21,00 12,90 116,68 73,24
A3 15,23 47,16 16,50 8,39 22,34 36,69 94,84 146,32
A4 6,36 34,45 2,51 12,77 43,26 30,06 179,59 129,42
A5 3,46 46,80 1,36 3,65 11,43 23,90 174,65 90,59
A6 2,24 51,79 0,00 2,80 16,50 23,12 209,09 96,45
A7 30,08 51,63 32,35 42,08 47,21 90,40 145,63 293,76
A8 2,99 51,75 2,15 1,25 14,82 22,35 184,02 95,32
A9 3,12 54,17 2,99 1,84 12,21 23,14 217,41 97,48
A10 1,33 41,98 1,01 2,23 30,04 14,91 127,55 91,51
All 3,00 56,52 1,63 2,60 7,92 21,73 161,56 93,42

*Nota: Somatdrio dos compostos fendlicos de cada amostra.

As amostras classificadas como mel de urze (A8, A10 e All), sendo estas de cor

ambar escuro apresentam maior concentracdo em acidos fendlicos (157,61 mg/100g) e
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menor quantidade de flavondides (122,64 mg/100g). Relativamente ao teor dos dois
isdbmeros de &cido abscisico apresentaram um valor de 473,13 mg/100g. Assim sendo,
pode-se considerar esta hormona vegetal como um dos constituintes fitoquimicos mais

importantes para a autenticacao deste tipo de mel.

4.6. Compostos volateis

O aroma € uma caracteristica organolética com um impacto decisivo na apreciagdo
do mel pelos consumidores, podendo definir o seu valor comercial. Todos 0s compostos
volateis presentes no mel, incluindo aqueles que se encontram presentes em baixa
concentragdo, tém impacto no seu aroma [123]. Recentemente, tem aumentado o interesse
do mundo académico na detecdo de compostos volateis que possam, de forma isolada ou
em conjunto com outros parametros, funcionar como marcadores de origem boténica. No
entanto, por uma variedade de razdes, esta tarefa é bastante complexa, porque além da
origem floral, o perfil de compostos volateis do mel pode variar com as técnicas de
maneio apicola, condicdes climaticas e pelo processamento e condicdes de
armazenamento [99].

Na Tabela XVI, apresenta-se o perfil em compostos volateis das amostras de mel
estudadas, tendo-se identificado cinquenta e nove compostos volateis por GC-MS, com
0s respetivos tempos de retengdo (tr) e indices de retencdo linear (LRI). Foi possivel
observar uma boa correspondéncia entre os valores para os indices de retencdo lineares
tedricos obtidos da biblioteca NIST e os valores calculados, 0 que permite um maior

suporte para as identificacdes propostas.

Tabela XVI - Compostos volateis presentes nas amostras analisadas.

Composto tr LRI LRI tedrico?

Benzaldeido 7,928 962 958
Octanal 9,678 1009 1001
Fenilacetaldeido 11,183 1045 1046
Acetofenona 12,251 1070 1059
Oxido de cis-linalol 12,443 1074 1068
1-Octanol 12,618 1078 1074
4,5- Dipropenil-dihidro-furan-2-ona 13,038 1088 -

Oxido de trans-linalol 13,143 1091 1086
2-Nonanona 13,371 1096 1093
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Compostos tr LRI LRI teorico?
Nonanal 13,948 1109 1107
Hotrienol 14,176 1114 -
2-Feniletanol 14,351 1118 1120
Isoforona 14,666 1125 1124
E,E-2,6-Dimetil-1,3,5,7-octatetraeno 14,998 1132 1132
Aldeido de lilas B 15,541 1144 1145
4-oxoisoforona 15,699 1147 1145
Aldeido de lilas A 15,874 1151 1154
Oxido de nerol 16,014 1154 -
Aldeido de lilas D 16,521 1165 -
Benzoato de etilo 16,784 1171 1171
trans-3-caren-4-ol 16,941 1175 -
Nonanol 17,169 1180 1176
Salicilato de metilo 17,729 1192 1191
A-Terpinol 17,974 1197 1195
Hotrienol (isémero) 18,026 1198 -
Safranal 18,061 1199 1197
Ocimenol 18,079 1200 -
Octanoato de etilo 18,236 1203 1201
Decanal 18,586 1211 1208
3-Fenilfurano 19,076 1222 1224
Acetato de etilfenilo 20,092 1244 1245
p-Anisaldeido 20,652 1257 1258
Indano-4-carboxaldeido 21,281 1271 -
Cinamaldeido 21,439 1274 -
2,4,5-Trimetil-phenol 21,527 1276 -
d-Octalactona 21,842 1282 -
Timol 22,542 1298 1295
B-Metil-y-octalactona 23,574 1322 -
Mesitol 23,591 1322 -
4-Metil-1-naftaleno 24,222 1337 -
Eugenol 24,992 1354 1355
B-Damascenona 25,990 1377 1380
(E)-o-Damascona 26,042 1378 -
Acido decandico 26,567 1390 1394
cis-Jasmona 26,690 1393 1394
Decanoato de etilo 26,970 1400 1403
2,5,8-Trimetil-1,4-dihidronaftaleno 27,057 1402 -
y- Decalactona 29,858 1469 -
8-Decenolactona 30,121 1475 -
2',6'-Dimetil-4'-propoxi-acetofenona 30,260 1478 -
2-Fenil-5-metil-2-hexenal 30,470 1483 -
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Composto tr LRI LRI tedrico @

d-Decalactona 30,785 1491 1490
Pentadecano 31,223 1501 -
Hexadecano 31,310 1503 -
3,7,7-Trimethil-1-penta-1,3-dienil-2- 32,623 1537 -
oxabiciclo[3.2.0]hept-3-eno

1,3,5-Tri-isopropilbenzeno 34,828 1592 -
4'-tert-Butil-2',6'-dimetilacetofenona 34,863 1593 -
Heptadecano 39,046 1704 -
Heneicosano 45,224 1902 -

3(http://webbook.nist.gov/chemistry/, acedido no dia 20 de Setembro de 2017)

De uma forma geral, os compostos maioritarios que foram identificados nas amostras
de mel foram os terpenos hotrienol, timol e o 6xido de cis-linalol, para alem do aldeido
nonanal (Tabela XVII). O hotrienol € um composto que é detetado com bastante
frequéncia em amostras de mel [37]. No entanto, para as amostras Al (regido de Chaves)
e A7 (regido de Palmela) os compostos maioritarios sao o 1-nonanol e o nonanal
compostos associados as abelhas e também detetados em quantidades significativas em
amostras de mel de eucalipto [80, 124]

Nas amostras A6 e A2, para além do hotrienol, temos também o 6xido de cis-linalol,
enquanto que para a A8, A9, A10 e All surge também o timol, e na amostra A0, A4 e
Ab5 surge o 3-fenilfurano. O timol é um terpeno que surge em alguns méis como marcador
floral, como é no caso de méis de Tilia spp. e Robinia, a sua presenca nas amostras
analisadas possa ter resultado do uso deste composto como acaricida no tratamento contra
a varroose por parte dos apicultores, podendo a sua presenca ser uma contaminacgéo ou
ter origem boténica. O 3-fenilfurano é também um composto que surge descrito como
estando presente no mel, e produto resultante das reacbes de Maillard [125]. Estes
compostos podem ser formados durante a obtengdo do mel em operagdes que envolvam
tratamentos térmicos, mesmo a temperaturas de 50°C, ou durante o armazenamento do
mesmo. Durante a extracdo dos compostos por SPME, o mel foi colocado num banho
termostatizado a temperatura de 50°C, o que poderia contribuir para a formacéo deste tipo
de compostos. No entanto, os resultados mostram que estes compostos ndao foram
detetados em todas as amostras de mel analisadas e que se encontram presentes em
quantidades bastante distintas. Para além disso, é possivel encontrar na bibliografia
estudos onde se utilizam temperaturas de 50°C, ou até superiores, para a analise de

compostos volateis do mel por SPME, sem que isso tenha tido algum efeito
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Tabela XVI1 - Resultados dos compostos volateis encontrados nestas amostras, em % relativa.

Compostos A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All

Benzaldeido 136 - 482 - - - - - - - - -
Octanal 0,29 - - - - - - - - - - -
Fenilacetaldeido 5,76 - 201 680 466 101 0,95 - 0,67 0,70 159 0,67
Acetofenona 0,75 - - - - - - - - - - -
Oxido de cis-linalol 042 228 949 7,17 523 919 1720 250 8,40 10,11 597 6,20
1-Octanol - - - 542 1,82 - - - - - - -
4,5- Dipropenil- - - - - - - 0,96 - 046 056 - -
dihidro-furan-2-ona

Oxido de trans-linalol - - 1,79 - - 1,94 536 - 1,35 1,9 1,75 1,73
2-Nonanona 0,59 - - - - - 0,87 - - - - -
Nonanal - 12,20 - - - - - 22,40 - - - -
Hotrienol 58,08 - 59,40 48,11 46,3456,01 26,19 - 53,63 54,59 54,88 38,26
2-Feniletanol 1,78 - 132 267 387 104 066 743 062 026 1,18 0,84
Isoforona 0,40 - 047 - 0,78 - 0,29 - 047 0,46 044 1,16
E,E-2,6-Dimetil- 0,37 - 064 - - - - - 0,67 044 077 -
1,3,5,7-Octatetraeno

Aldeido de lilas B 1,85 - - - - 0,63 0,23 - 036 039 - 0,74
4-Oxoisoforona 1,92 - 1,21 236 2,66 1,17 1,05 - 0,57 1,27 0,96 -
Aldeido de lilés A - - - - - - - - 0,27 0,24 0,63 0,79
Oxido de nerol 09 - 1,25 - - 119 417 - 119 091 1,03 1,22
Aldeido de lilas D 0,69 - - - - 0,39 0,25 - - - 025 -
Benzoato de etilo 1,73 - - - - 0,9 0,25 745 - - 080 -
trans-3-caren-4-ol - 9,19 - - - - - - - - - -
Nonanol 0,95 44,92 259 12,52 3,58 - 1,23 12,78 - - - -
Salicilato de metilo - - - - - 0,23 - - 0,24 019 - -
o -Terpinol - - 1,70 3,12 - - - 2,95 - - - -
Hotrienol (isémero) - - - - - 2,86 - - - 0,76 - -
Safranal - - - - 097 - 1,98 - - - - -
Ocimenol - - - - - - - - 0,68 - - -
Octanoato de etilo - - - - - 0,20 - - - - - -
Decanal 1,03 - - 1,32 093 054 - 2,73 025 020 1,80 046
3-Fenilfurano 7,08 - 1,36 141 740 133 1,36 - 1,20 126 451 0,61
Acetato de etilfenilo 0,42 - - - - - - - - - 025 -
P-Anisaldeido 0,32 - - - 3,67 - - - - - 289 0,39
Indano-4- 0,62 - - - - - - - - - - -
carboxaldeido

Cinamaldeido - 3,50 1,85 - 105 031 - - - - - -
2,4,5-Trimetil-phenol - - - - - - - - - 0,28 - -
3-Octalactona - - - - - 054 - - - - - -
Timol - 223 053 192 525 0,36 258 8,86 18,30 16,24 6,82 28,73
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Compostos

A0

Al

A2

A3

A4

AS

A6

AT

A8

A9 Al10 All

B-Metil-y-octalactona

Mesitol
4-Metil-1-naftaleno
Eugenol

-Damascenona
(E)-a-Damascona

Acido decanoico
Cis-Jasmona
Decanoato de etilo
2,5,8-Trimetil-1,4-

dihidronaftaleno
y- Decalactona

8-Decenolactona

2',6'-Dimetil-4'-
propoxi-acetofenona
2-Fenil-5-metil-2-
hexenal
6-Decalactona
Pentadecano
Hexadecano
3,7,7-Trimethil-1-
penta-1,3-dienil-2-
oxabiciclo[3.2.0]hept-
3-eno

1,3,5-Tri-
isopropilbenzeno
4'-tert-Butil-2',6'-
dimetilacetofenona
Heptadecano

Heneicosano

0,78
0,70

0,58

2,28

2,90
0,66

0,66

5,10

2,30
0,62

1,83
2,10

1,03

2,26

0,59

1,23

1,62
3,12

1,65
0,64

6,17

1,27

1,99

0,83
2,31

0,62

0,65

0,56
2,32

6,36

1,47
0,33

4,78

14,11

1,08
2,16

341
6,01

1,80
1,30

6,36
7,30

0,20

0,40
0,49

2,90

1,64

0,99

0,21
0,38

2,83

1,52

0,69

0,21
0,24

0,45

1,00

0,67

1,83

1,62

6,22

0,54
1,14
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4.7. Propriedades reologicas

4.7.1. Viscosidade

O comportamento de escoamento das amostras de mel foi avaliado fazendo o registo da

viscosidade quando se aumenta a velocidade de rotacdo do elemento mével (curva de

carga) e posteriormente, quando se reduz essa velocidade (curva de descarga). Este

procedimento foi realizado para todas as amostras de mel em estudo, a diferentes

temperaturas (25°C, 35°C e 45°C), estando os resultados obtidos para a amostra A7

representados na Figura 19. Este estudo também possibilitou a classificacdo das

diferentes amostras de mel como sendo fluidos Newtonianos ou ndo Newtonianos,

dependendo do comportamento da viscosidade em funcéo da velocidade de rotacdo do
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elemento movel do viscosimetro. Através da observacdo da Figura 19, é possivel
verificar que a viscosidade da amostra diminui com o aumento da temperatura, de acordo

com o que é frequentemente reportado na literatura [126].

22000 ® 25°C- curvade
descarga
20000 b @ 25°C- curva de carga

«» 18000
&U 16000 359C- curva de
= descarga
= 14000 @ 352C- curva de carga
S 12000 A
.595 10000 So—— @ 45°C- curva de
173} descarga
o
S 8000 45°C- curva de carga
Z 6000
>
4000
2000 - N -

0O 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110
Rotacdo, rpm

Figura 19 - Viscosidade em funcdo da velocidade de rotagdo do spindle do viscosimetro para a
amostra de mel A7, ensaiada as temperaturas de (25°C, 35°C e 45°C).

Foi também possivel observar que, para as temperaturas de 35°C e 45°C, a
viscosidade da amostra de mel A7 se manteve constante, independentemente da
velocidade de rotacdo do spindle do viscosimetro. Este comportamento é tipico de fluidos
Newtonianos e observou-se para a grande maioria das amostras de mel ensaiadas. A
temperatura de 25°C, a viscosidade ndo se apresenta constante, registou-se uma
diminuicdo progressiva da viscosidade aparente da amostra de mel A7 com o aumento da
velocidade de rotacdo, o que corresponde a um comportamento de fluido néo
Newtoniano, designado de pseudoplastico [127]. Este comportamento também se
verificou em outras amostras para esta mesma temperatura (A0, A8), bem como para as
amostras A0, A3 e A5 4 temperatura de 35°C.

Foi ainda avaliada a dependéncia da viscosidade relativamente ao tempo (Figura
20), tendo-se verificado que para algumas das amostras (A2 a 35°C, A3 A 25°C e A5
25°C), que apresentaram um comportamento dependente da velocidade de rotagdo do
spindle, as curvas de carga (setas a azul) e de descarga (setas a vermelho) nédo se
sobrepdem, ou seja existe um comportamento ndo Newtoniano, dependente da velocidade

de rotacdo e do tempo, que é designado de tixotrdpico.
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Figura 20 - Variacdo da viscosidade em funcdo do tempo, para as amostras de mel A3 e A5, ensaiadas a
temperatura de 25°C e 35°C.

4.7.2. Textura

A textura das varias amostras de mel foi avaliada com recurso a um texturémetro,
através da realizacdo de testes de extrusdo de retorno (back extrusion), com registo dos
pardmetros firmeza, consisténcia, indice de viscosidade e coesividade. Na Figura 21,
ilustra-se o tracado fornecido pelo software do texturometro para a amostra A3, sendo

possivel identificar os parametros registados pelo equipamento.

“orce (g)1 2 3 Nor
50

i .-Firmness

ohesiveness

Figura 21 - Tracado fornecido pelo reébmetro durante um ensaio de extrusdo de retorno (back
extrusion).
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A firmeza e a consisténcia sao avaliadas durante 0 movimento de penetra¢do do disco
na amostra para andlise, enquanto que a coesividade e o indice de viscosidade sdo
registados durante 0 movimento de retorno da sonda.

Os registos efetuados (Figura 21), correspondem aos parametros utilizados para
definir a firmeza (valor maximo no eixo positivo vertical), a coesdo (valor maximo no
eixo negativo vertical), consisténcia (area da curva positiva) e viscosidade (area de curva

negativa).

Na Tabela XVI1II, podemos encontrar os dados referentes a analise da textura das

amostras de mel utilizadas durante este estudo.

Tabela XVIII - Caracterizacdo da textura das amostras de mel: firmeza, consisténcia,
coesividade e indice de viscosidade.

Firmeza Consisténcia Coesividade indice de viscosidade
Amostras (9) (unidades (9) (unidades arbitrarias)
arbitrarias )
A0 64,38 + 0,80 1031,15 + 23,75 36,46 + 0,38 526,58 + 17,67
Al 189,97 £3,16  3376,89+41,88 161,33+9,31 1819,16 + 591,19
A2 89,62 £7,34 1529,62 * 33,67 61,63 £ 2,80 985,94 + 28,99
A3 75,12 £ 1,48 1318,42 + 33,98 51,71 £0,81 800,92 + 32,00
A4 68,57 £5,82 1139,48 £ 21,97 41,03+ 2,85 633,19 £+ 20,47
A5 41,31+0,11 683,28 £ 1,40 22,46 + 0,33 215,62 + 3,96
A6 99,33+ 2,87 1774,73 £ 43,64 75,00 £ 2,85 1197,68 = 32,44
A7 79,75+ 1,01 1416,78 £ 12,80 55,00 + 0,98 890,69 + 22,37
A8 72,64 £0,90 1240,90 £ 7,78 46,00 £ 0,42 740,24 +2,19
A9 75,15+ 0,16 1309,09 + 3,09 50,48 £ 0,15 801,56 £ 5,09
Al10 62,16 + 0,41 1079,69 + 6,81 38,82+ 0,87 596,43 + 8,88
All 71,89+1,11 1260,43 £ 17,06 46,28 +1,21 745,39 + 21,82

As amostras de mel estudadas apresentaram valores de firmeza compreendidos entre 0s
41,31 e 189,97 g, valores de consisténcia que variam entre 139,48 e 3376,89 (unidades
arbitrarias), coesividade entre os 22,46 e 161,33 g e valores de indice de viscosidade

situados entre 215,62 e 1819,16 (unidades arbitrérias). A informacdo disponivel na
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literatura relativa a caracterizacao reoldgica de méis utilizando ensaios de extrusdo de
retorno € escassa, para além das condi¢des experimentais influenciarem os resultados
obtidos. Num estudo desse tipo, foram avaliados méis de Espanha que apresentaram
valores de firmeza a variar entre 24 e 213 g, valores de consisténcia entre 407 e 2938
(unidades arbitrarias), valores de coesividade compreendidos entre 8 e 98 g e valores para
o indice de viscosidade entre 68 e 1786 (unidades arbitrarias ) [128].

Foi possivel verificar que a amostra Al (Chaves) apresentou os maiores valores para
0s varios parametros analisados, enquanto que a amostra A5 (regido de Vila Real) foi a
que registou os menores valores. Estes resultados vdo ao encontro do observado quando
se avaliou a viscosidade das amostras de mel atraves da utilizagdo do viscosimetro
rotacional, tendo-se também ai verificado que a amostra Al apresentava o maior valor de

viscosidade, enquanto que a amostra A5 apresentou 0 menor valor.
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Conclusao

Os resultados da analise melissopalinoldgica mostram que as amostras de mel
analisadas contém uma grande diversidade de gréos de polen, ndo se tendo identificado
elementos de melada, o que permite concluir que se tratam de méis de néctar.
Identificaram-se 43 tipos de pdlen, sendo o polen de urze (Erica sp), Castanea sativa e
Rubus os maioritarios. O pdlen de urze (Erica sp) esta presente em 10 amostras com
percentagens entre 1,2 % e 46,6%, sendo as amostras A8 (regido da Lousd), A1l e A10
(regido de Boticas) classificadas como mel monofloral de urze. Para alem destas, existem
quatro amostras (A0, A2, A5 e A9) que apresentam percentagens de pdlen muito
préximas do limite estabelecido por alguns estudos que consideram méis de urze (superior
a 36,7 %). Verificou-se ainda que duas amostras (Al e A4) apresentam quantidades
significativas de pdlen de Castanea sativa, sendo mesmo classificadas como mel
monofloral de castanheiro. As restantes amostras sdo classificadas como multiflorais.
Assim, embora todas as amostras analisadas tenham no seu rotulo a designacdo de mel de
urze, os resultados da anélise melissopalinoldgica parecem indicar que apenas as amostras
de mel A8, A10 e A1l correspondem realmente a essa classificagdo. Deste modo, e
embora ndo esteja em causa a seguranca alimentar, torna-se evidente a necessidade de
encontrar mecanismos adicionais para garantir a autenticidade deste tipo de produto
alimentar. As amostras de mel analisadas apresentam valores para os diversos parametros
nutricionais dentro do que é habitualmente referenciado em estudos sobre o mel,
apresentando uma cor ambar escuro, com a exce¢do das amostras de mel A3 e A4 (regido
de Aguiar da Beira), que apresentam uma cor ambar claro. O teor em humidade das
amostras de mel encontra-se dentro dos limites estabelecidos pelo Decreto-Lei n°
214/2003, de 18 de setembro, ou seja, inferior a 20%, o que permite concluir que o mel
tera sido extraido com o adequado grau de maturacéo, o que reduz a probabilidade da
ocorréncia de possiveis processos de fermentagdo do mel, estas amostras de mel
comercial de urze apresentam valores de pH compreendidos entre 3,8 e 4,5. Os valores
de acidez livre situam-se entre 22,3 e 45,0 meq.kg™?, encontrando-se abaixo dos 50,0
meq.kg™ estipulados na legislagdo portuguesa, e indicando a auséncia de processos de

fermentacgdo indesejaveis para a qualidade do mel.
74



Capitulo IV — Concluséo e perspetivas de trabalho

Relativamente a condutividade elétrica, as amostras de mel analisadas apresentaram
valores entre 0,52 e 1,08 mS.cm™. De uma forma geral, as amostras apresentaram valores
de condutividade inferiores a 0,80 mS.cm™. Apenas as amostras A0, Al, A4 e A7
apresentaram valores de condutividade superiores a 0,80 mS.cm™. De acordo com a
legislacdo, méis de flores de castanheiro ou mistura de méis apresentam valores de
condutividade superiores a 0,80 mS.cm™. Os resultados da analise melissopalinoldgica
mostraram que as amostras de mel Al e A4 parecem corresponder a mel monofloral de
castanheiro, o que surge reforcado pelos elevados valores de condutividade apresentados
por estas amostras.

A andlise do perfil em aglcares das amostras de mel evidenciou a presenca
maioritaria de frutose e de glucose, que no seu total perfazem mais de 60,0% dos agUcares
detetados, a semelhanca do que € normalmente observado em amostras de mel. Embora
em menor propor¢do, foram ainda detetados outros agucares, tais como turanose,
maltulose, maltose, trealose, kojibiose e erlose, ndo se tendo detetado a presenca de
sacarose. Os trissacaridos erlose e melizitose que sdo frequentemente associados a
presenca de vestigios de melada foram detetados nas amostras Al (regido de Chaves) e
A3 (regido de Aguiar da Beira). Deste modo, e apesar de existirem referéncias a formagéo
destes trissacaridos devido as condi¢fes de humidade e temperatura no interior da
colmeia, ndo foram detetados atravées da analise melissopalinolégica. A andlise do perfil
de acucares também possibilita a avaliacdo da maior ou menor tendéncia que 0s méis tém
para a cristalizagdo, frequentemente associada pelos consumidores a um mel de menor
qualidade. Neste estudo, os valores encontrados para a relacao entre o teor em glucose e
a quantidade de agua, (G/H) variam entre 1,6 e 2,1 g/100g, indicando que na generalidade
as amostras de mel apresentam uma lenta/media tendéncia para cristalizar, e a amostra
A4 (Aguiar da Beira), que apresenta um valor para G/H de 1,6 tem uma tendéncia nula
para a cristalizagéo.

A avaliacdo do teor de 5-HMF e do indice diastasico fornece informacao importante
sobre a qualidade do mel, nomeadamente no que se refere a ocorréncia de tratamentos
térmicos ou de condi¢cBes de armazenamento inadequadas. De uma forma geral, a
quantidade de 5-HMF detetado e o valor para o indice diastasico estdo de acordo com o
estipulado pelo Decreto-Lei n°214/2003, de 18 de setembro, sugerindo que as amostras
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de mel foram processadas e armazenadas de uma forma adequada. No entanto, a amostra
A6 (regido de Boticas) apresentou um teor de 5-HMF de 66,3 mg.kg ?, que excede o
limite maximo admissivel de 40 mg.kg™. Esta amostra apresentou um indice diastasico
de 11,5 DN, que embora seja superior aos 8,0 DN que se encontram legislados, foi o valor
mais baixo registado para as amostras analisadas. Deste modo, ndo serd de excluir a
possibilidade de ter existido um processamento ou armazenamento menos adequado deste
mel. A determinacdo do teor de prolina é tida como um indicador do estado de maturacao
do mel e da ocorréncia de possiveis adulteracdes. Embora nédo exista um valor estipulado
na legislacio portuguesa, a IHC refere como limite minimo um valor de 180 mg.kg™2. As
amostras de mel analisadas apresentaram teores e prolina compreendidos entre 820 e 1480
mg.kg?, indicando um adequado estado de maturagdo e a auséncia de eventuais
adulteracdes.

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteau mostrou que as amostras de mel analisadas contém entre 1,08 e 1,95 mg
EAG.gt. Asamostras A6 e A7 apresentaram os teores de compostos fendlicos totais mais
elevados (1,95 e 1,93 mg EAG.g}, respetivamente), seguidas das amostras A8, A10 e
A1l (1,73, 1,69 e 1,70 mg EAG.g}, respetivamente) que, de acordo com os resultados da
analise melissopalinoldgica, foram classificadas como méis monoflorais de urze. Todas
estas amostras apresentaram uma atividade antioxidante, expressa em termos do seu
poder redutor e da sua capacidade para captar radicais DPPH, superior a exibida pelas
restantes amostras analisadas, evidenciando que os méis monoflorais de urze possuem
uma interessante atividade antioxidante que podera contribuir de alguma forma para as
propriedades terapéuticas frequentemente associadas a este tipo de mel.

As determinacdes do perfil de compostos fenolicos e de compostos volateis tém
vindo a ser utilizadas para uma mais aprofundada caracterizacdo de amostras de mel e
tambeém na tentativa de encontrar marcadores da origem boténica para 0s mesmos. A
analise do perfil de compostos fenodlicos foi realizada por UPLC/DAD/ESI-MS", tendo
sido identificados 27 compostos fendlicos (12 acidos fenodlicos e 15 flavondides), para
além de 2 compostos isoprendides (isomeros do acido abscisico). As amostras
anteriormente classificadas como méis monoflorais de urze apresentaram uma maior

quantidade de acidos fendlicos relativamente aos compostos da classe dos flavondides.
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Os compostos mais abundantes foram mesmo os isomeros do acido abscisico,
considerados como indicadores de origem boténica para o mel de urze, e que foram
detetados em todas as amostras, a excecdo da amostra Al, onde nao foi detetado. Este
fato, aliado ao resultado da andlise melissopalinologica e a elevada condutividade
apresentada por este mel reforcam a possibilidade de estarmos na presenca de um mel
monofloral de castanheiro. O &cido p-cumarico, derivado do &cido cindmico, e o di-
hidroflavonol éter de 5-metil-pinobanksina foram os compostos detetados.

Através da extracdo dos compostos volateis por SPME e respetiva analise por GC-
MS foi possivel detetar cinquenta e nove compostos pertencentes a vérias familias
quimicas. Tendo por base as percentagens de area relativa, os compostos volateis mais
abundantes foram os terpenos hotrienol, timol e o éxido de cis-linalol, e também o aldeido
nonanal.

Neste trabalho foram ainda avaliadas as propriedades de escoamento e reoldgicas do
mel uma vez que, ndo existindo muitos estudos que abordem este aspeto, séo propriedades
bastante importantes na avaliacdo da qualidade feita pelo consumidor e na caracterizacao
dos méis. O estudo das propriedades de escoamento, realizado com recurso a um
viscosimetro de cilindros concéntricos, evidenciou que, de uma forma geral, as amostras
de mel estudadas comportaram-se como fluidos Newtonianos, independentemente da
temperatura a que foram realizados o0s ensaios. No entanto, as amostras A0, A3, A5, A7
e A8 apresentaram um comportamento pseudoplastico quando ensaiadas a 25 e/ou 35 °C
e comportamento tixotropicos, as amostras A2 e A5, a estas mesmas temperaturas. A
avaliacdo das caracteristicas reoldgicas, realizada através da utilizacdo do texturémetro,
mostrou que a amostra Al (regido de Chaves) apresentou 0s maiores valores para 0S
parametros avaliados (coesividade, consisténcia, firmeza e indice de viscosidade),
enquanto que a amostra A5 (regido de Vila Real) foi a que apresentou menores valores.
Verificou-se ainda a existéncia de uma boa correspondéncia entre os valores de
viscosidade determinados com recurso ao viscosimetro e os valores do indice de

viscosidade, obtidos através da utilizagdo do texturometro.
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Perspetivas de trabalho

Este trabalho pretendeu contribuir para a caraterizagdo e avaliacdo dos meéis
monoflorais de urze. Os resultados obtidos sugerem que algumas das amostras nao
correspondem a meéis monoflorais de urze e que, deste modo, seria importante a
confirmacdo destes resultados através da analise de mais amostras desses méis. Deste
trabalho, também se torna evidente a importancia da utilizacdo de varias técnicas
analiticas para a confirmacédo da autenticidade de produtos alimentares, como € o caso do
mel. Na continuacdo deste trabalho serd importante aumentar o nimero de amostras para
identificar potenciais marcadores florais dos méis de Erica sp., nomeadamente através da
avaliacdo do perfil em compostos fendlicos e em compostos volateis, com recurso a

utilizacdo de técnicas de analise estatistica.
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Em anexo seguem-se quatro resumos que resultaram de duas comunicagdes em

painel e duas comunicacg0es orais.

Comunicagdes em painel

Elsa Caveiro, Soraia I. Falcdo, Andreia Tomas, M. Carmen Seijo, Vitor Manuel R.
Martins, Miguel Vilas-Boas. Avaliacdo do perfil em acucares do mel de urze (Erica spp.)
comercial portugués. Congresso 122 Reunido do Grupo de Glucidos, 11-13 Setembro
2017, Aveiro, Portugal.

Elsa Caveiro, Soraia I. Falcdo, Andreia Tomas, Vitor Martins, Miguel Vilas-Boas.
Valorizacdo do mel de urze (Erica spp.) portugués: Caracterizacdo fisico-quimica e
avaliacdo da atividade antioxidante. Il Congresso Nacional das Escolas Superiores
Agrérias de 16-18 de Novembro de 2017, Elvas, Portugal.

Comunicacéo oral

Caveiro, Elsa ; Falcdo, Soraia I.; Tomas, Andreia; Martins, Vitor Manuel R.; Vilas-

Boas, Miguel. Composicdo e caraterizacdo do mel de urze (Erica spp.) portugués.

Encontro dos Jovens Investigadores, 29 de novembro 2017, Braganca, Portugal.

Soraia |. Falcdo, Elsa Caveiro, Paulo Russo-Almeida, M. Carmen Seijo, Vitor

Martins e Miguel Vilas-Boas. The volatile profile for discrimination of lavender and
heather honey, using solid phase microextraction and gas chromatography-mass
spectrometry. 10® Encontro Nacional de Cromatografia, 4-6 de Dezembro 2017,

Braganca, Portugal.
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Avaliacdo do perfil em acucares do mel de urze (Erica spp.) comercial
portugués

Elsa Caveiro,! Soraia I. Falcdo,! Andreia Tomas,! M. Carmen Seijo,? Vitor Manuel R.
Martins,! Miguel Vilas-Boas!

1. CIMO - Escola Superior Agraria, Instituto Politécnico de Braganca, Campus de Sta.
Apolonia, 5300-253 Braganca, Portugal;
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As abelhas sdo um exemplo de sucesso evolucionario dos seres vivos, existindo ha mais
de 125 milhdes de anos, e com a capacidade de explorar virtualmente todos os habitats
da terra. O mel é uma substancia agucarada natural produzida pelas abelhas a partir do
néctar de flores, de secrecdes de partes vivas de plantas ou de excrecdes de insetos
sugadores de plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias
especificas proprias, depositam, desidratam, armazenam e deixam no favo de mel para
amadurecer [1].

O mel é uma solucdo supersaturada de agucares cujos compostos maioritarios sao a
frutose e a glucose. Os monossacaridos representam cerca de 75 % dos acucares
encontrados no mel, seguidos dos dissacaridos e, numa menor propor¢ao, de trissacaridos.
Os acUcares sdo responsaveis por diversas propriedades do mel como: valor energético,
viscosidade, higroscopicidade, rotacdo especifica, granulacédo e poder adocante [1]. A sua
proporcdo depende maioritariamente da origem botanica e geografica do mel, mas as
condicBes climaticas, o processamento e armazenamento do mel também influenciam a
sua composicao [1,2]. As concentracdes de frutose e glucose, bem como a sua relagdo séo
indicadores Uteis na classificacdo dos meis.

Este trabalho teve como objetivo o estudo do perfil em aclcares de 12 amostras
comerciais de mel de urze (Erica spp.) Portugués. A predominancia do polen de urze foi
aferida através de analise polinica de acordo com o descrito na literatura [2]. A analise
dos acucares foi efetuada por cromatografia liquida de alta pressdo com detetor de indice
de refleccdo (HPLC-RI), utilizando uma calibragéo por padrdes externos. No estudo da
predominancia polinica verificou-se a existéncia de polen de urze em 10 amostras, numa

percentagem entre 1,2 % e 46,6%, com uma amostra proveniente de Boticas a apresentar
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o maior valor. O perfil em aglcares das amostras é semelhante, encontrando-se a frutose
como 0 monossacarido mais abundante seguido da glucose, representando estes dois
acucares no seu conjunto um valor superior a 60%, o que ¢ indicador de mel de néctar
[1]. Outros agUcares, entre os quais turanose, maltulose, maltose, trealose, kojibiose e

erlose, foram encontrados em menor percentagem.
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Valorizacdo do mel de urze (Erica spp.) portugués: caracterizacao
fisico-quimica e avaliacdo da atividade antioxidante
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O mel é um alimento natural bastante valorizado pelos consumidores pelas suas
propriedades nutritivas e terapéuticas. Produzido pelas abelhas a partir do néctar de flores,
de secrec¢des de partes vivas de plantas ou de excrecdes de insectos sugadores de plantas,
a sua composicdo € complexa e variavel dependendo da sua origem [1]. O mel de urze,
proveniente da floracdo de urzes (Erica spp.), € um produto apicola caracteristico das
terras altas e montanhosas de Portugal. Carateriza-se por ser um mel de cor escura,
consisténcia densa, aroma intenso e persistente, com um gosto ligeiramente amargo
proprio do néctar de urze. E um mel intensamente mineralizado e rico em compostos
fendlicos pelo que possui uma maior capacidade antioxidante que o distingue de outros
méis.

Este trabalho teve como objetivo contribuir para a valorizacdo do mel de urze (Erica spp.)
portugués através da avaliacdo dos seus parametros de qualidade do mel. Para isso
avaliaram-se os parametros fisico-quimicos (humidade, pH, acidez, condutividade, cor,
HMF, indice diastasico, prolina, e composi¢ado fendlica) e a atividade antioxidante (poder
redutor e bloqueador de radicais livres) de 12 amostras de mel de urze (Erica spp.)
provenientes de seis areas geogréaficas distintas de Portugal. Os méis estudados
apresentaram uma cor situada entre ambar claro a ambar escuro, com um teor de
humidade entre 14,1 e 17,5% e valores de HMF baixos a médios. Estes méis tém uma
acidez mais elevada, relacionada com a presenca de acidos organicos, frequente em méis
escuros e uma condutividade média a elevada, indicativo da sua alta mineralizagdo. Para
alem disso, apresentaram um alto conteudo natural em enzimas com valores entre 12 e 19
DN. Ao nivel da composicédo fenolica, e como é frequentemente verificado para 0s méis
escuros, 0 teor em compostos fendlicos é elevado, refletindo-se numa atividade
antioxidante também elevada. Através da técnica de LC-MS foi possivel efetuar uma
caracterizacdo especifica do perfil fenolico, identificando-se 20 compostos, entre acidos
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fendlicos (acido p-hidroxibenzoico e seus derivados, acido salicilico, acido cafeico e
acido cumarico), flavonbides (quercetina e seus derivados, pinobanksina e seus
derivados, campferol e seus derivados, crisina, pinocembrina e galangina) e o acido
abscisico em conjunto com dois dos seus isémeros, sendo estes ultimos os mais

abundantes, e descritos na literatura como marcadores para este tipo de mel [2].
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Resumo

O mel de urze (Erica spp.), € um produto apicola que possui alto valor nutricional,
antimicrobiano e antioxidante. Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo de 12
amostras de mel de urze (Erica spp.) portugués proveniente de sete areas geograficas de
Portugal, através da avaliacdo dos seus parametros de qualidade. Para isso avaliaram-se
os parametros fisico-quimicos (humidade, pH, acidez, condutividade, cor, HMF, indice
diastasico, prolina, composicdo fenolica e perfil volétil), os pardmetros nutricionais
(proteinas, hidratos de carbono e energia), a atividade antioxidante (DPPH e poder
redutor), o perfil em acuUcares e as propriedades reolégicas. As amostras analisadas
apresentaram comportamento Newtoniano ou pseudoplastico, com uma cor entre 0 ambar
claro a &mbar escuro, um teor de humidade entre 14,1 e 17,5%, valores de HMF baixos a
médios, uma acidez elevada devido a presenca de acidos organicos, uma condutividade
média, uma alta mineralizacdo e valores de enzimas entre 12 e 19 DN. O perfil em
acucares foi avaliado por HPLC-RI, em que os monossacaridos (frutose e glucose)
representam mais de 60 % de teor em acgUcares. A técnica de LC-MS permitiu identificar
vinte compostos fendlicos, entre acidos fendlicos e flavonoides, destacando-se o &cido
abscisico, marcador floral para este tipo de mel. Através de SPME/GC-MS foram
identificados setenta compostos volateis, dos quais se destacam os isdémeros de 6xido de

linalol, o hotrienol e o 2-fenil-etanol.

Palavras-Chave: Apis mellifera; mel; parametros fisico-quimicos; compostos fenolicos;

composicdo volatil.

103



Capitulo VI- Anexos

The volatile profile for discrimination of lavender and heather honey,
using solid phase microextraction and gas chromatography-mass
spectrometry

Soraia I. Falcdo®, Elsa Caveiro®, Paulo Russo-Almeida®, M. Carmen Seijo®, Vitor
Martins? e Miguel Vilas-Boas*”

aCentro de Investigacdo de Montanha (CIMO), ESA, Instituto Politécnico de Braganca, Campus de Santa
Apoldnia, 5300-253 Braganca, Portugal

bL_aboratorio Apicola - LabApis“®, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD),
Departamento de Zootecnia, 5000-801 Vila Real, Portugal

°Departamento de Bioloxia Vexetal e Ciencia do Solo, Faculdade de Ciencias, Universidade de Vigo,
Campus As Lagoas, 32004 Ourense, Spain

*mvboas@ipb.pt

Honey is a natural product produced by Apis mellifera bees from the nectar or secretions
of plants, which has a long history of human consumption. It is also used in various foods
and beverages as a sweetener and flavouring. The main parameters of honey quality,
which also influence its price, are derived from its botanical origin. Honey volatiles have
been used as markers for its authenticity. They may arise from the nectar source, from the
transformation of plant compounds by the honeybee, directly generated by honeybee,
from heating or handling during honey processing and storage or from microbial or
environmental contamination [1].

The aim of this work is the discrimination of monofloral Lavandula spp. and Erica sp.
honeys through its volatile profile. For that, eighteen samples from both lavender and
heather honey, were analyzed. Volatiles were sampled by headspace solid phase
microextraction (HS-SPME) using a 65 pum polydimethylsiloxane divinylbenzene
(PDMS/DVB) fiber. The chemical identification was performed by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS). A complex total ion chromatogram was obtained, with
nearly seventy compounds identified and quantified. The aldehydes and terpenic
derivatives were the most likely to relate honey to its floral origin, being
phenylacetaldehyde and nonanal the most representative in lavender honey while
hotrienol was the most abundant in the heather honeys. The above methodology was
suitable for the isolation of low-molecular-weight aroma compounds, particularly for the
short-chain aliphatic compounds that are important for authentication of lavender and
heather honey.
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