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Resumo

RESUMO

O mel tem sido alvo de vérios estudos sobre a sua composicdo e propriedades,
indicando que alguns méis de diferentes origens possuem propriedades antimicrombianas e
antioxidantes especificas, que variam de acordo com a sua origem floral. Os Acores com a
sua flora endémica s&o propicios para a produgdo de mel. No entanto, existem poucos
estudos que caracterizam os méis acorianos. Deste modo, foram analisadas 27 amostras de
mel de diferentes ilhas dos Acores, de Portugal continental, Australia, Argentina e Nova
Zelandia, avaliando-se a sua composicdo em fendis totais e avaliando-se a actividade
antioxidante através do método de avaliacdo da capacidade de captacao de radicais (DPPH)
e do poder antioxidante pela reducédo de ferro (FRAP). Foram avaliados a actividade da
agua (ay), pH e cor, e analisados os acidos organicos (férmico, D-maélico, lactico, acético,
maleico, citrico, succinico e fumarico) por cromatografia Liquida de Alta Presséo (HPLC) e o
acido glucodnico total (4cido D-gluconico livre e D-glucono-6-lactona) por um Kit enzimatico
da Boehringer. Foi ainda avaliada a actividade antimicrobiana contra duas estirpes de
Staphylococcus aureus (3DA e 2LaQ) pelo método por difusdo em agar ("well-assay test") e
realizada a analise polinica através da contagem dos grdos de pélen dos méis por
microscopia optica. Efectuaram-se regressoées lineares multiplas entre a analise polinica e o
pH, a,, fendis e &cidos citrico e gluconico. De forma a identificar os grupos em cada regiao
relacionados com o conteddo em &cidos orgénicos e com a sua identificagdo polinica, foi
realizada andlise de clusters e de componente principal (PCA).

Observou-se que 0s méis Acorianos possuiam um pH mais baixo (entre 3,4 e 3,5),
quando comparados com méis provenientes de outras regides (entre 4,0 e 4,2). Através da
regressao linear multivariada detectaram-se os acidos organicos (lactico, acético, férmico e
D-maélico) que mais influenciam os valores de pH (R? = 0,764).

Os méis que apresentaram coloracdo mais escura foram os da Nova Zelandia, Tras-
0s-Montes e Serra do Caramulo, sendo 0s mais claros provenientes da Ilha Terceira, Pico,
Algarve e Alentejo. Encontrou-se uma correlagéo significativa entre a coloracao dos méis e o
seu conteido em fendis (R? = 0,500, p <0,001).

Observou-se uma variacdo acentuada da actividade antioxidante nas amostras de
mel analisadas, variando entre 4,77x10* peg/mg (Alentejo) e 49,12x10™ peg/mg (Tras-os
Montes), para o DPPH e entre 62,74 uM (Alentejo) e 544,78 uM (Serra do Caramulo), para o
FRAP. Os méis que apresentaram maior actividade antioxidante foram os méis provenientes

de Trés-os Montes e Serra do Caramulo, ambos com poélens dominantes da familia
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Ericaceae (Urze e Azélea), a menor actividade antioxidante foi apresentada pelo mel do
Alentejo (monofloral de soagem). Verificou-se uma correlacéo elevada entre o conteido em
fendis e a actividade antioxidante dos méis (R? = 0,7309, para o DPPH e R? = 0,7891, para o
FRAP), demonstrando assim o papel dos fendis na actividade antioxidante. Através da
analise multivariada, as amostras de Tras-os-Montes, Serra do Caramulo e Nova Zelandia
foram agrupadas devido a sua cor, teor em fenadis e actividade antioxidante (FRAP e DPPH).

Foram identificados 83 tipos polinicos, nos quais se destacam-se 12 géneros
polinicos que aparecem em maior percentagem das amostras analisadas, Pittosporum
(Incenso - 94 %), Eucalyptus (89 %), ndo identificada (83 %), Trifolium (Trevo - 83 %),
Castanea (78 %), Rubus (56 %), Poaceae (56 %), Eriobotrya (Nespereira - 50 %),
Helianthus (50 %), Ligustrum (44 %), Erica (Urze - 44 %) e Tibouchina (Quaresmeira - 39
%).

Observaram-se semelhangas nas espécies polinicas e composicdo em &acidos
organicos, entre algumas amostras de mel provenientes da ilha Terceira e da Nova
Zelandia. As amostras de mel provenientes da regidao Norte de Portugal Continental (Tras-
0s-Montes e Serra do Caramulo) apresentaram valores significativamente mais elevados (p
<0,05) de &cido lactico, fumérico e gluconico. Este ultimo pode estar relacionado com a
actividade antimicrobiana do mel, devido a ac¢éo do glucose oxidase. Dos acidos organicos
estudados, os que melhor contribuiram para a caracterizacdo dos méis foram os acidos
citrico e gluconico, identificando-se respectivamente duas origens botanicas (Pittosporum e
Erica).

A actividade antimicrobiana detectada nas amostras de mel variou segundo a estirpe
de S. aureus estudada. A estirpe de referéncia (2LaQ) mostrou uma maior sensibilidade as
amostras de mel estudadas. Algumas amostras continuaram a apresentar actividade
antimicrobiana apos diluicdo a 25% e neutralizacdo do pH. Observaram-se valores elevados
de actividade antimicrobiana n&o peroxidasica (independente do H,0,), na estirpe de
referéncia (2LaQ) em cinco amostras dos Acores (Terceira e Sao Miguel) e duas do

Continente Portugués (Serra do Caramulo e Tras-os-Montes).

PALAVRAS-CHAVE:

- Mel

- Acidos organicos

- Melissopalinologia

- Actividade antioxidante

- Actividade antimicrobiana



Abstract

ABSTRACT

Several studies about the composition and properties of honey indicated that honey
from different floral sources have specific antimicrobial and antioxidant properties resulting
from floral origin. The Azores, with its endemic flora, is a suitable place for honey production,
yet few studies are available about Azorean honey characterization. In the present study, 27
samples of honey from different Azorean islands, Portugal mainland, Australia, Argentine
and New Zealand were analysed. Total phenol content was measured and antioxidant
activity was determined by using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH-) radical
scavenging method and the ferric reducing antioxidant power (FRAP). Water activity (a.), pH
and color were also measured. Organic acids (formic, D-malic, lactic, acetic, maleic, citric,
succinic and fumaric acids) were analyzed by high performance liquid chromatography
(HPLC) and the total D-gluconic acid (free D-gluconic acid and D-glucono-&-lactone) was
determined using Boehringer enzymatic kit. In addition, the antimicrobial activity against two
strains of Staphylococcus aureus (3DA e 2LaQ) was measured in an agar diffusion well-
assay test and pollinic analysis was performed by pollen identification and count using optic
microscopy. Multiple linear regression was performed between pollen analysis and pH, ay,
phenol content, citric acid and total gluconic acid. In order to identify patterns in organic acids
and pollen content of honey from each region, cluster analysis and principal components
analysis (PCA) were made.

Azorean honeys had a lower pH (between 3.4 and 3.5) when compared to honey from
other regions (ranged from 4.0 and 4.2). This lower pH was influenced by organic acids
(lactic, acetic, formic and D-malic acids) specified by multiple linear regression analysis (R® =
0,764).

The darker honeys came from New Zealand and the North of Portugal (Tras-os-Montes
and Serra do Caramulo), and the lighter honeys were originated from Azores islands
(Terceira and Pico) and the South of Portugal (Algarve and Alentejo). A significant correlation
was found between honey colour and total phenol content (R? = 0,500, p <0,001).

A large variation in antioxidant activity was found in honey studied, ranging from
4,77x10™ peg/mg (Alentejo) to 49,12x10™ peqg/mg (Tras-os Montes) in DPPH assay and from
62,74 uM (Alentejo) to 544,78 uM (Serra do Caramulo) in the FRAP assay. The samples
from Tras-os Montes and Serra do Caramulo, with predominant pollen from Ericaceae family
(Urze and Azalea), presented the highest antioxidant activity, while the lowest antioxidant

activity was found in Alentejo honey (Echium spp. unifloral). A high correlation was found
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between total phenol content and antioxidant activity (R*> = 0,7309 for the DPPH assay and
R? = 0,7891 for the FRAP assay), indicative of the importance of phenols in the antioxidant
activity of honey. Data from multivariate analysis grouped honey samples from Trés-os-
Montes, Serra do Caramulo and New Zealand accounting for colour, total phenol content and
antioxidant activity (FRAP and DPPH).

Eighty-three pollen types were identified and twelve pollen genus were most
represented: Pittosporum (Incense - 94 %), Eucalyptus (89 %), not identified (83 %),
Trifolium (clover - 83 %), Castanea (78 %), Rubus (56 %), Poaceae (56 %), Eriobotrya (50
%), Helianthus (50 %), Ligustrum (44 %), Erica (44 %) e Tibouchina (39 %).

Some samples originated from Terceira Island and New Zealand had identical pollen
and organic acid composition. Honey produced in the North of Portugal (Tras-os-Montes e
Serra do Caramulo) had a higher content of lactic, fumaric and gluconic acids (p <0,05). The
latest may be related with antimicrobial activity of honey, due to the glucose oxidase activity.
The organic acids that most contributed to the honey characterization were the citric and
gluconic acids and these are related to two botanical origins (Pittosporum e Erica).

Antimicrobial activity of different honey samples differed among the two S. aureus
strains studied. Reference strain (2LaQ) was more sensitive to antimicrobial activity of
honey. Some honey samples maintain antimicrobial activity after 25% dilution and pH
neutralization. High values of nonperoxide antimicrobial activity of honey (H,O, independent)
against the reference strain (2LaQ) were found in five samples from the Azores (Terceira and
Sao Miguel) and two samples from Mainland Portugal (Serra do Caramulo and Tras-os-
Montes).

KEYWORDS:

- Honey

- Organic acids

- Melissopalynology
- Antioxidant activity

- Antimicrobial activity
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO

O mel foi desde sempre considerado pelo Homem um produto especial, sendo
utilizado como alimento de alta qualidade, rico em energia ou como agente terapéutico.

A apicultura nasceu nos Acores por volta do Século XVI. Esta actividade destaca-se
por ter beneficios a nivel social, econémico e ecolégico, e nos Acores é tradicionalmente
praticada para auto consumo ou como fonte extra de rendimento. No entanto, esta
actividade encontra-se em expanséao, nos Acores, devido as suas condi¢des climatéricas e
solo feértil, que sdo propicias para o desenvolvimento e reproducdo de uma flora abundante,
rica e diversificada. A sua riqueza vegetal, distinta pelas suas espécies endémicas, a
auséncia de doencas nas abelhas e o seu clima, facultam o desenvolvimento de uma
apicultura insular com caracteristicas propria e de elevada qualidade.

Existe producdo de mel em todas as ilhas, no entanto esta é mais acentuada nas
llhas do Pico, S. Miguel e Terceira. Nos Agores existem cerca de 255 apicultores, 424
apiarios, 3850 colmeias, e 169 corticos/nucleos. Na ilha terceira existem 69 apicultores (18
dos quais associados a Fruter/Frutercoop), 94 apiarios, 892 colmeias (das quais 576
associados a Fruter/Frutercoop) e 31 corticos/nucleos, sendo produzido cerca de 4500 kg de
mel e cerca de 1000 kg do "Mel dos Acores" (Direccdo Regional do Desenvolvimento
Agrario).

O "Mel dos Acores" é reconhecido como denominacédo de origem @ desde 1994.
Desta forma, é necessario prevenir as fraudes, procedendo a caracterizacdo do mel do
ponto de vista polinico para confirmagcédo das denominacdes atribuidas, nos Acores o "Mel
de Incenso" e o "Mel Multiflora".

O preco e qualidade do mel estdo relacionados com a origem floral que Ihe deu
origem, bem como com a sua composi¢cdo quimica, uma vez que este é obtido pela
desidratacdo e transformagédo do néctar de uma determinada planta, que varia com a sua
producdo e concentragdo de néctar que foi retirado e secretado pelas flores circundantes
das colmeias (Crane, 1990). No entanto, a composi¢cdo do mel depende, basicamente, da

composicdo do néctar que lhe deu origem, enquanto as condi¢cBes climatéricas

(1) Nos termos do regulamento (CEE) 1107/96, da comissédo de 12 de Julho, o "Mel dos Acores" foi registado
como denominagdo de origem protegida, beneficiando a partir dessa data de proteccdo comunitaria atribuida nos
termos do regulamento (CEE) 2081/92, de 14 de Julho.
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(temperatura e humidade) e o0 maneio do apicultor apresenta uma menor influéncia (White
Jr., 1978). Desta forma, a andlise polinica tornou-se uma ferramenta eficaz na
caracterizacdo do mel, bem como da area de cobertura pelas abelhas, visto que estas
procuram néctar e pélen num raio de 3 km (Madejczyk and Baralkiewicz, 2008).

A certificagdo da origem floral através da identificacdo no mel de compostos
quimicos caracteristicos de determinadas espécies florais pode apresentar vantagens
significativas em relacdo a analise polinica actualmente utilizada. Por outro lado, a
guantificagdo de compostos antioxidantes no mel pode conduzir a uma valorizacdo do
produto junto do consumidor em virtude do seu uso tradicional como adocante poder
constituir uma alternativa mais saudavel. A existéncia destas propriedades pode ainda
favorecer a utilizacdo do mel como conservante alimentar natural, sendo ja conhecida a sua
accao inibidora sobre a reacgdo que provoca o escurecimento de alimentos.

A caracterizacgao fisico-quimica dos méis & importante e primordial para garantir a
qualidade do produto no mercado, pelo que tém sido efectuados esfor¢cos no sentido de
desenvolver metodologias cientificas que podem ser utilizadas para identificar as fontes
vegetais a partir das quais se produz mel. Além disso, com o interesse internacional de
caracterizar o mel, a investigacdo em torno deste produto tem vindo a aumentar e tém
surgido varios estudos sobre a sua composicao e propriedades, indicando que alguns méis
de diferentes origens possuem propriedades antimicrobianas e antioxidantes especificos.

O mel possui acidos organicos naturais, que variam em concentracdo de acordo com
a sua origem. Esta descrito na literatura que os acidos organicos constituem cerca de 0,5%
dos soélidos constituintes do mel, e que séo responsaveis pelo seu sabor e capacidade
antimicrobiana (Suérez-Luque et al., 2002a e b). Até a data foram identificados 19 &cidos
organicos no mel que poderao servir para diferenciar os varios tipos de méis (Crane, 1990).
Durante muito tempo pensou-se que 0 acido citrico predominava no mel, com pequenas
concentracdes de &cido formico, acético, butirico, méalico e succinico (Nelson and Mottern,
1931). No entanto, Stinson et al. (1960) determinou que o acido gluconico era predominante
no mel, podendo também encontrar-se os acidos lactico, oxalico, pirivico, maleico, citrico,
férmico, acético, butirico, malico, succinico e fumérico (Nelson and Mottern, 1931). A
concentracdo de alguns acidos orgéanicos, principalmente o &cido citrico pode ser um
indicador de diferenciagdo entre os tipos de méis. O acido gluconico esta relacionado com
as reaccdes enzimaticas que ocorrem durante o processo de amadurecimento, pelo que o
seu equilibrio com a glucolactona € originado basicamente pela actividade do glucose
oxidase, que é acrescentado na maturacao do mel pela abelha, com alguma contribuicao da
accdo bacteriana. A reaccdo do glucose oxidase também produz peréxido de hidrogénio,
gue é a principal fonte da accdo antimicrobiana no mel. O sabor do mel é afectado

basicamente pelo acido férmico e em menores quantidades pelo acido lactico e oxalico,
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sendo que 0s méis com menor aroma (acacia) possuem menores quantidades de acidos do
que os méis mais aromaticos (Ruiz-Argueso and Rodriguez-Navarro, 1973; Bogdanov et al.,
1999).

Contudo existe muito pouca informacédo disponivel acerca dos acidos organicos e da
sua andlise, pelo que este estudo pretende determinar quais o0s acidos organicos que
existem em maiores quantidades nos méis Acorianos e compara-los com meéis de outras
regides. Os resultados da investigacdo dao a conhecer a importancia relativa dos acidos
organicos na actividade antioxidante e antimicrobiana do mel. A determinacdo destes acidos
€ o objectivo central do estudo, uma vez que estes poderdo elucidar sobre a actividade

antioxidante/antimicrobiana dos méis.

1.2 OBJECTIVOS

1.2.1 Objectivo Geral

Nos Acores a apicultura estd bem implantada, sendo produzido cerca de 97
toneladas de mel na regido: 5,16 toneladas (ton) em Santa Maria; 37,48 ton em Sao Miguel,
19,44 ton na Terceira; 2,16 ton na Graciosa; 3.84 ton em Sao Jorge; 24,60 ton no Pico e
3,68 ton nas Flores (Marques, 1996).

O mel acoriano apresenta uma possibilidade no controlo das infeccbes
antimicrobianas contra o Staphylococcus aureus.

O objectivo geral deste trabalho é determinar a variabilidade composicional de
amostras de mel de diferentes ilhas dos Acores e de varias regides da mesma ilha onde a
origem floral e tipo de abelhas sejam diferentes, avaliar os parametros fisico-quimicos, a
actividade antioxidante, antimicrobiana e composi¢cdo em &acidos organicos e comparar com

a flora que Ihe deu origem por métodos cromatograficos e espectrofotométricos.

1.2.2 Objectivo Especifico

Os objectivos especificos consistem na realizacdo de um estudo comparativo de
vérias amostras de mel de diferentes localizagfes tendo em conta:
(1) Determinar a actividade antioxidante:
- Composigéo de fendis totais;
- DPPH;
- FRAP;
(2) Determinar a actividade antimicrobiana contra organismos;

- Verificar a actividade antimicrobiana de amostras de mel contra o S.aureus
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- Estudar o efeito da diluicdo, neutralizacdo e adicdo de catalase sobre a eficiéncia
do mel
(3) Avaliar a qualidade dos méis por parametros fisico-quimicos:
- Ay,
- pH;
- Cor,
(4) Determinar alguns dos 4cidos orgéanicos utilizando:
- Técnicas de cromatografia de HPLC (Acidos Férmico, D-malico, Lactico, Acético,
Citrico, Maleico, Succinico e Fumarico);
- Espectrofotometria UV por testes enzimaticos (Acido Gluconico);
(5) Identificag&o polinica das amostras de mel;
(6) Estabelecer a origem boténica dos méis, considerando os resultados da andlise

polinica.
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CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERIZACAO DO MEL

O mel é uma substancia viscosa, aromatica e acucarada obtido pelo processamento
das abelhas Apis mellifera a partir do néctar de varias plantas. Deste modo, a fonte de
néctar que lhe deu origem e a espécie de abelha conferem ao mel o seu aroma, paladar,
coloracgéo, viscosidade e as suas propriedades medicinais. Este produto natural é a maior

fonte concentrada de acuUcares existente (FAO, 1996) e é utilizado como conservante
alimentar (Ferreira et al., 2009).

Figura 1 - Potes de mel de Apis mellifera, ilustrando a variedade de tons, considerando as diversas

fontes florais que o originaram.

O mel tem sido utilizado como alimento pelo Homem desde os tempos pré-
historicos, que o retiravam dos enxames, causando danos no meio ambiente e por vezes
matando as abelhas. No entanto, o Homem foi aprendendo a proteger os enxames, a
instala-los em colmeias e a maneja-los para que houvesse uma maior producdo de mel sem
causar danos as abelhas, nascendo assim, a apicultura (Crane, 1983).

A apicultura foi tomando forma ao longo dos tempos, ganhando o mundo e tornando-
se uma fonte importante de rendimento para diversas familias, tendo-se ainda desenvolvido
a exploracdo de outros produtos provenientes das abelhas, tais como o poélen apicola, a
geleia real, as rainhas, a polinizagéo, a apitoxina e a cera.

A classificacdo do mel depende da fonte de néctar. Assim, este pode ser classificado
de monofloral, quando a maior parte do néctar é recolhido de uma Unica espécie flora;
polifloral ou multifloral, quando mais do que uma espécie floral contribui com o seu néctar; e

silvestre quando produzido por espécies nativas. A caracterizacdo dos méis florais pode ser
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efectuada pela andlise microscopica, que possibilita a identificacdo e quantificacdo dos
graos de pdlen (Vargas, 2006).

Um dos méis monoflorais mais comercializados na regidao dos Acores é o “ Mel de
Incenso®. Este tem uma cor variavel entre incolor e amarelado, odor delicado e perfumado,
consisténcia fluida e um sabor muito doce e tipico, produzido essencialmente em zonas de
baixa e média altitude, ocupando matas densas, grutas e sebes de proteccdo. O mel
multifloral tem cor castanho-escura, sabor agradavel e consisténcia fluida, produzindo-se em
zonas de baixa e média altitude, ocupando pomares, sebes e parques florestais. Estes dois
tipos de mel foram reconhecidos pelas suas caracteristicas especificas com o Selo de

Denominagédo de Origem — Mel dos Agores.

2.2 ABELHAS

As abelhas existem no nosso planeta ha 40 milhdes de anos, tendo emergido na
sequéncia do desenvolvimento floral. Existe uma relacdo simbibtica reciproca entre as
abelhas e a flora, visto que é nesta que as abelhas encontram o néctar e o pdlen
indispensavel a sua sobrevivéncia, mas por sua vez, parte do pdlen fica retido no corpo das
abelhas que o transporta para diversas regides onde ird fecundar outra flor, promovendo a
polinizagdo cruzada (Adelmann, 2005).

As abelhas sdo dos insectos polinizadores as mais eficientes, sendo de vital
importancia para o meio ambiente devido a garantia de perpetuacdo das espécies vegetais
(Adelmann, 2005).

As abelhas do género Apis mellifera (Figura 2) séo as mais utilizadas na producéo de
mel na Europa, Africa e Médio Oriente, juntamente com as subespécies carnica, remipes
(abelha caucésica), lingustica e aurea (abelhas italianas) e adansonni (abelha africana), Apis
cerana (nativa do sul da Asia), Apis dorsata e Apis florea (nativas dos tropicos da Asia).
Também existem as abelhas de ferrdo (meliponideos dos tropicos de todos os continentes),
espécies de vespas na América do Sul e formigas nas zonas secas da Australia e Ameérica

do Norte que também produzem mel (Crane, 1983, 2004).

montedommel

|

Figura 2 - Abelhas do género Apis mellifera encontrada nos Acores.
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Cada colmeia acarreta cerca de 80 000 abelhas, sendo a maioria operérias, que
realizam todo o trabalho de manutencdo da colmeia e de acordo com a idade e das
necessidades da colmeia, 1 rainha, que tem como funcdo a producdo dos ovos e a
manutencéo da ordem social na colmeia e cerca de 0 a 400 zang®fes, que sédo 0s machos da
coldnia cuja fungédo é fecundar a rainha durante o voo nupcial (Pereira et al., 2003).

2.3 COMPOSICAO FISICO-QUIMICA DO MEL

O mel € um composto liquido constituido por cerca de 200 substancias que variam
consoante a fonte floral que lhe da origem, estacdo do ano, factores ambientais,
manuseamento e processamento (Ferreira et al., 2009; White, 1979, Gheldof et al., 2002;
Anklam, 1998; Al-Mamary et al., 2002; Azeredo et al., 2003; Kug¢uk et al., 2007).

Os métodos fisico-quimicos utilizados para fins de caracterizagdo do mel tornaram-
se de elevada importancia nos ultimos anos. Varios paises ja desenvolveram estudos neste
sentido, desancando-se: a Arabia Saudita, a Argentina, o Brasil, o Canada, a China, o
Egipto, a Espanha, a Grécia, a Italia, o Paraguai, o Uruguai, a Venezuela, Portugal, entre
outros.

Os principais constituintes do mel sdo os glicidos, seguidos dos minerais, proteinas,
vitaminas, lipidos, acidos organicos, aminoacidos (Finola et al., 2007), compostos fendlicos
(flavondides e acidos fendlicos), enzimas, outros fitoquimicos (Bertoncelj et al., 2007), agua
e de pequenas quantidade de outras substancias, algumas das quais responsaveis pela
actividade antioxidante do mel. Estas substancias sdo os &cidos fendlicos e flavonodides
(Ferreres et al., 1992; Andrade et al., 1997), enzimas (invertase, glucose oxidase, amilase e
catalase), acido ascorbico (White, 1975), acidos orgéanicos (Cherchi et al., 1994), produtos
da reaccdo de Maillard (White, 1975), aminoacidos e proteinas (White and Rudyj, 1978),
ceras, Oleos volateis, éteres, gomas e minerais. O mel também contém gréos de pélen (de
100 a 5000 / g de mel), que séo indicadores da origem boténica e geografica do mel
(Gheldof and Engeseth, 2002).

Os requisitos fisico-quimicos do mel foram estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura, no Decreto-Lei 214/2003 de 18 de Setembro, onde n&o é permitido a adigdo de
acucares e/ou substancias que alterem o mel original. No entanto, o mel pode apresentar
tonalidades diferentes, desde incolor a castanho muito escuro, aromas e sabores variados
gue dependem da sua origem.

A identificacdo e qualidade do mel deverdo ser determinadas de acordo com 0s
requisitos minimos de qualidade fisico-quimica dos méis florais, a qual consiste nos
parametros indicativos de maturidade (analise de acUcares redutores, humidade e

sacarose), de pureza (sélidos insolUveis em agua e minerais - cinzas) e de deterioracdo
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(teores de acidez livre, hidroximetilfurfural - HMF e actividade diastasica). Outros factores
que devem ser contabilizados sado os valores de pH, proteinas, indice de formol,
condutividade eléctrica e cor.

A caracterizacéo fisico-quimica dos méis € importante e primordial para garantir a
qualidade do produto no mercado, pelo que tém sido efectuados esforgos no sentido de
desenvolver metodologias cientificas que podem ser utilizadas para identificar as fontes
vegetais a partir das quais se produz mel.

Bogdanov et al. (2004) fizeram uma revisdo sobre os métodos fisico-quimicos que
permitiam uma caracterizacdo dos méis monoflorais e que sao utilizados em analises de
rotina no controlo de qualidade, tais como, andlises dos parametros fisico-quimicos de rotina
(condutividade eléctrica, acucares, razéo fructose/glucose, actividade enzimética, prolina,
cor, pH e acidez), determinacdo de polifendis por HPLC, determinacdo de compostos
volateis por "Solid Phase Microextration® (SPME), por Cromatografia Gasosa -
Espectrofotometria de Massa (GC-MS) e espectrofotometria de infra-vermelhos. No entanto,
e uma vez que certos métodos dependem de pessoas especializadas e de varias etapas,
tem sido frequente utilizar apenas um método analitico para determinar a origem botéanica.

Num estudo para isolar os compostos volateis em amostras de mel de eucalipto e
laranjeira colhidas no Brasil, Bastos et al. (2002) utilizaram a cromatografia gasosa acoplada
a espectrofotometria de massa. Neste estudo identificaram no mel de laranjeira o
benzaldeido, o 6xido cis de linalol, n-heptanal, 6-metil-5-hepten-2-ona, o octanal e o
fenilacetaldeido; e em meis de eucalipto identificaram o nonanal, o 2-heptanona, o 2-
heptanol, o octanal e o nonanol. De todos os compostos analisados, o nonanal e 0 honanol
apresentaram uma importante contribuicdo sensorial nos méis de eucalipto, enquanto o

fenilacetaldeido e o benzaldeido eram os principais descritores do mel de laranjeira.

2.3.1 Agua

A 4gua é o segundo componente em quantidade no mel (15 a 20%, segundo o
Decreto-Lei 214/2003 de 18 de Setembro da legislac&o portuguesa), e pode ser influenciada
pela origem floral e geogréfica, pelas condi¢gbes climatéricas e pela colheita do mel antes da
sua maturacdo. A humidade pode influenciar a viscosidade, maturacéo, cristalizacdo, sabor
e conservacdo do mel, bem como determinar a qualidade do produto (Abramovic et al.,
2008).

Um dos principais problemas que interfere na vida de prateleira do mel esta
vinculado a deterioracdo pela fermentagao e, sequndo White Jr. (1978), os microrganismos

osmofilicos (tolerantes ao acucar e condicBes acidas), presentes no corpo das abelhas, no
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néctar, no solo, nas areas de extraccdo e armazenamento, podem provocar a fermentacdo
no mel quando a humidade for elevada (Bogdanov et al., 1999).

Deste modo, a quantidade de agua presente € um factor essencial para a
determinagdo da fermentagcdo no mel. No entanto, verificou-se que ndo € a quantidade mas
sim a actividade de agua presente nos alimentos que controla o crescimento microbiano
(Chirife et al., 2006). Assim, a actividade da agua (a,) € o factor limitante mais importante
para prevenir o crescimento microbiano, e, em alguns casos, é o parametro principal
responsavel pela estabilidade dos alimentos (Chirife et al., 2006). Este valor, no mel, varia
entre 0,5 e 0,6 (Abramovic et al., 2008).

Como o0s méis sdo solugdes supersaturadas de glucose, esta pode cristalizar
espontaneamente a temperatura ambiente formando glucose monohidratada. A cristalizagdo
do mel (granulacdo) baixa a concentracdo de glucose (soluto) na fase liquida e
consequentemente aumenta a actividade da agua, que pode levar a multiplicacdo natural de
leveduras, causando a fermentac&o do mel.

Os méis cristalizam de formas diferentes com o tempo. Alguns podem cristalizar
uniformemente, enquanto outros deixam uma porcao liquida na superficie (Zamora and
Chirife, 2006). Desta forma, os méis podem ser classificados de acordo com a sua textura:
méis liquidos claros, méis sdlidos granulados ou cristalizados e méis parcialmente
cristalizados, mistura de méis liquidos com méis cristalizados (Abramovic et al., 2008;
Zamora and Chirife, 2006; Zamora et al., 2006; Chirife et al., 2006).

2.3.2 pH

Varios estudos demonstraram para varios tipos de méis que a acidez se encontrava
entre 3,52 a 75,50 meqg/Kg de mel, pelo que a determinacéo do pH no mel pode ser utilizada
como uma analise auxiliar para a avaliacdo da acidez total (Arruda, 2003).

Todos os méis sdo 4cidos, e o seu valor é influenciado pela origem botéanica que lhe
deu origem, bem como pela concentracdo de acidos e minerais (Sodré et al., 2007; Carvalho
et al., 2005), pelo que ndo é susceptivel ao crescimento da maioria das bactérias.

Segundo vérios estudos, o valor de pH, no mel, pode variar entre 2,3 e 7,23 (Arruda,
2003), sendo o normal entre 3.2 e 4.5 (Sato and Miyata, 2000) pelo que alguns valores fora

deste intervalo podem indicar fermentacdo ou adulteracdo do mel (Carvalho et al., 2005).

2.3.3 Cor

O mel pode variar de uma tonalidade incolor a castanho-escuro. Varios autores

efectuaram estudos sobre a cor no mel e verificaram, que para méis de diferente origens,
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existia uma predominancia da cor clara em relagéo a cor escura (Arruda, 2003).

A origem floral do mel confere-lhe a sua colora¢do, uma vez que esta é influenciada
por factores climatéricos durante o fluxo do néctar, pela temperatura durante o
amadurecimento do mel na colmeia e pelo seu processamento. No entanto, esta
propriedade fisica pode também ser alterada pela luz, calor, tempo de armazenagem e
reacgdes enzimaticas (Sodré et al., 2007; Campos, 1987).

O escurecimento do mel ocorre durante o armazenamento devido a reaccles
Maillard, que ocorrem quando 0s agucares reagem com 0s aminoacidos livres, levando a
formacédo de varios pigmentos castanhos (Turkmen et al., 2006) e depende da temperatura
e/ou tempo de armazenamento (Bertoncelj et al., 2007). Alguns do produtos provenientes
das reacgfes de Maillard actuam como antioxidantes. A cor escura é também indicadora da

presenca de elevada composi¢do de minerais e compostos fendlicos (Bath & Singh, 1999).

2.3.4 Glicidos

O mel é um produto natural, saturado de agucares (cerca de 95% da matéria seca),
predominando os monosacarideos: frutose (38%) e glucose (31%) (Gheldof and Engeseth,
2002) que sao responsaveis pelas qualidades e propriedades fisicas, viscosidade,
propriedades térmicas, valor energético, granulacdo e actividade antimicrobiana (White Jr.,
1979; Crane, 1990; White, 1975). Na legislacdo Portuguesa, o teor minimo permitido destes
monossacaridos € de 60g/100g de mel.

Varios estudos indicaram também uma fraca presenca de outros monossacaridos
relacionados com a origem floral do mel: xilose, ribose, arabinose, manose e galactose
(Crane, 1990; Swallow & Low, 1990). Outros aclcares, que entram também na sua
constituicdo sdo: a sacarose, maltose e outros dissacaridos (Mateu & Bosch-Reig, 1997).

A glucose e a frutose sdo de elevada importancia para o mel, uma vez que a glucose
determina a tendéncia de cristalizacdo deste, devido a sua fraca solubilidade, enquanto a
frutose favorece a docgura. E € esta Ultima que predomina na maioria dos méis. (White Jr.,
1979; Sodré et al., 2007).

De todos os agUcares, a sacarose representa cerca de 2 a 3% dos glicidos. Quando
este valor é superior € indicativo da colheita prematura do mel ou da adultera¢cdo do mesmo,
visto que esta ainda nao foi totalmente dissociada em glucose e frutose, pela accdo do
enzima invertase, secretado pelas abelhas (Kuguk et al.,, 2007; Sodré et al., 2007). No
entanto, alguns méis podem nado apresentar este valor elevado, mesmo quando colhidos
prematuramente, o que pode ser explicado porque os néctares de origens florais diferentes

possuem diferencas na sua composicdo quimica em agucares (Vargas, 2006).
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Quadro 1 — Composicao quimica do mel, adaptado de Bogdanov, 2009

Blossom honey Honevdew honey

average min-max average min-max
Water content 17.2 15-20 16.3 15-20
Fructose 38.2 30-45 31.8 28-40
Glucose 31.3 24-40 26.1 19-32
Sucrose 0.7 0.1-4.8 0.5 0.1-4.7
Other disaccharides 5.0 28 4.0 16
Melezitose <0.1 4.0 0.3-22.0
Erlose 0.8 0.56 1.0 0.16
Other oligosaccharides 3.6 0.5-1 13.1 0.1-6
Tortal sugars 79.7 80.5
Minerals 0.2 0.1-0.5 0.9 0.6-2
Amino acids, proteins 0.3 0.2-0.4 0.6 0.4-0.7
Acids 0.5 0.2-0.8 1.1 0.8-1.5
pH 3.9 3.5-4.5 5.2 4.5-6.5

2.3.5 Acidos Organicos

Bogdanov descobriu que a actividade antimicrobiana do mel ndo esta directamente
relacionada com o seu pH, mas sim com o seu contetldo em acidos.

Esta descrito na literatura que os 4cidos organicos constituem cerca de 0,5% dos
sélidos constituintes do mel, e que sdo responsaveis pelo seu sabor (White Jr., 1979, 1992)
e paladar (Nozal et al., 1998). Na Figura 3 estao representados alguns acidos organicos.

O nivel de acidez deve-se a quantidade de minerais presentes no mel e aos acidos
orgéanicos, podendo ser um indicador das condi¢cdes de armazenamento e processos de
fermentacdo, uma vez que contribui para a estabilidade do mel contra os microrganismos
(White Jr., 1978; Mendonca et al., 2008).

Existem cerca de 19 acidos organicos identificados em méis (Crane, 1990). O acido
formico (conservante) foi o primeiro a ser reconhecido no mel por Vogel em 1882 (White,
1975). Numa primeira andlise pensou-se que 0 acido citrico predominava no mel, com
pequenas quantidades de &cido férmico, acético, butirico, malico e succinico (Nelson and
Mottern, 1931). No entanto, em 1960, Stinson et al. verificou que o acido organico presente
em maior quantidade no mel era o acido gluconico (acido ndo volatil). Este &cido esta em
equilibrio com a gluconolactona, que é formada pela ac¢do do enzima glucose-oxidase
(White et al., 1963), produzido pelas glandulas hipofaringeanas das abelhas e pela acgéo
das bactérias durante o processo de maturacdo do mel (Ruiz-Arglieso and Rodriguez-
Navarro, 1973; Bogdanov, 1997). A reac¢do catalisada pelo glucose-oxidase também
produz peroxido de hidrogénio que contribui para a actividade antimicrobiana do mel (White
and Subers, 1963; Campos, 1987). O peréxido de hidrogénio é posteriormente degradado

em oxigénio e 4gua pelo catalase.
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Figura 3 - Estrutura quimica de alguns acidos organicos.

Visto que o &cido glucénico é o &cido predominante no mel, varios autores
consideraram que era determinante existir um procedimento analitico de forma a determinar
a quantidade total do acido D-glucénico (acido D-gluconico e D-glucono-é-lactona) no mel. A
determinagdo da quantidade total do &cido D-gluconico, por HPLC, é dispendiosa e néo
permite a separacdo do &acido D-glucénico e a D- glucono-3-lactona, pelo que foi
fundamental determinar outro método que permitisse a sua determinacdo. Em 1989, foi
elaborado um método enzimatico de determinacdo deste acido em varios produtos
alimentares, tais como carne e vinhos, e em 1997, Mato et al. aplicou este método ao mel.
Neste, a determinacdo da concentracdo total do acido D-glucénico é determinada
directamente pela extingdo do coeficiente do NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
de fosfato), visto que em solugBes aquosas a hidrélise total da D-glucono-3-lactona,
garantida quando se ajusta o pH da amostra para 10,5 com KOH (hidréxido de potassio)
durante 10 minutos, origina acido D-glucénico a pH 7,8 (Boehringer-Mannheim GmbH,
1989). Desta forma, a concentracdo de NADPH formada € estequiométrica com a
guantidade de &cido D-gluconico, pelo que pode ser medida pelo aumento da absorvéncia a
340 nm.

Presentemente, foram identificados no mel, além do acido gluconico, outros acidos
organicos como os &cidos acético, butirico, citrico, formico, lactico, maleico, malico, oxalico,
succinico, fumarico, malico, maleico, piravico, ascorbico (Strison et al., 1960; White, 1975;
Arruda, 2003; Suarez-Luque et al., 2002a e b).

Num estudo realizado por Bogdanov et al. (1999), no qual foi avaliada a influéncia de
trés acidos organicos (acido formico &cido oxalico e acido lactico), utilizados no controlo

contra a Varroa, mas que ocorrem também, naturalmente no mel. Na qualidade do me,
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estes autores verificaram que os teores destes acidos no mel, apds utilizacdo contra a
Varroa, sdo baixos e seguros, e que o sabor do mel é afectado principalmente pelo acido
férmico e menos pelo &cido lactico. Puderam concluir ainda que, apés a aplicacdo de acido
férmico no Outono, no final da temporada da abelha, a quantidade deste acido aumenta
substancialmente e pode ultrapassar, em muito, o teor deste &cido no mel natural. No
entanto, a concentracao deste 4cido diminui lentamente devido & evaporacéo para atingir o
nivel original na Primavera seguinte. Desta forma, € recomendavel a utilizacdo deste 4cido
em tratamentos no Outono, sem quaisquer consequéncias negativas para o gosto do mel
colhido na Primavera seguinte. Em relacdo ao &cido oxdlico, verificaram que apés o
tratamento no Outono a concentragdo deste acido ndo aumentou no mel do ano seguinte.
Desta forma, a sua aplicagdo no Outono pode ocorrer sem qualquer risco para a qualidade
do mel. De igual modo, o teor em acido lactico aumenta até 1500 mg/kg, imediatamente
apos a sua aplicagdo no Outono. No entanto, ap0s quatro semanas, este diminui para cerca
de 500 mg/kg, pelo que a sua utilizagdo no controlo da Varroa pode ser realizado na
Primavera até quatro semanas antes do inicio do fluxo de néctar (Bogdanov et al., 1999).

Em relacdo ao &cido citrico, a sua concentracdo no mel é usada como um parametro fiavel
para a diferenciacdo de dois tipos principais de méis: mel floral e melato (Suarez-Luque et
al., 2002a).

Em extractos de méis uniflorais da Nova Zelandia foram identificados, por
cromatografia gasosa, trinta e dois acidos dicarboxilicos alifaticos como metilésteres. Os
componentes, o &cido 2-metilbutanodidico e o &cido 4-hidroxi-3-metil-trans-2-pentenodibico
foram propostos como substéncias marcadoras para o mel de Rewarewa (Knightea excelsa)
da Nova Zelandia (Anklam, 1998).

2.3.6 Aminoacidos e Proteinas

As proteinas ocorrem em pequena quantidade no mel, menos de 0,5% (Anklam,
1998), podendo ter duas origens, vegetal proveniente do néctar e pdlen e animal
proveniente da abelha, secre¢fes das glandulas salivares e produtos recolhidos no
processo de colheita do néctar ou maturagdo do mel (White and Rudyj, 1978; Campos,
1987). A sua concentracdo é usada juntamente com o contetdo de 4gua, na deteccdo de
adulteragcéo do produto comercial.

Em méis Australianos encontraram-se varios aminoécidos livres em amostras de
mel, por exemplo, leucina, isoleucina, histidina, metionina, alanina, fenilalanina, glicina,
acido aspartico, treonina, serina, acido glutamico, prolina, valina, cisteina, tirosina, lisina e

arginina (Wootton et al., 1976).
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No entanto, de todos os aminoécidos encontrados no mel, a prolina € o que existe
em maior quantidade, representando cerca de 50 a 85% do total (Anklam, 1998; White &
Rudyj, 1978).

Foram analisados por cromatografia gasosa (GC) varios tipos de mel de diferentes
fontes botanicas (acécia, citrinos, castanha, alecrim e limao) de forma a obter um padrao de
amino&cidos para a sua classificacdo. Verificou-se que a presenca de alguns aminoacidos,
tais como a arginina, triptofano e cisteina eram caracteristicos de alguns tipos de méis
(Anklam, 1998).

2.3.7 Enzimas

Segundo Crane (1987), a adicdo de enzimas pelas abelhas ao néctar ira causar
mudancgas quimicas, aumentando a quantidade de agucar.

Cerca de ¥ da sacarose inicial do néctar recolhido é transformada pelo enzima
invertase, em glucose e frutose até ao amadurecimento total do mel. Este enzima
permanece no mel conservando a sua actividade, exceptuando quando € inactivado por
aguecimento.

Varios autores detectaram no mel outros enzimas, tais como a invertase, glucose
oxidase, diastase, catalase (Anklam, 1998), alfa-glicosidase, peroxidase, lipase, amilase,
fosfatase acida e inulase (Oddo et al.).

O diastase quebra o amido, e a sua funcao fisiolégica na abelha pensa-se estar
envolvida na digestdo do polen. Este enzima apresenta um elevado grau de instabilidade
guando colocado a altas temperaturas, sendo portanto importante na deteccéo de possiveis
aguecimentos no mel comercializado.

Weston (2000) afirmou que a concentracdo do catalase presente no mel, originaria
do pélen das flores, depende da fonte floral e quantidade de pélen recolhido pelas abelhas.

O glucose oxidase é o enzima principal e é originado nas glandulas das abelhas. Em
solucdes altamente diluidas o glicose oxidase torna-se mais activo (White, 1975), uma vez
que reage com a glicose formando acido gluconico, principal acido do mel, e peréxido de
hidrogénio (Pereira et al., 2003). Este é o principal composto antimicrobiano existente no
mel (White et al., 1963), e a sua concentracdo depende dos niveis de glicose oxidase e de
catalase (Weston, 2000).

2.3.8 Cinzas, Minerais e Vitaminas

O teor de cinzas expressa o conteldo de minerais presentes no mel, sendo também

utilizado, como um critério de qualidade (Bogdanov et al., 1999) que esta relacionado com
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sua origem boténica (Bogdanov et al., 2004; Oddo et al.), e normalmente, apresenta um
valor baixo (Finola et al., 2007).

Os minerais encontram-se em pequenas quantidades no mel, e o seu conteudo varia
entre 0,04% nos méis claros e 0,2% em alguns méis escuros. O conteddo em minerais do
mel pode fornecer indica¢des acerca da poluicdo ambiental ou da origem geogréfica do mel
(Anklam, 1998).

Dos elementos quimicos inorganicos constituintes do mel encontram-se o calcio,
cloro, cobre, ferro, manganés, magnésio, fésforo, boro, potassio, silicio, sédio, enxofre,
zinco, nitrogénio, iodo, radio, estanho, 6smio, aluminio, titnio e chumbo (White, 1975; White
Jr., 1979), sendo o potassio é o mais abundante (Anklam, 1998; Pereira, 2008).

Os minerais sdo fundamentais na coloragdo do mel, estando presente em maior
concentracdo nos méis escuros (Ortiz-Valbuena, 1989) mas, a proporgéo pode ser alterada
em fungdo de diversos factores: origem floral, regido e espécie de abelhas (Bogdanov, 1997;
Carvalho et al., 2005).

No mel existem também vitaminas, embora em concentra¢cdes minimas, tais como,
B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9, C e D. Estas sao facilmente assimiladas pela associa¢cédo a
outras substancias como o hidrato de carbono, sais minerais, oligoelementos ou acidos

organicos.

2.3.9 Hidroximetilfurfural (HMF)

O hidroximetilfurfural (HMF) é formado pela reaccdo de determinados agUcares, por
exemplo frutose, com acidos provocado pelo aguecimento ou pelas reaccdes de Maillard
(Kuguk et al., 2007). Concentracdes elevadas de HMF nos méis de Apis mellifera podem
indicar importantes alteracdes, tais como armazenamento prolongado, temperatura
ambiente elevada e/ou sob aguecimento (White Jr., 1978; Sodré et al., 2007). Desta forma

um mel de elevada qualidade devera ter um teor de HMF baixo (Kugtk et al., 2007).

2.3.10 Compostos Fendlicos

Verificou-se que alguns méis continham actividade antimicrobiana ap6s remocao do
peroxido de hidrogénio (H,O,) pelo catalase. Nestes casos, a actividade antimicrobiana ndo
peroxidasica do mel foi atribuida aos seus componentes provenientes da fonte floral que lhe
deram origem, dentro dos quais os compostos fendlicos (Estevinho et al., 2008; Aljadi and
Kamaruddin, 2004; Meda et al., 2005).

Assim, 0s principais constituintes antioxidantes sdo os compostos fendlicos

(flavondides e &cidos fendlicos), que se caracterizam pela presenca de um ou mais grupos
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hidroxilo ligado directamente a um anel aromético (Marcucci, 1998), representado na Figura
2.

OH

Figura 4 - Estrutura de um fenol.

Alguns destes compostos fendlicos (flavonéides, acidos fendlicos e ésteres de fenol)
sao responsaveis pela bioactividade contra varios microrganismos patogénicos (Bankota et
al., 1998; Burdock, 1998). Tem-se verificado que a composicao destes compostos depende
gualitativamente e quantitativamente da ecoflora da regido colectada e/ou espécie de
abelhas (Parck et al., 1998; Toméas-Barberan et al., 2001). Deste modo, a sua identificagdo
por HPLC pode ser utilizada como marcador da origem boténica de méis e determinacéo da
sua origem geogréafica em méis uniflorais, através de padrdes de flavonéides caracteristicos,
como é o caso do mel de urze, mel de citrinos, mel de girassol (Anklam, 1998).

Alguns dos acidos fendlicos que conferem actividade antioxidante sdo os acidos
benzodico, caféico, cumarico e ferudlico. No entanto, os &cidos galico e p-cumarico, foram
identificados como dominantes e os acidos cafeico, ferulico, elagico, clorogénico, siringico,
vanilico, cindmico e p-hidroxibenzoico identificados como constituintes minoritarios, por
HPLC (Andrade et al., 1997a; Bertoncelj et al., 2007; Estevinho et al., 2008; Aljadi and
Yusoff, 2003).

Uma forte correlacdo foi também encontrada entre a actividade antioxidante e a cor
do mel. Muitos autores constataram que méis com coloracdo escura tém
um maior teor de fendis totais e, consequentemente, uma maior capacidade antioxidante
(Beretta et al., 2005).

Os principais flavonoides presentes no mel pertencem aos grupos das flavanonas e
flavonas. Os principais flavonoides presentes no mel sdo miricetina, tricetina, quercetina,
hesperetina, luteolina, caempferol, pinocembrina, crisina, e galangina (Anklam, 1998; Yao et
al., 2004; Bertoncel;j et al., 2007).

A fraccdo de flavondides recolhida do néctar de urze em Portugal, mostrou que
existem quatro flavonoides principais, quercetina, canferol-3-ramnopiranosideo, miricetina-3-

o-metil éter e isorhamnetin-3-ramnoside (Anklam, 1998).
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A andlise de flavondides no mel de laranjeira revelou a presenca de um flavondide
caracteristico, a hesperetina. Este composto pode, deste modo, funcionar como indicador da
origem floral do mel de laranjeira. As pesquisas realizadas mostraram, também, a presenca
de &cido abscisico no mel de urze, canferol no mel de alecrim e quercetina no mel de
girassol, os quais constituem importantes indicadores da origem floral de cada um destes
tipos de mel. O acido gélico € caracteristico do mel Lavamdula stoechas, enquanto o mel
Erica sp. € caracterizado pela presenca dos acidos p-hidroxibenzéico, siringico, o-cumarico
e elagico. Este ultimo ja tinha sido comprovado como sendo um marcador para a origem
floral (Andrade et al., 1997a).

O mel de urze tem o maior teor de derivados de &cidos fendlicos e pequenas
quantidades de flavondides. Em contraste, os méis de frutas citricas e alecrim
sao caracterizadas por pequenas quantidades de derivados de acidos fendlicos, hesperetina

e 8-metoxi-campferol, respectivamente (Anklam, 1998).

2.4 ANALISE POLINICA

Ha muito que se sabe que o sabor, aroma, cor e caracteristicas organolépticas dos
méis dependem de variagbes na composicdo do néctar recolhidos das diferentes fontes
florais (Dias et al., 2008). Varios autores, incluindo Willard et al. (2004), Sodré et al. (2007b),
Sodré et al. (2008), Rowe (2005), Moar (1985), Maia et al. (2005), Andrade et al. (1999) tém
relatado descricbes dos grdos de pdlen encontrados no mel, e demonstraram que as
andlises polinicas permitiam determinar a origem geografica dos mesmos, nascendo assim
a melissopalinologia.

A flora apicola é definida como o conjunto de espécies vegetais que oferecem o
néctar e pélen as abelhas. Pastagem apicola é a area de plantas meliferas que fornecem
néctar, polen e prépolis as abelhas, que os utilizam como fonte de sobrevivéncia e producéo
de produtos apicolas (Weise, 1995).

O conhecimento da origem floral dos méis é importante para a caracterizagdo do
produto, sendo a andlise polinica considerada uma ferramenta para reconhecimento das
plantas apicolas utilizadas pelas abelhas, como suprimento de néctar e pélen (Hower, 1953;
Almeida-Anacleto, 2007).

O podlen (Figura 5) é assim um indicador da origem botanica do mel, e por meio da
andlise quantitativa deste, é possivel estabelecer a propor¢do com que cada planta contribui
para a constituicdo do mel (lwama & Melhem, 1979).

A identificacdo das espécies vegetais visitadas pelas abelhas torna-se muito
importante para os apicultores, com o objectivo de optimizar a producédo de mel, visando o

maior aproveitamento dos recursos da vegetacdo natural, bem como na preservacao e
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multiplicacdo destas plantas, de modo a estabelecer uma apicultura sustentavel (Sodré et
al., 2008). Assim, a producdo do mel depende da abundancia e da qualidade das flores
existentes no raio de ac¢éo das abelhas, cerca de 3 km.

Figura 5 — Esquemas de graos de poélen de diferentes origens botanicas.

Adaptado: "Neotropical Pollen Database" e www.terra-scenica.pt

A andlise polinica € um requisito internacional de forma a fazer um controlo da
qualidade do mel (Aira et al., 1998), uma vez que permite uma “impressao digital” do
ambiente circundante a colmeia, evidenciando a sua origem botéanica e geogréafica da planta
fornecedora (Almeida-Anacleto, 2007), bem como na detec¢do de adulteragdes (Sodré et
al., 2008).

A fonte de alimento das abelhas € o néctar e o pdlen, uma vez que sdo estes que
fornecem proteinas, vitaminas e sais minerais, pelo que a sua auséncia podera levar a
extincdo da colmeia.

Varios autores demonstraram a importancia da analise quantitativa e qualitativa dos
graos de poélen encontrados no mel para estabelecer a proporcao da contribuicdo de cada
planta na constituicdo do mel, bem como da sua origem botanica e geografica (lwama &
Melhen, 1979; Barth, 1989; Arruda, 2003). Também conferiram que varias espécies
botanicas floriam em alturas diferentes, pelo que a utilizacdo de um calendario apicola
permitiria um planeamento da producéo de mel

Em Portugal o mel de urze é produzido a partir de Erica spp., 0 qual é caracterizado
pelo seu sabor forte e cor escura. A influéncia do clima mediterrdneo na regido do Alentejo
determina a dominancia da classe Cisto-Lavanduletea, em que a Cistus ladanifer (esteva) e
o rosmaninho (Lavandula stoechas) fornecem o néctar (Maia et al., 2005).
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2.4.1 Flora dos Acores
Os acores tém uma flora endémica diversificada (Quadro 2). No entanto, esta foi
ameacada pela colonizacdo no séc. XV, pela introducdo do Pittosporum undulatum

(incenso) e a Hydrangea macrophylla (horténsia).

Quadro 2 - Plantas de interesse apicola nos Agores (Botelho, 2001)

Nome Vulgar Nome Cientifico
Plantas Principais:
Incenso Pittosporum undulatum vent.
Eucalipto Eucalyptus globulus labill
Trevo Branco Trifolium repens L.
Luzerna Medicago polymorpha L.
Metrosidero Metrosideos excelsa L.
Acécia Acacia melanoxylon R. Br.
Horteld Mentha rotundifolia L.
Plantas Complementares:
Alecrim Rosmanius officinalis L.
Borragem Borago officinalis L.
Poejo Mentha pulegium L.
Néveda Satureja nepeta L. Scheele
Dente-de-ledo Taraxacum officinale Weber
Silva Rubus spp.
Confeito Poligonum capitatum Buch.-Hann
Orégéo Origanum virens

O incenso (Figura 6) tornou-se de grande interesse para a apicultura visto florir
guando ha menor abundancia de flores (Fevereiro a Abril), 0 que permite que as abelhas a

visitem mais, resultando na recolha de néctar e polen durante praticamente todo o ano.

Figura 6 - Pittosporum undulatum.
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2.4.2 Melissopalinologia

O podlen pode ser considerado como um constituinte natural do mel, sendo a
identificacdo botanica e geogréfica do mel efectuada através do espectro polinico. Este é
efectuado através de um exame microscopico, onde se realiza a contagem e identificacédo
dos gréaos de pélen no mel diluido em &gua destilada. (Sodré et al., 2008; Sawyer & Pickard,
1988). Através da analise sobre os tipos de graos de pélen existentes na composicao do mel
pode-se classifica-lo em monofloral ou multifloral. Varios estudos enfatizaram a comparacao
entre méis monoflorais de forma a distinguir os tipos de méis, avaliando as caracteristicas
fisico-quimicas, bem como a andlise polinica (Arruda, 2003).

A predominancia de um tipo de pélen acima de 45% representa a origem botanica do
mel; de 15 a 45% indica que foi recolhido pdlen de outras plantas; e menor que 15% fornece
a proveniéncia geografica da amostra. Porém, um minimo de 10% de pdlen de Citrus sp. é
suficiente para considerar o mel monofloral. Por outro lado, 0 mel de castanheiro, para ser
considerado monofloral, necessita de 90% de pdélen de Castanea Mill., devido a sua baixa
producdo de néctar (Anklam, 1998). Assim, ndo existe uma relacéo fixa e constante, pelo
que cada espécie polinica deve ser considerada individualmente (Barth, 1970).

Dias et al. em 2008 efectuaram um estudo, em Portugal, onde verificou que o pélen
predominante era proveniente de trés espécies floristicas: Erica, Echium e Lavandula. Para
se considerar um mel monofloral de Lavandula basta que este tenha apenas 15% deste
pélen. No entanto, o0 mel de Erica e Echium necessitam de 45%.

As caracteristicas fisico-quimicas e polinicas do mel ainda sdo pouco conhecidas,
principalmente em regides tropicais, onde existe grande diversidade de flora apicola
associada as taxas elevadas de temperatura e humidade.

Uma das limitacbes da melissopalinologia € que as véarias espécies produzem
diferentes propor¢cbes de pdlen, e esta quantidade varia entre estacdes do ano. Outra
limitacdo diz respeito & sua autenticidade, uma vez que o pdélen pode ser adicionado de
forma fraudulenta ao mel (Anklam, 1998). Devido a estes factores limitantes, a utilizacdo dos
critérios fisico-quimicos como a andlise de condutividade eléctrica e o pH tém surgido de
uma forma complementar a analise polinica no que diz respeito a caracterizacdo de méis
monoflorais (Zamora et al., 2006).

A maior parte dos grdos de pdélen encontrados no mel sdo provenientes de plantas
fornecedoras de néctar, chamadas de nectariferas, pelo que estas sdo as mais importantes
na producao de mel, visto que estas produzem muito néctar e pouco pdlen, pelo que muitas
vezes sdo sub-representadas nos espectros polinicos, como é o caso do Eucalyptus, das
frutas citricas (Citrus sp.), das Mimosaceae e das Asteraceae. No entanto, uma certa

percentagem do polen no mel pode ainda ser proveniente de plantas anemdfilas, ou seja, de
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flores que ndo produzem néctar, somente pdlen, mas que pode ser de interesse para as
abelhas como fonte de proteinas. Entre estas plantas, encontra-se com maior frequéncia
véarias espécies de Cecropia, de Poaceae, entre as quais o milho, e de Cyperaceae. Existe
ainda um terceiro tipo de plantas, as poliniferas que, além de terem pouco néctar fornecem
muito polen. Estas costumam ser super-representadas nos espectros polinicos. Entre estas

plantas encontram-se as espécies do género Mimosa e Melastomataceae (quaresmeiras).

2.5 PROPRIEDADES BIOACTIVAS DO MEL

A fonte floral que da origem ao mel é determinante para as suas capacidades
terapéuticas e desempenha um papel fundamental nas suas propriedades biologicas
(Basualdo et al., 2007; Beretta et al., 2005).

2.5.1 Actividade Antioxidante

As espécies reactivas de oxigénio (ROS) sédo produtos normais do metabolismo
celular, cujo efeito nocivo é designado por stress oxidativo (Valko et al., 2007). Estas séo
responsaveis por anomalias celulares e o consumo regular de antioxidantes parece limitar
ou prevenir os seus efeitos nefastos (Kaur and Geetha, 2006).

E denominado antioxidante qualquer substancia presente em baixas concentragdes,

guando comparada com o substrato oxidavel, que atrasa significativamente ou previne a
oxidag&o desse mesmo substrato (Al-Mamary et al., 2002).
Tem havido um aumento da pesquisa sobre as propriedades antioxidantes de produtos
naturais, devido a funcéo dos antioxidantes na inibicdo dos radicais livres resultantes do
metabolismo celular. Desta forma, a actividade antioxidante é uma das fungdes fisiolégicas
mais importantes nos alimentos, devido a sua proteccdo nos damos oxidativos nos
organismos Vvivos, que resultam na prevencdo de véarias doengas, como cancro, doencas
cardiovasculares e diabetes (Inoue et al., 2005; Nagai et al., 2001; Bertoncelj et al., 2007).

O consumo de alimentos de origem vegetal tem sido associado a uma diminuicdo do
risco de doencas crénicas e degenerativas como as doengas cardiovasculares, cancro,
diabetes e envelhecimento. Esta proteccdo proporcionada pelo consumo destes alimentos
pode ser explicada pela presencga de antioxidantes que protegem o sistema biolégico contra
o efeito nocivo de processos ou reacg¢des que podem causar oxidacdo excessiva devido a
producdo dos radicais livres responsaveis pela oxidacao dos lipidos, acidos nucleicos e
proteinas nos alimentos (Gheldof et al., 2002; Nagai et al., 2001).

Vérios estudos tém demonstrado o poder antioxidante do mel na prevencdo das

reaccOes oxidativas que deterioram os alimentos, tais como a oxidacao dos lipidos na carne
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e 0 escurecimento enzimético de frutos e vegetais (Gheldof et al., 2002; Bertoncelj et al.,
2007). No entanto, a capacidade antioxidante do mel varia com a fonte floral que lhe d&
origem (Frankel et al., 1998).

Os antioxidantes sintéticos, como o butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno
(BHT), propilgalato (PG) e terc-butilhidroquinona (TBHT) sé&o actualmente utilizados como
aditivos alimentares para prevenir a deterioracdo das gorduras nos alimentos (e.g. oxidac&o
lipidica na carne, escurecimento enzimatico em frutos e vegetais (Aljadi and Yusoff, 2003).

Dado que alguns estudos apontam para um possivel efeito pro-carcinogénico dos
antioxidantes sintéticos, tem aumentado o interesse da utilizacdo de antioxidantes de origem
natural em vez de sintéticos, nomeadamente certas especiarias, ervas aromaticas e mel
(Abdalla and Roozen, 1999). Como consequéncia tem aumentado também o interesse na
utilizacdo de métodos que permitam estimar a eficiéncia dessas substancias naturais como
antioxidantes (Sanchez-Moreno, 2002; Schwarz et al., 2001; Molyneux, 2003).

Os componentes no mel responsaveis pelo seu efeito antioxidante séo flavonadides,
acidos fendlicos, acido ascérbico, catalase, peroxidase, carotendides e os produtos da
reaccdo de Maillard. A quantidade desses componentes varia amplamente de acordo com a
origem floral e geogréfica do mel, bem como com a sua manipulacdo, processamento e
armazenamento (Bertoncel;j et al., 2007; Gheldof et al., 2002).

Recentemente, tém sido publicados inumeros estudos sobre a avaliacdo da
actividade antioxidante do mel (Meda et al., 2005; Kii¢uk et al., 2007). Muitos investigadores
verificaram que os méis escuros apresentam um teor em compostos fendlicos superior e
consequentemente, uma maior actividade antioxidante (Taormina et al., 2001; Bertoncelj et
al., 2007; Estevinho et al., 2008).

Com o aumento das evidéncias epidemiologicas das actividades antioxidantes de
certos alimentos surgiu a necessidade de elaborar métodos que permitissem determinar a
actividade antioxidante. O primeiro método para determinacdo do 2,2-difenll-1-picrilhidrazila
(DPPH) foi elaborado por Marsden Blois (Molyneux, 2003).

Outros métodos foram elaborados e baseados na captura do radical peroxilo
("Oxygen Radical Absorbance Capacity” - ORAC), no poder de reducéo de metais ("Ferric
Reducing Antioxidant Power" - FRAP, "Ccupric Reducing Antioxidant Capacity" - CUPRAC),
captura do radical hidroxilo (método de desoxirribose), na captura de radicais organicos
(DPPH) e na quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo dos lipidos
("Thiobarbituric Acid Reactive Substances" - TBARS, oxida¢&o da LDL (lipoproteina de baixa
densidade), co-oxidacéo do pB-caroteno) (Frankel and Meyer, 2000; Sanchez-Moreno, 2002).
No entanto, os mais utilizados actualmente no mel sdo o FRAP, DPPH e ORAC (Ferreira et
al., 2009; Beretta et al., 2005; Pérez-Jiménez and Saura-Calixto, 2006).
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2.5.2 Actividade Antimicrobiana

O mel tem sido usado como medicamento durante milhares de anos para o
tratamento de doencas respiratérias, infecgdes gastrointestinais, queimaduras, feridas
infectadas e ulceras (Mundo et al., 2004; Klgik et al., 2007; Basualdo et al., 2007).

O mel pode igualmente ser utlizado na industria alimentar contra varios
microrganismos patogénicos (Listeria monocytogenes, Lactobacillus, Bacillus, Escherichia
coli, Salmonella e S. aureus) (Mundo et al., 2004). Desta forma pode ser utilizado como
alimento no pao; no molho de saladas, visto inibir as culturas "starters" de bactéria do acido
lactico; nas bebidas, visto que a maior dos seus hidratos de carbono sédo fermentaveis;
como antioxidante, visto que os seus acidos fendlicos, enzimas e acido ascoérbico inibem a
oxidag&o lipidica da carne (Dekker, 1998).

Devido a sua complexidade, o mel tem sido alvo de varias investigagdes sobre a sua
actividade antimicrobiana, nomeadamente contra patogénicos resistentes a antibiéticos
(Molan, 2002; Allen and Molan, 1997; Weston, 2000; Nzeako and Hamdi, 2000), contra
bactérias patogénicas envolvidas em algumas doencas (Basualdo et al., 2007), contra
bactérias alimentares patogénicas (Taormina et al., 2001) e contra bactérias responsaveis
pela deterioracdo de alimentos (Mundo et al., 2004).

Dold et al., em 1937 foi o primeiro a demonstrar esta actividade, chamando "inibina"
a substancia que inibia bactérias (Mavric et al., 2008). White and Subers (1963) verificaram
gue essa substancia era o peréxido de hidrogénio (Jeffrey and Echazarreta, 1996).
Posteriormente outras substancias, como os flavonoides foram encontradas no mel.

Inicialmente o H,O, era 0 agente antimicrobiano mais conhecido. Contudo, mais
tarde, pensou-se que este poderia causar inflamacgfes e danos nos tecidos (Molan, 2001).
No entanto, a concentragcdo de H,O, produzido no mel € de 1 mmol/L, cerca de 1000 vezes
menor do que nas solu¢des de 3% de anticéptico (Molan, 1992). Desta forma, os efeitos
prejudiciais do H,O, séo reduzidos, visto que no mel este capta e inactiva o ferro livre que
catalisa a formac&o dos radicais livres de oxigénio pelo H,O, e assim ajuda os componentes
antioxidantes a retirarem os radicais do organismo (Molan, 2001).

Os factores associados a actividade antimicrobiana do mel sédo o pH baixo causado
pelos acidos organicos, principalmente pelo acido gluconico, a pressdo osmaotica elevada ou
baixa a,, 0 sistema glucose oxidase (Inoue et al., 2005), os fendis (Mavric et al., 2008;
Mundo et al., 2004; Basualdo et al., 2007) e o elevado conteado em agucares (Aljadi and
Yusoff, 2003). No entanto, o H,O, é o principal factor associado a actividade antimicrobiana
da maioria dos méis, que é produzido enzimaticamente pelo glucose oxidase e secretado
pelas abelhas (Molan, 2002; Weston, 2000; Aljadi and Yusoff, 2003; Olaitan et al., 2007).
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A propriedade antimicrobiana mais estudada no mel é a acg¢do do enzima glucose
oxidase. Este enzima €, virtualmente, inactivo em méis com elevada densidade, mas torna-
se activo em méis diluidos de forma a produzir peroxido de hidrogénio e acido glucoénico a
partir da glucose. A reac¢do que demonstra a formacao do H,O, é:

Glucose Oxidase

glucose + O, + H,0O > acido glucoénico + H,0,

O H,0; pode ser degradado a 4gua e oxigénio por ides metalicos ou acido ascoérbico
e pelo catalase, que € proveniente do polen e néctar das plantas (Molan, 2002; Weston,
2000). O nivel de peréxido de hidrogénio no mel é, desta forma, determinado pelos niveis de
glucose oxidase e catalase (Estevinho et al., 2008).

Catalase

2H,0, — 2H,0 +°0,

A producéo e o tipo de mel produzido pelas abelhas sdo dependentes da flora que
existe em cada época. Assim, as flores a partir das quais as abelhas recolhem o néctar para
produzir o mel, podem contribuir para as diferengas na actividade antimicrobiana deste
(Nzeako e Hamdi, 2000; Mundo et al., 2004; Basualdo et al., 2007).

Verificou-se que alguns méis apresentavam actividade antimicrobiana, mesmo
quando se retirava o H,O, com catalase, pelo que se pensa que existem compostos com
actividade antimicrobiana ndo peroxidasica. Estes compostos foram encontrados em méis,
além do mel de Manuka, incluindo urze, lavanda, "kanuka" e "kamahi" (Allen et al., 1991a e
b). Estes compostos nao-perdxidos podem ser classificados como (i) compostos derivados
de plantas, como os flavonéides, acidos fendlicos, acidos ndo aromaticos, e catalase (ii)
derivados do pdlen e (iii) compostos proteicos (Brudzynski, 2006; Aljadi and Yusoff, 2003).

Foram efectuados varios estudos sobre a actividade antimicrobiana do mel de
Manuka, obtido pela arvore de Manuka (Leptospermum scoparium) da Nova Zelandia, visto
este ter actividade antimicrobiana nédo ligada ao H,O,, o que torna possivel o seu
armazenamento durante longos periodos, sem que haja perda da sua actividade (Allen et
al., 1991a e b). Esta propriedade antimicrobiana referida como “Unique Manuka Factor”
(UMF) é independente da actividade antimicrobiana produzida pelo H,O, (Mavric et al.,
2008).

Foram identificados os dois compostos com maior actividade antimicrobiana no mel
de Manuka, o 4-hidroxi-3,5-dimetoxi benzoato e o 3,4,5-trimetoxi benzoato (Aljadi and
Yusoff, 2003; Al-Mamary et al., 2002).
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Num estudo realizado por Weigel et al. (2004), verificou-se que o mel contém
quantidades variaveis de compostos 1,2-dicarbonil, tais como o glioxal (GO), metilglioxal
(MGO), e 3-deoxiglucose (3-DG), além de 5-hidrometilfurfural, conhecido por ser um
indicador do tratamento térmico. Mais tarde, Mavric et al., 2008, demonstrou que o0 MGO era
0 componente bioactivo responsavel pela actividade antimicrobiana do mel de Manuka,

contra E. coli e S. aureus (Adams et al., 2008).
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CAPITULO lll - MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Analisaram-se 27 amostras de mel, das quais 21 eram amostras de méis
Portugueses (17 de producédo Agoriana - llhas de S&o Miguel, Terceira e Pico, 4 de Portugal
Continental - Tras-os-Montes, Serra do Caramulo, Algarve e Alentejo) e 6 de outras Regides
- Australia, Argentina e Nova Zelandia (Quadro 3).

Quadro 3 - Nome e origem das amostras de mel analisadas.

NOME REGIAO ABREVIATURA
Mel Quinta do Além S. Miguel (Faja de Cima) SM1
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) SM2
Mel Quintal dos Acgores (1) S. Miguel (Candeléria) SM3
Mel Cores S. Miguel SM4
Apiério Beatriz Afonso S. Miguel (Ribeira Grande) SM5
Apiério Paulo Pavéo S. Miguel SM6
Mel Quintal dos Acgores (2) S. Miguel (Candeléria) SM7
Mel Quintal dos Agores (3) S. Miguel (Candelaria) SM8
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) P1
Mel Flor de Incenso Pico P2
Mel dos Agores (1) Terceira TER1
Apiério Paulo Sousa Terceira TER2
Mel dos Agores (2) Terceira TERS3
Mel dos Acgores (3) Terceira TER4
Mel dos Agores (4) Terceira TERS
Mel dos Acgores (5) Terceira TERG6
Mel dos Agores (6) Terceira TER7
Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) ALENT
Mel Serras do Algarve Algarve ALG
Mel Vinhais Tras-os-Montes Tras-os-Montes ™
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo SC
Mel Quinta da Urgueira Austrdlia AUST1
Mel Natural Austrdlia AUST2
Active Manuka Honey Nova Zelandia NZ
Mel Orgénico (1) Argentina ARG1
Mel Orgénico (2) Argentina ARG2
Mel Orgénico (3) Argentina ARG3

Y

As amostras foram armazenadas no escuro a temperatura ambiente. Os méis
analisados apresentavam texturas diferentes, de acordo com os seguintes tipos: mel liquido

claro, mel granulado sélido ou cristalizado, mel parcialmente cristalizado (mistura de mel
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liquido e cristalizado). O mel acoriano € colhido duas vezes ao ano, a primeira em Abril ou
Maio e a segunda em Setembro ou Outubro. As subespécies de abelhas existentes nos
Acores sao a Apis mellifera mellefera (dominante), a Apis mellifera ligustica e a Apis
mellifera caucasica (Pavéo, 1997).

3.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

3.2.1 Determinacéo da Actividade da Agua (a,)

Alguns méis foram aquecidos a 42-45°C, para diminuir a viscosidade. A actividade da
agua foi medida a 25°C (+0.2°C) num medidor de actividade da agua electrénico, Water
activity measurement instrument LabMaster da Novasina AG. Para cada determinagéo,
pesou-se 3 g de mel, e efectuou-se triplicado, tendo-se determinado posteriormente a sua

média e erro padrao da média (SEM).

3.2.2 Determinacgéo do pH

As amostras de mel foram diluidas a 50% (p/v) e determinado o pH por
potenciometria, utilizando um pH Inolab da Merck.

3.2.3 Determinac¢éo da Cor

No sentido de encontrar possiveis relagdes entre a actividade antioxidante do mel e a
cor, esta foi avaliada segundo o método descrito por Beretta et al. (2005).

As amostras de mel foram diluidas para 50% (p/v) e filtradas, através de filtros
Whatman 0,45 um, para eliminar as particulas de maiores dimensdes. Posteriormente leu-se
a absorvéncia a 450 nm e 720 nm num espectrofotdmetro Hitachi U-2900 da Labodidéctica.

Os resultados foram expressos em mAU, 50% (p/v).

3.2.4 Determinacéo dos Acidos Organicos

A metodologia utilizada para a determinacédo dos acidos organicos foi adaptada do
método descrito por Suarez-Luque et al. (2002a e b), que consiste na determinacdo dos
acidos organicos por Cromatografia Liquida de Alta Press&o (HPLC) com coluna Purospher®
Star, RP-18 (5 um) da LichroCART?®, de fase reversa, a 25°C, a um comprimento de onda de
210 nm, com eluicdo isocratica a 0,7 mL/min, utilizando como fase mével uma solugéo de
acido Orto-fosforico (Merck, Ref. K10854973) a 4,5% (pH 2,2). O volume de injeccdo das
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amostras foi de 20 uL e todas as amostras e padrées foram injectados em triplicado. Os
acidos orgéanicos analisados foram D-maélico (Sigma-Aldrich, Ref. 46940-U), citrico (Sigma-
Aldrich, Ref. 46933), succinico (Sigma-Aldrich, Ref. S3674), maleico, fumérico (Sigma-
Aldrich, Ref. 47900), lactico e férmico (Merck) e acético (Riedel-de Haén).

As solucBes dos padrdes foram preparadas dissolvendo os 4cidos em agua Milli-Q e
guardados a 4°C. As preparacdes de trabalho foram preparadas diariamente.

Os acidos organicos foram removidos das amostras de mel por um processo de
extraccdo de fase soélida (SPE) com cartuchos de permuta ionica (Sep-Pak® Plus Cartridges,
Waters). O eluente foi filtrado por filtros de membrana de celulose Whatman 0,45 um. O
procedimento efectudo foi 0 seguinte: pesou-se 7,5 g de mel e adicionou-se 75 mL de agua
Milli-Q, de seguida ajustou-se o pH para 10,5 com 0,1 M de NaOH (Merck) e agitou-se
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, ajustou-se novamente o pH
para 5 com 0,1 M de H,SO, (Fluka), de forma a evitar-se interferéncias na linha base e
ajustou-se a mistura para 100 ml com Milli-Q H20O. Filtrou-se 10 ml dessa solug&o por um
filtro de membrana de acetato de celulose 0,45 um e efectuou-se a SPE. Para a extrac¢ao
dos acidos orgéanicos, efectuou-se primeiramente a activagéo dos cartuchos SPE com 10 ml
de NaOH 0,1 M, a uma velocidade de 3 ml/min, passando-se de seguida a 10 ml da solug&o
de mel a 0,5 ml/min. Lavou-se o cartucho com 10 ml de 4gua a 3 ml/min e eluiu-se os acidos
organicos com 4 ml de &cido sulfdrico 0,1 M a 0,5 ml/min. De seguida, esta solugéo foi
injectada no HPLC Elite Lachrom da VWR Hitachi, incorporado com Autosampler L-2200, FL
Detector L-2480, Diode Array Detector L-2450, Pump L-2130 e Column Oven L-2300.

Os acidos organicos foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo
dos padrdes dos &cidos estudados, e foram quantificados por uma curva de calibracéo

padréo externa (Quadro 4).

Quadro 4 — Tempos de retencao dos acidos organicos analisados. Os valores indicados representam

a média £ SEM de trés determinagdes.

Acido Organico Tempo de Retencéo (min)
Férmico 3,92 £ 0,00
D-maélico 4,45 + 0,00

Lactico 5,16 = 0,00
Acético 5,58 £ 0,00
Maleico 6,94 + 0,00
Citrico 7,23 +0,01
Succinico 8,07 £ 0,00
Fumarico 8,71+ 0,00

A curva de calibragdo foi determinada com 7 concentracbes diferentes de uma

mistura das solu¢fes padrédo dos acidos organicos, e cada concentracao foi determinada em
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triplicado. Os gréaficos foram obtidos por regresséo linear da concentracdo vs altura dos
picos (Figura 7).
Na Figura 8 estd representado um cromatograma equivalente a mistura da

concentracado stock dos acidos orgéanicos analisados (A) e um cromatograma de uma
amostra (B).
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Figura 8 — Cromatogramas representativos: A) Mistura de solu¢bes padrao dos acidos organicos

analisados (acido formico, D-malico, lactico, acético, maleico, citrico, succinico e fumarico); B)
Amostra de mel da Ilha Terceira.
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Figura 7 — Curva de calibracdo dos acidos férmico, D-Malico, Lactico, Acético, Maleico, Citrico,
Succinico e Fumarico . * Na curva de calibracdo do acido fumarico eliminaram-se as trés diluicdes

mais baixas.
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A concentracdo de cada &cido organico nas amostras foi calculada através da curva
de calibracdo de cada &cido, onde o eixo das ordenadas corresponde a area determinada
pelos picos no cromatograma do HPLC, e o eixo das abcissas corresponde a concentracao,
expressa em mg/ml. Posteriormente, determinou-se a concentracdo expressa em mg/kg de
mel, na qual se multiplicou a concentracdo determinada pela curva de calibracdo por 4,
referente aos 4 ml de acido sulfrico que se utilizou para eluir os acidos orgéanicos das
amostras de mel e por 1000 g, o resultado foi dividido por 0,75 g, correspondentes a diluicdo

efectuada do mel (7,5 g para 100 ml de H,O, do qual se retirou 10 ml), ou seja:

4x fpg / mL %1000
0,75

fcidoorgarico + Gg / Kgmel

Determinou-se também o acido D-glucénico, uma vez que este podera ser
determinante na actividade antibacteriana. Para tal utilizou-se um Kit enzimatico UV
D-Gluconic acid/D-glucono-é-lactona (Boehringer-Mannheim, Roche) que nos permite
determinar a quantidade total de acido glucénico por espectrofotometria UV a 340 nm. Para
tal pesou-se 2,59 de mel, dissolveu-se em 50 ml de Milli-Q H,O e ajustou-se o pH para
aproximadamente 10,5 com 0,1 N KOH (Merck). A mistura foi agitada durante 10 min e de
seguida ajustou-se o pH para 7,8 com 0,1 N &cido cloridrico (HCI) (Merck). A mistura foi
transferida para um frasco volumétrico de 100 ml e ajustou-se o volume com Milli-Q H,O.
Transferiu-se 10 ml da mistura anterior para um novo frasco de 100 ml e ajustou-se o
volume com Milli-Q H,O. Para a medi¢éo espectrofotométrica numa cuvette adicionou-se 0,4
ml de solugéo tampéo (tampéao trietanolamina, pH 7.8, 60 mg de NADP, 150 mg de trifosfato
de adenosina (ATP), sulfato de magnésio e estabilizadores), com 0,8 ml amostra ou agua
(branco) e 0,008 ml da solucdo de suspensdo com 110 unidades de 6-fosfogluconato
desidrogenase (6-PGDH) a temperatura ambiente e agitou-se, lendo-se a absorvéncia a
340 nm, quando estabilizado da amostra (Al) e do branco (B1). De seguida iniciou-se a
reaccdo adicionando-se 0,008 ml da soluc&o de suspensdo com 13 unidades de gluconato
cinase, agitou-se e esperou-se entre 5 a 10 min, de forma a completar a reaccdo, de
seguida leu-se a absorvéncia da amostras (A2) e do branco (B2). As medi¢Bes foram
efectuadas num espectrofotémetro.

Assim, a absorvéncia foi determinada pela diferenca entre as absorvéncias das

amostras subtraindo a diferenca das absorvéncias do branco, ou seja:

AA = (A2 — Al) — (B2 — B1)
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A determinacao da concentracao de acido D-gluconico, foi efectuada segundo o kit,
e calculada pela seguinte formula (Mato et al., 1997):

AcidoD-Gluconicdg) 47,31

AA
Mel(Kg) pesoAmostra € f(
O factor 47,31 veio da equagao seguinte:
47.31=—>M 100 100 1000

X X x
exdxvx1000 1000 10

Onde V = 1,216 € o volume final da reaccdo em ml, M = 196,1 é a massa molar do &acido
D-Gluconico, € = 6,3 é o coeficiente de absor¢do do NADH a 340 nm (Lxmmollxcm™), d = 1
é a distancia em cm, v = 0,800 € o volume da amostra em ml, 1000 é ml num litro, 100/1000
corresponde ao peso em g de acido D-gluconico em 100 ml de solucao final, 100/10 é o
factor de diluicdo e 1000 sdo g num kg. A concentragdo do acido D-glucénico é determinada
directamente pela extincdo do coeficiente NADPH.

3.2.5 Determinac&o do indice de Fenol

Para a determinacao do indice de fenol utilizou-se o método descrito por Andrade et
al., 1997, através do método de Folin-Ciocalteu. Este método fundamenta-se numa reacgéo
de oxidacao-reducéo entre os polifendis e o reagente de Folin da qual resulta um complexo
de cor azul que ao absorver radiacdo a 765 nm permite a quantificacdo dos compostos
fendlicos. Para a extraccdo dos fendis totais utilizou-se uma cromatografia de troca iénica
com um polimero absorvente, a Amberlite® XAD®-2 (Supelco). Este polimero é uma resina
hidrofébica com ligagbes cruzadas de poliestireno. Esta resina é muito utilizada para
absorver compostos orgéanicos sollveis de amostras aquosas ou solventes organicos.

Para a extraccdo dos fendis do mel diluiu-se 4 g de mel com agua (1:5), ajustou-se o
pH para 2 com HCI e filtrou-se com algodao de forma a remover quaisquer particulas
sdlidas. Ao filtrado adicionou-se 6 g de resina Amberlite XAD-2 e agitou-se com um agitador
magnético por 10 minutos, para que a Amberlite pudesse absorver a maior quantidade de
fendis possivel. De seguida, esta mistura foi colocada numa coluna cromatografica de vidro
10 x 1,5 cm, a qual se lavou com 20 ml de agua acidificada com HCl a pH 2 e
posteriormente com 25 ml de agua destilada, de forma a eluir os compostos polares. Os
fendis totais das amostras de mel que ficaram, deste modo, retidos da coluna, foram eluidos

com 30 ml de metanol, sendo posteriormente evaporados num rotavapor (Rotavapor-RE111,
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Buchi 461 Water Bath da Sotel) a 40 °C, sob vacuo. O residuo final foi diluido em 1 ml de
metanol, de forma a proceder-se a determinacgéo do indice de fenol.

Ao extracto (20 yL) adicionou-se 1,58 ml de agua destilada e 100 pyL de reagente de
Folin-Ciocalteau (Merck), e ap6és 5 minutos, adicionou-se 300 uL de uma solugéo saturada
de carbonato de sédio anidro (Merck, Ref. 6392.0500, Na,COj3). Deixou-se repousar a
mistura a temperatura ambiente durante 2 horas e procedeu-se a leitura espectrofotométrica
das amostras a 765 nm. Para a realizacdo da curva de calibracdo utilizou-se diferentes
concentracdes de acido galico (Acido Galico monohidrato, 98%, Sigma-Aldrich, Ref. 398225)
(50 — 500 mg/L), representado na Figura 9. O calculo do teor em fendis foi expresso em

mg de equivalente de acido gélico (GAE) / 100 g de mel.

Curva Calibracio Acido Galico
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Figura 9 — Curva de calibracédo do &cido Gdlico, para determinacao do indice de fenol.
3.3 ANALISE POLINICA

Para a andlise polinica utilizou-se um método descrito por Andrade et al. (1999),
onde todas as amostras foram submetidas a acetdlise. A determinacdo da origem botanica
das amostras foi determinada de acordo com o procedimento descrito por Louveaux et al.
(1978).

O procedimento para a analise polinica do mel foi a seguinte: pesou-se 10g de mel e
dissolveu-se em 50 ml de agua destilada quente (40°C). Distribuiu-se por tubos de
centrifuga e centrifugou-se duas vezes a 2500 g durante 10 min. De seguida descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se ao pellet 5 ml de acido acético glacial e centrifugou-se a 2500
g durante 10 min e eliminou-se o sobrenadante. Ao pellet adicionou-se 10 ml de solucdo de

acetolise (1 ml acido sulfarico e 9 ml acido acético anidro), o qual se colocou num banho a
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100°C durante 3 min. De seguida, centrifugou-se a adicionou-se ao pellet 10 ml de glicerina
50%, centrifugando-se de seguida. Por fim, colocou-se o pellet numa estufa a 45°C durante
2 dias e adicionou-se ao pellet 0.5 ml de glicerina/gelatina. Posteriormente, 0.1 ml destas
amostras foi colocado numa lamina, para posterior analise ao microscopio.

A andlise qualitativa, ou seja, a andlise polinica que determina a percentagem de
cada espécie ou tipo polinico relativamente o total de grdos contados (Louveaux et al.,
1978), foi realizada por meio da contagem de 300 a 500 grdos de podlen por amostra
recorrendo ao microscopio éptico com camara fotogréfica acoplada. Este processo foi
realizado com a objectiva de 40x, tendo sido tiradas fotografias de cada area para posterior
contagem dos graos de pdlen. Os gréos sem expressao numeérica, inferior a 1% do total de
graos, nao foram identificados e foram designados como "outros géneros polinicos". Foram
entdo determinadas as percentagens desses grdos de pélen e definidas as seguintes
classes de frequéncia: pélen dominante (> 45%), polen acessorio (15-44%), polen isolado
importante (3-14%) e pdlen isolado ocasional (< 3%) (Barth, 1970; Louveaux et al., 1978).

Considera-se mel monofloral, o que contém pdlen com uma representagéo superior a
45%. Para a andlise polinica foi calculada o indice de dominancia (D), normalmente utilizada

em ecologia:

Nméxl + Nmé>Q
n

D=

onde, Nnaa corresponde ao n° de gréos de pdlen do tipo mais frequente, Npae a0 n° de

graos de polen do segundo tipo mais frequente e n o n° total de gréos de pélen.
3.4 DETERMINACAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a determinacdo da actividade antioxidante utilizaram-se dois métodos
espectrofotométricos, actividade antiradical - DPPH (Brand-Wiliams, et al., 1995) e
actividade antioxidante total - FRAP (Benzie and Strain, 1996).

3.4.1 DPPH

Este método baseia-se na medicdo do decréscimo da absorvéncia a 517 nm do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH - Sigma-Aldrich, Ref. D9132-1g). Este radical
possui uma coloracgéo violeta, que na presenca de uma substancia doadora de hidrogénio, é

reduzido, perdendo essa coloracdo (Figura 10) (Brand-Williams et al., 1995).
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Figura 10 - Demonstracdo da estabilizacdo do radical livre DPPH a) Radical Livre DPPH b) Forma
néo radical do DPPH

As amostras de mel foram diluidas em &gua quente para uma concentragdo de
0,1 g/ml (10%) em solucdo acido oxalico 5% (Acido Oxalico Dihidratado 99+%, Sigma, Ref.
00376), a qual se retirou 0,75 ml e adicionou-se 1,5 ml de DPPH em metanol na
concentracdo de 0.1 mg/ml. Foi realizado um branco com 0,75 ml amostra de mel com
1,5 ml metanol de forma a eliminar a interferéncia da cor do mel.

Os resultados foram expressos em micro-equivalentes de antioxidante por mg de mel
(Meg/mg), tendo em conta que 1 peq de antioxidante corresponde a capacidade de redugéo
de uma micromole de um pré-oxidante (Aljadi and Kamaruddin, 2004).

A mistura foi deixada em repouso durante 5 minutos no escuro, e posteriormente foi
lida a absorvéncia num espectrofotébmetro. Realizou-se uma curva de calibragdo utilizando
acido ascorbico (L(+) Acido Ascérbico, Riedel-de Haén, Ref. 33034) em concentracdes

compreendidas entre 0 e 0.03 mg/ml (Figura 11).
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Figura 11 - Curva Calibracao do &cido ascérbico, para determinacdo do DPPH.
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3.4.2 Poder Antioxidante pela Reducéao de Ferro (FRAP)

A reducdo do par Fe* /| Fe* para determinar o poder antioxidante (FRAP) foi
desenvolvido por Benzie e Strain (1996) e modificado pelos mesmos autores em 1999,
como um meétodo directo para medir o poder antioxidante total de fluidos biolégicos. O
principio deste método € baseado na reducdo de um complexo ferro-2,4,6-tripiridil-s-triazina
(Fe**-TPTZ), que tem uma coloracdo azul, aos sais ferrosos, que na presenca de
antioxidantes a pH baixo forma outra cor (Fe?-TPTZ).

Efectuou-se uma curva de calibracdo com sulfato ferroso (FeS0O,4.7H,0) entre as
concentracdes de 0 e 1 mmol/L. A solucdo de FRAP foi obtida adicionando 25 ml tamp&o
acetato 300 mmol/L a pH 3,6 com 2,5 ml TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) (10mmol/L) em HCI
(40 mmol/L) e 2,5 mL de cloreto de ferro (FeCls.6H,0) (20 mmol/L). As amostras foram
diluidas para 10%. Para a andlise das amostras adicionou-se 1500 puL. FRAP aquecido a
37°C (medigéo 1) com 50 pL amostra e 150 pL agua. De seguida, mediu-se a absorvéncia a
593 nm da reduc¢éo do ferro a cada 15 segundos, num periodo de 5 minutos. Efectuou-se
um branco com 1500 puL FRAP e 200 uL agua. Os resultados sao expressos e em uM Fe (I1)
para as amostras diluidas a 10%.

Na Figura 12 esté representada uma curva de calibracéo tipica utilizada na medig&o
do FRAP.
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Figura 12 - Curva Calibracdo de FeS0O,.7H,0, para determinacéo do FRAP.
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3.5 DETERMINACAO DA ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

Pretendeu-se determinar a actividade antimicrobiana das amostras de mel contra
duas estirpes de S. aureus (bactéria Gram-positiva), uma pertencente a coleccao da
Universidade dos Acores, de origem bovina (3DA) e uma de referéncia ATCC9144 (2LaQ).

A actividade antimicrobiana das amostras de mel foi determinada pelo método de
difusdo em agar (Well-assay test), utilizando fenol como padrdo (Allen et al., 1991a e b).
Foram efectuados quadruplicados de cada amostra, adicionando 100 pyl de mel em cada
poco e utilizando-se 4gua destilada esterilizada como branco.

Para a preparacédo do inoculo a cultura foi colocada em meio Brain Heart Infusion
(BHI, Merck) e incubada a 37°C durante 18h. Realizaram-se repicagens em BHI para manter
as culturas frescas (100 pl inoculo em caldo de BHI para 5 ml de caldo BHI fresco).
Efectuou-se a verificacdo da pureza das culturas através de preparacdes coradas pelo
método de Gram e observacgdo de coldnias uniformes em Agar Nutritivo (15 g/L agar agar
com 13 g/L nutrient broth, pH 7,4+0.2, Merck) (Fortuna, 2006).

As culturas de trabalho foram obtidas fazendo um diluicdo de 1:10 (9 ml de BHI + 1
ml de inoculo) das culturas frescas, resultando numa densidade celular de 6,7x108 UFC/mlI
para a 2LaQ e de 1,3x10° UFC/ml para a 3DA. Posteriormente, adicionou-se 0,1 ml de
cultura por cada 150 ml de BHIA (Merck) arrefecido até aos 45°C e semeou-se as placas de
Petri (@ 80mmx 12mm) por incorporagdo com o S. aureus. Deixou-se arrefecer as placas a
4°C durante a noite e fizeram-se poc¢os no agar com cerca de 0,6 mm de didmetro com uma
pipeta de Pasteur. O fundo dos pocos foi coberto com uma gota de Agar-agar a 15%
(Merck) para evitar a infiltragdo das amostras de mel entre o meio de cultura e o fundo da
placa, de forma a eliminar falsos positivos.

As amostras de mel foram diluidas para 10%, 25% e 50% (p/v) utilizando agua
destilada esterilizada. Utilizou-se também o mel puro (100%).

De seguida, 100 uL de cada diluicdo foram colocados nos pocos, e as placas foram
incubadas numa estufa (Memmert, Modell 100-800), sem invers&o, durante 18h a 37°C.

Posteriormente, efectuou-se a medi¢do dos didmetros das zonas de inibicdo com o
auxilio de uma craveira digital (Absolute Digimatic Caliper, Mitutoyo 500-161U, Inglaterra),
medindo dois didmetros perpendiculares. Efectuou-se a média e subtraiu-se o didmetro do
poco (6 mm) (Figura 13).

Para a curva de calibragdo utilizou-se o indice de fenol (Figura 14). Para tal,
prepararam-se varias diluicdes de fenol (Merck, CsHsOH, min 99,5%), 8%, 10%, 12%,14%,
16%, 18% e 20% (p/v) em agua destilada. Estas solugBes foram colocadas nos pocos e

incubadas a 37°C durante 18h, para determinacdo dos respectivos halos de inibicdo.
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Figura 13 - Medicao dos halos de inibigao.
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Figura 14 - Curvas padrdo de fenol utilizadas para avaliar a actividade antimicrobiana do mel, para as
duas estirpes estudadas, 3DA e 2LaQ.

Para avaliar o efeito da adi¢do de catalase, preparou-se uma solugdo 10 mg/ml de
catalase de figado bovino (Catalase (EC1.11.1.6), Sigma) em agua destilada e efectuaram-
se diluicbes de mel em catalase (25 e 50%). Antes da sua aplicacdo nas placas, as
amostras foram colocadas durante 10 minutos em gelo para parar a reacgao.

Avaliou-se também o efeito da neutralizacdo do mel, em amostras diluidas para 25 e
50%, para a qual utilizou-se uma solucdo de NaOH 1 N, para ajustar o pH para 7+0.1 com a
ajuda dum potenciémetro (Nahita, Modelo N° 925, pH Metter).

O indice de fenol foi calculado com base no quadrado dos diametros de inibicdo
obtidos para cada amostra e nos diametros de inibicdo obtidos com as solucbes padrao de
fenol. A actividade antimicrobiana foi expressa como indice de fenol, que corresponde a
concentracao da solucao de fenol que seria necessaria para que se obtivesse um valor do

gquadrado do didmetro de inibicdo igual ao da amostra.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicado e os dados foram expressos em
média + erro padrdo da média (SEM). Foram efectuadas correlagbes entre o contetdo total
em fenol e a actividade antioxidante (FRAP e DPPH) e entre a cor e o conteudo total em
fenol e a cor e a actividade antioxidante (FRAP e DPPH). Procedeu-se também a eliminacao
dos outliers, pelo método ndo-paramétrico (1-Sample Kolmogorov-Smirnov), através do
SPSS.

De forma a identificar os grupos em cada regido relacionados com o conteldo em
acidos organicos e com a sua identificacdo polinica, foi realizada uma analise multivariada
de agrupamento, através do programa estatistico Community Analysis Package 4 (CAP4).
Para esta analise, calculou-se a proporcdo de cada acido organico em funcdo da
concentracéo total dos acidos, em cada amostra de mel. Os valores em percentagem foram
transformados (raiz quadrada do arcsen) e foi aplicado o algoritmo da ligagdo usando a
distancia média euclidiana. Foram analisadas 27 amostras e os grupos foram identificados
no ponto médio do intervalo de distancia euclidiana de dissimilaridade usando um
dendrograma. Para analisar a variabilidade subjacente e para identificar associacbes
vantajosas para os diferentes grupos de mel, foi executada uma anéalise ao componente
principal (PCA). Foi realizado o mesmo procedimento para a analise polinica,
transformando-se os dados da mesma forma.

Para a analise de clusters e PCA, utilizando as variaveis fisico-quimicas estudadas,
normalizaram-se os dados obtidos (aos dados foi subtraido o valor da média e dividido pelo
desvio padrao). Efectuou-se também uma analise de clusters e PCA para avaliar o efeito da
diluicdo, da catalase e da neutralizacdo do pH na actividade antimicrobiana das diferentes
amostras de mel.

A Regresséo Linear Mdltipla com seleccdo de variaveis stepwise, foi utilizada para
obter um modelo parcimonioso que permitisse predizer os valores de pH em funcédo da
concentracdo dos diferentes acidos organicos analisados. Igualmente foi realizada a
regressao linear multipla com seleccéo de varidveis stepwise para predizer os valores das
seguintes variaveis: pH, a,, fendis e acidos gluconico e citrico, em funcdo da variavel
independente (pdlen). Analisaram-se 0s pressupostos do modelo nomeadamente o da
distribuicdo normal, homogeneidade e independéncia dos erros. Os dois pressupostos foram
validados graficamente e o pressuposto da independéncia foi validado com a estatistica de
Durbin-Watson (d = 1.68) (Maroco, 2007). Todas as analises foram efectuadas com o SPSS
(V. 17, SPSS Inc.) e, em anexo, apresentam-se 0s outputs do software. Considerou-se para

todas as analises uma probabilidade de erro tipo | (o) de 0.05.
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E POLINICA DO MEL

4.1.1 Actividade da Agua (a,)

No Quadro 5 estdo indicados os valores obtidos para a actividade da 4gua das

amostras de mel analisadas.

Quadro 5 - Identificagdo da origem geografica das amostras de mel e respectivos valores obtidos

para a,. Os valores indicados representam a média + SEM, de trés determinacgdes.

NOME REGIAO A
Mel Quinta do Além S. Miguel (Faja de Cima) | 0,628 + 0,000
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) 0,627 + 0,000
Mel Quintal dos Acores (1) S. Miguel (Candelaria) 0,626 + 0,000
Mel Cores S. Miguel 0,616 + 0,000
Apiério Beatriz Afonso S. Miguel (Ribeira Grande) | 0,619 + 0,000
Apiario Paulo Pavao S. Miguel 0,617 £ 0,000
Mel Quintal dos Acgores (2) S. Miguel (Candeléria) 0,605 + 0,001
Mel Quintal dos Acgores (3) S. Miguel (Candeléria) 0,600 + 0,006
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) 0,604 = 0,002
Mel Flor de Incenso Pico 0,556 = 0,002
Mel dos Acgores (1) Terceira 0,620 = 0,001
Apiario Paulo Sousa Terceira 0,632 £ 0,000
Mel dos Acgores (2) Terceira 0,608 + 0,000
Mel dos Acgores (3) Terceira 0,619 = 0,000
Mel dos Acores (4) Terceira 0,573 £ 0,001
Mel dos Acores (5) Terceira 0,548 + 0,001
Mel dos Acores (6) Terceira 0,565 + 0,000
Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) 0,574 + 0,001
Mel Serras do Algarve Algarve 0,592 + 0,000
Mel Vinhais Tras-os-Montes Tras-os-Montes 0,593 + 0,001
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo 0,614 + 0,001
Mel Quinta da Urgueira Australia 0,595 + 0,000
Mel Natural Austrélia 0,601 + 0,001
Active Manuka Honey Nova Zelandia 0,623 + 0,001
Mel Orgénico (1) Argentina 0,593 £ 0,001
Mel Orgénico (2) Argentina 0,614 + 0,001
Mel Orgénico (3) Argentina 0,554 + 0,003
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Ao analisarmos os valores obtidos para a actividade da 4gua podemos observar que
o mel proveniente do Apiario Paulo Sousa, da llha Terceira, foi 0 que apresentou valor mais
elevado (0,632 + 0,001) e o Mel dos Acores (5), também da Ilha Terceira, foi 0o que
apresentou o valor mais baixo (0,548 + 0,001). O mel da Nova Zelandia apresentou valor
semelhante aos méis provenientes da Ilha de Sdo Miguel.

O conteudo de agua do mel depende de varios factores, como por exemplo, da
época da colheita, do grau de maturacdo do mel alcancado na colmeia e de factores
climaticos. A actividade da agua é ainda determinada pela presenca de monossacéridos,
enquanto os dissacaridos tém uma pequena influéncia no seu valor (Zamora et al., 2006).

Considerando que a glucose é menos sollvel em agua do que a frutose, a glucose
do mel é a principal causa para a cristalizacdo do mel, pela formagcdo da glucose
monohidratada, libertando outras moléculas de agua. Além disso, esta cristalizagédo reduz a
concentracdo de solutos na fase liquida e assim, aumenta a actividade da agua. (Abramovic
et al.,, 2008). Desta forma, a cristalizagdo do mel pode reflectir-se num aumento da

actividade da agua.

4.1.2 pH

No Quadro 6 estdo indicados os valores de pH para cada amostra de mel analisada.
O pH dos méis analisados (27 amostras) variou de 3,06 (Apiario Paulo Sousa da llha
Terceira) a 4,40 (Mel Orgéanico (3) da Argentina), pelo que se encontra dentro dos limites
propostos (3,2 — 4,5) por Sato and Miyata, 2000.

Verificou-se que os méis Acorianos (Sao Miguel, Pico e Terceira), os méis da Nova
Zelandia e do Alentejo tendem a ter valores de pH mais baixos (entre 3,1e 3,6), quando
comparados com as outras regides (Norte de Portugal, Algarve, Austrdlia e Argentina) (entre
3.7 e 4,4). Desta forma, é possivel que o baixo pH desempenhe um papel importante na

actividade antimicrobiana das amostras de mel analisadas.
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Quadro 6- Identificacao da origem geografica das amostras de mel e respectivos valores de pH.

NOME REGIAO pH

Mel Quinta do Além S. Miguel (Faja de Cima) | 3,12
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) | 3,25

Mel Quintal dos Acores (1) S. Miguel (Candelaria) 3,21
Mel Cores S. Miguel 3,25

Apiario Beatriz Afonso S. Miguel (Ribeira Grande) | 3,40
Apiério Paulo Pavao S. Miguel 3,50
Mel Quintal dos Acores (2) S. Miguel (Candelaria) 3,60
Mel Quintal dos Acores (3) S. Miguel (Candelaria) 4,00
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) 3,27

Mel Flor de Incenso Pico 3,80
Mel dos Acores (1) Terceira 3,24
Apiario Paulo Sousa Terceira 3,06
Mel dos Acores (2) Terceira 3,20
Mel dos Acores (3) Terceira 3,30
Mel dos Acores (4) Terceira 3,50
Mel dos Acores (5) Terceira 4,06
Mel dos Acores (6) Terceira 3,91
Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) 3,58

Mel Serras do Algarve Algarve 3,71
Mel Vinhais Tras-os-Montes Tras-os-Montes 4,10
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo 4,20
Mel Quinta da Urgueira Australia 4,09
Mel Natural Austrdlia 3,90

Active Manuka Honey Nova Zelandia 3,53
Mel Orgénico (1) Argentina 4,10

Mel Orgénico (2) Argentina 4,00

Mel Orgénico (3) Argentina 4,40

4.1.3 Cor

No Quadro 7 estdo indicados os valores de intensidade da cor (mAU) das 27
amostras de meéis analisadas. Verificou-se que a absorvéncia da solucao de mel a 50% (p/v)
variou de 70,7 £ 0,001 (Mel dos Acores (5) da llha terceira) a 1793,3 + 0,001 (Active Manuka
Honey da Nova Zelandia).

Podemos verificar que os méis que apresentaram uma coloragdo mais escura foram
os da Nova Zelandia e Serra do Caramulo e 0s mais claros eram provenientes da llha
Terceira, Pico, Algarve e Alentejo. Esta diferenca da cor tem relagéo directa com a origem
botanica, maneio, processamento e armazenamento, como por exemplo pela cera, que
escurece com o0 tempo de armazenamento ou pelas reaccdes de Maillard e com a

temperatura na qual o mel amadurece na colmeia.
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Quadro 7 - Identificacdo da origem geografica das amostras de mel analisadas e respectivos valores

obtidos para a cor. Os valores indicados representam a média £+ SEM de trés determinagdes.

NOME REGIAO COR mAU, 50% p/v
Mel Quinta do Além S. Miguel (Faja de Cima) 296,7 £ 0,001
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) 745,0 + 0,002
Mel Quintal dos Acores (1) S. Miguel (Candelaria) 267,3 £ 0.015
Mel Cores S. Miguel 363,3 + 0,000
Apiario Beatriz Afonso S. Miguel (Ribeira Grande) 586,3 + 0,001
Apiario Paulo Pavéo S. Miguel 569,3 + 0,000
Mel Quintal dos Acores (2) S. Miguel (Candelaria) 1096,0 £+ 0,062
Mel Quintal dos Acores (3) S. Miguel (Candelaria) 526,7 + 0,002
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) 891,3 + 0,001
Mel Flor de Incenso Pico 95,3+ 0,001
Mel dos Acores (1) Terceira 259,0 £ 0,001
Apiéario Paulo Sousa Terceira 267,3 + 0,001
Mel dos Acgores (2) Terceira 388,7 £ 0,001
Mel dos Acores (3) Terceira 832,3 + 0,001
Mel dos Acores (4) Terceira 95,3 + 0,000
Mel dos Acores (5) Terceira 70,7 £ 0,001
Mel dos Acores (6) Terceira 422,0 + 0,001
Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) 258,3 + 0,004
Mel Serras do Algarve Algarve 204,0 £ 0,001
Mel Vinhais Tras-os-Montes Tras-os-Montes 1107,3 £ 0,001
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo 1647,0 £ 0,007
Mel Quinta da Urgueira Australia 1533,7 £ 0,001
Mel Natural Austrdlia 394,0 + 0,002
Active Manuka Honey Nova Zelandia 1793,3 £ 0,001
Mel Orgénico (1) Argentina 779,7 £ 0,001
Mel Orgénico (2) Argentina 955,3 + 0,001
Mel Orgénico (3) Argentina 379,7 + 0,001

4.1.4 Acidos Organicos

No Quadro 8 estéo indicados os valores de concentragdo para os acidos organicos
determinados por HPLC, para as 27 amostras de méis analisadas. Os resultados dos &cidos
organicos foram representados em mg/kg de mel para os &cidos quantificados por HPLC
(acidos formico, D-malico, lactico, acético, maleico, citrico, succinico e fumarico) e em g/kg
de mel para o &cido D-gluconico.

O &cido formico foi apenas detectado em amostras originarias da Australia (97,66
mg/kg mel e 31,71 mg/kg mel), Nova Zelandia (1,24 mg/kg mel) e numa amostra da llha
Terceira (Mel dos Agores (6) - 8,08 mg/kg mel). Este resultado pode dever-se a sua possivel

utilizacdo no tratamento contra a Varroa destructor.

43



Capitulo 1V: Resultados e Discussao

Quadro 8 - Identificacdo da origem geografica das amostras de mel e respectivos valores obtidos para os acidos organicos (mg/kg mel). Os

valores indicados representam a média de trés determinacdes. nd - ndo determinado

Nome Ac. Férmico | Ac. D-Mélico | Ac. Lactico | Ac. Acético | Ac. Maleico | Ac. Citrico | Ac. Succinico | Ac. Fumarico
Mel Quinta do Além nd nd 1480,87 989,36 nd 1553,05 8785,19 nd
Mel Jubileu nd nd 1573,10 354,12 nd 908,65 561,60 nd
Mel Quintal dos Acores (1) nd nd 1382,74 643,93 1,92 967,95 3258,54 nd
Mel Cores nd nd 893,61 538,10 nd 2174,09 nd nd
Apiario Beatriz Afonso nd nd nd 54,41 nd nd nd nd
Apiario Paulo Pavéo nd 161,23 86,47 1415,09 nd 959,27 nd 0,45
Mel Quintal dos Acores (2) nd 74,15 2237,54 nd 0,28 nd nd 15,88
Mel Quintal dos Acores (3) nd nd 638,23 24940,11 1,55 134,03 nd 1,53
Mel Flor Silvestre nd nd 2416,95 283,32 nd 718,55 nd nd
Mel Flor de Incenso nd 21,17 402,78 20410,33 0,22 361,23 nd nd
Mel dos Acgores (1) nd nd nd 95,54 nd nd nd nd
Apiéario Paulo Sousa nd nd nd 36,04 nd 5,57 nd nd
Mel dos Acores (2) nd nd nd 78,53 0,72 720,71 nd 10,87
Mel dos Acgores (3) nd 15,79 nd 2160,85 0,02 5,78 nd 4,47
Mel dos Acgores (4) nd nd 1158,49 23121,94 0,61 237,50 nd 2,41
Mel dos Acores (5) nd 1002,86 38,79 nd 0,08 243,47 315,20 1,75
Mel dos Acgores (6) 8,08 497,65 163,87 1,30 0,50 707,09 nd 17,30
Mel Pulo do Lobo nd nd nd 1967,14 nd nd nd nd
Mel Serras do Algarve nd nd 4374,42 149,87 4,72 111,55 nd nd
Mel Vinhais Tras-os-Montes nd 344,10 6900,59 2074,39 nd 184,62 nd 61,11
Mel Serra do Caramulo nd nd 1702,97 1244,06 nd 1,72 nd 11,19
Mel Quinta da Urgueira 97,66 59,29 1376,45 1029,82 nd 85,44 nd nd
Mel Natural 31,71 158,75 284,24 12,49 1,03 195,25 922,96 0,25
Active Manuka Honey 1,24 nd nd 98,80 0,33 nd nd 11,67
Mel Orgéanico (1) nd 170,42 176,25 40620,75 nd 326,35 nd 53,79
Mel Organico (2) nd 96,73 nd 24364,50 3,80 3991,91 nd 0,34
Mel Organico (3) nd 46,52 nd 28678,13 nd 1074,40 nd 16,88
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O &cido D-mélico foi detectado em maior concentracdo em duas amostras da llha
Terceira (Mel dos Acores (5) e (6), 1002,86 mg/kg mel e 497,65 mg/kg mel,
respectivamente) e Tras-os-Montes (344,11 mg/kg mel), em concentracdes intermédias em
amostras da llha de S&o Miguel, Australia e Argentina, variando entre 46,52 mg/kg mel (Mel
Organico (3) da Argentina) e 170,42 mg/kg mel (Mel Orgéanico (1) da Argentina) e em menor
concentragdo numa amostra da Ilha Terceira (Mel dos Agores (3) - 15,79 mg/kg mel) e numa
amostra da Ilha do Pico (Mel Flor de Incenso - 21,17 mg/kg mel). Este acido nao foi
detectado nas amostras do Sul de Portugal (Alentejo e Algarve). Os valores mais elevados
foram encontrados em méis da llha Terceira, considerados multiflorais, o que vai de acordo
com o estudo de Mato et al., 1998. Estes autores observaram maior concentragédo de acido
méalico em méis multiflorais.

As amostras de Tras-os-Montes e Algarve apresentaram as concentragdes mais
elevadas de 4cido lactico (6900,59 mg/kg mel e 4374,42 mg/kg mel, respectivamente) e as
amostras da Ilha Terceira (excepto o Mel dos Acores (4)), da Argentina, da Nova Zelandia e
Alentejo apresentaram os valores mais baixos (de 0 mg/kg mel a 176,25 mg/kg mel
respectivamente). As amostras da Australia, Sdo Miguel, Pico e Serra do Caramulo
apresentaram valores intermédios (entre 284,24 mg/kg mel e 2416,95 mg/kg mel). O Mel
Quintal dos Acgores (2), da Ilha de Sdo Miguel, o Mel Flor Silvestre, da llha do Pico e o Mel
Vinhais Tras-os-Montes apresentaram valores elevados de acido lactico, o que podera
acontecer devido a contaminacdo com microrganismos. Embora sejam classificados como
méis multiflorais, estes apresentam espécies polinicas diferentes, pelo que néo tera sido a
origem botanica a contribuir para estes valores. E de salientar que o &cido lactico é também
utilizado no controlo da Varroa, o que podera ter contribuido para os valores detectados.

Detectou-se o &cido acético em concentracdes mais elevadas nas amostras da
Argentina (média, 31,2 g/kg mel) e da llha do Pico (Mel Flor de Incenso - 20,4 g/kg mel),
seguindo-se as ilhas Terceira (Mel dos Acgores (4) - 23,1 g/kg mel) e S&o Miguel (Mel Quintal
dos Acores (3) - 24,9 g/kg mel). O aumento deste acido nas amostras dos Acores pode ser
indicativo da sua origem floral, pois apesar de serem méis multiflorais, apresentaram
predominancia de Incenso e Trevo. No entanto, ndo se pode desprezar a hipdtese da
influéncia de microrganismo nos valores obtidos para este &cido, principalmente nas
amostras da Argentina, uma vez que o0 tempo de armazenamento vai influenciar a
quantidade deste acido nos méis. Este &cido também pode ser utilizado como um indicador
de fermentacdo (Mato et al, 2006). As amostras que apresentavam valores mais baixos
deste acido foram duas amostras da llha de Sao Miguel (Apiario Beatriz Afonso e Mel
Quintal dos Acores (2)), com valores compreendidos entre 0 mg/kg mel e 54,41 mg/kg mel,
trés amostras da llha Terceira (Apiario Paulo Sousa e Mel dos Acores (5) e (6)), com valores

compreendidos entre 0 mg/kg mel e 36,04 mg/kg mel e uma amostra da Australia (Mel
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Natural) com 12,49 mg/kg mel. Todas as outras amostras variaram entre 78,53 mg/kg mel
(Mel dos Acores (2)) e 2160,85 mg/kg mel (Mel dos Acores (3)), ambas da llha Terceira.

A amostra do Sul de Portugal (Algarve) e uma das amostras da Argentina (Mel
Orgéanico (2)) foram as que apresentaram maiores concentracfes de acido maleico (4,72
mg/kg mel e 3,80 mg/kg mel, respectivamente). Enquanto, que as amostras da Austrdlia,
Argentina, Nova Zelandia e dos Acores apresentaram concentragbes reduzidas (entre O
mg/kg mel e 1,92 mg/kg mel). Nas amostras do Norte de Portugal (Tras-os-Montes e Serra
do Caramulo) ndo se detectou este acido. Os méis Mel Quintal dos Acores (1) e Mel Quintal
dos Acores (3), ambos da llha de Sdo Miguel, apresentaram valores elevados de acido
maleico, ambos com pélen predominante de incenso e trevo, pelo que esta podera ser uma
caracteristica destas espécies polinicas.

Em relacdo ao &cido citrico, uma das amostras da Argentina (Mel Orgéanico (2)) e
duas amostras da Ilha de Sdo Miguel (Mel Quinta do Além e Mel Cores) apresentaram
teores mais elevados (entre 1553,05 mg/kg mel e 3991,91 mg/kg mel), enquanto as outras
amostras variaram entre 0 mg/kg mel (Sao Miguel, Pico, Terceira, Alentejo e Nova Zelandia)
e 1074,4 mg/kg mel (Mel Orgénico (3) da Argentina). As amostras de Mel Cores e de Mel
Quinta do Além, ambos de Sao Miguel, cuja caracterizacdo polinica € monofloral de
Incenso, apresentaram valores elevados deste &cido, pelo que muito possivelmente este é
caracteristico deste tipo de flora. E referido na literatura que os méis de Thymus spp e tulip
contém um elevado contetdo em acido citrico (Nelson and Mottern, 1931, Nozal et al.,
1998), o que pode ser esta a razdo da presenca deste acido na amostra da Argentina.
Infelizmente ndo foi possivel determinar a origem floristica dos méis provenientes da
Argentina.

As Unicas amostras que apresentaram acido succinico foram uma amostra da
Australia (Mel Natural - 922,26 mg/kg mel), trés amostras de Sao Miguel (Mel Quintal do
Além, Mel Jubileu e Mel Quintal dos Acores (1)), que variaram entre 561,6 mg/kg mel e
8785,2 mg/kg mel e uma amostra da llha Terceira (Mel dos Agores (5) - 315,2 mg/kg mel).
Nozal et al., 1998 observou que os valores mais elevados de &cido succinico ocorriam em
méis de Quercus spp, embora ndo se tenha identificado este tipo polinico nos méis dos
Acores.

Em relacdo ao &cido fumarico, verificou-se que as amostras do Pico e do Sul de
Portugal (Alentejo e Algarve) ndo continham este &cido. A amostra de Tras-os-Montes e
uma das amostras da Argentina (Mel Orgéanico (1)) foram as que apresentaram o valor mais
elevado deste acido, 61,11 mg/kg mel e 53,79 mg/kg mel, respectivamente. Todas as outras
amostras variaram entre 0 mg/kg mel e 16,88 mg/kg mel. As amostras de Sdo Miguel e llha

Terceira variaram em média, entre 16,5 mg/kg mel e 21,97 mg/kg mel, respectivamente.
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Os Meéis multiflorais apresentam valores mais elevados de &cido maleico, e baixos de
acidos fumérico, malico e citrico, o que esta de acordo com os resultados apresentados por
Suérez-Luque et al. (2002) e Nozal et al. (1998). Suarez-Luque et al. (2002) também
verificaram que os méis de Trifolium L sp. ndo continham &cidos malico e succinico e
apresentavam valores baixos de acido fuméarico, o que se verificou para alguns dos méis

analisados dos Acores, que continham Trevo.

A quantidade total de acido D-glucénico encontrada nas 27 amostras de méis
analisadas esta representada no Quadro 9. Este acido variou de 1,154 g/kg mel (Mel dos

Acores - Fruter da llha terceira) a 15,892 g/kg mel (Serra do Caramulo).

Quadro 9 - Identificacdo da origem geogréfica das amostras de mel e respectivos valores obtidos

para o acido D-glucénico. Foram analisadas 27 amostras.

~ acido D-gluconico
NOME REGIAO ) Total/l?g mel

Mel Quinta do Além S. Miguel (Faja de Cima) 6,094
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) 5,412
Mel Quintal dos Acores (1) S. Miguel (Candelaria) 7,797
Mel Cores S. Miguel 4,504
Apiério Beatriz Afonso S. Miguel (Ribeira Grande) 6,661
Apiério Paulo Pavao S. Miguel 15,726
Mel Quintal dos Acores (2) S. Miguel (Candelaria) 8,686
Mel Quintal dos Acores (3) S. Miguel (Candelaria) 3,558
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) 5,715
Mel Flor de Incenso Pico 2,612
Mel dos Acores (1) Terceira 7,040
Apiéario Paulo Sousa Terceira 5,848
Mel dos Acgores (2) Terceira 3,690
Mel dos Acores (3) Terceira 6,964
Mel dos Acores (4) Terceira 1,533
Mel dos Acores (5) Terceira 1,249
Mel dos Acores (6) Terceira 1,192
Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) 4,220
Mel Serras do Algarve Algarve 7,153
Mel Vinhais Tras-os-Montes Tras-os-Montes 12,660
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo 15,896
Mel Quinta da Urgueira Australia 5,242
Mel Natural Australia 2,233
Active Manuka Honey Nova Zelandia 1,192
Mel Orgénico (1) Argentina 1,154
Mel Orgéanico (2) Argentina 5,393
Mel Orgénico (3) Argentina 3,312
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O &cido gluconico foi quantificado em todos os tipos de méis tal como descrito por
Mato et al. (2006). Observaram-se teores mais elevados de acido gluconico nos méis com
género polinico de Erica (Tras-os-Montes e Serra do Caramulo), o que foi também
observado por Nozal et al. (1998). Segundo Nozal et al. (1998), os &cidos que melhor
definem a origem boténica dos méis sdo: citrico, piravico, gluconico, mélico e quinico. No
presente estudo, conseguiu-se identificar duas origens botanicas (Pittosporum e Erica)
através dos acidos citrico e glucénico, respectivamente.

De um modo geral, os valores obtidos neste trabalho, para alguns dos acidos
organicos diferem um pouco dos referidos na literatura. Contudo, ndo existem estudos
realizados com o mel dos Acgores, pelo que se torna dificil comparar os resultados obtidos,
pois 0s Agores possuem uma flora especifica.

Todos os estudos sobre a determinagdo dos &cidos organicos nos méis foram
maioritariamente efectuados em méis monoflorais (Nozal et al., 2003), onde apenas uma
espécie polinica ira influenciar a sua concentragéo, o que ndo é o caso da maioria dos méis
estudados, no presente estudo. Outros trabalhos indicaram que os méis de Castanea sativa
apresentavam valores muito elevadas de acidos madlico, citrico, succinico e fumérico e que
0s méis de Eucalyptus sp. apresentavam valores muito baixos dos mesmos acidos (Suarez-
Luque et al., 2002). Isto foi observado nas andlises realizadas no mel de Manuka da Nova

Zelandia, que também continha, na sua analise polinica, este género.

Efectuou-se uma regressdo linear multipla entre os &cidos organicos (variavel
independente) e a variaveis dependentes: pH, de forma a verificar qual a sua contribui¢cdo n
baixo valor de pH apresentado nas amostra de méis analisadas. Esta permitiu identificar as
variaveis Acido Acético (B = 0,600; t (19) = 5,427; p <0,001), Acido D-Méalico (B = 0,567; t
(19) = 5,256; p <0,001), Acido Férmico (B = 0,436; t (19) = 4,013; p <0,002) e Acido LActico
(B =0,267; t (19) = 2,440; p <0,05) como predictores significativos do pH, sendo o modelo

final ajustado:

pH = 3,280 + 1,9 x 10”° Acido Acético + 0,001 Acido D-malico + 0,008 Acido Férmico +
5,85 x 10”° Acido LActico

Este modelo é altamente significativo e explica uma moderada proporcao da
variabilidade do pH (F (4,19) = 16,84; p <0,0001; R,2 = 0,734). Os resultados desta analise
encontram-se no anexo I.

Deste modelo podemos inferir que séo os acidos acético, D-malico, formico e lactico
gue mais contribuem para o valor de pH, embora possam existir outros factores que

contribuem para o baixo valor de pH dos méis Acorianos.
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4.1.5 indice de Fenol

No Quadro 10 estao representados os valores obtidos para o indice de fenol das 27
amostras analisadas. Os valores foram expressos em mg de equivalente de acido gélico por
Kg de mel (mg GAE/KQ).

Quadro 10 - Identificagcdo da origem geografica das amostras de mel e respectivos valores do

conteudo de fenois. Os valores indicados representam a média + SEM.

NOME REGIAO '”d'?rf] ; Z”AO'ES/kEC)’ta'S
Mel Quinta do Alem S. Miguel (Faja de Cima) 91,53 + 0,013
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) 104,21 £ 0,024
Mel Quintal dos Acgores (1) S. Miguel (Candelaria) 113,47+ 0,017
Mel Cores S. Miguel 112,45 £ 0,018
Apiério Beatriz Afonso S. Miguel (Ribeira Grande) 236,20 + 0,005
Apiario Paulo Pavao S. Miguel 109,68 £ 0,013
Mel Quintal dos Acgores (2) S. Miguel (Candelaria) 136,25 £ 0,043
Mel Quintal dos Acores (3) S. Miguel (Candelaria) 202,54 £ 0,131
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) 110,42 £ 0,004
Mel Flor de Incenso Pico 123,04 £ 0,116
Mel dos Acores (1) Terceira 98,75 £ 0,015
Apiario Paulo Sousa Terceira 60,60 + 0,004
Mel dos Acores (2) Terceira 89,77 £ 0,005
Mel dos Acgores (3) Terceira 113,66 + 0,007
Mel dos Acores (4) Terceira 86,04 = 0,010
Mel dos Acores (5) Terceira 124,21 + 0,056
Mel dos Acores (6) Terceira 104,46 £ 0,094
Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) 52,82 + 0,007
Mel Serras do Algarve Algarve 99,31 £ 0,019
Mel Vinhais Tras-os-Montes Tras-os-Montes 196,94 + 0,003
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo 355,74 + 0,008
Mel Quinta da Urgueira Australia 177,50 £ 0,008
Mel Natural Australia 105,88 £ 0,016
Active Manuka Honey Nova Zelandia 319,81 + 0,004
Mel Orgénico (1) Argentina 77,63 £ 0,007
Mel Orgénico (2) Argentina 86,63 + 0,006
Mel Orgéanico (3) Argentina 144,29 £+ 0,029

Verificou-se que o teor em compostos fendlicos variou expressivamente com o tipo
de mel analisado, apresentando valores entre 52.82 + 0,012 mg GAE/kg mel (Alentejo) e
355,74+0,0014 mg GAE/kg mel (Serra Caramulo).

Os méis Acorianos apresentaram valores elevados de indice de fendis totais,

variando entre 60,60 + 0,004 mg GAE/kg mel (Apiario de Paulo Jorge Cota Sousa da llha
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Terceira) e 236,204 + 0,005 mg GAE/kg de mel (Apiario de Beatriz Afonso da llha de S&o
Miguel). Os valores mais elevados foram dos méis provenientes da Serra do Caramulo e da
Nova Zelandia (355,74 + 0,008 mg GAE/kg de mel e 319,81 + 0,004 mg GAE/kg de mel),
respectivamente. As amostras do Alentejo, Algarve, Austrdlia e Argentina apresentaram
valores intermédios, entre 52,82 + 0,007 mg GAE/kg de mel (Alentejo) e 177,50 + 0,008 mg
GAE/kg de mel (Australia). Esta variagdo de valores pode atribuir-se as diferencas da
origem floral, cuja predominancia dependente dos factores sazonais e ambientais (Al-
Mamary et al., 2002), uma vez que 0s valores mais baixos foram determinados para o mel
com predominéncia de poélen de trevo e incenso, onde se inserem 0s méis dos Acores e 0
valor mais elevado foi para o mel da Serra do Caramulo com pélen dominante da familia
Ericaceae (urze e azélea). No entanto é dificil diferenciar os méis analisados uma vez que
praticamente todos s&o multiflorais, o que vai influenciar a sua composi¢cdo em fenadis.

Andrade et al. (1997a) observou uma correlagéo entre os acidos fenolicos e a origem
floral de méis monoflorais. Como indicado anteriormente no Capitulo Il, o mel de urze de
Portugal contém quatro flavondides principais, quercetina, canferol-3-ramnopiranosideo,
miricetina-3-o-metil éter e isorhamnetin-3-ramnoside (Anklam, 1998). Foram observados
outros fendis caracteristicos de méis monoflorais, como a hesperetina no mel de laranjeira, o
canferol no mel de alecrim, a quercetina no mel de girassol, o acido galico do mel
Lavamdula stoechas e o acido elagico no mel de Erica sp. Este dltimo ja tinha sido
comprovado como sendo um marcador para a origem floral.

O conteuado em fendis € menor em méis monoflorais (trevo, acacia), o que vai de
encontro aos resultados apresentados para 0os méis provenientes da llha Terceira, que
apesar de terem sido considerados multiflorais, continham flora predominante de trevo e
incenso. Estes valores aumentam em méis multiflorais, sendo os méis mais escuros os que
contém compostos fendlicos com propriedades antimicrobianas elevadas (Estevinho et al.,
2008). No presente estudo observou-se também, que os méis de Tras-os-Montes, Serra do
Caramulo e Nova Zelandia apresentavam um indice de fendis totais elevados e actividade
antimicrobiana para a estirpe de S. aureus 2LaQ (conforme apresentado em 4.4, pag. 63).

As amostras de mel com coloracdo mais escura apresentaram um teor claramente
mais elevado de compostos fendlicos comparando com as amostras de mel claro. Desta
forma, efectuou-se uma regresséo linear entre a cor e o conteudo de fenol, o que revelou
uma correlacdo moderada (R? = 0,5, p <0,001), representada na Figura 15.

Embora a correlacdo seja significativa, esta teve um coeficiente de correlagdo néo
muito elevado, pelo que a cor ndo sera influenciada apenas pelos fenodis, mas também
devido a factores de armazenamento e maturacdo, como 0 caso da cera ou produtos da

reaccdo de Maillard.

50



Capitulo IV:

Cor {mAU)

400,000 -
350,000 -
300,000 -
250,000 -
200,000 -
150,000 -
100,000 -
50,000 - 4

y=0,1071x+67,829
R*=0,5

0,000 .
0,000 500,000

Fendis totais {mg GAE/100g)

1000,000

1500,000 2000,000

Resultados e Discussao

Figura 15 - Correlacéo entre a cor e o contetdo em fenol das amostras de mel analisadas.

4.2 ANALISE POLINICA

Foram identificados 83 tipos polinicos das 18 amostras analisadas, os quais foram,

sempre que possivel, agrupados por familias e género. O tipo polinico que néo foi

identificado utilizou-se a designacdo néao

determinac&o do indice de dominancia, que esta representado no Quadro 11.

identificado (NI).

Efectuou-se também a

Quadro 11 - Identificagdo da origem geografica, classificagdo e indice de dominancia (D) das

amostras de mel analisadas.

NOME REGIAO CLASSIFICAGAO DOMI'NNAD,'\I%'TA (%)
Mel Quinta do Além S. Miguel (Faja de cima) | Monofloral - Incenso (Pittosporum) 0,73
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) Multiflora (Incenso) 0,31
Mel Quintal dos Agores (1) | S. Miguel (Candelaria) Multiflora (Incenso e Trevo) 0,27
Mel Cores S. Miguel Monofloral - Incenso (Pittosporum) 0,6
Mel Quintal dos Agores (2) | S. Miguel (Candelaria) Multiflora (Eucalipto e Soagem) 0,35
Mel Quintal dos Agores (3) | S. Miguel (Candelaria) Multiflora (Incenso e Trevo) 0,25
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) Multiflora (Incenso e Trevo) 0,31
Mel Flor de Incenso Pico Multiflora (N152 e Eucalipto) 0,5
Apiério Paulo Sousa Terceira Multiflora (Castanheiro e Trevo) 0,49
Mel dos Acgores (2) Terceira Multiflora (Trevo e Eucalipto) 0,67
Mel dos Acores (3) Terceira Multiflora (Trevo e NI6) 0,5
Mel dos Acores (4) Terceira Multiflora (Trevo e Incenso) 0,58
Mel dos Acgores (5) Terceira Multiflora (NI52 e NI10) 0,34

. . Monofloral - Soagem

Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) (Echium spp.) 0,96
Mel Tras-os-Montes Tras-os-Montes Multiflora (Urze e Azélea) 0,50
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo Multiflora (Azalea e Urze) 0,62
Mel Quinta da Urgueira Austrdlia Multiflora (Eucalipto) 0,23
Active Manuka Honey Nova Zelandia Monofloral - Trevo 0,59

(Trifolium repens L.)
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No geral, os 18 méis analisados mostraram uma elevada variedade na composi¢ao
polinica. Destacam-se 12 géneros polinicos que aparecem em maior percentagem das
amostras analisadas, Pittosporum (incenso - 94 %), Eucalyptus (89 %), NI6 (83 %), Trifolium
(trevo - 83 %), Castanea (78 %), Rubus (56 %), Poaceae (56 %), Eriobotrya (nespereira - 50
%), Helianthus (50 %), Ligustrum (44 %), Erica (Urze - 44 %) e Tibouchina (quaresmeira - 39
%), representados na Figura 16.

M Incenso

M Eucalipto

W NI6

M Trevo

® Castanheiro

m Rubus

M Poaceae

M Nespereira
Asteraceae

m Ligustrum

W Urze

Quaresmeira

Figura 16 - Representacdo da percentagem de géneros polinicos, mais abundantes, nas amostras

analisadas. NI - Nao Identificado

Verificou-se que o Mel Quinta do Além, que indicava ser de trevo branco (Trifolium
repens), era de incenso (Pittosporum). Também o Mel Cores que era rotulado como
multifloral, apresentou-se como monofloral de incenso (Pittosporum). Em relacdo aos méis
provenientes da ilha do Pico, sdo denominados DOP de monoflorais de incenso, embora se
tenha verificado que eram multiflorais. O mel do Alentejo é rotulado como monofloral de
rosmaninho (Lavandula sp), mas foi classificado como monofloral de Soagem (Echium spp.).
Como o mel de Soagem nao é valorizado pelos apicultores, estes tendem a designa-lo como
mel de rosmaninho, devido a simultanea floracdo destas duas espécies. O mel de Tras-0s-
Montes era multifloral de urze e rosmaninho o que se comprovou na andlise polinica. O mel
de Manuka apresentava-se como Monofloral - Trevo (Trifolium repens L.), embora seja
também colectado de uma planta origindaria da Nova Zelandia (scoparium de
Leptospermum), que lhe confere a colorac&o mais escura.

Na Figura 17 e 18 esté representado a frequéncia da composigéo polinica de uma
amostras de mel monofloral (Alentejo) e outra multifloral (llha Terceira), todos os outros
resultados das diferentes amostras estdo apresentados no anexo Il. Na analise polinica
tomou-se em conta a classificacdo de méis proposta por Louveaux et al. (1978): podlen
dominante (> 45%), pdlen acessorio (15-44%), polen isolado importante (3-14%) e pélen

isolado ocasional (< 3%).
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Figura 17 - Representacdo da percentagem de géneros polinicos mais abundantes da amostra de
mel monofloral (Alentejo).

Mel dos Acores (3) - Terceira

M Trifolium (Trevo) EHI6 W Eriohotrya {Nespereira)
H Pittosporum {Incenso) M Poaceae W Rubus
M Eucalyptus M Castanea (Castanheiro) Echium (Soagem)
mMI7 = Celtis HI9
MI13 Banksia [Cigarrilheira) Outros Géneros Polinicos

Figura 18 - Representacdo da percentagem de géneros polinicos mais abundantes da amostra de

mel Multifloral (Mel dos Agores (3) da Ilha Terceira)

Os méis mais escuros contém usualmente polen de Erica, Castanea, Rubus. No
entanto o mel da Nova Zelandia apresentou maioritariamente polen de Trifolium e
Pittosporum, como 0s méis dos Acores. Os méis mais claros apresentaram como pélen
dominantes Trifolium repens L. (trevo Branco) da familia Fabaceae e Pittosporum (incenso)
da familia Pittosporaceae.

Para se verificar qual a relacao entre a analise polinica e as analises fisico-quimicas
efectuadas realizou-se uma regressédo linear multipla. Obtiveram-se regressdes lineares
multiplas significativas entre os tipos polinicos (variavel independente) e as seguintes
variaveis dependentes: pH, a,, acido citrico, acido glucénico e fendis totais. Todos os
resultados da regresséao linear estédo indicados no anexo |. Para o pH, a regressao linear
multipla permitiu identificar as variaveis Azalea (B = 0,73; t (10) = 17,18; p <0,001),
Lingustrum (B = 0,30; t (10) = 5,83; p <0,001), NI56 (B = 0,584; t (10) = 13,81; p <0,001),
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NI31 (B = 0,414; t (10) = 8,52; p <0,001), NI6 (B = 0,253; t (10) = 5,66; p <0,001), NI15
(B =0,270; t (10) = 6,29; p <0,001) e Salgueiro (B = 0,214, t (10) = 3,797; p <0,005) como

predictores significativos do pH, sendo o modelo final ajustado:

pH = 3,100 + 0,026 Azalea + 0,026 Lingustrum + 0,159 NI56 + 0,037 NI31 + 0,005 NI6 +
0,064 NI15 + 0,031 Salgueiro

Este modelo é altamente significativo e explica uma elevada proporcdo da
variabilidade do pH (F (7,10) = 89,21; p <0,001; R = 0,973). Deste modo, podemos concluir
que os géneros Erica (azalea), Lingustrum, Salix (Salgueiro), bem como 4 tipos polinicos
ndo identificados (6, 15, 31, 56) contribuem significativamente para os valores de pH
observados nas amostras de mel.

Para a actividade da agua, a regressao linear maltipla permitiu identificar as variaveis
NI51 (B = - 0,738; t (10) = - 9,995; p <0,001), NI40 (B = - 0,308; t (10) = - 4,12; p <0,005),
Lingustrum ((B = - 0,270; t (10) = - 4,57; p <0,01) e NI19 (B = 0,266; t (10) = 3,46; p <0,01),

como predictores significativos da a,,, sendo o modelo final ajustado:

a, = 0.618 - 0.007 NI51 - 0,003 NI40 - 0,001 Lingustrum + 0,006 NI19

Este modelo € altamente significativo e explica uma elevada propor¢cdo da
variabilidade da a,, (F (4,10) = 47,75; p <0,001; R,? = 0,930). Segundo este modelo o género
Lingustrum e os tipos polinicos ndo identificados 40 e 51 contribuem para a diminui¢cdo da
actividade da agua, enquanto o tipo polinico nao identificado 19 contribui para o seu
aumento.

Para o acido citrico foi realizada a regressao linear multipla que permitiu identificar as
variaveis NI29 (B = 0,931; t (8) = 36,26; p <0,001), Eucalipto (B = 0,392; t (8) = 13,50; p
<0,0001), NI11 (B = 0,248; t (8) = 9,51; p <0,001), NI15 (B = - 0,083; t (8) = - 2,11; p <0,1),
Quaresmeira (B =-0,181; t (8) = - 6,19; p <0,001), NI42 (B = 0,147; t (8) = 5,37; p <0,005) e
Hippohae (p = - 0,092; t (8) = - 2,39; p <0,1) como predictores significativos, sendo o

modelo final ajustado:

Acido Citrico = - 30,651 + 188,47 NI29 + 9,002 Eucalipto + 116,2 NI11 - 27,41 NI15 - 34,67
Quaresmeira + 58,69 NI42 - 22,86 Hippohae

Este modelo é altamente significativo e explica uma elevada propor¢cdo da
variabilidade do &cido citrico (F (7,8) = 245,36; p <0,001; R.? = 0,991). Segundo este modelo
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0s géneros Eucalyptus, Tibouchina e Hippohae, bem como 4 tipos polinicos né&o
identificados (11, 15, 29 e 42) contribuiram para o conteddo em &cido citrico dos méis
observados. E possivel que alguns destes tipos polinicos ndo identificados (11, 29 e 42)
possam ser do género Thymus spp e tulip, pois os méis com esta origem floral possuem um
elevado conteddo em &cido citrico (Nelson and Mottern, 1931, Nozal et al., 1998).

A regressdo linear mdltipla identificou como predictores significativos do &cido
gluconico, as variaveis Azalea (p = 0,821; t (10) = 14,61; p <0,001), NI39 (B = - 0,715; t (10)
=-7,48; p <0,001), NI7 (B = 0,662; t (10) = 5,07; p <0,001), NI18 (B =- 0,162; t (10) = - 2,91,
p <0,05) e Celtis (B =-0,227; t (10) = - 2,26; p <0,05), sendo o modelo final ajustado:

Acido Gluconico = 5114,21 + 277,82 Azélea - 3573,09 NI39 + 862,53 NI7 - 2502,70 NI18 -
398,28 Celtis

Este modelo € altamente significativo e explica uma elevada propor¢cdo da
variabilidade do &cido gluconico (F (5,10) = 64,86; p <0,001; R,? = 0,955). O género Erica
(azélea) e o tipo polinico néo identificado 17 contribuiram para o aumento da concentragdo
em acido glucénico nos méis estudados. Nozal et al. (1998) observaram que os méis com
flora predominante do género Erica apresentavam teores de acido gluconico mais elevados,
0 que estd de acordo com o modelo obtido. E de salientar que os tipos polinicos n&o
identificados 18 e 39, bem como o género Celtis contribuem fortemente para a diminuicao
do teor em &cido glucénico.

Para os fendis, a regressao linear multipla permitiu identificar as variaveis Azalea
(B =0,743; t (9) = 15,07; p <0,001), NI36 (p = 0,714; t (9) = 15,09; p <0,001), NI3 (p = 0,355;
t (9) = 7,48; p <0,001), Acécia (B = - 0,179; t (9) = - 3,62; p <0,01), NI5 (B = 0,167; t (9) =
3,52; p <0,01) e NI11 (B = 0,114; t (9) = 2,39; p <0,05) como predictores significativos do

conteudo total em fenol, sendo o modelo final ajustado:

Fenois = 9,645 + 0,54 Azalea + 2,97 NI36 + 1,47 NI3 - 0,71 Acécia + 0,42 NI5 + 0,78 NI11

Este modelo € altamente significativo e explica uma elevada propor¢cdo da
variabilidade dos fenois (F (6,9) = 78,996; p <0,0001; R.? = 0,969. Deste modo, observou-se
que a azalea, Acécia e 4 tipos polinicos nado identificados (3, 5, 11 e 36) contribuem
significativamente para o indice de fenol total observado nos méis. Como exemplo podemos
referir os méis do Norte de Portugal (TM e SC) que apresentaram valores elevados de

fendis e possuiam o tipo polinico azalea como flora dominante.
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4.3 ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a determinacao da actividade antioxidante utilizaram-se dois métodos distintos,
o0 DPPH e o FRAP. O DPPH é um teste de captacdo de radicais, enquanto o FRAP é
baseado na capacidade do antioxidante em reduzir o Fe® a Fe?", medindo directamente os

antioxidantes ou redutores de uma amostra (Beretta et al., 2005).
4.3.1 DPPH

As amostras de mel analisadas apresentaram actividade antioxidante que variou
entre 4,78 x 10 peq AA/mg de mel (Alentejo) e 49,10 x 10 peq AA/mg de mel (Tras-os-
Montes). Estes valores estdo apresentados no Quadro 12.

Quadro 12 - Identificacdo da origem geografica das amostras de mel e respectivos valores obtidos

para o DPPH. Os valores indicados representam a média + SEM de trés determinacdes.

NOME REGIAO Concentragdo 10 peg/mg
Mel Quinta do Além S. Miguel (Faja de cima) 14,064 £ 0,038
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) 14,586 + 0,032
Mel Quintal dos Agores (1) S. Miguel (Candelaria) 12,106 £ 0,017
Mel Cores S. Miguel 13,784 £ 0,065
Apiério Beatriz Afonso S. Miguel (Ribeira Grande) 25,848 + 0,013
Apiério Paulo Pavéo S. Miguel 15,760 + 0,010
Mel Quintal dos Acores (2) S. Miguel (Candelaria) 16,227 + 0,057
Mel Quintal dos Agores (3) S. Miguel (Candelaria) 11,099 + 0,017
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) 14,791 + 0,038
Mel Flor de Incenso Pico 9,849 + 0,014
Mel dos Acgores (1) Terceira 14,809 + 0,025
Apiario Paulo Sousa Terceira 9,700 £ 0,043
Mel dos Acores (2) Terceira 11,956 + 0,019
Mel dos Acores (3) Terceira 12,348 £ 0,053
Mel dos Acores (4) Terceira 11,565 + 0,023
Mel dos Acores (5) Terceira 7,518 £ 0,025
Mel dos Acores (6) Terceira 20,609 + 0,025
Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) 4,777 + 0,030
Mel Serras do Algarve Algarve 12,423 + 0,030
Mel Vinhais Tr4s-os-Montes Tras-os-Montes 49,120 + 0,056
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo 40,318 = 0,036
Mel Quinta da Urgueira Australia 17,830 £ 0,019
Mel Natural Austrélia 10,950 £ 0,012
Active Manuka Honey Nova Zelandia 32,449 £ 0,022
Mel Orgénico (1) Argentina 21,858 + 0,036
Mel Orgénico (2) Argentina 18,893 + 0,044
Mel Orgénico (3) Argentina 13,560 + 0,022
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Os méis Acorianos apresentaram valores médios de actividade antioxidante, entre
7,518 x 10” yeq AA/mg (Mel dos Acores (5) da llha Terceira) e 25,848 x 10 peq AA/mg
(Apiario Beatriz Afonso da llha de S&o Miguel).

Os méis que apresentaram maior actividade antioxidante foram os méis provenientes
de Tras-os-Montes e Serra do Caramulo, ambos com pélen dominantes da familia Ericaceae
(urze e azélea), e da Nova Zelandia (49,120 x 10 peq AA/mg, 40,318 x 10 peq AA/mg e
32,449 x 10* peq AA/mg), respectivamente. Em oposicdo a menor actividade antioxidante foi
apresentada pelo mel do Alentejo (4,777 x 10™ peq AA/mg), monofloral de soagem. Com
valores intermédios de encontram-se 0s méis de incenso, trevo e castanheiro,

representantes das amostras dos Acores.
4.3.2 Poder Antioxidante pela Reducéo de Ferro (FRAP)

No Quadro 13 estado representados os valores obtidos para capacidade de reduzir o
Fe* a Fe? das 27 amostras analisadas. Os valores de FRAP foram expressos em funcéo
da concentracdo de Fe (Il) (uM) das amostras de mel a 10% e calculados aos 4 minutos,
apos inicio da reaccao.

Os valores de FRAP variaram significativamente com o tipo de mel analisado,
apresentando valores entre 62,737 + 0,005 uM (Alentejo) e 544,784 + 0,071 uM (Serra
Caramulo).

Alguns autores observaram que 0s méis com menor actividade antioxidante (FRAP)
sdo de origem monofloral (trevo, acacia), enquanto os com maior actividade sdo de
medronheiro (Beretta et al, 2005). Neste estudo, verificou-se que os méis dos Acgores, com
flora predominante de Trevo e Incenso e 0 mel do Alentejo de Soagem eram 0s que
apresentavam valores mais baixos (DPPH e FRAP). Contudo, o0 mel de Manuka, cuja flora
predominante era o trevo, apresentava uma elevada actividade antioxidante, talvez devido a
presenca de outros pdlens.

Varios estudos sugerem que o mel com elevada actividade antioxidante pode conter
elevados indices de compostos fendlicos. Desta forma, relacionou-se o contetdo de fendis
com a actividade antioxidante (avaliada pelos dois parametros: DPPH e FRAP) dos méis
analisados. Observou-se uma elevada correlacdo (R2 =0,5109 e R? = 0,6356, para o DPPH
e FRAP, respectivamente) representada na Figura 19, demonstrando-se assim a
importancia do indice de fendis na actividade antioxidante.

Ao eliminar os pontos mais distantes (considerados outliers pela andlise de
Kolmogorov-Smirnov, indicados pelos circulos na Figura 19), correspondentes ao mel de
Tras-os-Montes e Mel Quintal dos Agores (3) da ilha de S&o Miguel, obteve-se uma
correlacdo mais elevada, de R? = 0,7309 para o DPPH e R? = 0,7891 para o FRAP.
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Quadro 13 - Identificacdo da origem geogréafica das amostras de mel e respectivos valores obtidos
para o FRAP. Os valores indicados representam a média + SEM de trés determinacées. *Outliers pela

analise de Kolmogorov-Smirnov

NOME REGIAO uM Fe(ll)
Mel Quinta do Além S. Miguel (Faja de cima) 241,737 £ 0,011
Mel Jubileu S. Miguel (Agua de Pau) 224,743 £ 0,033
Mel Quintal dos Acores (1) S. Miguel (Candelaria) 183,144 + 0,004
Mel Cores S. Miguel 187,122 + 0,003
Apiéario Beatriz Afonso S. Miguel (Ribeira Grande) | 381,951 + 0,002
Apiério Paulo Pavao S. Miguel 182,339 + 0,019
Mel Quintal dos Acores (2) S. Miguel (Candelaria) 200,873 £ 0,042
Mel Quintal dos Acgores (3)° S. Miguel (Candelaria) 121,349 + 0,050
Mel Flor Silvestre Pico (Madalena) 160,847 + 0,003
Mel Flor de Incenso Pico 89,762 + 0,007
Mel dos Acores (1) Terceira 192,334 + 0,008
Apiério Paulo Sousa Terceira 132,460 + 0,009
Mel dos Acores (2) Terceira 152,256 + 0,027
Mel dos Acores (3) Terceira 181,853 + 0,016
Mel dos Agores (4) Terceira 131,975 + 0,012
Mel dos Acores (5) Terceira 89,374 £ 0,015
Mel dos Acores (6) Terceira 210,771 £ 0,015
Mel Pulo do Lobo Alentejo (Mértola) 62,737 = 0,005
Mel Serras do Algarve Algarve 172,192 + 0,007
Mel Vinhais Tras-os-Montes Tras-os-Montes 509,704 + 0,018
Mel Serra do Caramulo Serra do Caramulo 544,784 + 0,071
Mel Quinta da Urgueira Austrélia 283,188 +£ 0,013
Mel Natural Austrélia 168,074 £ 0,015
Active Manuka Honey Nova Zelandia 439,107 = 0,027
Mel Orgéanico (1) Argentina 204,803 + 0,050
Mel Orgénico (2) Argentina 208,248 + 0,050
Mel Orgéanico (3) Argentina 129,840 + 0,029
40,000 - 40,000 -
35,000 ¢ 35,000 - 4
30,000 - ¢ 30,000 - ¢
B 25000 25,000 |
E 20,000 - @ %‘ 20,000 -
§ 15,000 & 15000
g 10,000 o, V=0§2:5;"5*13é5355 £ 10000 | = 0047732286
8 so0- ¢ ¢ ’ 5,000 1=0635
0,000 | : : : : ‘ 0,000 : : : :
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000 0,000 100,000 200,000 300,000 400,000 500,000 600,000
Fenois totais (mg GAE/100g) Fenois totais (mg GAE/100g)

Figura 19 - Correlacéo entre o teor total de fendis e a actividade antioxidante das amostras de mel. A:

DPPH; B: FRAP
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A elevada correlacdo entre o contetdo de fenois e a actividade antioxidante total
(FRAP) indica que o poder redutor dos méis deve-se a entidades fendlicas/polifendlicas que
podem reduzir o par Fe*/Fe?. Da mesma forma, a alta correlacdo entre fendis e actividade
DPPH demonstra que os fendis regulam a poténcia antiradicalar (Beretta et al., 2005).

Seria de esperar que o0 mel de Tras-os-Montes (TM), Serra do Caramulo (SC) e Nova
Zelandia (NZ), que apresentaram elevada actividade antioxidante, possuissem também um
teor mais elevado de fendis. Esta conclusao apenas se confirmou para os méis da SC e NZ,
mas nado para o mel de TM. Desta forma, os resultados sugerem que a elevada actividade
antioxidante apresentada pelo mel de Tras-os-Montes sera apenas parcialmente devida ao
conteudo em fendis, pelo que existird outro factor responsavel pelo acréscimo da actividade
antioxidante.

Embora outros autores tenham igualmente observado fortes correlacdes entre a
capacidade antioxidante de certos méis e o0 seu conteudo em fendis, estes Ultimos néo
serdo os Unicos componentes do mel responsaveis pela actividade antioxidante. Gheldof et
al. (2002) sugerem que a actividade antioxidante do mel pode resultar da combinacdo de
uma grande variedade de compostos, incluindo fendis, péptidos, acidos organicos e
enzimas.

Tinha-se verificado anteriormente (pag. 49) que a cor esta relacionada com o
contetdo em fenol das amostras de mel analisadas. Visto que também o contetudo de fenol
esta relacionado com a actividade antioxidante, efectuou-se uma regressao entre a cor e a
actividade antioxidante, de forma a avaliar qual a sua contribuicdo para a mesma. Observou-
se uma correlacdo moderada com o DPPH (R? = 0,4914) e com o FRAP (R? = 0,5644),
representada na Figura 20.

60,000 - 600,000
¢

50,000 . 500,000 ¢
y=0,1901x+ 95,882

40,000 + ¢ 400,000 -

30,000 - 300,000 -

FRAP uM

20,000 - 200,000

y=0,0145x+7,9844 100,000 -
¢ ¢ R?=0,4914
0,000 0,000 T

0,000 500,000 1000,000 1500,000 2000,000 0,000 500,000 1000,000 1500,000 2000,000
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Figura 20 - Correlacao entre a cor e a actividade antioxidante das amostras de mel. A: DPPH; B:
FRAP
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4.4 ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

O S. aureus é o agente etiolégico mais comum no aparecimento de mastites em
bovinos e é resistente a baixa a,. Esta bactéria desenvolveu resisténcia a maioria dos
antibioticos, mas é susceptivel a actividade antimicrobiana do mel, principalmente a
actividade nado peroxidasica do mel de Manuka. De todos os factores que afectam a
actividade antimicrobiana do mel, destacam-se a origem floristica, e, principalmente, a
producao de peréxido de hidrogénio pelo glucose oxidase (Cooper et al., 1999).

O procedimento utilizado para a determinacdo da actividade antimicrobiana do mel
foi a difusdo em agar visto ser de facil utilizacdo e universalidade. Utilizaram-se pogos, visto
gue 0s ensaios com discos ndo eram apropriados para as amostras de mel devido a sua
elevada viscosidade.

Os méis foram testados apdés diluicdo a 10%, 25% e 50% (p/v), os resultados estdo
representados na Figura 21. Para testar o efeito da concentragcédo de acglcar (osmolaridade),
os méis foram diluidos a 10%. Foram também efectuados estudos sobre a neutralizacao do
pH e adiccdo de catalase, a 25% e 50% (os dados de inibicdo estdo apresentados no anexo

).

4.4.1 Efeito da Diluicéo

Os resultados demonstraram variacbes na actividade antimicrobiana dos 14 méis
estudados. No entanto, o efeito da inibicdo diminuiu consideravelmente, em alguns méis,
com a diluicdo do mel de 50% para 25%, enquanto noutros essa diminuicdo ndo é téao
acentuada (Figura 21). A pouca alteracéo da actividade com a diluicdo é caracteristica dos
méis que possuem compostos com actividade antimicrobiana, como foi observado por
BaltruSaityte et al., 2007.

35 9 120 -

indice Fenol (%) - 3DA
indice de Fenol (%) - 2LaQ

M Diluicdo 10% W Diluicdo 25%  m Diluicdo 50% M Diluicdo 10% ™ Dilui¢do 25% Diluicdo 50%

Figura 21 - Inibicdo do crescimento das duas estirpes de S. aureus, 3DA e 2LaQ.
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Os valores da actividade antimicrobiana, para a estirpe 3DA, variaram entre 2,4% eq.
fenol, para a diluicdo a 10%, correspondendo aos meéis Apiario de Beatriz Afonso, Apiario de
Paulo Pavéo, da Ilha de Sado Miguel, Tras-os-Montes e Serra do Caramulo, a 30,4% eq.
fenol, para a diluicdo a 50%, correspondendo ao mel Apiério de Paulo Jorge Cota Sousa, da
llha Terceira.

Verificou-se que o mel proveniente do Apiario Paulo Sousa da Ilha Terceira foi o que
demonstrou maior actividade antimicrobiana, em todas as diluicbes. O mel de Manuka
apresentou elevada actividade antimicrobiana, para o S. aureus 3DA, na diluicdo a 50%.

Os méis dos Acores, excepto o mel do Apiario Beatriz Afonso e Apiario Paulo Pavao,
do Alentejo, do Algarve e da Australia foram os que demonstraram valores de actividade
antimicrobiana mais elevada, mesmo apos diluigéo.

De um modo geral, as amostras analisadas contra 0 S. aureus 2LaQ apresentaram
valores mais elevados de actividade antimicrobiana. Os valores da actividade
antimicrobiana, para a estirpe 2LaQ, variaram entre 5,96 % eq. fenol, para a diluicdo a 10%,
correspondendo & amostra de mel de Tras-os-Montes e 99,95 % eq. fenol, para a diluicdo a
50%, correspondendo ao mel Apiario de Paulo Pavao da llha de Sao Miguel.

Verificou-se que o mel proveniente do Apiario Paulo Pavdo e Apiario de Beatriz
Afonso da llha de S&do Miguel, mel de Tras-os-Montes, Serra do Caramulo e Mel dos Acores
(3), da llha Terceira foram os que demonstraram maior actividade antimicrobiana, em todas
as diluicoes.

Ao comparar o comportamento das duas estirpes, verificamos que a estirpe 2LaQ é
mais susceptivel aos diferentes méis utilizados. Deste modo, a actividade antimicrobiana
minima observada para a estirpe 2LaQ na diluicdo de 10% foi de 5,96 % eq. fenol,
corresponde aproximadamente a actividade antimicrobiana minima observada para a
mesma amostra na diluicdo de 25% para a estirpe 3DA (6,057 % eq. fenol). No entanto, o
valor maximo observado para a estirpe 2LaQ foi de 99,95 % eq. fenol e para a estirpe 3DA
foi de 30,42 % eq. fenol.

4.4.2 Efeito da Catalase - Actividade Antimicrobiana Nao-Peroxidasica

A actividade antimicrobiana n&o-peroxidsica pode ser detectada pela adicdo de
catalase as solugbes de mel. A catalase destréi o H,O, que é formado lentamente no mel
como resultado da ac¢éo do glucose oxidase.

Na Figura 22 e 23 estéo representadas as actividades antimicrobianas obtidas, para
as duas estirpes de S. aureus estudadas, 3DA e 2LaQ, respectivamente, para o efeito da

diluicdo a 25% e 50%, neutralizacdo do pH e adi¢do de catalase.
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Figura 22 - Efeito da diluicdo, neutralizacdo do pH e adicao de catalase as solu¢des diluidas de mel a

25% e 50%, sobre a actividade antimicrobiana nos méis estudados contra o S. aureus 3DA.
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Figura 23 - Efeito da diluicdo, neutralizacdo do pH e adicao de catalase as solucdes diluidas de mel a

25% e 50%,sobre a actividade antimicrobiana nos méis estudados contra o0 S. aureus 2LaQ.

Os valores da actividade antimicrobiana, para a estirpe 3DA, variaram, na presenca
de catalase, entre 3,9 % eq. Fenol, para a diluicdo a 25%, correspondendo ao mel de Trés-
os-Montes, a 23,8 % eq. Fenol, para a diluicdo a 50%, correspondente ao Apiario Paulo
Sousa, da llha Terceira.

Verificou-se um decréscimo consideravel da actividade antimicrobiana na presenca
do catalase, indicando que esta se deve, em grande parte, a formacdo de perdxido de
hidrogénio pelo glucose oxidase. As amostras que apresentaram este decréscimo, para a
diluicdo a 25% e 50%, foram: Mel Quinta do Além, Mel Jubileu, Mel Quintal dos Acores (1),
Mel Cores, Mel Flor Silvestre, Mel dos Acores (1), Apiario de Paulo Sousa, Mel do Pulo do
Lobo, Mel Serras do Algarve e Mel Quinta da Urgueira. Observou-se também uma
diminuicdo acentuada da actividade no mel da Nova Zelandia, apenas para a diluicdo a

50%. No entanto, em alguns méis esta diminuicdo nédo foi tdo acentuada, como € o caso do
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Mel Quintal dos Acores (2), e Mel dos Agores (2), para a diluicdo a 25% e Mel dos Acores
(3), para a diluicdo a 50%. Nos méis do Apiério Beatriz Afonso, Apiario Paulo Pavao, Mel de
Tras-os-Montes e Mel da Serra do Caramulo, a actividade antimicrobiana aumentou com a
adicdo de catalase, para a diluicdo a 25%. No entanto, para a diluicdo a 50%, este aumento
da actividade verificou-se no Mel Quintal dos Acores (2) e Mel dos Acores (2), o que indica
que a actividade antimicrobiana apresentada por estes méis ndo se deve, apenas, ao
peréxido de hidrogénio.

A actividade antimicrobiana, na presenca de catalase, para a estirpe 2LaQ, variou
entre 6,25 % eq. fenol, na diluicdo de 25%, e 62,67 % % eq. fenol, para a diluicdo de 50%,
correspondendo ao Mel dos Agores (3) da llha Terceira.

Verificou-se actividade ndo peroxidasica contra o S. aureus 2LaQ nos méis: Mel dos
Acores (2), da llha Terceira e o Mel Quintal dos Acores (2), da llha de Sado Miguel, para a
diluicdo a 25% e o Mel dos Acgores (2), para a diluicdo a 50%. Todas as restantes amostras
apresentaram um decréscimo da actividade antimicrobiana, a 25% e 50%, o que indica que
o peréxido de hidrogénio era responsavel, em parte, pela actividade antimicrobiana destes
méis. A actividade antimicrobiana dependente do perdxido de hidrogénio ja tinha sido
observada por Weston, 2000. Também Cooper et al. (1999) observou que uma solucéo de
mel de Manuka a 25% tinha aproximadamente a mesma actividade antimicrobiana com ou
sem catalase, pelo que a sua capacidade de inibir o crescimento microbiano era atribuida
principalmente a componentes ndo-peroxidasicos. Esta mesma observagdo foi verificada
gquando se utilizou o mel de Manuka contra o S. aureus 3DA.

A actividade né&o-peroxidasica do mel é geralmente atribuida a presenca de
componentes organicos provenientes de fontes florais. No entanto, a variagdo na actividade
antimicrobiana destes méis pode ser atribuida ao seu contetdo em fendis (Aljadi and Yusoff,
2003, lIrish, et al., 2008). No presente estudo algumas amostras da Terceira, Sdo Miguel,
Tras-os-Montes e Serra do Caramulo que apresentaram actividade nao-peroxidasica

elevada, possuiam também alguns dos valores mais elevados de fendis totais (Quadro 10).

4.4.3 Efeito da Neutralizagdo do pH

O pH dos méis analisados variou de 3,06 a 4,20 para todas as amostras, e entre 3,06
e 3,6 para as amostras dos Agores. Uma vez que o pH dos méis Agorianos € mais baixo,
este vai contribuir para a actividade antimicrobiana das amostras, pelo que foi necessério
efectuar a andlise da actividade antimicrobiana com o pH neutralizado.

Os valores da actividade antimicrobiana, para a estirpe 3DA, variaram entre 4,5 %
eg. fenol, para a diluicdo a 25%, correspondendo ao mel de Tras-os-Montes, a 28,4 % eq.

fenol, para a diluicdo a 50%, correspondente ao Apiario Paulo Sousa, da llha Terceira.
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Verificou-se, para a diluicdo a 25%, que nos méis que apresentaram maior actividade
antimicrobiana independente do pH foi o Mel dos Acores (1), Alentejo, Algarve e Australia.
Também o mel proveniente do Apiario Paulo Sousa, embora tenha diminuido a sua
actividade com a neutralizagdo, ainda apresentava um valor bastante elevado de actividade
antimicrobiana.

Para a diluicio a 50%, a maioria dos méis Acorianos e o mel do Algarve
apresentaram o0s valores mais elevados de actividade antimicrobiana, e alguns
apresentaram actividade independente do pH.

Os valores da actividade antimicrobiana, para a estirpe 2LaQ, variaram entre 6,3 %
eq. fenol, para a diluicdo a 25%, correspondendo ao mel de da Nova Zelandia, a 61,6 % eq.
fenol, para a diluicdo a 50%, correspondente ao Apiario Paulo Pavao, da Ilha de S&o Miguel.

Os méis que evidenciaram efeito da neutralizagéo sobre o pH para a diluicdo de 25%
foram Apiario de Beatriz Afonso, Apiario de Paulo Pavdo, Mel dos Acores (1), Mel dos
Acores (2), Mel dos Acores (3), Mel Serras do Algarve, Mel Vinhais Tras-os-Montes, Mel
Serra do Caramulo, Mel Quinta da Urgueira e Mel de Manuka. No Mel Quintal Agores (2) e
Mel do Pulo do Lobo verificou-se apenas um ligeiro efeito negativo da neutralizacdo. Nos
restantes méis, a neutralizacdo conduziu a um aumento do indice de fenol. Pelo que a
actividade antimicrobiana apresentado era independente do pH. Num estudo efectuado por
BaltruSaityte et al. (2007), também eles observaram que alguns méis, apds neutralizacdo do
pH, tornaram-se activos contra o S. aureus.

A diluicdo de 50% todos os méis foram afectados negativamente pela neutralizacéo,
indicando que o pH influenciou, neste caso, a actividade antimicrobiana das amostras, a
excepcao do mel dos Acores (3) da llha Terceira, que apresentou um ligeiro aumento do

indice de fenol.

4.5 ANALISE MULTIVARIADA

Analisando os resultados, verifica-se que existe uma correlacdo entre o teor em
compostos fendlicos, a intensidade da cor e a capacidade de inibicdo de radicais livres. De
facto, os méis mais escuros foram os que apresentaram maior teor em compostos fendlicos
e maior capacidade de resgate de radicais. Ao considerar por exemplo, o mel de urze
verificou-se que este tipo de mel apresentou o teor mais elevado em antioxidantes e
polifendis, o maior poder de resgate de radicais, sendo também o mais escuro.

A andlise de clusters, para todas as variaveis fisico-quimicas estudadas, sobre as
distancias euclidianas quadradas entre amostras de mel com o método de agregacdo da

menor distancia produziu o dendograma representado na Figura 24.
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Figura 24 - Dendograma da analise de clusters com o método da menor distancia, usando a distancia
euclidiana quadrada como medida de dissemelhancga, para as variaveis fisico-quimicas estudadas.

Assumiu-se o0 ponto Optimo de corte aos 7,47, através da distancia euclidiana de
dissimilaridade, pelo que permitiu identificar 4 grupos de méis. O primeiro é constituido pelos
méis de Sao Miguel (excepto SM5 e SM8), o mel P1, e os méis da Terceira (Terl, 2, 3 e 4).
O segundo grupo é constituido pelas amostras de SM8, P2, ARG 1 e 3, Ter 5, 6 e 7,
Alentejo e Aust2. O terceiro grupo é constituido pelo mel do ALG e ARG 2. Por fim o quarto
grupo é constituido pelas amostras da NZ, TM, SC SM5 e AUST1.

Estd descrito que se numa analise de componentes principais os dois ou trés
primeiros componentes acumularem uma percentagem relativamente alta da variacéo total,
em geral mais de 70%, eles explicariam a variabilidade entre as amostras analisadas
(Marchini et al.,, 2005). Neste caso, a analise de PCA (Figura 25) permitiu resumir a
informacédo relacional entre as variaveis em duas componentes ortogonais que explica
47,32% da variacao total das variaveis originais. No entanto sao necessarias 5 componentes
principais para explicar a variacdo total (Quadro 14).

Quadro 14 - Estimativa das variancias e percentagem acumulada da variacdo total (%) obtidas
através da PCA, das 27 amostras analisadas e 15 parametros fisico-quimicos.

Componentes Principais % Variac&o Total % Variac&o Total Acumulada
1 28.8206 28.8206
2 18.4989 47.3195
3 10.8787 58.1982
4 9.28351 67.4817
5 7.76625 75.248

Verificou-se que as amostras de TM e SC encontravam-se num grupo a parte das
restantes amostras, devido a sua cor, composicdo em fenois e actividade antioxidante
(FRAP e DPPH). Também a amostra da NZ se encontrava se encontrava nhum grupo

separado pelo acido glucénico e lactico.
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PCA Plot - Covariance - Variaveis Normalizadas
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Figura 25 - Posicionamento de cada amostra no mapa bidimensional definido pelas duas
componentes principais retidas e a sua posicdo relativa a varidveis originais (pH, cor, a,, fendis,
FRAP, DPPH e &cidos férmico, D-malico, lactico, acético, maleico, citrico, succinico e fumarico). A
primeira componente (C1) explica 28,82% da variancia total e a segunda componente (C2) explica
18,5% da variancia total.

Efectuaram-se as mesmas andlises para o pdlen, o qual foi transformado em
frequéncia e posterior conversao em raiz quadrada do arcsen. A analise de clusters sobre as
distancias euclidianas quadradas entre amostras de mel com o método de agregacdo da

menor distancia produziu o dendograma representada na Figura 26.
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Figura 26 - Dendograma da analise de clusters com o0 método da menor distancia, usando a distancia
euclidiana quadrada como medida de dissemelhanca, para a andlise polinica.
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Pela analise estatistica dos grupos polinicos, assumiu-se o ponto de corte 6ptimo a
uma distancia de 1,18, através da distancia euclidiana de dissimilaridade, tendo-se dividido
as amostras em 5 grupos: grupo | amostras provenientes das ilhas de Sao Miguel (1, 2, 4, 7
e 8) e Pico (1), grupo Il amostras de S&o Miguel (3), da Terceira (2, 3, 4 e 5) e NZ, grupo Il
Pico (2) e Terceira (6) e Australia (1), grupo IV as amostras de TM e SC e grupo V a
amostra do ALENT.

Para identificar as associacGes das concentracdes percentuais dos acidos orgéanicos
e da analise polinica com as regides estudadas efectuou-se uma analise de (PCA) (Figura
27), a qual permite resumir a informacao relacional entre as variaveis em duas componentes
ortogonais que explica, apenas, 38,29 % da variagdo total das variaveis originais, sendo
necessarios 0s 6 componentes principais para explicar 72,7% da variagdo total acumulada

(Quadro 15).

PCA Plot - Covariance - Polen%

Vector - Axis 1

Principal - Axis 2 (16.51%)
Z SIXY - 10109/

S : : : ; ‘ : ‘ —X
1 0 1

Principal - Axis 1 (21.78%)

Figura 27 - Posicionamento de cada amostra no mapa bidimensional definido pelas duas
componentes principais retidas e a sua posicdo relativa as variaveis originais (analise polinica). A
primeira componente (C1) explica 21,78% da variancia total e a segunda componente (C2) explica
16,51% da variancia total.

Verificou-se que a amostra do Alentejo ficava isolada num grupo devido ao tipo
polinico Soagem da familia Boraginaceae e género Echium, enquanto as amostras de TM e
SC separam-se pelos tipos polinicos Urze e Azélea, ambos da familia Ericaceae. Enquanto,
0s tipos polinicos Incenso do género Pittosporum, o Trevo do género Trifolium e a
Nespereira do género Eriobotrya contribuem para a semelhanga das amostras provenientes

da Ilha Terceira, da Nova Zelandia e trés amostras de Sao Miguel.
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Nesta andlise ficou bem evidente a semelhanca polinica existente entre as amostras
provenientes dos Acores, principalmente da llha Terceira, com a amostra da Nova Zelandia.
Este caso ndo é surpreendente, uma vez a flora natural de ambas as regides & muito

semelhante.

Quadro 15 - Estimativa das variancias e percentagem acumulada da variacdo total (%) obtidas

através da PCA, das 18 amostras analisadas e 83 tipos polinicos.

Componentes Principais % Variacdo Total % Variacdo Total Acumulada
1 21.7757 21.7757
2 16.5094 38.2851
3 11.7362 50.0213
4 9.80464 59.8259
5 6.75568 66.5816
6 6.14335 72.725

Uma vez que a analise de PCA com todos os parametros fisico-quimicos, actividade
antioxidante e conteldo em acidos organicos apenas explicava 47,32% da variacado total
entre as amostras de mel, pretendeu-se agora efectuar uma analise multivariada para
determinar a influéncia da composi¢cdo em acidos organicos e outra para as analises fisico-
quimicas e actividade antioxidante.

Desta forma, a andlise de clusters, para os acidos organicos estudados, sobre as
disténcias euclidianas quadradas entre amostras de mel com o método de agregacado da

menor distancia produziu o dendograma representado na Figura 28.

Figura 28 - Dendograma da andlise de clusters com o método da menor distancia, usando a distancia

euclidiana quadrada como medida de dissemelhanga, para os acidos organicos estudados.
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O ponto o6ptimo de corte foi aos 0,36, através da distdncia euclidiana de
dissimilaridade, o qual permitiu dividir em 6 grupos, o primeiro constituido pelas amostras de
SM1 e 3 e AUST2, o segundo grupo os meéis TER 6 e 7, no terceiro grupo as amostras de
SM2, 4 e 7, SC, P1, ALG. TM e AUST1, no quarto grupo TER1 e 2 e SM5, no quinto grupo
as amostras SM6, TER3 e 4, NZ e ALENT e no ultimo grupo as amostras de SM8, P2, TER5
e todas as amostras da ARG.

Efectuou-se também uma analise de PCA (Figura 29), a qual permite resumir a
informacédo relacional entre as variaveis em duas componentes ortogonais que explica

82,69% da variacao total das varidveis originais.
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Figura 29 - Posicionamento de cada amostra no mapa bidimensional definido pelas duas
componentes principais retidas e a sua posicao relativa as variaveis originais (acidos férmico, D-
malico, lactico, acético, maleico, citrico, succinico e fumarico). A primeira componente (C1) explica

64,51% da variancia total e a segunda componente (C2) explica 18,18% da variancia total.

Verificou-se, pela analise de PCA, que pode-se dividir as amostras em 4 grupos
principais, onde o acido acético agrupa as amostras da Argentina e o acido gluconico é
responsavel pela juncdo de algumas amostras provenientes da ilha Terceira e Nova

Zelandia. Enquanto, os outros acidos separam as restantes amostras.
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A relevancia do &cido glucénico para a semelhanca entre amostras da Terceira e NZ,
pode atribuir-se a actividade antimicrobiana. Observou-se que a amostra do Apiario Paulo
Sousa, da llha Terceira, foi a que apresentou maior actividade antimicrobiana para a estirpe
3DA e maior actividade independente do pH para a estirpe 2LaQ.

A analise de cluster, para as andlises fisico-quimicas e actividade antioxidante
produziu o dendograma representado na Figura 30.
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Figura 30 - Dendograma da andlise de clusters com o método da menor distancia, usando a distancia

euclidiana quadrada como medida de dissemelhanca, para as variaveis fisico-quimicas (pH, cor e a,)
e actividade antioxidante (fenéis, FRAP e DPPH).

O ponto optimo de corte foi aos 3.99, através da distancia euclidiana de
dissimilaridade, o qual permitiu dividir em 4 grupos, o primeiro constituido pelas amostras de
SM1, 2,3,4,6e7, TERL, 2, 3e 4 e P1, no segundo grupo as amostras de SM8, TERS5, 6 e
7, ALG, AUST2, ALENT, P2, e ARG3, no terceiro grupo as amostras AUST1 e ARGle 2 e
no ultimo grupo as amostras de SM5, TM, SC e NZ.

Efectuou-se também uma analise de PCA (Figura 31), a qual permite resumir a
informacé&o relacional entre as varidveis em duas componentes ortogonais que explica
85,98% da variacgao total das variaveis originais.

Verificou-se também que as amostras de TM, SC e NZ encontram-se num grupo a
parte das restantes amostras, devido a sua cor, composicdo em fendis e actividade
antioxidante (FRAP e DPPH), o que tinha ja sido observado na andlise com todos os
parametros fisico-quimicos (Figura 27). No entanto, sem a influéncia dos acidos organicos, o

componente principal responde a 58,41% da variacao total e ndo 28,82%.
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Os resultados obtidos na andlise de PCA para a amostra da NZ e as amostras do
Norte de Portugal (TM e SC) estdo de acordo com os resultados previamente apresentados,
uma vez que as amostras foram as que apresentaram a coloragdo mais escura, maior indice
de fendis, e consequentemente maior actividade antioxidante. Para a actividade
antimicrobiana, verificou-se que as amostras de TM e SC apresentaram também valores

parecidos ao da NZ, conhecido pela sua actividade antimicrobiana.
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Figura 31 - Posicionamento de cada amostra no mapa bidimensional definido pelas duas
componentes principais retidas e a sua posicao relativa as variaveis originais (pH, cor e a,, fendis,
FRAP e DPPH). A primeira componente (Cl) explica 28,82% da variancia total e a segunda
componente (C2) explica 18,5% da variancia total.

Efectuou-se as mesmas analises para a actividade antimicrobiana das duas estirpes
de S. aureus estudadas. Para a estirpe 2LaQ, a analise de clusters, para todas as variaveis
fisico-quimicas estudadas, sobre as distancias euclidianas quadradas entre amostras de mel
com o método de agregacdo da menor distancia produziu o dendograma representado na
Figura 32.

O ponto 6ptimo de corte foi aos 28,27, atraves da distancia euclidiana de
dissimilaridade, o qual permitiu dividir em 5 grupos, o primeiro constituido pelas amostras de
SM (1, 2, 3 e 4), P1, ALENT, AUST1, TER (1 e 2), ALG e NZ, o segundo grupo as amostras
de SM (5 e 6) e SC, no terceiro grupo a amostra da TER4, no quarto grupo a amostra de TM

€ no quinto grupo as amostras de SM7 e TER (3).
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Figura 32 - Dendograma da andlise de clusters com o método da menor disténcia, usando a distancia
euclidiana quadrada como medida de dissemelhanga, para a estipe de S. aureus 2LaQ.

Efectuou-se também uma analise de PCA (Figura 33), a qual permite resumir a

informacédo relacional entre as variaveis em duas componentes ortogonais que explica

96,32% da variacgao total das variaveis originais.

PCA Plot - Covariance - Act. Antim. 2La0)

Vedor- Axis 1
0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0 0.1 0.2
45 . . ; ; L 0 L . _
g
35 oio :
30 .8
c | [
B =/ o 0.6
2 ij u st SC s
g E I:!m_%l:rzﬁﬂa a = - s
a 10 2 &
g 5 I =
i T _ 0 }'{}
L] pHED % . .
- o TER: 02 v
= .
E ] C50% i
o —15—__ [= I T 0.4
-2 5] .
_25.5 T 0.5
-30; 2 0.8
-35] [
40 _ . I . ~1
=100 20 50 40 =20 0 20 40 &0

Principal - Axis 1 (81.74%)

Figura 33 - Posicionamento de cada amostra no mapa bidimensional definido pelas duas

componentes principais retidas e a sua posi¢ao relativa as variaveis originais (S. aureus 2LaQ). A

primeira componente (C1) explica 91,74% da variéncia total e a segunda componente (C2) explica

4,58% da variancia total.
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Verificou-se que se podia formar 4 grupos, onde a amostra da SC, SM 5 e SM6 eram
separadas pelo efeito da diluicdo, enquanto a amostra de TM e TER4 pelo efeito da adicdo
de catalase e neutralizagdo do pH.

Para a estirpe 3DA, a andlise de clusters, para todas as variaveis fisico-quimicas
estudadas, sobre as distancias euclidianas quadradas entre amostras de mel com o método

de agregacdo da menor distancia produziu o dendograma representada na Figura 34.

96.2 72.1 45.1 24 0

sM7
E TER3
TER4

Figura 34 - Dendograma da andlise de clusters com o método da menor disténcia, usando a distancia
euclidiana quadrada como medida de dissemelhanca, para a estipe de S. aureus 3DA.

O ponto 6ptimo de corte foi aos 20,08, através da distancia euclidiana de
dissimilaridade, o qual permitiu dividir em 4 grupos: grupo | constituido pelas amostras de
SM1, TER1, TER2 e ALG, o grupo Il pelos méis SM2, SM3, SM4, P1 e NZ. No Grupo llI
encontram-se as amostras ALENT e AUST1 e no grupo IV as amostras de SM5, SM6, SM7,
TER3, TER4, SC e TM.

Efectuou-se também uma analise de PCA (Figura 35), a qual permite resumir a
informacgé&o relacional entre as variaveis em duas componentes ortogonais que explica
83,48% da variacao total das variaveis originais.

Verificou-se a formacgéo de 3 grupos que se encontram bem separados, ao contrério
da estirpe 2LaQ. As amostras de TM, SC SM5, SM6, SM7, TER 3 e TER4 estdo separadas
pelo efeito da adicdo de catalase a 50%, as amostras TER 1 e 2, SM1 e Algarve pela
neutralizacdo do pH a 50% e efeito da diluicdo, e as restantes amostras pela adicdo de
catalase a 25%.
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Figura 35 - Posicionamento de cada amostra no mapa bidimensional definido pelas duas
componentes principais retidas e a sua posicao relativa as variaveis originais (S. aureus 3DA). A
primeira componente (C1) explica 53,62% da variancia total e a segunda componente (C2) explica
29,86% da variancia total.

Através destas andlises de clusters e de componente principal podemos concluir que
a composigao polinica das amostras de SM (1, 2, 3,4 e 7), TER (2, 3 e 4) e P1, influenciou o
seu agrupamento na analise das variagfes fisico-quimicas analisadas, bem como na
actividade antimicrobiana. A analise polinica também contribuiu para o agrupamento das
amostras do Norte de Portugal (TM e SC).

A analise da composi¢do em acidos orgéanicos pode fundamentar o agrupamento das
amostras do Norte de Portugal (TM e SC) e da Australia, num grupo e as amostras
Argentina (1 e 3), Terceira (5), Pico (2) e SM (8) noutro grupo, quando se analisou as
variaveis fisico-quimicas. Também permitiu visualizar a reunido das amostras da Terceira (3

e 4) com a da Nova Zelandia, para a analise polinica.
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CAPITULO V - CONCLUSAO

Este estudo pretendeu caracterizar e avaliar as actividades antioxidante e
antimicrobiana do mel dos Acores, comparando-o com mel de outras regides (Continente
Portugués, Austrdlia, Nova Zelandia e Argentina). No total foram analisadas 27 amostras de
mel.

Observou-se que 0s méis Acorianos (Sdo Miguel, Pico e Terceira), juntamente com
0s méis da Nova Zelandia e do Alentejo, tendem a ter valores de pH mais baixos (entre 3,1
e 3,6), quando comparados com as outras regides (Norte de Portugal, Algarve, Australia e
Argentina) (entre 3.7 e 4,4). Observou uma correlacéo (R* = 0,734) entre o pH e alguns dos
acidos organicos analisados (acidos acético, malico, férmico e lactico).

Os méis que apresentaram coloragdo mais escura foram os da Nova Zelandia, Tras-
0s-Montes e Serra do Caramulo, sendo 0s mais claros provenientes da llha Terceira, Pico,
Algarve e Alentejo. Encontrou-se uma correlacdo positiva entre a coloracdo dos méis e o
seu contetudo em fenais.

Os méis que apresentaram maior actividade antioxidante foram os méis provenientes
de Tras-os-Montes e Serra do Caramulo, ambos com pdélen dominante da familia Ericaceae
(urze e azélea), a menor actividade antioxidante foi apresentada pelo mel do Alentejo
(monofloral de soagem). Com valores intermédios de encontram-se 0s méis de incenso,
trevo e castanheiro, representantes das amostras dos Acgores. Observou-se ainda uma
elevada correlacdo entre o contetido de fendis e a actividade antioxidante (R? = 0,7309 para
o DPPH e R? = 0,7891 para o FRAP).

Podemos concluir que algumas amostras de mel provenientes da ilha Terceira e da
Nova Zelandia tém semelhancas nas espécies polinicas e composi¢cdo em acidos organicos.
Observou-se uma maior semelhanga polinica entre as amostras das diferentes ilhas dos
Acores com a Austrdlia e Nova Zelandia, bem diferenciadas das amostras de mel do
Continente Portugués. Esta semelhanca na origem floral ndo se confirma na composicédo em
acidos organicos.

Observou-se uma grande variagdo quanto a composicdo em acidos organicos
(férmico, D-malico, lactico, acético, maleico, citrico, succinico, fumarico e glucénico) que
podera estar relacionada ndo s6 com a origem geografica dos diferentes méis mas também,
e sobretudo, com a flora que lhe deu origem. Dos acidos organicos estudados, os que
melhor contribuiram para a caracterizacdo dos méis foram os acidos citrico e glucdnico,

identificando-se respectivamente duas origens botanicas (Pittosporum e Erica). Foi ainda
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obtido um modelo de regressédo linear multivariada que permitiu identificar quais os tipos
polinicos que mais contribuem para a concentracao destes acidos no mel.

E de salientar que as amostras de mel provenientes da regido Norte de Portugal
Continental (Tras-os-Montes e Serra do Caramulo) apresentaram valores significativamente
mais elevados (p <0,05) de &cido lactico, fumérico e gluconico. Este ultimo pode estar
relacionado com a actividade antimicrobiana do mel, devido a accéo do glucose oxidase.

Foram identificados 83 tipos polinicos, nos quais se destacam-se 12 géneros
polinicos que aparecem em maior percentagem das amostras analisadas, Pittosporum
(Incenso - 94 %), Eucalyptus (89 %), NI6 (83 %), Trifolium (Trevo - 83 %), Castanea (78 %),
Rubus (56 %), Poaceae (56 %), Eriobotrya (Nespereira - 50 %), Helianthus (50 %),
Ligustrum (44 %), Erica (Urze - 44 %) e Tibouchina (Quaresmeira - 39 %).

Foi observada actividade antimicrobiana em algumas amostras de mel, apos diluigcéo
a 25%, neutralizacdo do pH e adicdo de catalase em duas estirpes de S. aureus. No
entanto, a actividade antimicrobiana detectada para uma estirpe, isolada de bovino, néo se
confirmou na estirpe de referéncia (2LaQ). De um modo geral, as amostras analisadas
contra 0 S. aureus 2LaQ apresentaram valores mais elevados de actividade antimicrobiana.
Algumas amostras provenientes das llhas de S&o Miguel e Terceira apresentaram valores
elevados de actividade antimicrobiana ndo peroxidasica (apos adicdo de catalase). Estes
dados sdo promissores, ao indicarem que algumas amostras provenientes dos Acgores sdo
mais activas do que o mel de Manuka da Nova Zelandia, que € um mel reconhecido pela
sua elevada actividade antimicrobiana. No entanto, a actividade antimicrobiana dos méis
analisados apresentou valores dispares consoante a estirpe de S. aureus estudada,
tornando-se dificil avaliar a eficacia destes méis na inibicdo do crescimento deste

microrganismo.
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Anexos |

ANEXO | - REGRESSAO LINEAR MULTIPLA
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Uma vez que pelo teste de distribuicdo (Kolmogorov-Smirnov) o valor de p (exacto)
€ 0,494 nao rejeitamos a hipotese de que a variavel segue uma distribuicdo normal para os
habituais niveis de significancia (o« = 0,01; 0,05 ou 0,1). Desta forma foi-se determinar os

outliers, que eram as amostras SM6, SC e ARG3, as quais foram eliminadas da regresséao.
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Uma vez que pelo teste de distribuicdo (Kolmogorov-Smirnov) o valor de p (exacto) é

0,961 nao rejeitamos a hipétese de que a variavel segue uma distribuicdo normal para os

habituais niveis de significancia (o« = 0,01; 0,05 ou 0,1). Desta forma foi-se determinar os

outliers. Ndo se encontraram outliers.
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3) Polen + ay,

Dependent Variable: aw
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Uma vez que pelo teste de distribuicdo (Kolmogorov-Smirnov) o valor de p (exacto) é
0,578 ndo rejeitamos a hipétese de que a variavel segue uma distribuicdo normal para os
habituais niveis de significancia (o« = 0,01; 0,05 ou 0,1). Desta forma foi-se determinar os

outliers. As amostras que tiveram p <0,1 foram as amostras TER5 e TER6 e ALENT.
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4) Polen + Acido Citrico

Regression Standardized Residual
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Normal P-P Plot of Regression Standardized
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Uma vez que pelo teste de distribuicdo (Kolmogorov-Smirnov) o valor de p (exacto) é

0,768 néo rejeitamos a hipétese de que a variavel segue uma distribuicdo normal para os

habituais niveis de significancia (o« = 0,01; 0,05 ou 0,1). Desta forma foi-se determinar os

outliers. As amostras que tiveram p <0,05 foram as amostras de SM1 e SM3.
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5) Pélen + Acido Gluconico

Normal P-P Plot of Regression Standardized
Residual

Dependent Variable: Gluconico
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Uma vez que pelo teste de distribuicdo (Kolmogorov-Smirnov) o valor de p (exacto) é
0,944 néo rejeitamos a hipétese de que a variavel segue uma distribuicdo normal para os
habituais niveis de significancia (o« = 0,01; 0,05 ou 0,1). Desta forma foi-se determinar os

outliers. As amostras que tiveram p <0,1 foram as amostras SM3 e TER5.

94



Anexos |

6) Polen + Fendis

Normal P-P Plot of Regression Standardized
Residual

Dependent Variable: Fenois
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Uma vez que pelo teste de distribuicdo (Kolmogorov-Smirnov) o valor de p (exacto) é
0,919 néo rejeitamos a hipbétese de que a variavel segue uma distribuicdo normal para os
habituais niveis de significancia (o« = 0,01; 0,05 ou 0,1). Desta forma foi-se determinar os

outliers. As amostras que tiveram p <0,1 foram as amostras SM3 e ALENT.
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ANEXO Il - ANALISE POLINICA

Anexos Il

Mel Quinta do Além - Sao
Miguel

M Pittosporum (Incenso)
m Eriobotrya (Mespereira) H Rubus
mNI1 m M6

= NI m Eucalyptus

u Trifolium (Trevo)

Mel Cores - Sao Miguel
2,81

4,49
7,87

’

B Pittosporum (Incenso) ~ WHIG mNI29
B Trifolium {Trevo) B Rubus N8
HNI27  Castanea [Castanheiro) Mi42

B Qutros Géneros Polinicos

Mel Jubileu - Sao Miguel

1,73
7

1,73
1,16
1,73 ’
0,58
2,31 |/'

Mel Quintal dos Acores (1) -
Sao Miguel

Outros Géneros Polinicos

4,62
5,20

M Pittosporum (Incenso) | Trifolium (Trevo) w6
B Pittosporum (Incenso) B Taxus ® Urtica ® Eucalyptus ® Rubus m Banksia (Cigarrilheira)
mHI6 mNI29 M Eucalyptus mNI22 m Eriohotrya (Mespereira) mNIS
mNI20 o Parietaria w22 B Celtis HHNI20 mHMIS2
m Banksia (Cigarrilheira) m Tibouchina (Quaresmeira) ~ mNI28 ™ Parietaria =N NI3
M Erica {Urze) u Trifolium (Trevo) NI12 ® lpomoea Taxus NI19
= HNI46 MNI19 NI48 NI38 146 Tilia

NI50 Castanea (Castanheiro) NIS N147 Acadia
. .
Mel Quintal dos Acores (2) - Mel Quintal dos Acores (3) -
~ . ~ .
Sao Miguel Sao Miguel
1,86
1,42 124
2,37

217 217

2,84
2,17
2,84
4,74
5,69

W Eucalyptus B (Echium (Soagem) ¥ Pittosporum {Incensa) mPittosporum Incenso) u Trifolium (Trevo} = I[??moea
W Trifolium (Trevo) w22 ¥ Rubus mPoaceae m Eucalyptus uTilia
Hlpomoea m Hippophaé o Parietaria mRubus LLEXE mHI1
m Poaceae mNI15 w45 =150 mNI3 = NI6
u N6 mN143 N4 = Salix (Salgueiro) uNI47 ni21
IS N7 N144 = Ligustrum 149 Ni46

Tibouchina {Quaresmeira) Outros Géneros Polinicos
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Mel Flor Silvestre - Pico

Mel Flor de Incenso - Pico

o Pittosporum {Incenso) o Trifolium (Trevo) o Eucalyptus

mHI3 o Castanea (Castanheiro) o Eriohotrya (Nespereira)
B Echium (Soagem) HHIB WA

u Poaceae u e mhI12

mHI26 mHI11 Urtica

52 Acer Outros Géneros Polinicos

HNIS2 B Eucalyptus HHIS3
L1 B Pittosporum (Incensa) mHISS
B Trifolium (Trevo) o Salix (Salgueiro) mHIS1
mHI3S ® Ligustrum mNI31
m Acicia miIi3 Castanea (Castanheiro)

m Asteraceae Tibouchina (Quaresmeira) Outros Géneros Polinicos

Apiario Paulo Sousa - Terceira

1,30

Vao
7

o Castanea (Castanheiro) u Trifolium (Trevo) mEriobotrya (Nespereira)

mhNI37 m N6 mTaxus
B Eucalyptus mNI19 mNI30
W Acacia mHIL Pittosporum (Incenso)

Poaceae NIg

Mel dos Acores (2) - Terceira

1,55-1,03 0,78

u Trifolium {Trevo) u Eucalyptus m Eriobotrya {Nespereira)
mHI12 M Castanea |Castanheiro) W Pittosporum{Incenso)
m 24 m Ligustrum Celtis

HHI6 QOutros Geéneros Polinicos

Mel dos Acores (3) - Terceira

1,70 1,70

2
2,04 1,70 [

1,36

72

W Trifolium (Trevo) mHNI6 M Eriobatrya (Nespereira)
M Pittosporum{Incenso) M Poaceae ¥ Rubus

M Eucalyptus M Castanea (Castanheiro) © Echium {Soagem)

mHI7 W Celtis NI9

NI113 Banksia (Cigarrilheira)

Qutros Géneros Polinicos

Mel dos Acores (4) - Terceira
1,20

2,20 ‘1,20

B Trifolium (Trevo)

B Pittosporum (Incenso) N6
B Rubus M Eucalyptus HHI30

u Castanea (Castanheiro) mNI24
¥ Qutros Géneros Polinicos
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Mel dos Acores (5) - Terceira
1,05

211
2,11

1,05

1,05

=

6,32

w52 HHI0 mn7

mhs3 B Poaceae o Eucalyptus

mUrtica mHI56 u Hippophaé

mHIl o Parietaria u Pittosporum{Incenso)
Castanea (Castanheiro) Asteraceae NI6
Trifolium (Trevo) 39

Mel Vinhais Tras-os-Montes

142
K

mErica(Urze)
mHI40
W Ligustrum
mHI31
Urtica
Outros Géneros Polinicos

1,42

B Rhododendron (Azalea)
o Rubus
mNI41
uil4
Pittosporum (Incenso)

uhg

m Acicia

nh42

m Castanea (Castanheiro)
Tibouchina {Quaresmeira)

Mel Pulo do Lobo - Alentejo

W Echium (Soagem) MNI31 ®NI38 mNI14 mOutrosGéneros Polinicos

mTrifolium (Trevo)
N2
mNI6
mNI36
Ni31

Active Manuka Honey -

Nova Zelandia

1,52

1,08 5,42

B Pittosporum (Incenso)
¥ Erichotrya (Hespereira)
mNI7
m Celtis
Outros Géneros Polinicos

¥ Eucalyptus

B Asteraceae

B Tibouchina (Quaresmeira)
W lpomoea

Mel Serra do Caramulo

1,79

B Rhododendron {Azdlea)  MErica (Urze)  Pittosporum (Incenso)
mii6 m Eucalyptus # Rubus

1 Senecio B N3

u Taxus Outros Géneros Polinicos

Mel Quinta da Urgueira -
Australia

m Eucalyptus
mNI34
mil5
ETaxus
mNIg
mNI30

NI15

u Ligustrum
B Urtica
mNI32
mNI33
m N3l
1 Salix (Salgueiro)
Outros Géneros Polinicos

u Castanea (Castanheiro)
B Heracleum
mHNI37
u Sambucus
Trifolium (Trevo)
Pittosporum (Incenso)
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ANEXO Il - ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

Anexo Il

Quadro 16 — Efeito da diluicdo (10%, 25%, 30%, 50%), da neutralizacdo (25% e 50%) e da adicdo de catalase (25% e 50%) sobre a actividade

antimicrobiana de varios méis contra o Staphylococcus 3DA. Os valores representam a média + SEM de 4 determinacdes.

EQUIVALENTE INDICE DE FENOL (%)

DA
AMOSTRAS Efeito da Diluicéo : Efeito da Neutralizagao Efeito da Catalase
10% 25% 30% 50% 25% 50% 25% 50%
Mel Quinta do Alem 6,596 + 0,000 |17,502 + 0,518 | 21,213 + 0,304 | 22,508 + 0,991 | 6,596 + 0,000 | 28,013 + 0,369 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Mel Jubileu 6,596 + 0,000 |17,780 + 0,665 | 20,125 + 1,392 | 21,213 + 0,304 | 6,596 + 0,000 | 15,481 + 0,466 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Mel Quintal dos Agores (1) | 6,596 + 0,000 | 14,400 + 0,936 | 20,338 + 0,824 | 27,643 + 0,426 | 6,596 + 0,000 | 12,645 + 2,131 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Mel Cores 6,596 + 0,000 |16,971 + 0,423 (20,125 + 1,392 | 21,517 + 0,000 | 6,596 + 0,000 | 10,928 + 0,745 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Apiério Beatriz Afonso 2,410 +0,000 | 4,336 £0,371 | 9,431 +0,679 |20,283 +0,581 | 5,879 +£0,302 | 21,343 +£0,910| 5,871 +0,361 | 21,500 + 0,921
Apiéario Paulo Pavéo 2,410+ 0,000 | 5,198 + 0,137 | 10,480 + 0,567 | 18,206 + 1,051 | 7,124 + 0,523 | 21,676 + 0,500 | 10,234 + 0,801 | 20,315 + 0,803
Mel Quintal dos Agores (2) | 6,308 + 0,000 | 7,324 + 0,067 | 10,868 + 0,673 | 16,558 + 0,522 | 7,399 + 0,221 | 19,583 + 0,543 | 6,308 + 0,000 | 16,769 + 0,350
Mel Flor Silvestre 6,596 £ 0,000 | 17,502 + 0,518 | 15,947 + 0,000 | 24,211 + 1,555 | 6,596 + 0,000 | 16,705 + 0,253 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Mel dos Acores - Fruter (1) | 11,673 + 0,000 | 15,760 + 0,844 | 20,960 + 1,025 | 27,074 + 2,084 | 16,453 + 0,292 | 23,777 + 0,330 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Apiario Paulo Sousa 16,466 + 0,518 | 23,803 + 0,828 | 24,580 + 1,794 | 30,422 + 2,040 | 18,868 + 0,545 | 28,382 + 0,000 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Mel dos Acores - Fruter (2) | 6,308 + 0,000 | 9,403 + 0,334 | 11,266 + 0,408 | 18,635 + 0,989 | 9,152 + 0,602 | 19,478 + 0,260 | 8,420 + 0,100 |19,424 + 0,171
Mel dos Acores - Fruter (3) | 6,505 + 0,000 | 8,896 + 0,256 | 11,655 + 0,267 | 18,039 + 0,684 | 7,556 + 0,015 | 20,105 + 0,239 | 8,929 + 0,252 | 17,115 + 0,291
Mel Pulo do Lobo 6,596 £ 0,000 | 15,947 + 0,000 | 22,482 + 0,619 | 21,433 + 2,006 | 16,504 + 0,905 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Mel Serras do Algarve 13,810 + 1,234 | 17,633 £ 0,515 | 17,754 + 0,266 | 28,790 + 0,965 | 20,299 + 0,000 | 26,905 + 0,000 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Mel Vinhais Tras-os-Montes | 2,410 + 0,000 | 3,364 + 0,156 | 6,057 + 0,342 | 15,705+ 0,335| 4,536 + 0,095 | 13,438 + 0,761 | 3,903 + 0,250 | 13,381 + 0,330
Mel Serra do Caramulo 2,410 £ 0,000 | 4,953 +£0,187 | 8,635+0,814 |17,735+1,534| 5,158 £+ 1,266 |18,536 +0,816 | 5,368 + 0,154 | 17,884 + 1,715
Mel Quinta da Urgueira 6,596 £ 0,000 | 14,082 + 0,000 | 20,338 + 0,824 | 21,213 + 0,304 | 15,947 £ 0,000 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
Active Manuka Honey 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000 | 28,013 + 0,369 | 28,816 + 1,280 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000 | 6,596 + 0,000
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Quadro 17 — Efeito da diluicdo (10%, 25%, 30%, 50%), da neutralizacdo (25% e 50%) e da adicdo de catalase (25% e 50%) sobre a actividade

antimicrobiana de varios méis contra o Staphylococcus 2LaQ. Os valores representam a média + SEM de 4 determinacdes.

EQUIVALENTE INDICE DE FENOL (%)

2LaQ
AMOSTRAS
Efeito da Diluicédo Efeito da Neutralizagéo Efeito da Catalase
10% 25% 30% 50% 25% 50% 25% 50%
Mel Quinta do Alem 11,577 £ 0,000 | 16,062 = 0,000 | 21,906 + 0,000 | 27,988 + 1,121 | 29,109 + 0,000 | 19,806 + 1,284 | 6,250 £ 0,000 | 6,250 * 0,000
Mel Jubileu 12,698 + 1,121 | 16,606 + 0,544 | 21,906 + 0,000 | 26,921 + 1,711 | 26,187 +1,776 | 16,327 £ 0,265 | 6,250 £ 0,000 | 6,250 * 0,000
Mel Quintal Agores (1) 16,062 + 0,000 | 17,693 + 0,544 | 21,906 + 0,000 | 29,109 + 0,000 | 23,000 + 1,549 | 21,587 +£0,319 | 6,250 £ 0,000 | 6,250 + 0,000
Mel Cores 14,451 + 1,063 | 19,528 + 1,443 | 19,528 + 1,443 | 25,120 + 1,882 | 20,989 + 0,917 | 16,606 + 0,544 | 6,250 £ 0,000 | 6,250 * 0,000

Apiéario Beatriz Afonso

51,917 £ 0,479

79,436 £ 1,717

85,137 £ 0,724

79,466 * 2,447

52,993 + 1,163

56,670 + 1,238

52,892 + 1,169

57,028 + 1,822

Apiério Paulo Pavéo

59,999 + 3,396

80,229 + 1,390

84,552 + 5,318

99,954 + 1,573

57,089 + 0,838

61,626 + 0,657

52,747 £ 1,148

60,903 + 2,219

Mel Quintal Acores (2)

10,950 + 0,695

33,545 + 1,532

39,538 £ 0,423

45,399 + 0,664

33,534 + 0,688

38,832 +£ 0,898

36,088 + 0,543

40,095 * 0,680

Mel Flor Silvestre

11,577 £ 0,000

17,523 + 1,461

21,906 * 0,000

26,078 £ 0,599

21,906 + 0,000

20,350 + 0,766

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000

Mel dos Acgores (1)

13,820 £ 1,295

19,528 + 1,443

26,160 £ 1,548

31,250 + 2,141

16,062 + 0,000

26,438 £ 0,374

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000

Apiério Paulo Sousa

21,906 + 0,000

22,946 £+ 1,040

26,479 £ 1,117

32,384 + 0,688

32,867 + 1,648

19,806 + 1,284

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000

Mel dos Agores (2)

27,553 + 1,498

35,283 + 1,437

38,583 + 1,982

41,464 + 2,879

32,321 +£0,728

42,544 + 0,224

35,633 £ 0,250

54,189 * 0,305

Mel dos Acgores (3)

42,591 + 0,281

56,100 + 0,962

63,831 £ 1,938

68,816 + 0,978

43,647 + 0,406

54,314 + 1,055

45,515 + 0,221

62,667 = 0,785

Mel Pulo do Lobo

12,698 + 1,121

21,906 + 0,000

23,319 +£1,413

29,109 + 0,000

21,322 £ 1,075

17,204 + 1,142

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000

Mel Serras do Algarve

10,014 + 0,902

17,204 + 1,142

20,617 £ 1,573

28,166 + 0,943

16,062 + 0,000

26,438 £ 0,374

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000

Mel Tras-os-Montes

5,962 + 0,000

62,175 + 2,461

71,812 + 1,426

82,683 + 1,887

48,714 + 0,151

58,040 + 1,619

53,067 £ 0,740

60,969 * 0,352

Mel Serra do Caramulo

50,188 + 0,541

67,860 + 0,000

67,912 £ 2,211

86,221 + 2,160

44,595 + 0,391

50,090 + 0,323

46,522 + 0,603

54,581 + 0,664

Mel Quinta da Urgueira

11,577 £ 0,000

21,906 + 0,000

21,906 + 0,000

27,308 + 1,801

19,806 + 1,284

16,062 + 0,000

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000

Active Manuka Honey

13,330 £ 1,037

17,149 + 0,598

28,334 £ 0,426

28,124 £ 2,107

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000

6,250 + 0,000
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