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Resumo

A producédo de mel em Portugal tem sido, geralmente, encarada como uma actividade de
lazer, ainda que ultimamente tenham aparecido apicultores que se dedicam de forma
profissional a apicultura possuindo ja um nimero elevado de colmeias.

A instalagdo que se vem verificando de uma situacdo do colapso das abelhas
(desaparecimento das abelhas da colmeia) e a ameacga que podera representar para a
agricultura no que respeita a polinizagao, constituem uma preocupacao a nivel mundial.

A preocupacao dos consumidores no que respeita a seguranga alimentar, particularmente
relacionada com a presenca quer de contaminantes quimicos como microbiolégicos esteve
na base do desenvolvimento deste trabalho.

Foi desenvolvido um processo de extracgao para permitir que a Cromatografia de Camada
Fina fosse usada como metodologia de rastreio de pesticidas no mel. Deveria ter sido
possivel detectar Amitraz ao nivel de 0,2 pg/g (LMR 200 pg/kg), Cumafos 0,1 pg/g (LMR 100
pg/kg), Lindano e Metiocarbe 0,00001 pg/g (LMR 0,01 pg/kg) e entdo confirmar com uma
técnica quantitativa. Mas o limite de detecgao atingido ndo se conseguiu aproximar dos
valores do Limite Maximo de Residuo (LMR), sendo necessario prosseguir esta linha de
investigacao.

Caracterizou-se a oferta de mel, enunciando que tipos de méis estdo a disposicdo do
consumidor no mercado da regiao de Lisboa.

Analisou-se a rotulagem das embalagens de mel, com a finalidade de observar se a
informacéo fornecida ao consumidor cumpria os requisitos legais. Do conjunto 27% das
embalagens apresentaram-se como nao conformes.

O procedimento de extraccao desenvolvido foi aplicado em 23 amostras de mel adquiridas
no mercado da regido de Lisboa. Procedeu-se também a analise microbioldégica das
mesmas amostras.

Os contaminantes quimicos pesquisados foram o lindano, cumafos, metiocarbe sulféxido e
amitraz, pois sao utilizados pelos apicultores ou persistem no ambiente e tém sido
detectados no mel. Detectou-se pesticidas em 5 das 23 amostras.

Em relagdo aos contaminantes microbioldgicos foi pesquisada a presenga de Salmonella e
de esporos de clostrideos sulfito-redutores e efectuou-se a contagem de bolores e
leveduras. Nao foram detectados quaisquer dos microrganismos analisados em nenhuma
das amostras de mel. Conclui-se que as amostras de mel analisadas apresentaram, uma

elevada qualidade microbioldgica.

Palavras-chave: mel, contaminantes, TLC, pesticidas, qualidade microbiolégica



Abstract

Honey production in Portugal has been, usually, faced as a leisure activity, although lately
there have appeared beekeepers that are devoted from a professional way to the
beekeeping, already possessing a high number of beehives.

The installation of a situation of the collapse of the bees (disappearance of the bees of the
beehive) and the threat that can act for the agriculture in what respects to the pollination
constitute a concern at world level.

The consumers' concern in what respects to the alimentary safety, particularly related with
the presence of chemical pollutants as microbiologic was in the base of the development of
this work.

A process for the extraction of pesticides from honey matrix to be used in Thin-Layer
Chromatography (TLC) was developed. This work aimed at detecting the following levels of
contaminants: Amitraz at the level of 0.2 pg/g (LMR 200 pg/kg), Cumafos 0.1 pug/g (LMR 100
pg/kg), Lindano and Metiocarbe 0.00001 pg/g (LMR 0.01 pg/kg) and then to confirm with a
quantitative method. The expected detection limits could not be achieved with the developed
technique, requiring further research.

The honey offer was characterized, enunciating that types of honeys are to the consumer's
disposition in the market of the area of Lisbon.

The labeling of the honey was analyzed, with the purpose of observing the information
supplied the consumer accomplished the legal requirements. Of the group 27% of the
labeling they came as you don't conform.

The procedure of developed extraction and microbiological analysis was applied in 23 honey
samples purchased in the market of the area of Lisbon.

The researched chemical pollutants were the lindane, coumaphos, methiocarb sulfoxide and
amitraz, because they are used by the beekeepers or they persist in the atmosphere and
they have been detected in the honey. It was detected pesticides in 5 of the 23 samples.

In relation to the microbiologic pollutants the presence of Salmonella was researched and of
Clostridium spores and counting of moulds and yeasts. Any of the microorganisms were not
detected analyzed in none of the honey samples. We conclude that the honey samples
analyzed presented had a high microbiologic quality.

Keywords: honey, pollutants, TLC, pesticides, microbiologic quality
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Capitulo I: Introducao

1.1. Objectivos

O mel € um alimento importante na nutricdo humana, muito utilizado em Portugal como
adogante e como ingrediente na docaria. Este € um alimento rico em hidratos de carbono ao
qual sao reconhecidas propriedades benéficas.

O mel é utilizado na alimentacao de criancas, adultos e idosos sendo muito importante a sua
qualidade quimica e microbiolégica. E um alimento natural produzido pelas abelhas, Apis
mellifera, pelo que esta sujeito a contaminantes de varia natureza, nomeadamente os
poluentes ambientais, os pesticidas agricolas, produtos utilizados na apicultura e ainda

microrganismos patogénicos que nele podem ser incorporados durante o processamento.

O presente trabalho, desenvolvido no @mbito do Mestrado em Seguranga Alimentar, teve
como objectivo geral a avaliagdo da qualidade do mel, do ponto de vista da seguranca
alimentar. Uma vez que este alimento se apresenta como uma matriz de dificil manipulagao
para a determinacdo dos contaminantes quimicos através da Cromatografia de Camada
Fina (CCF), foi necessario, numa primeira fase, o desenvolvimento de técnicas laboratoriais
de extraccdo de pesticidas. Seguiu-se depois uma segunda fase de avaliagdo da oferta de
mel ao consumidor de Lisboa e a avaliagdo da sua qualidade em termos de contaminantes
quimicos e microbiol6gicos, numa amostragem de varios méis de néctar adquiridos nos

mercados de Lisboa.

Assim constituiram objectivos especificos deste trabalho:

e Desenvolver um método de extraccdo de pesticidas no mel que fosse simples e
possivel de utilizar como método de rastreio recorrendo a CCF para a sua detec¢ao;

e (Caracterizar a oferta de mel que esta a disposicdo do consumidor no mercado da
regido de Lisboa;

e Analisar a rotulagem das embalagens de mel, com a finalidade de observar se a

informacéo fornecida ao consumidor cumpre os requisitos legais;

e Pesquisar contaminantes quimicos (lindano, cumafos metiocarbe sulféxido e
amitraz), numa amostra de méis, por Cromatografia de Camada Fina (CCF),
utilizando o método de extracgcédo desenvolvido;

1



e Pesquisar contaminantes microbiolégicos (presenga de Salmonella e de esporos de
clostrideos sulfito-redutores e a contagem de bolores e leveduras) em amostras de
mel adquiridas no mercado da regido de Lisboa.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia do Departamento
de Clinica e no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Producdo Animal e
Seguranca Alimentar da Faculdade de Medicina Veterinaria, da Universidade Técnica de
Lisboa.

1.2. Historia do mel através dos tempos

O homem primitivo, para conseguir mel, tirava os ninhos de abelhas das arvores ocas ou
cavidades das rochas. A recolha deste alimento disponivel na natureza, muito nutritivo e de
sabor agradavel, nem sempre se afigurava facil, principalmente quando os enxames
selvagens ocupavam ninhos em locais pouco acessiveis para o homem (Soeiro, 2006). Esta
actividade ancestral e predatoria, que frequentemente destruia os enxames, encontra-se
documentada numa imagem (Figura 1) pintada, datada do Neolitico, em Cuevas de la
Arafa, Valéncia, Espanha (Bogdanov, 2009).

Figura 1 — Homem colhendo mel

M

Fonte: Bogdanov, 2009

Conhecido desde a antiguidade, o mel foi durante muito tempo o Unico adogante usado pelo
homem, até ser gradualmente substituido por outros agucares, como os de cana-de-agucar
e da beterraba.

Existem referéncias as abelhas e ao mel nas antigas civilizagbes da Mesopotamia,
Babil6nia, Pérsia, Suméria e Anatdlia em que predominava a actividade recolectora.

A medida em que o homem se foi tornando sedentario, surgiu a necessidade de situar as
abelhas proximo dos povoados. Em 5000 AC, os egipcios ja possuiam colmeias de argila o
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que permitia a fixagao préxima das residéncias; eles foram os primeiros apicultores. Usaram
o fumo para pacificar e afastar as abelhas durante a colecta e usaram o mel como
medicamento e em rituais religiosos (Crane, 1999; Paula, 2008).

Gregos e Romanos vao conceder ao mel um lugar importante. Os Gregos usaram como
colmeias recipientes de palha tran¢ada, em forma de sino, designadas colmos. O mel era a
principal fonte de aglcar mas servia também de alimento as criangas, atletas, guerreiros e
entrava na composicao de bebidas. A importancia do mel para os Gregos foi documentada e
referida pelos seus mais importantes filésofos (Homero, Platdo, Aristételes, Demdcrito,
Hipocrates) os quais chamaram a atencdo para o valor nutricional e medicinal do mel
(Crane, 1999; CATIM, 2009).

Na Biblia existem numerosas referéncias e salmos mencionando o mel e as suas
propriedades (Crane, 1999). No Exodus 3:8 a Terra Prometida aos judeus é descrita como
um paraiso de onde jorrava leite e mel.

Na ldade Média e em certos territérios Europeus as arvores que abrigavam abelhas
passaram a ser propriedade dos estados sendo proibido o seu abate (Crane, 1999; Paula,
2008). Os enxames tinham grande importancia econémica, sendo considerado crime grave
o roubo de enxames ou de mel, com puni¢cao que podia ir até a morte dos infractores. Nessa
época, a Igreja precisava de cera para as velas e mel para os manjares, promovendo o
trabalho ligado ao mel e impulsionando de certo modo a apicultura. Era nos mosteiros que
tais actividades eram desenvolvidas, com colecta de mel, producéo de licores e docarias
(CATIM, 2009).

A partir do século XVI sucedem-se acontecimentos importantes relacionados com as
abelhas, pois os avancos cientificos e técnicos possibilitaram a compreensao de aspectos
fundamentais do ciclo de vida e biologia das abelhas. Em 1586, a abelha rainha é descrita
como fémea, sendo em 1609 o zangao referido como macho e as obreiras como fémeas
que possuiam um lugar definido para criar a descendéncia (Noticias Apicolas, 2009). Em
1630 Stelluti desenhou com grande minucia a abelha (Figura 2) com o auxilio do
microscépio (Stelluti, 1630 — citado por FAO, 2008).

Figura 2 — Anatomia da Abelha

Fonte: Stelluti, 1630 — citado por FAO, 2008
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A identificacdo da rainha como fémea e o0 zangdo como macho e o facto de as abelhas
poderem criar uma rainha a partir de ovos ou larvas, sdo também publicados na Alemanha
(1568, 1771). Sucedeu-se a descricao correcta da producao de cera de abelha (1744) e o
papel das abelhas na fertilizacdo das flores (1793). No entanto, até aos finais do séc. XIX, a
questdo de como tirar o mel da colmeia sem matar as abelhas continuava sem resposta
(Noticias Apicolas, 2009).

Em 1851, Lorenzo Lorraine Langstroth observou que as abelhas numa colmeia preenchiam
com prépolis qualquer espago inferior a 4,7 mm e construiam favos em qualquer espago
superior a 9,5 mm. A média entre os dois valores, 7,9 mm, Langstroth chamou “espaco
abelha”, sendo o menor espago livre existente no interior de uma colmeia, por onde passam
duas abelhas ao mesmo tempo. Este espagco ndo é colmatado nem com prépolis nem com
construcao de favos e devera permanecer livre para a execucao das diferentes tarefas que
as abelhas executam na colmeia, transito, alimentacao, ventilagao. Assim, restava construir
uma colmeia respeitando as regras de arquitectura que as abelhas cumprem na natureza.
Tendo por base o modelo de colmeia de Francis Huber, Langstroth criou a colmeia de
quadros méveis. Nesta colmeia, os quadros podem ser retirados pelo topo ou movidos
lateralmente dentro da caixa. Assim nasceu a colmeia Langstroth usada até aos nossos dias
(CATIM, 2009).

Ha muitas espécies de abelhas. As abelhas do mel, espécie Apis, sdo insectos sociais,
vivendo em coldnias, que cooperam para cuidar das geragdes mais novas (ovo, larva, pupa)
e da rainha (Unica fémea produtora de ovos), tarefa a cargo da casta das abelhas obreiras
(fémeas nao produtoras). Os machos (zangdes) fertilizam a rainha, aquando do seu voo
nupcial, Unico momento em que isso acontece (Wiley Encyclopedia, 1999).

Ha também muitas espécies, subespécies, ragas e sub-ragas de abelhas do mel que estao
adaptadas ao seu ambiente. As espécies mais importantes para a apicultura sdo a abelha
ocidental, Apis mellifera, nativa da Europa e hoje espalhada por todos os continentes, e a
abelha oriental, Apis cerana, muito importante no continente Asiatico. Em relagdo a
capacidade de producao de mel a A. mellifera é maior produtora que a A. cerana (OIE,
2010). Outros produtos da colmeia, para além do mel, sédo a cera, o pdlen, o prépolis, a

geleia real, a apitoxina, a polinizagédo e a criagao de rainhas e enxames.

A abelha do mel Europeia, espécie Apis mellifera, inclui varias sub-espécies. As originarias
da Europa, entre outras, sdo Apis mellifera mellifera originaria do Norte da Europa, Apis
mellifera linguistica originaria da Italia, Apis mellifera caucasica originaria do Sul da Russia,
Apis mellifera carnica originaria da Austria e Vale do Danubio, Apis mellifera scutellata
originaria do Leste de Africa (Uniprot Taxonomy, 2009).



1.3. Caracterizacao do mel

1.3.1. Definicao

Mel é definido como uma substancia agucarada natural, produzida pelas abelhas da espécie
Apis mellifera a partir do néctar de plantas ou das secregbes provenientes de partes vivas
das plantas ou ainda de excreg¢fes de insectos sugadores de plantas (Hemiptera) que ficam
sobre partes vivas das plantas e que as abelhas recolhem, transformam por combinagéo
com substancias especificas proprias, depositam, desidratam, armazenam e deixam
amadurecer nos favos da colmeia (Decreto-Lei n® 214/2003, Codex Stan 12 — 1981).

De acordo com a sua origem, sao considerados dois tipos de mel: o mel de néctar, obtido do
néctar, das plantas e o mel de melada, obtido das excre¢des dos insectos sugadores de
plantas ou das secrec¢des provenientes de plantas.

O estudo desenvolvido neste trabalho incidiu sobre o mel de néctar.

Apo6s a colheita do néctar, a primeira fase de transformacao do néctar em mel, vai ocorrer no
pré-estbmago das abelhas através da adicdo de enzimas (invertase ou sacarase) que
desdobram a sacarose em frutose e glicose. A fase seguinte, designada trofilaxia, consiste
em passagens sucessivas do mel de umas abelhas para outras, sofrendo transformagées
por ac¢ao enzimatica e concentracdao em acgucares simples. O passo seguinte consiste na
deposicao do mel nos alvéolos da colmeia, quando o conteddo em humidade esta entre os
30 e 40%. A eliminacdo do excesso de humidade continua até a selagem dos favos
(operculagdo), altura em que a humidade do mel rondara os 20% (PAN 2008-2010,
Bogdanov, 2009).

A colheita do mel é realizada quando a maior parte dos favos estdo selados. As algas sao
transportadas para a melaria, onde se procede a desoperculagéo, centrifugagao e filtragéo
(tamanho do poro nao superior a 0,2 mm) para o tanque. No tanque fica em repouso a
temperatura de + 30°C de modo a reduzir a viscosidade do mel e permitir a decantagao,
sendo possivel retirar as particulas de cera. E entdo acondicionado em contentores ou
embalagens para o consumidor final (Bogdanov, 2009).

1.3.2. Composicao do mel

A composi¢ao quimica do mel (Tabela 1) depende da sua origem floral (EC, 2002), mas é
também afectada pelo clima, condigbes ambientais e praticas apicolas. A diversidade das
propriedades fisico-quimicas do mel depende do néctar e polen da planta do qual é
originario fazendo variar a cor, o aroma e o sabor (Azeredo, Azeredo, Sousa, Dutra, 2003;
Ozcan, Arslan, Ceylan, 2006).



Tabela 1 — Composicao do mel de néctar

Mel de néctar | Minimo — maximo
Teor de agua 17,2 15-20
Frutose 38,2 30-45
Glucose 31,3 24-40
Sacarose 0,7 0,1-4,8
Outros dissacarideos 5,0 28
Melezitose <0,1
Erlose 0,8 0,56
Outros oligossacarideos 3,6
Total de acucares 79,7
Minerais 0,2 0,1-0,5
Aminoacidos, proteinas 0,3 0,2-0,4
Acidos 0,5 0,2-0,8
pH 3,9 3,5-4,5

Fonte: Bogdanov, 2009, (g/100 g)

De um modo geral, o mel é constituido por diversos agucares, predominando a frutose e a
glucose, assim como por outras substancias tais como &cidos organicos, enzimas e
particulas solidas provenientes da sua colheita (Decreto-Lei n® 214/2003).

Os carbohidratos sdo os componentes maioritarios. Predominam os monossacarideos,
frutose e glucose com 38 g/100g e 31 g/100g, respectivamente. Os méis poliflorais
apresentam conteudos de frutose e glucose em proporgdes quase iguais, enquanto que nos
méis monoflorais o contetdo de frutose é significativamente maior. O valor de 65 g/100g
para os dois monossacarideos (frutose + glucose) abrange se nao todos, pelo menos a
maioria dos méis originarios de néctar. Frutose e glucose podem ja estar presentes no mel,
em maior ou menor grau, dependendo da origem floral, ou serem provenientes da hidrélise
do dissacarideo sacarose (que predomina no néctar), também presente no mel, catalisada
pela enzima invertase. Muitos outros acucares foram isolados em mel, como por exemplo os
dissacarideos, sacarose, maltose, turanose e o trissacarideo erlose, que sao os que se
apresentam em maior quantidade (Moreira & De Maria, 2001).

O perfil dos acucares do mel (teor de frutose, teor de glucose, razédo frutose-glucose, razéo
glucose-agua) pode ser um parametro complementar a analise microscépica do mel, no que
diz respeito a identificacdo do tipo floral nos méis monoflorais (Moreira & De Maria, 2001;
Bogdanov, Ruoff, Oddo, 2004; Bogdanov, 2009).

O critério de composicao, teor de agucares, definido no Decreto-Lei n® 214/2003 é de 60
0/100g para a frutose e glucose (total dos dois) e de 5 g/100g para a sacarose (Tabela 2).



Tabela 2 — Critérios de composicao dos méis

Parametro Especificacao
Mel de néctar Mel de melada
Acucares (frutose+glucose) Minimo 60 g/100g  Minimo 45 g/100 g
Sacarose Maximo 5 g/100 g
Agua Maximo 20%
Matérias insoluveis na agua 0,1g/100g
Condutividade eléctrica Maximo 0,8 mS/cm Minimo 0,8 mS/cm
Acidos livres Méaximo 50 mEq/1000 g
indice diastasico (escala de Schade) Minimo 8 ou 3 se HMF < 15 mg/kg
Hidroximetilfurfural (HMF) Maximo 40 mg/kg

Fonte: Decreto-Lei n2 214/2003 de 18 de Setembro

A glucose é também importante no que diz respeito a cristalizagdo. Durante o processo de
cristalizagéo a maior parte da glucose cristaliza formando glucose monohidratada e a frutose
que € mais soluvel permanece em solugdo por longo tempo. A agua que estava ligada a
glucose fica livre, o0 que significa que a actividade da agua aumenta na fase liquida (Gleiter,
Horn, Isengard, 2006). Varios parametros tém sido propostos para predizer a velocidade de
cristalizagdo do mel e de um modo geral é reconhecido que o mel cristaliza mais depressa
qguando o teor em glucose se situa entre 280-300 g/kg; a razdo glucose-agua (G/A) é maior
que 2,1; a razao frutose-glucose (F/G) € menor que 1,14 e a razédo (glucose-agua) -frutose
(G-A /F) é elevada (Tosi, Ré, Lucero, Bulacio, 2004).

O teor em agua é um parametro de qualidade importante pois permite predizer a duragao do
produto, capacidade de o mel se manter estavel e livre de fermentacdo (Bogdanov et al.
2004), sabendo-se que, quanto maior o teor em agua maior é a probabilidade de o mel
fermentar durante o seu armazenamento. Como produto higroscopico o mel pode absorver e
reter humidade, durante a extracgdo em dias humidos, 0 armazenamento inadequado e em
embalagens mal fechadas (Vargas, 2006). O critério de composicao admite um maximo de
20% conforme mostra a Tabela 2.

O teor de matérias insolUveis em agua esta em geral relacionado com o teor de sujidade do

mel (cera, graos de pdlen, outros componentes normais do sedimento do mel), que sao

separados por decantacdo. Este paradmetro fornece indicagdo sobre a higiene do
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processamento do mel (Vargas, 2006). O critério de composi¢cdo admite um maximo de 0,1
g/100g (Tabela 2).

A condutividade eléctrica depende do contetido em cinzas e 4cido do mel. E um bom critério
para avaliar a origem botéanica de méis monoflorais. O critério de composigéo (Tabela 2) é
de 0,8 mS/cm (milli Siemens/cm), com excepgao para méis de medronheiro, erica, eucalipto,
tilia, torga ordinaria, leptospermo e melaleuca, nos quais a condutividade eléctrica apresenta
uma variagao consideravel (Bogdanov, Martin, Lillmann, 1997; Bogdanov et al., 2004).

Todos os méis tém uma reacgao acida e valores de pH compreendidos entre 3,5 e 4,5,
devido a presenca de acidos organicos, o que contribui para formar o sabor do mel para
além de conferir estabilidade contra degradacdo microbiana (Bogdanov et al., 2004).

Os &cidos organicos também se encontram combinados sob a forma de lactonas; quando o
mel se alcaliniza, as lactonas originam os acidos correspondentes, produzindo acidificagéo e
constituem uma reserva potencial de acidez, acidez lactonica, que juntamente com a acidez
livre constitui a acidez total (Valbuena, 1992).

Vérios acidos tém sido encontrados no mel nomeadamente os &cidos férmico, acético,
citrico, lactico, malico, oxalico, piroglutamico, succinico e o &cido glicénico, em maior
quantidade. O acido glicénico resulta da oxidagdo da glucose por acgao da enzima glucose
oxidase. Esta reaccdo produz o acido gliconico, a lactona (gluconolactona, que
posteriormente se pode transformar em &cido glicénico) e o perdxido de hidrogénio,
implicado na propriedade antimicrobiana do mel (Bogdanov et al., 2004).

O critério de composi¢cdo em relacdo a acidez diz respeito ao conteudo em &cidos livres
(Tabela 2) e é de 50 miliequivalentes por kg.

A maior parte das proteinas do mel sdo enzimas. O mel contém diferentes aminoacidos
sendo a sua maioria prolina, adicionado ao mel pelas abelhas (Bogdanov et al., 2004). A
quantidade de proteinas no mel é baixa, cerca de 0,3 g/100 g (0,2-0,4) (Tabela 1).

Os méis contém enzimas produzidas pelas abelhas (sucos salivares e secregdes faringeas)
que sado usadas como indicadores de qualidade, juntamente com outros parametros. As
enzimas presentes em maior quantidade no mel sdo a invertase, amilase (diastase) e a
glucose oxidase; a catalase e a fosfatase &cida estdo também presentes. A amilase €
produzida pelas glandulas das abelhas e estd envolvida na degradagdo do amido em
acucares mais simples. A amilase, com raras excepgoes, ndo existe no néctar. A actividade
diastasica € um indice de frescura do mel, mas a interpretacdo deve ser feita tendo em
consideracao o teor em hidroximetilfurfural (HMF). Existem méis com valores baixos, como

por exemplo o mel de eucalipto (Valbuena, 1992). O indice diastasico diminui com o tempo
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de armazenamento. A diastase € mais sensivel ao calor que a invertase sendo por isso
usada para avaliar sobreaquecimento ou adulteragéao (Vargas, 2006).

O critério de composicao para o indice diastésico (Tabela 2) é de no minimo 8 ou 3 para teor
de hidroximetilfurfural ndo superior a 15 mg/kg.

A invertase ou sacarase é produzida nas glandulas hipofaringeas das abelhas. Hidrolisa a
sacarose do néctar em glucose e frutose produzindo a alteragdo quimica mais importante
que transforma o néctar em mel (Valbuena, 1992).

A glucose oxidase, como ja referimos, € responsavel pela hidrélise da glucose com
producédo de peroxido de hidrogénio, acido glicénico e sua lactona (Valbuena, 1992).

O hidroximetilfurfural (HMF) é um composto formado por degradagdo de produtos
acucarados e esta directamente relacionado com alteracées da cor, desenvolvimentos de
sabores e odores estranhos, sendo um parametro de avaliagdo da qualidade (Valbuena,
1992). Forma-se por desidratacdo de hexoses em condigbes acidas, numa velocidade que
varia directamente com a temperatura. A conservagdo ao abrigo da luz diminui a formacao
de HMF. O mel possui naturalmente HMF, mas um nivel elevado ¢é indicativo de
armazenamento prolongado, sobreaquecimento ou adulteragédo (Vargas, 2006).

O critério de composicao admite hidroximetilfurfural (HMF) (Tabela 2) no maximo de 40
mg/kg.

O conteudo em minerais é relativamente baixo e sua quantidade no mel é de cerca de 0,2
0/100g (Tabela 1).

Predomina o potassio (51 mg/100 g), estando também presente o sédio (12 mg/100 g),
fésforo (10 mg/100 g), magnésio (2,0 mg/100 g), ferro (0,4 mg/100 g) e zinco (0,9 mg/100 g)
(INSA, 2006). Composicées do solo (origem geografica), clima e origem botanica séo
factores que influenciam o conteudo do mel em minerais (Valbuena, 1992; Pohl, 2009).

O conteudo do mel em vitaminas é, de um modo geral, baixo e varia com a origem floral
(Valbuena, 1992). Algumas das vitaminas presentes no mel sdo a tiamina (B+) (0,010 mg%,),
a riboflavina (B,) (0,040 mg%), a niacina (B; ou PP) (0,30 mg%), a piridoxina (Be) (0,20
mg%) (INSA, 2006). O &cido ascoérbico (antioxidante fisiolégico para a protec¢do contra
doencgas degenerativas e processos degenerativos causados pelo stress oxidativo) é a Unica
vitamina presente em quantidades apreciaveis no néctar e no mel, com um teor de 0,5
mg/100 g, pode apresentar valores mais elevados, variaveis com a origem floral. Sao
referidos valores como 37 mg/100 g ou mesmo 67 mg/100 g no mel de acéacia e 263 mg/100
g no mel de floresta (Vargas, 2006; Kesié et al., 2009).



A cor do mel é muito varidavel, de branco agua a ambar escuro. Depende da origem
boténica, da idade e das condigbes de armazenamento. A cor é expressa em mm pela
escala de Pfund e compreende branco-agua, extra-branco, branco, ambar extra-claro,
ambar claro, ambar, &mbar escuro (Vargas, 2006).

1.3.3. Propriedades do mel — actividade antioxidante e actividade antimicrobiana

O mel apresenta reconhecidas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. A actividade
antioxidante, esta relacionada com a accao de flavondides, compostos fendlicos existentes
no mel, os quais podem inibir radicais livres responsaveis pelo envelhecimento celular
(Socha, Juszczak, Pietrzyk, Fortuna, 2009), de acido ascorbico e de enzimas como a
glucose oxidase, a catalase e a peroxidase (Kujawski & Namiésnik, 2008).

A actividade antimicrobiana relaciona-se com a elevada pressao osmética e baixa actividade
da 4gua (aw) com valores de 0,5 a 0,6, deixando poucas moléculas de agua livres para
suportar o crescimento bacteriano; com a produgéo de peroxido de hidrogénio (pela acgéao
da glucose oxidase sobre a glucose); com a elevada acidez (inibindo o crescimento da maior
parte dos microrganismos), com a viscosidade, que decresce rapidamente com o aumento

de temperatura e com a presenca de fitoquimicos (Kujawski & Namiésnik, 2008).

1.3.4. Mel como alimento e outros usos

O consumo de mel directamente na alimentacdo humana é o principal uso deste produto,
ainda que seja usado também como ingrediente em vdrias preparag¢des culinarias, em
produtos de pastelaria, na preparacao de bebidas ndo alcodlicas e também na cosmética
(Olaitan, Adeleke, Ola, 2007). E um alimento muito energético, representado por uma
solugao concentrada de frutose-glucose; 100 g de mel fornecem 309 kcal (INSA, 2006).
Outros usos estdo relacionados com o tratamento de feridas crénicas, inflamacoes
orofaringeas, gastrites, a utilizagdo como calmante, etc.

O mel foi usado pelas civilizagdes antigas como medicamento e sempre foi usado por todos
0s povos em “medicagdes caseiras”, papel que sé entrou em declinio com a chegada da era
dos antibiéticos. O aumento do niumero de estirpes bacterianas resistentes aos antibidticos
fez com que fosse redescoberto pelos profissionais da medicina. As suas propriedades
permitem o0 seu uso no tratamento de feridas e Ulceras (Molan, 2001; Molan, 2006),
tratamento de algumas doengas respiratérias, gastricas e € um estimulante do sistema

imunitario (Kujawski & Namiésnik, 2008). Um dos méis mais estudados, usado e
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comercializado para uso em tratamentos médicos (esterilizado por radiagdo gama) € o mel
proveniente de Leptospermium scoporium, espécie vegetal proveniente da Nova Zelandia e
de uma espécie similar proveniente da Australia (Molan, 2006).

Alguns cuidados a ter com o consumo de mel estao relacionados com a contra indicagdo de
consumo em criangas de idade inferior a 12 meses, devido a possibilidade de ingestao de
esporos botulinicos juntamente com o mel, podendo estes germinar, colonizar o intestino e
libertar a toxina, que é entdo absorvida; esta situacdo € devida a imaturidade do sistema
imunitario (EC, 2002).

A ocorréncia de botulismo por contaminacdo de feridas, devido ao uso do mel no seu
tratamento, embora sendo possivel, nunca foi reportada, mas ainda assim, o mel usado em
tratamentos médicos (Nova Zelandia e Austrélia) € esterilizado por radiagdes ionizantes
(Molan, 2006).

O indice glicémico (IG) e a carga glicémica (CG) sdo parametros usados na tentativa de
entender como é que os carbohidratos de um determinado alimento afectam a glicémia. Em
relacdo aos méis, este € um aspecto controverso e em estudo. Alguns estudos
desenvolvidos, mostram uma correlagdo negativa entre o conteido em frutose e o indice
glicémico, provavelmente devido a razdo frutose-glucose, ndo se observou uma correlagdo
significativa entre os outros agucares do mel. Para atender a quantidade de alimento
ingerida foi criado um novo termo, a carga glicémica (CG). Alimentos com CG menor que
10, sdo considerados como tendo CG baixa, de 10 a 20, intermédios, acima de 20, altos.
Ingerindo uma porcao de 25 g de mel, a carga glicémica da maior parte dos méis é baixa
(menor que 10) e outros méis posicionam-se na CG intermédia (CG 10 a 20). Em pacientes
diabéticos 0 mel, em comparagdao com a glicose, provocou uma descida da glicémia. De
qualguer modo, o conceito de indice glicémico para a populacdo em geral € ainda um
assunto em discussao (Bogdanov, Jurndic, Sieber, Gallmann, 2008).

A incidéncia de alergia ao mel, apurada num estudo envolvendo pacientes com historial de
alergia alimentar, foi de 2,3%, tendo a alergia sido explicada pela presenga de componentes
com origem nas abelhas. Outros estudos indicam reacgées desde tosse a anafilaxia,
enquanto outros indicam ainda que pacientes alérgicos ao pdlen raramente sdo alérgicos ao
mel, ainda que haja, no entanto, casos reportados (Bogdanov et al., 2008).

Casos de intoxicacdo por méis provenientes de plantas da familia das Ericaceae, como
Rhododendron, também sao referidos na literatura e estdo relacionados com a presenca de
grayanotoxano e alcaldides pirrolizidinicos. Os sintomas dependem da dose ingerida e vao
desde sintomas ligeiros, como hipersalivacao, nausea, vémitos, até sintomas mais graves
como bloqueio atrioventricular completo (Koca, Koca, 2007; Bogdanov, 2009). A proibicao
de producdo de mel onde essas plantas crescem € um modo de contornar o problema e os
consumidores sao aconselhados a adquirir mel do mercado e ndo directamente ao apicultor.
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As regides onde tém sido reportados casos sdao o Caucaso, Turquia, Nova Zelandia,
Australia, Japdo, Nepal, Africa do Sul e diferentes paises da América do Norte e Sul
(Bogdanov, 2009).

1.4. Producao de mel

Todos os dados referidos (dados oficiais, nao oficiais e estimados) neste ponto tém como
fonte FAOSTAT 2009, excepto quando indicagao em contrario.

1.4.1. Producao no Mundo e na UE

A quantidade Mundial de mel produzida em 2007 foi de 1.400.491 toneladas (Tabela 3) e 0
Continente com maior producéo foi a Asia (com 39% da producéo), seguido pela Europa,
América, Africa e Oceania, com 24%, 23%, 12% e 2% respectivamente (FAOSTAT, 2009).

Tabela 3 — Producado Mundial de mel por Continente 2003-2007

Continente 2003 2004 2005 2006 2007 %

Asia 513.331 519.395 540.801 559.039 |547.845 39%
Europa 317.192 336.878 342.584 352.668 |338.989 24%
América 321.689 331.314 347.496 338.316 |317.292 23%

Africa 152.866 156.311 155.687 167.275 |167.868 12%
Oceénia 29.050 25.738 26.507 28.745 28.497 2%
Total 1.334.128 1.369.636 1.413.075 1.446.043 | 1.400.491 100%

Fonte: FAOSTAT, 2009, toneladas.

De acordo com a Tabela 3, a producdo mundial apresenta um ligeiro crescimento, mais
expressivo na Asia e na Europa, entre 2003 e 2007. No entanto o total da produgdo Mundial
em 2007 esteve ligeiramente abaixo da producao de 2006.

A Tabela 4 apresenta a produgéo de mel por pais.
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Tabela 4 — Producao de mel por Pais, 2003-2007

Paises 2003 2004 2005 2006 2007 %
China 294.721  297.987 299.327 304.978| 303.220 22%
Argentina 75.000 80.000 110.000 80.000 81.000 6%
Turquia 69.540 73.929 82.336 83.842 73.935 5%
Ucrania 53.550 57.878 71.462 75.600 67.700 5%
Estados Unidos A 82.431 83.272 72.927 70.238 67.286 5%
México 57.045 56.917 50.631 55.970 55.459 4%
Federacao Russa 48.048 52.666 52.123 55.316 55.173 4%
india 52.000 52.000 52.000 52.000 52.000 4%
Etiopia 37.800 40.900 36.000 44.000 44000 3%
Irdao 28.000 28.000 28.000 36.000 36.000 3%
Brasil 30.022 32.290 33.750 36.194 34.747 2%
Canada 34.602 34.241 36.109 48.353 31.489 2%
Espanha 35.279 36.695 27.230 30.661 31.250 2%
Tanzénia 27.000 27.000 27.000 27.000 27.000 2%
Quénia 22.000 21.500 22.000 25.000 25.000 2%
Angola 23.000 23.000 24.000 23.000 23.000 2%
Coreia, Rep 18.000 15.651 23.820 23.000 22.000 2%
Australia 16.000 16.000 16.000 17.500 18.000 1%
Grécia 15.700 15.911 16.267 16.218 17.690 1%
Roménia 17.409 19.150 19.200 18.195 16.767 1%
Outros 296.981 304.649 312.893 322.978| 317.775 23%
Total 1.334.128 1.369.636 1.413.075 1.446.043 | 1.400.491 100%

Fonte: FAOSTAT, 2009, toneladas

O pais com maior producao de mel em 2007, a nivel mundial, foi a China com 303 milhares
de toneladas (22% da producao), seguido pela Argentina (6% da producgdo), Turquia,
Ucrania, Estados Unidos da América com 81, 74, 68 e 67 milhares de toneladas (5% da
producéo), respectivamente.
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Em relacdo a importagéo, a nivel mundial, os Estados Unidos da América lideram, seguidos

da Alemanha, Japao, Reino Unido e Franga (Figura 3).

Figura 3 — Importagdao Mundial de mel 2003-2007
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Fonte: FAOSTAT, 2009

Os maiores exportadores a nivel mundial sdo liderados pela Argentina, seguida pela China e

depois México, Hungria e Alemanha (Figura 4).

Figura 4 — Exportacao Mundial de mel 2003-2007
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Fonte: FAOSTAT, 2009
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Os maiores consumidores de mel sdo a China, Estados Unidos, Alemanha, Turquia e a
Ucrania (Tabela 5).

O consumo per capita (kg/pessoa) de mel na Alemanha é de 1,5 kg, na Ucrania 0,8 kg, na
Turquia 0,7 kg, nos Estados Unidos da América 0,6 kg e na China 0,1kg (Bogdanov, 2009).

Tabela 5 — Consumo Mundial de mel

Pais 2003 2004 2005 2006 2007
China 210.393 215.495 208.042 222.977 237.932
Estados Unidos A. 169.550 160.231 174.559 196.309 172.724
Alemanha 96.062 92.159 93.367 84.541 86.306
Turquia 54764 68.243 82.336 83.842 73.935
Ucrania 53.550 53.236 67.648 69.039 67.700
Federacdo Russa 48.048 52.666 52.123 55.316 55.173
Etiopia 37.800 40.900 36.000 44.000 44.000
Japao 47.085 50.333 46.462 43.372 41.187

India 45.036 44.251 35.231 43.864 39.769

Reino Unido 28.867 30.893 32.980 36.180 37.309
Fonte: FAOSTAT 2009, toneladas

O Continente Europeu produziu em 2007 338.989 toneladas de mel (Tabela 6), das quais
193.075 toneladas (57%) foram produzidas pelos paises da Unido Europeia (UE 27) (Figura
5).

Figura 5 — Producido de mel na Europa e UE
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Fonte: FAOSTAT, 2009

A producado dos paises europeus € apresentada na Tabela 6, encontrando-se Portugal

sensivelmente a meio da tabela, que esta ordenada pelo volume de producgao.
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Tabela 6 — Producao Europeia de mel 2003-2007

Europa 2003 2004 2005 2006 2007 %
Ucréania 53.550 57.878 71.462 75.600| 67.700 20%
Federagdo Russa 48.048 52.666 52.123 55.316| 55.173 16%
Espanha 35.279 36.695 27.230 30.661| 31.250 9%
Grécia 15.700 15911 16.267 16.218| 17.690 5%
Roménia 17.409 19.150 19.200 18.195| 16.767 5%
Alemanha 23.691 25,575 21.232 18.000| 16.000 5%
Franca 15.000 15.000 15.000 15.000| 16.000 5%
Hungria 21.000 19.504 19.714 17.319| 15.933 5%
Polénia 11.620 11.957 9.955 13.546| 14.954 4%
ltalia 7.000 10.000 13.000 10.000| 12.000 4%
Checa, Rep 6.303 7.738  8.371 9.081 8.467 2%
Reino Unido 7.000 5.000 5.000 7.000 7.200 2%
Austria 7100 6.400 6.100 6.000| 6.500 2%
Bulgaria 8.500 8.000 11.221 10.199| 6.139 2%
Portugal 7310 6.737 5.686 6.000| 6.100 2%
Eslovaquia 3.202 3.434 4.258 4.360 4.628 1%
Suica 4160 4.077 3.223 3.656| 3.921 1%
Sérvia-Mont 3.627 3.972 4.275 4.048 3.538 1%
Suécia 3400 3.400 3.400 3.500| 3.400 1%
Bielorussia 1856 2438 2980 3.179| 3.216 1%
Bésnia Herg 1.150 2.296 2.635 3.017 2.773 1%
Croécia 1.616 2.543 2.657 2.246 2.638 1%
Moldavia 2.180 2.129 2.413 2.649 2.300 1%
Bélgica 1.600 2.156 2.150 2.150 2.150 1%
Albania 1.235 1.990 1.816 2.114 2.071 1%
Lituania 1156 1128 1.333 1.388| 1599 0%
Eslovénia 1.850 2.350 1.650 2.250 1.480 0%
Dinamarca 0 1.500 1.500 1.500 1.400 0%
Finlandia 1700 1.400 2.300  3.041 1.400 0%
Noruega 1.500 1.300 1.500 1.300 1.400 0%
Letonia 552 746 916 1.383 900 0%
Estonia 535 555 638  1.033 756 0%
Macedénia 1.026 916  1.042 868 699 0%
Montenegro 0 0 0 522 485 0%
Irlanda 200 200 200 200 200 0%
Luxemburgo 137 137 137 129 162 0%
Paises Baixos 0%
Malta 0%
Chipre 0%
Total Europa 317.192 336.878 342.584 352.668 | 338.989 100%

Fonte: FAOSTAT 2009, toneladas

O maior produtor de mel da Europa € a Ucrania (20% da produgao Europeia), seguido pela

Russia (16% da produgao Europeia), Espanha, Grécia e Roménia (Tabela 6).
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Dos 27 Paises da Unidao Europeia (UE-27) o maior produtor é a Espanha (9% da producéo
Europeia e 2% da producao mundial), seguida da Grécia, Roménia, Alemanha e Franga com

5% da producéao Europeia (Tabela 6; Figura 6).

Figura 6 — Maiores Produtores da UE-27
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Fonte: FAOSTAT, 2009

Em relacdo a importacdo, o pais que importa maior quantidade de mel € a Alemanha
(94.077 toneladas em 2007) seguida pelo Reino Unido, Franga, Espanha e Italia (Figura 7).

Figura 7 — Importacao de mel na Europa e UE-27
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Fonte: FAOSTAT, 2009
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O maior exportador é a Hungria seguida de perto pela Alemanha e depois pela Espanha,

Roménia e Eslovaquia (Figura 8).

Figura 8 — Exportacao de mel na Europa e UE-27
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Fonte: FAOSTAT, 2009

Os maiores consumidores na Europa sado a Alemanha, Ucrénia, Federagdao Russa, Reino
Unido e Franca (Tabela 7).

Tabela 7 — Consumo de mel na Europa

Pais 2003 2004 2005 2006 2007
Alemanha 96.062 92.159 93.367 84.541 86.306
Ucrénia 53.550 53.236 67.648 69.039 67.700
Federacédo Russa 48.048 52.666 52.123 55.316 55.173
Reino Unido 28.867 30.893 32.980 36.180 37.309
Franca 30.165 32.081 34.261 33.121 34.869
Espanha 34.765 40.540 32.642 37.382 28.927
Itala 21.449 25.390 23.131 23.855 22.686
Bélgica 8.252 9.015 5.291 6.986 10.733
Paises Baixos 9.575 7.279 11.517 10.317 8.436

Fonte: FAOSTAT, 2009, toneladas

Com base nos mesmos dados (FAOSTAT 2009), o auto aprovisionamento de mel na UE-27
¢ inferior a 60% e na Europa ronda o0s 72%.

Em 2005 o prego no mercado mundial foi de 1,6 euros/kg, o prego médio a importagéo na
Unido Europeia foi de 1,29 euros/kg, o pre¢co médio a exportacao foi de 3,63 euros/kg (PAN
2008-2010).
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1.4.2. Producao de mel em Portugal

Em Portugal existem, de acordo com dados oficiais de 2007, 15 mil apicultores registados,
trabalhando em 33 mil apiarios que albergam 555 mil colmeias. Em relagdo a 2004,
verificou-se um decréscimo do numero de apicultores (-30,6%), bem como um decréscimo
de apiarios (-3,9%) e colmeias (-4,3%) (PAN 2008-2010).

A Beira Litoral é a regido onde existe maior niumero de apicultores, com uma média de 17,8
colmeias por apicultor. Algarve e Alentejo sdo regidbes com menor nimero de apicultores
mas com maior numero de colmeias, 95,5 e 62,4 colmeias por apicultor, respectivamente.
Os Acores sao a regiao com menos apicultores, apiarios e colmeias e a Madeira a regiao
com apicultores de menor dimensao média, cerca de 11 colmeias por apicultor. Em média
os apicultores Portugueses possuem 2,1 apiarios e 36,4 colmeias. Cada colmeia produz, em
média, 12,44 kg de mel (PAN 2008-2010).

Os apicultores nao profissionais (95,9% do total) possuem 59,6% das colmeias (22,6
colmeias/apicultor). Os apicultores profissionais compreendem apenas 4,1% do total de
apicultores mas detém 40,4% do efectivo, com uma dimensado média de 358 colmeias por
apicultor. A idade média do apicultor é de 56 anos; 64% possui escolaridade basica e 73%
nunca teve qualquer formagao especifica na area da apicultura (PAN 2008-2010).

A actividade associativa engloba 52 entidades colectivas (36 associagcbes de produtores, 14
cooperativas, 2 sociedades) de forte implantagéo regional, que em 2006 representaram 40%
dos apicultores portugueses. Existe ainda a Federacao Nacional dos Apicultores de Portugal
(FNAP), englobando 24 entidades e representando 20% do total dos apicultores nacionais
(PAN 2008-2010).

O exercicio da actividade apicola carece de registo prévio na DGV, sendo obrigatéria a
declaracao anual de existéncias (Decreto-Lei n® 203/2005).

As doencas de declaracao obrigatéria sdo a Loque Americana (provocada pela bactéria
Paenibacillus larvae, afecta a criacao e é muito contagiosa), a Loque Europeia (doenca de
criagcdo provocada pela bactéria Mellisococcus pluton), a Acarapisose (doenca parasitaria
das abelhas adultas causada pelo acaro Acarapis woodl), a Varroose (doenga das abelhas
adultas e criagdo causada pelo acaro Varroa destructor), a Aethinose (doenga provocada
por um pequeno escaravelho da colmeia, o coledptero Aethina tumida, cujas larvas se
alimentam do pélen, mel e larvas de abelhas conduzindo a destruigao total), a Tropilaelaps
(causada por acaros Tropilaclaps spp., parasitam abelhas e criagdo) e unicamente nas
zonas controladas a Ascosferiose (doenga de criagao causada pelo fungo Ascophaera apis)
e a Nosemose (doencga das abelhas adultas provocada pelo protozoario Nosema) (Decreto-
Lei n® 203/2005; PAN 2008-2010; P S A 2009; FNAP, 2008).

O rastreio epidemioldgico, realizado em 2006, confirmou que em Portugal estao presentes

varias doengas das abelhas, de forma endémica, nomeadamente varoose, loque americana,
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acarapisose, ascosferiose, nosemose, senotainose (forma larvar de Senotaina tricuspis,
mosca), amebiase (Malpigamoeba mellifica), e galeriose (Galleria melonella, traca da cera)
(P S A 2009; Forum Nacional de Apicultura, 2007).

O programa sanitario é elaborado anualmente pela DGV e nele € definido as medidas de
sanidade veterinaria para defesa das doencas de declaragdo obrigatéria e também os
requisitos a que devem obedecer as zonas controladas (Decreto-Lei n® 203/2005).

Existem em Portugal 14 Zonas Controladas (DGV 2010, Mapa Mar¢o 2010) (Figura 9).

Figura 9 — Mapa das Zonas Controladas
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Fonte: DGV 2010, Mapa Margo 2010

A criacdo de Zonas Controladas tem como objectivo o controlo e erradicacao das doencas
de declaragao obrigatéria das abelhas. Sdo zonas geograficas onde se faz o controlo de
forma sistemética das doencas e em que a auséncia da doencga nao foi demonstrada. O
controlo é feito por uma entidade gestora reconhecida pela DGV, a pedido de organizacées
de apicultores da area geografica. As obrigacdes dos apicultores das zonas controladas
passam por manter um registo actualizado dos factos que ocorrem na zona, possuir boletim
do apiario onde sao registadas as operacoes realizadas no apiario, proceder ao diagnéstico
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das doengas de declaragao obrigatéria de acordo com as indicagbes da DGV, adoptar as
medidas de controlo de acordo com o estabelecido pela DGV (movimentagdo na zona sobre
introducéo de abelhas, enxames, colonias, colmeias, materiais ou utensilios destinados a
apicultura carece de autorizagcao da DGV) (Decreto-Lei n® 203/2005).

No que se refere as Denominagdes de Origem Protegida (DOP) de Mel, sdo reconhecidas
em Portugal (Figura 10) nove denominagbes (PAN 2008-2010).

Figura 10 — Mapa dos Méis com Denominacéao de Origem Protegida
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Fonte: PAN 2008-2010

A producdo de meéis DOP tem vindo a aumentar mas no ano de 2005 representou apenas
cerca de 2,3% da producado de mel nacional. Em relagdo aos méis nao certificados como
DOP, os precos praticados nos méis certificados com DOP sdo mais elevados, tendo em
2005 o preco médio/kg variado entre 7,90 € e 2,99 € (PAN 2008-2010).
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O Modo de Producgao Biolégico (MPB) na apicultura estd em franca expansao devido a
procura crescente desses produtos. Em 2005 o numero de colénias em MPB era de 1359
(PAN 2008-2010).

Os dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Estatistica sobre a producéo e o consumo de

mel em Portugal, sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Dados estatisticos sobre a producao e consumo de mel em Portugal

2004 2005 2006 2007 2008

Producao (t) 6737 5686 5978 6907 6654
Autoaprovisionamento 87,5% 87,5% 100% 100% 87,5%
Consumo

. 0,8 0,8 0,6 0,6 -
per capita kg

Fonte: INE, 2009

Da analise da Tabela 8 verifica-se que a produgdao se mantém em valores estaveis nos
ultimos cinco anos. A tendéncia nitidamente decrescente que se verificou entre 2002-2005 (-
7% ao ano), ja nao se verifica como podemos constatar pelos dados da Figura 11 (PAN
2008-2010).

Figura 11 — Producao de mel em Portugal 2001-2008
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Fonte: PAN 2008-2010; INE, 2009

O grau de aprovisionamento € de valores inferiores a 90% e a importagdo colmata as
necessidades de consumo. O consumo per capita € de 0,8 kg por habitante/ano destinado
ao consumo humano pois a utilizacdo na industria alimentar e farmacéutica ndo tem
expressao (PAN 2008-2010).
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O controlo de residuos no mel fornece garantia sanitaria relativamente a este produto, que
juntamente com a aplicagéo de boas praticas de higiene em toda a cadeia de produgéo, vai
permitir fornecer ao consumidor um produto seguro e de qualidade (PAN 2008-2010).

O controlo de residuos € uma das exigéncias da legislacdo e o mel esta incluido (Directiva
96/23 de 29 de Abril, Decreto-Lei n? 148/99 de 4 de Maio, Decisdo 97/747 de 27 de
Outubro). O Plano Nacional de Controlo de Residuos (PNCR) cumpre essa exigéncia, com
analises de amostragens aleatérias em funcdo da produgcdo anual (PAN 2008-2010). As
substancias a pesquisar no caso do mel sdo: Grupo A 6 — substancias veterinarias nao
autorizadas (Quadro 2, substancias proibidas, do Regulamento n® 37/2010); Grupo B 1 —
substancias antibacterianas, incluindo sulfamidas e quinolonas; Grupo B 2 ¢ — carbamatos e
piretroides; Grupo B 3 a — compostos organoclorados incluindo os PCB; Grupo B 3 b —
compostos organofosforados; Grupo B 3 ¢ — elementos quimicos (metais pesados)
(Directiva 96/23 de 29 de Abril).

No ano 2008 foram colhidas 164 amostras de mel e os resultados indicaram 1 amostra ndo
conforme (substancia antibacteriana). Nos Postos de Inspeccdo Fronteiricos (PIF) foram
colhidas 2 amostras, as analises indicaram que uma das amostras continha substancia

proibida e a outra amostra continha substancia antibacteriana (PNCR, 2008).

1.5. Informacao ao consumidor — rotulo, o que deve constar

A embalagem que vai ser fornecida ao consumidor final, devera conter ou fazer-se
acompanhar de toda a informacao que a legislacdo exige e tem por finalidade informar de
forma clara o consumidor (Decreto-Lei n® 560/1999). O produtor pode prestar outras
informacgdes que julgue pertinentes, desde que nao induza o consumidor em erro.
A informagéo para o consumo € um dos direitos consagrados na Lei do Consumidor (Lei n®
24/1996). Toda a informacgao deve estar disponivel em portugués, sem prejuizo da utilizacdo
de outros idiomas (Decreto-Lei n® 560/1999, Decreto-Lei n® 238/1986).
Assim, devem figurar no mesmo campo visual a denominacdo de venda, a quantidade
liquida em quilograma ou grama e a data de durabilidade minima. Deve ainda constar o
nome ou firma ou denominacédo social, a morada do fabricante ou do embalador ou de um
vendedor estabelecido na UE, as condi¢6es especiais de conservacao, o local de origem ou
proveniéncia, a indicagcdo que permite identificar o lote precedido da letra “L”. Estas séo as
mencdes obrigatérias na rotulagem (Decreto-Lei n® 560/1999).
As denominagdes de venda variam consoante o tipo de mel. Assim com base na sua origem
considera-se o mel de néctar ou mel de flores e 0 mel de melada. Com base no modo de
producdo e/ou apresentacdo, mel em favos, mel com pedacos de favos, mel escorrido, mel
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centrifugado, mel prensado, mel filtrado. Existe ainda o mel para uso industrial, em cuja
rotulagem e na proximidade da denominagdo de venda deve constar a expressao “Apenas
para uso culinario”. Estas denominagbdes podem ser substituidas apenas por “mel”, excepto
para o caso de mel filtrado, mel em favos, mel com pedacgos de favos e mel para uso
industrial. A denominagéo de venda pode ser adicionada informacao sobre a origem floral ou
vegetal do mel, origem regional, territorial ou topografica ou ainda referéncias a critérios de
qualidade especificos. As regras especiais, relativas aos méis com Denominacao de Origem
Protegida (DOP) e aos de Modo de Producédo Biologico (MPB), deverdo também ser
observadas (Decreto-Lei n® 214/2003, Decreto-Lei n® 560/1999, Regulamento n® 510/2006
de 20 de Margo, Regulamento n? 834/2007 de 28 de Junho).

A quantidade liquida contida na embalagem devera ser expressa em massa, seguido do
simbolo da unidade de medida utilizada, quilograma (kg) ou grama (g) (Decreto-Lei n®
214/2003, Decreto-Lei n® 560/1999, Decreto-Lei n® 199/2008).

A data da durabilidade minima devera constar na rotulagem. E da responsabilidade de quem
elaborou o rétulo, fabricante, embalador ou vendedor na Unido Europeia. O periodo da
durabilidade para o mel ndo esta previsto em diploma legal, mas devera ser tal que garanta
que os factores de composigao e qualidade sias normas legais. Devera ser indicado 0 més e
0 ano ou s6 0 ano se a durabilidade for superior a 18 meses, antecedida da mengao
“Consumir de preferéncia antes do fim de...” (Decreto-Lei n® 214/2003, Decreto-Lei n®
560/1999, Codex Stan 12 — 1981, Decreto-Lei n® 199/2008).

Devera também constar o nome ou firma ou denominagao social e a morada do fabricante
ou do embalador ou de um vendedor estabelecido na Unido Europeia, que é o responsavel
pelo produto e pela rotulagem (Decreto-Lei n® 560/1999). Se o apicultor € o embalador
devera constar o numero de apicultor (unidade de producdo primaria), sujeito a registo na
Direccdo Geral de Veterinaria; o niumero de registo coincide com o numero de apicultor.
Caso se trate de um estabelecimento, que procede a extracgdo ou processamento do mel
ou outros produtos apicolas com destino a introdugcao no mercado, o licenciamento é
necessario, sendo-lhe atribuido a marca de identificacdo, nimero de controlo veterinario,
que deve constar na rotulagem (Decreto-Lei n? 214/2003, Decreto-Lei n® 560/1999, Decreto-
Lei n® 1/2007, Regulamento n® 852/2004). Deste modo o consumidor sabe a quem
contactar, em caso de reclamacao ou da necessidade de informagdes sobre o produto.

As condigbes de conservagao sao todas as indicagbes que ajudem a preservar a qualidade
do mel, como por exemplo conservar o produto em lugar fresco, conservar o produto ao
abrigo da luz ou os cuidados a ter em relagdo a humidade.

O rétulo deve mencionar o pais ou paises de origem em que o mel foi colhido, mas esta
indicacdo pode ser substituida por “Mistura de méis CE”, “Mistura de méis nao CE”, “Mistura
de méis CE e ndo CE” (Decreto-Lei n? 214/2003). O pais de origem dos lotes que compdem
o produto deve igualmente constar do rétulo (Decreto-Lei n? 1/2007).
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A indicacéo do lote deve ser precedida da letra “L”. Diz respeito ao conjunto de unidades de
venda que foi produzido, fabricado ou embalado em circunstancias idénticas, um dos
elementos fundamentais no que diz respeito a rastreabilidade. A indicacdo do lote é da
responsabilidade do produtor, embalador ou primeiro vendedor estabelecido na Unido
Europeia (Decreto-Lei n® 560/1999, Regulamento n® 178/2002).

De acordo com o artigo 16° do Regulamento n? 178/2002 toda a informagéo fornecida deve
ser clara de modo a néo induzir o consumidor em erro. Deve ser facilmente visivel e legivel,
com uma redacgdo correcta, clara e precisa; ndo deve ser atribuido ao produto
caracteristicas que nao possua (Decreto-Lei n® 560/1999).

1.6. Legislacao referente ao mel

A legislagao relativa a rotulagem do mel foi revista no capitulo anterior.
Neste capitulo sdo apresentadas as pegas legislativas referentes a caracterizagéo e
composicao do mel (Decreto-Lei n® 214/2003), ao regime juridico da actividade apicola e
normas sanitarias de defesa contra as doencgas das abelhas (Decreto-Lei n® 203/2005), a
condicbes de higiene dos locais de extraccdo (Decreto-Lei n® 1/2007 e Portaria n?
699/2008), a acgdes de melhoria das condigdes de produgdo e comercializagdo dos
produtos da apicultura (Regulamento n® 797/2004), aos organismos de controlo e
certificacdo do mel DOP (Regulamento n® 510/2006) e ao Modo de Produgéo Bioldgico
(Regulamento n® 834/2007, Regulamento n® 889/2008).
O mel é um produto alimentar de origem animal (Regulamento n® 853/2004) e a sua
producdo é considerada producédo primaria (Regulamento n® 178/2002; Regulamento n®
853/2004). Estao assim incluidas as operac¢des conexas a producao de mel como a criagao
de abelhas, mesmo quando os apiarios estdo situados distantes das instalagdes do
apicultor, a recolha e transporte dos quadros das colmeias, a extraccdo e o
acondicionamento ou a embalagem do mel nas instalagbes do apicultor. Todas estas
operacdes devem obedecer ao Anexo | do Regulamento n® 852/2004, respeitantes as
disposigcbes relativas a higiene, manutencdo de registos e codigos de boas praticas). As
regras do fornecimento directo, do apicultor ao consumidor final ou a estabelecimentos de
comércio retalhistas, de pequenas quantidades de mel, sdo fixadas por cada um dos
Estados Membros, o mesmo sucedendo para a definicdo de pequena quantidade (500 kg
por ano, para o mel). Esta actividade de fornecimento directo carece de registo na DGV
(Portaria n® 699/2008).
O Decreto-Lei n® 1/2007 prevé dois tipos de processos, de registo ou de aprovagao,
consoante a classificacdo do estabelecimento que é determinada pela origem e destino do
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produto: unidades de produgao primaria e estabelecimentos. Os estabelecimentos sdo os
que procedem a extraccdo ou processamento de mel ou outros produtos apicolas, com
destino a introducdo no mercado. Os estabelecimentos carecem de aprovacao, concedida
no ambito do processo de licenciamento, e respectiva atribuicdo da marca de identificacao.
As unidades de produgdo primaria, procedem as operagdes conexas em mel ou outros
produtos apicolas provenientes da sua propria exploragdo, com destino aos
estabelecimentos ou ao consumidor final ou ao comércio a retalho local nos limites do
distrito de implantacéao da unidade ou em representacdes temporarias de produtos regionais.
A unidade de produgéo primdria carece de registo e o numero de registo é coincidente com
o numero de apicultor. Os estabelecimentos deverdo obedecer ao Anexo |l do Regulamento
n? 852/2004 (requisitos gerais de higiene aplicaveis a todos os operadores das empresas do
sector alimentar) devendo implementar um programa de seguranga alimentar através da
implementagédo de um programa de pré requisitos e um plano HACCP (Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controlo).

O Decreto-Lei n® 214/2003 transpde a Directiva 2001/110/CE, relativa ao mel. No seu Anexo
| define mel, principais tipos de mel consoante a origem (mel de néctar ou mel de flores e
mel de melada) ou consoante o0 modo de produgéo e/ou apresentacao (mel em favos, mel
com pedagos de favos, mel escorrido, mel centrifugado, mel prensado, mel filtrado). O
Anexo Il diz respeito aos critérios de composigcao dos méis, como referido na Tabela 2.

O regime juridico da actividade apicola e as normas sanitarias para a defesa contra as
doencgas das abelhas sdo estabelecidos pelo Decreto-Lei n® 203/2005. Refere os registos da
actividade apicola (registo do apicultor na DGV, registo e condigbes de comércio da cera de
abelha), a localizacdo dos apiarios (implantagcdo e densidade de implantagédo), base de
dados informatizada relativa ao efectivo apicola e comunicagbes as entidades competentes,
sanidade apicola (doengas de declaragao obrigatéria, programa sanitario), zonas sanitarias
(reconhecimento e obrigagées nas zonas controladas) e as sang¢des. Os modelos de registo
constam do Despacho n? 3838/2006 e as indemnizagdes a atribuir aos produtores apicolas
na sequéncia de abates sanitarios do Despacho n® 14 536/2006. As condigdes de policia
sanitaria estao definidas na Directiva 92/65/CEE e Decisdo 2003/881/CE e suas alteragdes.

As accbes de melhoria tendo em vista melhorar as condicbes de producao e
comercializacao dos produtos da apicultura sdo estabelecidas no Regulamento n® 797/2004
e para o efeito cada Estado devera elaborar um programa nacional para um periodo de trés
anos (em Portugal — Programa Apicola Nacional Triénio 2008-2010). As acgdes incluidas
sao assisténcia técnica aos apicultores e seus agrupamentos, racionalizacdo da
transumancia, medidas de apoio aos laboratérios de andlise das propriedades fisico-
qguimicas do mel, medidas de apoio ao repovoamento do efectivo apicola, colaboragcdo com
programas de investigacao na area da apicultura e produtos de apicultura.
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Em relagdo aos méis com Denominagdo de Origem Protegida (DOP) o Regulamento n®
510/2006 estabelece o quadro juridico; o Modo de Produgéo Biologico (MPB) é regido pelo
Regulamento n? 834/2007 e pelo Regulamento n® 889/2008 de 5 de Setembro.

1.7. Contaminantes do mel

Define-se como contaminante todas as substancias que nao foram intencionalmente
adicionadas aos alimentos. Podem estar presentes durante a produgdo, embalamento,
transporte ou armazenamento e podem também resultar de contaminagédo ambiental. Como
a sua presenca nos alimentos tem geralmente um impacto negativo na saude dos
consumidores a UE tomou medidas para minimizar a sua presenga (limites maximos,
monitorizagdo, sistema de alerta, promogao de boas praticas, investigacdo) (Comissao
Europeia, 2008).

O mel apesar de produto natural, & produzido num ambiente mais ou menos poluido. Os
contaminantes do mel podem ser oriundos do ambiente (com fonte agricola ou ambiental
propriamente dita) ou das praticas apicolas, nomeadamente residuos provenientes de
produtos de tratamento das doencas das abelhas, dos materiais da colmeia, da cera
contaminada, dos protectores da madeira, do equipamento usado na extraccdo de mel
(Bogdanov, 2006; Rissato, Galhiane, Almeida, Gerenuti, Apon, 2007; Rial-Otero, Gaspar,
Moura, Capelo, 2007; Kujawski & Namiésnik, 2008).

1.7.1. Contaminantes de natureza quimica

O néctar, a melada, o polen e os exsudados das plantas sdo as matérias-primas dos
produtos das abelhas e podem estar contaminadas por xenobiéticos presentes no ar, agua,
plantas e solo sendo depois transportadas para a colmeia pelas abelhas (Bogdanov, 2006).

1.7.1.1. Metais pesados

O ar e o solo contém metais pesados, provenientes da industria, incineradoras e motores

dos carros entre outros, que podem contaminar as abelhas e os seus produtos.

O cadmio ocorre naturalmente no ambiente como resultante de emissbées vulcanicas e

erosao das rochas, ainda que outras actividades também o possam libertar para o ambiente

como a incineracao do lixo, a queima de combustiveis fosseis ou o0 uso de fertilizantes que o

contenham. Qualquer destas fontes pode originar contaminacédo do ambiente e o cadmio ser
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transportado do solo para as plantas e contaminar o néctar. Uma pequena porgéao pode ser
transportada por via aérea, principalmente na vizinhanga de incineradoras e metallrgicas
(Jones, 1987; Bogdanov, 2006; EFSA, 2009; Pohl, 2009).

Nao existem valores de LMR estabelecidos para o mel. Os valores de cadmio que tém sido
detectados em mel situam-se entre 0,001 e 0,113 mg/kg (Bogdanov, 2006).

Os perigos para a saude humana estao associados com a sua eliminagao muito lenta (semi
-vida de 10 a 30 anos), além de efeitos graves no sistema urinario e ésseo (EFSA, 2009). A
International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou o cddmio e os seus
compostos no Grupo1, carcinogénico para humanos (IARC, 2009).

O chumbo geralmente néo é transportado pelas plantas. Transportado pelo ar, com origem
principalmente dos combustiveis dos motores, atinge directamente o néctar. Nao ha valores
de LMR estabelecidos para o mel. Os valores de chumbo que tém sido detectados no mel
situam-se entre 0,001 e 1,8 mg/kg. Espera-se que a contaminagdo por chumbo diminua
devido ao uso de outro tipo de motores e de combustiveis. Dados Suicos de 1984
apresentam uma concentracao no mel de 0,2 mg/kg, enquanto que dados de 2000 a 2002
apresentam uma concentracdo de 0,04 mg/kg (Bogdanov, 2006). A contaminagdo do mel
em areas poluidas e nao poluidas nédo é significativamente diferente, mas valores mais
elevados tém sido detectados em mel proveniente de areas poluidas (Bogdanov, 2006). As
repercussées na saude humana, estdo relacionados com efeitos crdnicos no sistema
digestivo (coélicas), sistema sanguineo (anemia), sistema cardiovascular (elevacdo da
pressdo sanguinea) e repercussées no neurodesenvolvimento fetal com diminuicdo da
capacidade de aprendizagem em criangas (SCOOP, 2004). A IARC (2009) classificou o
chumbo inorgénico no Grupo 2 A, agente provavelmente carcinogénico para humanos e o
chumbo orgéanico no Grupo 3 (ndo é classificavel em relagdo a sua carcinogenicidade em

humanos com base em evidéncia inadequada dos estudos em humanos e animais).

Niquel e mercuario tém sido estudados em mel. Os valores de niquel detectados em mel
variam de 0,004 a 3,23 mg/kg e os valores de mercurio entre 0,0005 e 0,212 mg/kg
(Bogdanov, 2006).

1.7.1.2. Radioactividade

A maior parte dos is6topos radioactivos encontrados em mel s&o o is6topo de potassio “K e
o is6topo de césio '*'Cs (expressa-se em Becquerel por kg, Bg/kg). A radioactividade nao é
um problema corrente em mel, mas ap6s acidentes termonucleares os produtos devem ser

controlados antes do seu consumo (Bogdanov, 2006).
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Apds o acidente de Chernobyl (26 de Abril de 1986), o Regulamento n® 737/1990 fixou um
limite maximo de 370 Bg/kg para leite e produtos lacteos e 600 Bg/kg para todos os outros

produtos alimentares.

1.7.1.3. PCB’s — contaminantes organicos

Os compostos bifenilpoliclorados (PCB’s), juntamente com pesticidas (aldrina, dieldrina,
endrina, clordano, DDT, hepatocloro, toxafeno, murex, hexaclorobenzeno,
hexaclorociclohexano) e substancias resultantes de processos industriais (dioxinas e
furanos) formam o grupo dos Poluentes Organicos Persistentes (POP’s), que sao
substancias quimicas, que persistem no ambiente, bioacumulam-se através da cadeia
alimentar e podem causar efeitos adversos na saude humana e no ambiente (WHO-Europe,
2003).

As quantidades de compostos bifenilpoliclorados encontrada em mel sdo normalmente
baixas e seguras (Bogdanov, 2006).

A UE recomendou (Recomendacdo da Comissdo 2006/88/CE) que os paises devem
investigar e identificar a fonte de contaminacdo e tomar medidas para reduzir ou eliminar

essa fonte.

1.7.1.4. Pesticidas usados na agricultura

Pesticida é uma substéncia ou mistura de substancias que anula, destréi, repele ou diminui
a capacidade de um organismo competir com outros. Podem ser classificados de acordo
com o alvo de acgdo, o organismo especifico a ser controlado ou eliminado (insecticida,
acaricida, fungicida, rodenticida, herbicida), ou com a acc¢do quimica (organofosforado,
organoclorado, carbamatos, piretroides, etc.) (Santos, 2002).

O Regulamento n® 396/2005, define residuos de pesticidas como os residuos, incluindo
substancias activas, metabolitos e/ou produtos de degradacdo ou de reacgao de
substancias activas utilizadas actualmente ou anteriormente em produtos fitofarmacéuticos
(definido na Directiva 91/414/CEE), presentes no interior ou a superficie dos produtos
enumerados no Anexo | do Regulamento n® 396/2005, incluindo, nomeadamente, os que
possam surgir como resultado de uma utilizagdo fitossanitaria, em medicamentos
veterinarios ou como biocidas. O objectivo é salvaguardar quer o ambiente quer a saude
publica. O Anexo |, publicado no Regulamento n® 178/2006, enumera 0s géneros
alimenticios e os alimentos para animais aos quais se aplicam limites maximos de residuos
de pesticidas e o mel esta enumerado nesse Regulamento. O Limite Maximo de Residuos

(LMR) é o limite maximo legal de concentracao de um residuo de pesticida no interior ou a
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superficie de géneros alimenticios ou alimentos para animais, fixada com base em BPA
(Boas Praticas Agricolas) e na menor exposi¢ao possivel dos consumidores necessaria para
proteger os consumidores vulneraveis (Regulamento n® 396/2005).

Os insecticidas que tém sido examinados em méis europeus incluem-se nos grupos dos
organoclorados, organofosforados e carbamatos.

Organoclorados

Os organoclorados sao derivados do clorobenzeno, ciclohexano ou do ciclodieno. Séao
utilizados como insecticidas, acaricidas, nematicidas e fungicidas. Interferem na transmissao
axonica do impulso nervoso devido ao bloqueio dos canais de sodio, impedindo assim a
saida do potassio intracelular, que conduz a uma reducéao do limiar da membrana. Possuem
na sua composicao hidrogénio, carbono e cloro. S&o caracterizados pela sua alta
lipofilicidade e estabilidade quimica, de onde resulta um prolongado efeito residual, alta
persisténcia no ambiente e bioacumulagdo. Pertencem a este grupo, entre outros, o DDT
(diclorodifeniltricloroetano), HCH (hexaclorociclohexano) e seus isomeros (a-HCH, B-HCH,
y-HCH), aldrina e dieldrina, clordano e toxafeno (Santos, 2002).

O lindano foi um dos pesticidas escolhidos para a realizacdo da sua deteccao no mel.

Lindano é o isdbmero gama (y-HCH) do hexaclorociclohexano, é um composto
organoclorado com o numero CAS (Chemical Abstract Service) 58-89-9, férmula molecular
CeHsClg (Figura 12) (WHO, 2004).

Foi usado como insecticida de largo espectro para tratamento de sementes, aplicagdes
foliares, tratamento de arvores e madeira e contra ectoparasitas em aplicacoes veterinarias
e humanas. Devido as suas propriedades fisico-quimicas (suficientemente volatil,
solubilidade na &agua), pode ser transportado a longas distancias sendo encontrado em
locais onde nunca foi usado (Artico). E um poluente organico persistente. Acumula-se no ar,
agua, solo e na cadeia alimentar, ja que sendo lipossoluvel, permite bioacumulagcao (WHO-
Europe, 2003; POPRC, 2007).

Figura 12 — Férmula do Lindano
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Actua inibindo o impulso nervoso normal por competicdo com o neurotransmissor acido
gamma-aminobutirico (GABA), bloqueia a porta de entrada dos canais de cloro dos

neurénios e impede a passagem do impulso nervoso normal, que resulta em actividade
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neuronal excessiva. GABA ¢é o principal neurotransmissor inibidor de insectos e mamiferos
(Casida & Quistad, 2004).

A WHO (World Health Organization) classificou o lindano no grupo Classe I,
moderadamente perigoso, com DLs, de 88 mg/kg (WHO, 2004).

A 1ARC classificou lindano no grupo 2B, possivelmente carcinogénico para humanos (IARC-
2009).

O LMR do lindano no mel é de 0,01 pg/kg (Regulamento n® 149/2008).

O seu uso foi proibido na Unido Europeia em 2000 (Decisdo da Comissao 2000/801).

Organofosforados

Surgiram da tecnologia quimica utilizada para desenvolver gases de guerra durante a
Segunda Guerra Mundial. Quimicamente sdo ésteres do acido fosférico. De um modo geral
sao mais téxicos para os vertebrados que os organoclorados, mais instaveis quimicamente e
nao persistem no meio ambiente (Santos, 2002).

No grupo dos organofosforados estao incluidos todos os insecticidas que contém fésforo.
Pertencem a este grupo, entre outros, o paratido, malatido, diazindo, diclorvos, cumafos. O
cumafos foi um dos pesticidas escolhidos para a realizagcao da sua detec¢do no mel.
Cumafos € um composto organofosforado, com o numero CAS 56-72-4 (WHO, 2004),
férmula molecular C44H6CIOsP5 (Figura 13).

Figura 13 — Formula do Cumafos
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Actua como inibidor irreversivel da acetilcolinesterase, concentrada nas terminacoes
nervosas dos nervos colinérgicos e responsavel pela hidrolise da acetilcolina, que é o
principal neurotransmissor excitador do sistema nervoso central e do sistema nervoso
periférico dos mamiferos, mas s6 do sistema nervoso central dos insectos. Os
organofosforados, actuando como inibidores, causam acumulagdo da acetilcolina de que
resulta uma excessiva estimulagdo dos receptores colinérgicos (EMEA, 2001; Casida &
Quistad, 2004).
A WHO (2004) classificou o cumafos no grupo Classe IB, altamente perigoso, com DLs, de
7,1 mg/kg.
E utilizado com a intencdo de controlar a varoose, doenca das abelhas provocada por um
acaro, Varroa destructor, que contamina crias e abelhas adultas (DGV, 2009).
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Consta da listagem (27 de Abril de 2009) dos Produtos de Uso Veterinario com autorizagao
de venda em Portugal, para uso como acaricida nas abelhas (produto comercial Perizin,
APV n? 28/88 DGP) e como anti-parasitario externo nas espécies pecuarias € no cao.
Quando aplicado numa colbnia de abelhas, pelo menos um quarto da quantidade total
aplicada atinge o aparelho digestivo das abelhas. A transferéncia entre abelhas também
ocorre e concentra-se no mel e na cera (EMEA, 2001).

O LMR de cumafos no mel é de 100 ug/kg de acordo com o Regulamento n® 37/2010.

O residuo marcador € cumafos pois 0s seus metabolitos (chlorferron, coroxon, potasan)
estdo abaixo do limite de deteccdo do método analitico. O método proposto para
determinacdo quantitativa é a Cromatografia Gasosa com detector de captura electronica
(GC-ECD) (EMEA, 2001).

Carbamatos

Grupo de pesticidas que incluem compostos que funcionam como insecticidas, herbicidas,
fungicidas e anti bacterianos. Foram desenvolvidos a partir de produtos naturais,
nomeadamente sementes de Calabar (Physostigma venenosum) cujo principio activo € a
fisiostigmina vulgarmente conhecido por eserina, derivado do acido carbamico. Pertencem a
este grupo, entre outros o primicarb, aldicarb, carbaril, metiocarbe. Actuam por inibicao
reversivel da acetilcolinesterase, enzima responsavel pela hidrélise da acetilcolina. Os
efeitos sdo semelhantes aos da exposicao aos organofosforados. O efeito dos carbamatos é
de duracdo mais curta, porque o complexo formado entre o carbamato e a enzima se
decompde facilmente (Santos, 2002).

O metiocarbe sulféxido foi um dos pesticidas escolhidos para a realizacdo da sua detecgéao
no mel. Metiocarbe sulféxido (CAS n® 2635-10-1) (Figura 14) € um composto carbamato
produto de degradacao do Metiocarbe (CAS n® 2032-65-7), bem como o Metiocarbe sulfona
(CAS n? 2179-25-1).

A WHO (2004) classificou o metiocarbe no grupo Classe IB, altamente perigoso, com DLsg
de 20 mg/kg.

Figura 14 — Formula do Metiocarbe sulfoxido

As autorizagdes de venda do metiocarbe dizem respeito ao seu uso como repelente no
tratamento de sementes, insecticida e moluscicida (Directiva 91/414/CEE). Consta da
Listagem de Produtos Fitofarmacéuticos com autorizacdo de venda em Portugal (12 de
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Novembro de 2009) com os produtos comerciais Draza (APV 3632), Mesurol 50 (APV 3633)
e Mesurol anti lesma (APV 3660).

O LMR do metiocarbe (soma de metiocarbe, metiocarbe sulfoxido e sulfona, expressa em
metiocarbe) no mel é de 0,05 pg/kg (Regulamento n® 839/2008).

1.7.1.5. Contaminantes provenientes das praticas apicolas

Varios produtos sdo usados com a intencdo de controlar as doencas das abelhas,

constituindo uma fonte importante de contaminacao do mel.

Acaricidas

Os produtos mais utilizados pelos apicultores sdao o cymiazol, tau-fluvalinato, amitraz,
flumetrina e cumafos. Utilizados no controle da Varroa destructor, sao uma fonte importante
de contaminacdo. Apds os tratamentos, estes acaricidas sintéticos acumulam-se na cera
(s&o lipossoluveis) e contaminam o mel (Bogdanov, 2006).

O amitraz foi um dos pesticidas escolhidos para a realizagdo da sua detecgdo no mel
(Figura 15). E uma formamida, insecticida e acaricida, N¢ CAS 33089-61-1.

Figura 15 — Formula do Amitraz
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O mecanismo de accao esta relacionado com actuagcdo nos receptores da octopamina
(neurotransmissor excitador), agem como agonistas da octopamina, ligando-se aos seus
receptores e aumentando o estado de excitagdo do organismo alvo (Santos, 2002).

A WHO classificou o amitraz no grupo Classe lll, levemente perigoso, com DLs, de 800
mg/kg (WHO, 2004).

O amitraz é usado como pesticida nos pomares, campos de algoddao e em aplicagbes
topicas no controle de ectoparasitas do gado. Nao consta da lista de substancias activas
autorizadas em produtos fitofarmacéuticos (Directiva 91/414).

Em apicultura o amitraz é usado para o controlo da varoose. O produto comercial com
autorizacdo de venda em Portugal (APU n%41/96 DGV) é o Apivar (Produtos de Uso
Veterinario Autorizados, de 27 de Abril de 2009).

O LMR no mel é de 200 pg/kg e compreende a soma de amitraz e de todos os seus
metabolitos com a fraccdo 2,4-DMA, expressa sob a forma de amitraz (Regulamento n®
37/2010).
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A EMEA (European Medicines Agency) indica como método de analise a Cromatografia
Gasosa com Detector de Captura Electrénica (GC-ECD) com limite de quantificacdo 50
ug/kg para o mel e cera (EMEA, 1999).

Devido ao aparecimento de resisténcias aos acaricidas sintéticos os apicultores recorreram
a medidas alternativas usando substancias nao téxicas como timol e acidos organicos
(oxalico e formico); estes ocorrem também naturalmente no mel. Usados adequadamente os
residuos no mel sdo baixos e seguros, ndo conferindo sabores estranhos ao produto
(Bogdanov, 2006).

Antibioticos

Residuos de antibiéticos no mel podem ser provenientes do tratamento de doengas das
abelhas como a Loque Americana e a Loque Europeia. Tratamentos com antibiéticos néo
sao permitidos na UE, o que pode ndo acontecer em paises terceiros. Assim, nao foram
estabelecidos LMR para antibiéticos no mel e nao é permitida a venda de mel com residuos
de antibiéticos (Regulamento n? 37/2010; Bogdanov, 2006).

Outras substancias usadas na apicultura

Substancias usadas para o controlo da traga da cera, como o para-diclorobenzeno e o
naftaleno, podem contaminar também o mel.

Protectores da madeira usada nas colmeias e tintas podem igualmente contaminar a cera e
o mel.

Contentores inapropriados de armazenamento também podem originar residuos no mel,
nomeadamente metais pesados. A semicarbazina, oriunda das tampas das embalagens de
mel, podera também estar presente (Bogdanov, 2006).

1.7.2. Contaminantes microbiolégicos

O mel é um alimento que apresenta pH &cido, humidade e actividade da agua baixa (aw),
viscosidade elevada, concentracdo de acglcares e pressdao osmotica alta, condi¢cdes que
fazem com que o mel tenha um substrato pouco favoravel ao desenvolvimento bacteriano.
Por outro lado, o mel tem propriedades distintas que inibem ou destroem a maior parte dos
microrganismos. Os microrganismos que poderdo estar presentes no mel sdo os que
suportam a concentragdo elevada de agucar, acidez e caracter antimicrobiano do mel,
principalmente leveduras, fungos e bactérias formadoras de esporos. Nunca foram isoladas
do mel formas vegetativas de espécies bacterianas potencialmente patogénicas e o
crescimento bacteriano em mel nao foi relatado (Snowdon & Cliver, 1996; Martins, Martins,
Bernardo, 2003).
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As fontes de contaminagao primaria incluem pdlen, tracto digestivo das abelhas, po, ar,
sujidade e néctar das flores, as quais sao dificeis de controlar. As fontes de contaminacgéao
secundaria sdo as mesmas dos outros alimentos, como 0s manipuladores através de feridas
infectadas, espirros e contaminacdo fecal; a contaminacao cruzada a partir de animais ou
produtos animais; o equipamento, a partir de residuos de alimentos ou agua; estas fontes
sao controladas pela implementacéo de Boas Praticas de Fabrico (Snowdon & Cliver, 1996).

Os fungos estao associados ao conteudo intestinal das abelhas, a colmeia e ao ambiente
onde as abelhas colhem o néctar.

Tysset et al. (1970), citado por Snowdon e Cliver (1996), detectou em mel Ascosphaera,
Aspergillus, Cephalosporium e Penicillium, com uma média de média 250 ufc/g de mel, e
uma variacao de 0 a 2500 ufc/g. Os mesmos autores (citando Piana et al.,, 1991) afirmam
gue em amostras de mel italiano, os niveis de fungos encontrados foram muito baixos, de 1
a 43 ufc/g de mel.

Nenhum dos fungos listados como podendo sobreviver em ambientes com uma actividade
da agua da ordem de 0,7-0,605 (Chrysosporium, Eurotium, Monascus, Xeromyces
bisporium) foram isolados de mel ou abelhas. Outros factores para além da presséao
osmoética e a actividade da agua baixa podem ser importantes na explicagdo de como os
fungos aparecem no mel (Snowdon & Cliver, 1996).

Um estudo, realizado por Martins et al. (2003), utilizando 80 amostras de mel multifloral
colhidas aleatoriamente a partir do comércio ndo especializado da cidade de Lisboa,
identificou trés géneros de bolores: Aspergillus, Penicillium e Mucor. Estas espécies,
potencialmente patogénicas, e a contaminagado por toxinas (micotoxinas) constituem um
perigo, pois entre as micotoxinas, as aflatoxinas constituem uma ameaca a saude humana
pois sao toxigénicas, carcinogénicas, e teratogénicas, para além de representarem perdas
economicas devido a contaminacdo de alimentos. No referido estudo ndo se detectaram
aflatoxinas em qualquer amostra.

Snowdon e Cliver (1996) concluem que as contagens elevadas de fungos podem ser
indicativas de contaminagéo recente, oriunda talvez do ambiente que rodeia o local onde as
abelhas colhem o néctar, da colmeia ou do equipamento de processamento do mel. Estes

podem encontrar-se no mel mas nao se multiplicam.

As principais leveduras encontradas no mel pertencem ao género Saccharomyces, ainda
que outros géneros tenham também sido referidos como por exemplo Rhodotorula,
Debaryomyces, Hansenula, Lipomyces, Qosporidium, Pichia, Torulopsis, Trichosporum,
Nematospora, Schizosaccharomyces, Schwanniomyces, Torula e Zygosaccharomyces.

Constituem um problema no que diz respeito ao mel pois podem crescer em ambiente acido
e nao sao inibidas pela sacarose, podem crescer com o nivel de agua que existe no mel e
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provocar a sua fermentagdo. As condigbes que favorecem a fermentagcdo do mel sédo o
aumento de humidade, temperatura moderada, granulacdo, contagem de leveduras
elevadas, presenga de cinzas e azoto. A fermentacdo ocorre geralmente em ambientes
como o cimo dos contentores de armazenamento do mel onde o conteldo em &agua se
encontra elevado, a concentracdo de leveduras é proporcional a quantidade de agua
disponivel e a fermentacédo é proporcional a concentracao de leveduras. Estdo envolvidas
em actividades de deterioracdo do mel pela produgdo de enzimas, producado de toxinas,
conversdo metabodlica do alimento, produgédo de factores inibitorios para microrganismos
competidores, para além de que o mel com contagem elevada de leveduras nao é palatavel
nem vendavel o que tem repercussdes economicas.

A contagem de leveduras em amostra de mel recolhidas no mercado geralmente nao
excede algumas centenas de ufc/g, mas tém sido encontradas variagées de 1 a 3500 ufc/g
(Snowdon & Cliver, 1996).

No estudo de Martins et al. (2003) as espécies de leveduras identificadas (Candida humicola
e Saccharomyces sp.) foram detectadas com uma frequéncia elevada e com niveis altos de
contaminacéo, 75% das amostras continham Candida humicola num teor entre 10% e 10*
ufc/g e 88,8% das amostras continham Sacchraromyces num teor de contaminagao entre
10% e 10* ufc/g. Conclui que estes microrganismos s&o provavelmente bons indicadores da
qualidade microbioldgica do mel.

A contagem de bactérias aerdbias em amostras recolhidas no mercado revelou contagens
entre 83 ufc/g e 227 ufc/g e dados da industria indicam que a variagao se situa entre 1 e 500
ufc/g. Foram encontradas E. coli, Enterococcus, clostrideos sulfito redutores,
Staphylococcus e muitas outras espécies em estudos de varios autores. A variagdo do
namero de bactérias parece depender do tipo de amostra (mel em favos, mel recém
extraido, mel do mercado), da idade do mel, tempo da cresta e do método analitico. Estas
formas vegetativas parecem ter sido introduzidas no mel por contaminagdo secundaria (0
gue explica também as contagens elevadas por vezes encontradas) e aparecem no mel de
forma esporadica (Snowdon & Cliver, 1996).

Nenhuma forma vegetativa de espécies bacterianas causadoras de doenga foi encontrada
no mel (Snowdon & Cliver, 1996). Devido as suas caracteristicas (70-80% de acgucares, pH
entre 3-4) o mel permite a sobrevivéncia de flora esporulada (Monetto et al., 1999).

Esporos bacterianos, particularmente os do género Bacillus, sdo regularmente encontrados
no mel, em niveis variando entre 1 e 67 esporos/g. A espécie predominante foi B. cereus
(em 48% das amostras), mas também foi encontrado B. coagulans, B. megatorium e B. alvei
(Snowdon & Cliver, 1996).

Num estudo efectuado em 433 amostras de mel da Argentina, 27% das amostras mostraram
conter Bacillus cereus e 14% Bacillus spp. Os resultados mostraram uma grande
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diversidade entre os isolados o que poderia estar relacionado com varias origens da
contaminacao bacteriana, como pélen, abelhas, cera, equipamento e pd. O mel nado tem
estado implicado em surtos de doenca causados pelo B. cereus (Lépez & Alippi, 2007).

A incidéncia de esporos de Clostridium botulinum no mel tem sido estudada pois sé@o
frequentemente relacionados com a incidéncia de botulismo infantil (EC, 2002).

O botulismo infantil foi reconhecido como entidade clinica e epidemioldgica distinta em 1976.
Ocorre em criangas com idade inferior a 12 meses como resultado de absorgéo da toxina
botulinica a partir do tracto intestinal e o mel foi o Unico alimento implicado (Midura,
Snowden, Wood, Arnon, 1979). Dados laboratoriais e epidemiol6gicos demonstraram que o
botulismo infantil resulta da ingestdo de organismos produtores de toxina botulinica (Midura,
1996). Na criancga, os esporos botulinicos podem germinar, colonizar o intestino e libertar a
toxina. A dose tdxica para humanos é desconhecida, mas sabe-se que para os ratos é
menor que 0,1 ng/kg constituindo um dos venenos naturais mais téxicos (Gibbs, 2002).

Alguns estudos indicam que esporos botulinicos podem ser detectados em cerca de 5% das
amostras de mel, sendo os teores encontrados geralmente inferiores a 1 esporo/g de mel. A
contagem de esporos € mais comum em amostras provenientes directamente dos apiarios
(23%), seguida por amostras provenientes dos tambores de mel (18%) e por fim amostras
provenientes do comércio (5%). O crescimento do Clostridium botulinum em mel nunca foi
demonstrado (Snowdon & Cliver, 1996).

Num estudo efectuado na Argentina, usando 45 amostras de mel de marcas comerciais, foi
detectada toxina botulinica e C. botulinum em 7% das amostras. Em duas amostras foi
identificado C. botulinum tipo A (uma das amostras esteve implicada num caso de botulismo
infantil) e noutra amostra C. botulinum tipo F. Foi detectado ainda Bacillus cereus em 78%
das amostras, com baixas contagens de até 10 000 esporos/kg (Monetto et al., 1999).

Num outro estudo efectuado em méis produzidos em paises Nérdicos (Dinamarca, Noruega,
Suécia) e em amostras provenientes directamente das colmeias e mel ap6s extrac¢do foram
detectados esporos de C. botulinum tipo B (Dinamarca e Noruega) e tipo E (Suécia),
(Nevas, Lindstrdm, Hautaméaki, Puoskari & Korleala, 2005). Realcam a alta prevaléncia de C.
botulinum na Dinamarca, que relacionaram com a elevada populagéo de suinos (Nevas et
al., 2005) e foi também isolado dos solos, pois 0s estudos indicam o ambiente como fonte
de esporos de C. botulinum e geralmente o organismo que causou botulismo infantil é
encontrado no solo e area onde a doenca ocorreu (Midura, 1996).

Esporos de Clostridium botulinum podem estar presentes no mel, mas nao podem germinar
e produzir a toxina. Alguns casos, embora raros, de botulismo infantil podem ser explicados
pela ingestdo de mel, pelo que o mel ndo deve ser consumido por criangas com idade
inferior a um ano (Bogdanov, 2006). Esta indicacdo podera com vantagem constar da
rotulagem ainda que nao seja obrigatério na legislacdo da UE.
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A Comissao Europeia analisou os perigos do Clostridium botulinum no mel e concluiu nao
ser necessario efectuar o exame microbiolégico ao mel uma vez que a incidéncia é
relativamente baixa e as andlises microbiol6gicas ndo previnem a ocorréncia do botulismo
infantil (EC, 2002).

Foram realizados estudos sobre a sobrevivéncia de bactérias patogénicas no mel, com a
introducao de formas vegetativas que ndo estdo normalmente presentes no mel. A perda de
viabilidade variou desde alguns dias até dois anos, com os autores a chamar a atengéo para
a necessidade de nao se introduzir esses organismos no mel e para a precau¢ao na

sobreestimacao das propriedades antimicrobianas do mel (Snowdon & Cliver, 1996).

Esporos de Bacillus e Clostridium, além de bolores e leveduras séo, entao, geralmente
encontrados no mel. Os fungos e leveduras sdo os Unicos microrganismos que tém sido
relatados com possibilidade de crescer no mel (Snowdon & Cliver, 1996). Algumas bactérias
podem sobreviver, no mel mas ndo crescer; os esporos podem persistir indefinidamente
(Lopez & Alippi, 2007). Formas vegetativas de bactérias patogénicas nunca foram
encontradas no mel, mas se introduzidas podem sobreviver por periodos longos,
principalmente a baixas temperaturas. A sobrevivéncia microbiana pode ser influenciada

pelo tipo de mel e o conteddo em agua (Snowdon & Cliver, 1996).

1.7.3. Deteccao de contaminantes

1.7.3.1. Deteccgéao de residuos de pesticidas no mel

Portugal em 2003 foi o pais Europeu (UE-27) que consumiu mais produtos fitofarmacéuticos
(predominando os produtos fungicidas), mais de 6 kg de ingrediente activo por hectare de
area agricola utilizada. Em 2005 foi o 4° pais Europeu com maior venda de pesticidas, mais
de 4 kg de ingrediente activo por hectare de area agricola utilizada. Estes valores justificam
que deva ser dada especial atengdo ao nivel de poluicdo do solo e da agua e ao impacto
dos fitofarmacéuticos nos insectos e invertebrados (Eurostat Pocketbooks, 2008; Eurostat
Yearbook, 2009).

A crescente procura de alimentos mais saudaveis e seguros, para atender a um consumidor
cada vez mais exigente, tem conduzido a que os residuos de pesticidas sejam dos mais
investigados e estudados, devido quer ao seu amplo uso quer a sua toxicidade. Assim tém
sido desenvolvidos varios estudos no sentido de encontrar métodos analiticos eficientes que

detectem e quantifiquem esses residuos em concentracées cada vez mais baixas.
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Varias técnicas de cromatografia tém sido usadas para detectar, identificar e quantificar
residuos de pesticidas no mel. Os aspectos a ter em consideracdo sdo os padrdes de
pesticidas, o pH durante a extracgao, o efeito da matriz, a técnica de extracgéo e a escolha
do método cromatogréfico para identificacao e quantificacao.

A qualidade das soluc6es padrao de pesticidas é influenciada pela luz, solvente utilizado
na sua preparagao, temperatura e tempo de armazenamento. Devem ser protegidas da luz e
a escolha do solvente para a sua preparacao deve ser cuidadosamente avaliada para evitar
a degradacao dos padroes. Os padroes apresentam maior estabilidade quando preparados
em n-hexano do que em metanol. A temperatura de armazenamento das solugdes padrao
de pesticidas tem também importancia e deve ser de 4 °C. Para prevenir erros superiores a
2% as solucdes padrao devem ser inutilizados ao fim de 30 dias. Em relagdo ao amitraz a
velocidade de formagédo de produtos de degradacdo € mais rapida, pelo que a solucao
padrao deve ser preparada diariamente (Bernal, Nozal, Jiménez, 1997).

O pH durante a extraccéo de pesticidas no mel € também um parametro importante porque
alguns pesticidas, como o amitraz, degradam-se a pH baixo (Corta, Bakkali, Berrueta, Gallo,
Vicente, 1999) enquanto outros, como o cumafos, se degradam a pH alto (Corta et al.,
2000).

A matriz mel pode afectar a extraccao eficiente de pesticidas, bem como a deteccao
aumentando ou diminuindo a resposta. Para contornar este problema devem ser efectuadas
ensaios de extraccdo e de recuperagdo e analise quantitativa em amostras em branco

fortificadas a diferentes niveis (Kujawski & Namiésnik, 2008).

A metodologia de extraccao é um passo crucial na preparagdo da amostra assim como o
passo de purificagdo (clean-up), que permite a eliminagao dos componentes interferentes. A
extracgao de pesticidas é baseada nas suas propriedades fisico-quimicas nomeadamente
polaridade, afinidade para os solventes, solubilidade, peso molecular e volatilidade
(Kujawski & Namiésnik, 2008). A extracgao de pesticidas no mel é geralmente feita por um
dos procedimentos: extracgdo com solventes ou extracgao liquido-liquido (SE - solvent
extraction), extracgao com fluido super critico (SFE - super critical fluid extraction), extracgao
de fase sélida (SPE - solid-phase-extraction), dispersao de matriz em fase sélida (MSPD -
matrix solid-phase dispersion), microextraccdo em fase soélida (SPME - solid-phase
microextraction), extrac¢do sortiva em barra magnética (SBSE - stir bar sorptive extraction)
(Rial-Otero et al., 2007; Ridgway, Lalljie, Smith, 2007; Preste, Friggi, Adaime, Zanella, 2009).
Qualquer destes procedimentos tem as suas vantagens e inconvenientes. A procura de um
método multiresiduos para pesticidas continua, pretendendo os investigadores que ele
apresente as seguintes caracteristicas: incluir o maior nimero de pesticidas possivel,
recuperacdes proximas dos 100%, capacidade de remogao dos compostos interferentes da
amostra, boa precisao e robustez, baixo custo, rapidez, facilidade de execugéo e seguranca

39



com a utilizagdo de pequenos volumes de solventes e de baixa toxicidade (Preste et al.,
2009).

Os primeiros métodos multiresiduos datam de 1960 e foram desenvolvidos por Mill’s et al. e
utilizados na determinacdo de compostos organicos nao polares em amostras nao
gordurosas usado basicamente na determinacao de compostos organoclorados. Entretanto,
com o desenvolvimento e uso de pesticidas com caracteristicas mais polares, como os
organofosforados e o0s organonitrogenados, surge a necessidade de outros métodos
extraccdo que englobasse estes pesticidas. Surge, entdo, o método desenvolvido por Luke
et al. em 1975, aperfeicoado por Krigsman et al. em 1976 e o mini Luke desenvolvido por
um laboratério holandés. Na década de 90, as pressées ambientalistas e relacionadas com
a saude humana, conduzem ao desenvolvimento de outros métodos usando menores
quantidades de solventes nas etapas de extrac¢do. Apesar dos avangos, o investimento em
instrumentagao continuava a ser exigido, bem como analistas treinados, tempo de analise e
0 numero de pesticidas que podiam ser extraidos era reduzido. Em 2003 é entao proposto
um meétodo de preparacdo de amostras para determinacdo multiresiduos em alimentos
(Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher, Schenck, 2003) o método QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe) (Preste et al., 2009).

Em relacdo ao método cromatografico a escolha podera ser a Cromatografia Gasosa —
CG (GC - Gas Chromatografy) se o composto é termicamente estavel ou a Cromatografia
Liquida — CL (LC - Liquid Chromatografy) se o composto é termicamente instavel ou com
baixa volatilidade (Scott, 2003).

Em relacdo ao mel, o método QUEChERS foi usado para extraccdo do cloranfenicol e
quantificagcdo por LC-MS, com recuperagdes entre 78-93% e RSD entre 3,7%-3,9% (Pan,
Zhang, Chen, Xu, Jiang, 2006). Foi também usado por Barakat (2007) na extraccao de 36
pesticidas em amostras de mel e determinacao por GC-ECD (Gas Chromatography-Electron
Capture Detection) e GC-NPD (Gas Chromatography-Ntrogen Phosphorus detection), com
percentuais de recuperagao entre 70 e 120% e RSD menor ou igual a 22% (Preste et al.,
2009).

A necessidade de pesquisar a presenga de contaminantes conduziu a pesquisa do método
mais adequado a especificidade da matriz, dado que sob o ponto de vista de amostra
analitica, se trata de uma matriz muito complexa (Rissato et al, 2007; Kujawski &
Namiésnik, 2008). E uma substancia altamente higroscépica e muito concentrada em
acucares, predominando a glucose e a frutose, contendo ainda proteinas, aminoacidos,
enzimas, acidos organicos, minerais e pdlen. De entre os métodos pesquisados, a escolha
recaiu na Cromatografia de Camada Fina (CCF) ou Thin-Layer Chromatography (TLC).

Trata-se de um método largamente utilizado noutras matrizes com o mesmo objectivo e que
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nos pareceu ser o mais adequado para uma avaliagcao relativamente rapida e econdémica,

sobre a presenca de contaminantes pesticidas.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Foi desenvolvida e usada pelo
botanico Tswett em 1903 para separar pigmentos de plantas, dai o termo cromatografia. O
termo é usado para qualquer técnica de separagao que empregue o requisito essencial da
separacao cromatografica, a existéncia de uma fase movel e de uma fase estacionaria.
Apesar de, em 1930, Martin e Synge terem introduzido a cromatografia liquido-liquido, sé
em 1960 houve um grande desenvolvimento de todos os aspectos da cromatografia (Fried &
Sherma, 1999).

A cromatografia tem por base a migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que
ocorre devido a diferentes interacgcdes entre duas fases ndo miscivéis, a fase mével (que
pode ser liquida ou gas) e a fase estacionaria (solida ou liquida), permitindo a separacéo,
identificacdo e quantificacdo de cada um dos componentes presentes numa mistura. Os
componentes retidos preferencialmente pela fase estacionaria permanecem mais tempo no
sistema do que aqueles que sao distribuidos selectivamente pela fase mével, ocorrendo
entdo a separacao (Scott, 2003).

Na Cromatografia de Camada Fina (CCF) ou Thin-Layer Chromatogrphy (TLC), a fase
estacionaria € um sélido (silica, alumina, celulose), depositado em camada fina e uniforme
sobre um suporte sélido inerte (aluminio ou vidro). A fase mével € um liquido de baixa

viscosidade que por capilaridade elui através da fase estacionaria.

A cromatografia de camada fina é uma técnica de deteccao indicada para procedimentos de
screening rapidos. A CCF pode detectar/identificar substancias ou grupos de substancias
por visualizagao em ultra violeta e por aplicacao de reagentes de visualizagao sobre a placa.
Estes reagentes de visualizacdo, a partir de uma reaccdo quimica tornam as substancias

croméforas, e a cor € dependente dos grupos funcionais.

E uma técnica de separagdo simples, pouco dispendiosa e pode ser aplicada a um grande
numero de compostos existentes em matrizes complexas. A principal desvantagem é ser
uma técnica qualitativa/semiquantitativa — colocagdo de amostras em quantidades
conhecidas e quantificacao por comparacao (Touchstone, 1992).

Para se extrair os residuos de pesticidas da amostra mel, para posterior
deteccao/identificagdo por cromatografia de camada fina, foi utilizada a técnica de extracgéao
liquido-liquido, que se baseia na solubilidade de um composto em duas fases nao misciveis,
envolvendo o uso de solventes para remover um composto de uma mistura liquida. As duas
fases, fase aquosa e fase organica, ndo sao misciveis e o composto isolado € extraido da
fase organica. Para assegurar a completa extracgdo do composto, podem ser necessarias
extraccoes repetidas (Ridgway et al., 2007).
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A optimizagdo desta técnica teve como objectivo extrair organofosforados, organoclorados,
carbamatos e formamidina do mel previamente fortificado, de modo a que fosse apenas
necessaria uma metodologia de extraccao. Nao foi possivel utilizar s6 uma metodologia de
extraccdo porque o amitraz é instavel e a sua degradagéao ocorre em toda a gama de pH,
sendo mais rapida a pH acido. Uma vez que o mel tem um pH que varia entre 3,5-4,5 e sob
estas condicdes pode ocorrer a producdo de metabolitos (a este pH principalmente 2,4-
dimetilformamida, 2,4-dimetilformamidina, mas também 2,4-dimetilanilina) a extraccao deste
composto ndo pbde ser realizada pelo mesmo procedimento, uma vez que a extrac¢do do
amitraz estava dependente do pH (Corta et al, 1999). Por outro lado a degradagédo de
cumafos ocorre a pH basico e é reversivel por acidificacdo (Corta et al, 2000). Pelos
motivos apontados, desenvolveram-se dois procedimentos de extrac¢gao, um para o lindano,

cumafos e metiocarbe e outro para o amitraz.

1.7.3.2. Avaliagao microbiol6gica do mel

A legislacdo Portuguesa (Decreto-Lei n® 214/3003), Europeia (Directiva 2001/110/CE) e
Internacional (Codex Stan 12 — 1981) ndo exigem a realizacao de analises microbiologicas
em mel. Recomendam que devem ser seguidas praticas de higiene na manipulagdo de
alimentos e implementacao de Boas Praticas de Fabrico.
De um modo geral, as especificacdes para o estudo de microrganismos no mel sdo as
referidas para outros alimentos e ingredientes. As andlises correntemente utilizadas sao
contagem de microrganismos aerébios totais, contagem de coliformes ou de
Enterobacteriacea, contagem de bolores e leveduras e pesquisa de algumas bactérias
patogénicas como Staphylococcus aureus, Salmonella e espécies de Clostridium (Snowdon
& Cliver, 1996).
A contagem de microrganismos totais, fornece informagdo geral e é um indicador da
qualidade microbiolégica do mel, podendo ser necessarios testes para identificar o tipo de
microrganismos presentes se as contagens forem muito elevadas. Mel com contagens de
10000 ufc/g, se outros critérios microbiologicos estiverem satisfeitos (teor de presenga de
leveduras e livres de contaminacgao fecal), pode ser aceitavel (Snowdon & Cliver, 1996).
Bolores e leveduras sédo regularmente encontrados no mel e os teores podem ser
controlados por Boas Praticas de Fabrico. A contagem de bolores e leveduras da indicacoes
da qualidade e condigdo do mel, indicacdo sobre a vida util do produto e potencial de
degradacéo (probabilidade de ocorrer fermentacao) (Snowdon & Cliver, 1996).
O teor de enterobactérias € um indicador das praticas sanitarias de higiene. Nesta categoria
incluem-se todas as bactérias aerObias e anaerdbias facultativas Gram-negativas, nao
formadoras de esporos, fermentadoras da lactose. Predominam bactérias pertencentes aos
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géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella. As contaminagdes fecais nao tém
sido relatadas em mel e o crescimento de organismos associados também n&o. A contagem
de coliformes pode ser usada como um indicador geral de contaminacgéo fecal, bem como

de higienizacao (Snowdon & Cliver, 1996).

A contagem de Escherichia coli, € considerada um indicador especifico de contaminacao
fecal, contudo contaminagdes fecais ndao estdo associadas ao mel, pelo que a sua avaliagao

pode ser dispensavel (Snowdon & Cliver, 1996).

O agente patogénico Salmonella, pode sobreviver no mel mas nao se multiplica pelo que
nao ha relatos da sua presenca no mel. A sua pesquisa pode ser aplicada quando nao é
utiizado nenhum tratamento térmico no mel, como indicador geral é desnecessario
(Snowdon & Cliver, 1996).

O Staphylococcus aureus € incapaz de se reproduzir em mel pelo que a sua toxina nao é
encontrada neste alimento. Este perigo pode ser introduzido no mel pela manipulagéao,
sendo controlado por Boas Préaticas de Fabrico. Nenhuma forma vegetativa de espécies
bacterianas patogénicas foi encontrada no mel. A pesquisa deste agente ou a da sua toxina
nao é indicada (Snowdon & Cliver, 1996).

Os Esporos de Bacillus e Clostridium, sdo geralmente encontrados no mel. Os teores de
Bacillus sao normalmente inferiores a 200 ufc/g, mas niveis mais elevados podem estar
presentes (milhares por grama). Os esporos de C. botulinum sao geralmente encontrados a
niveis inferiores a 1 ufc/g, podendo contudo ser encontrados teores de 60 ufc/g (Snowdon &
Cliver, 1996).

Resumindo sugere-se que os teste microbiolégicos efectuados a méis deveriam englobar:
contagens de aerdbios totais, bolores e leveduras, coliformes e bactérias formadoras de
esporos. Se um determinado microrganismo se tornar um problema devera ser investigado
(Snowdon & Cliver, 1996).
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Capitulo II: Implementacao da metodologia de extraccao e deteccao
de pesticidas no mel por cromatografia de camada fina

2.1. Objectivos

Um dos objectivos do presente trabalho foi o desenvolvimento de um método de extracgao
de pesticidas no mel possivel de utilizar como método de rastreio, recorrendo a
Cromatografia de Camada Fina para deteccéo.

Foi assim desenvolvida a extraccao de lindano, cumafos, metiocarbe sulféxido e amitraz de

amostras de mel fortificadas e a sua detecgao por Cromatografia de Camada Fina (CCF).

2.2. Materiais e métodos

2.2.1. Reagentes e solucoes

Os reagentes e solugdes utilizados para a extracgao e para a CCF (todos de grau elevado

de pureza), bem como a sua proveniéncia sao indicados como se segue.

O diclorometano (ref. D/1852/17) foi fornecido pela Fisher Scientific UK. O cloreto de zinco
(ref. 8816), peroxido de hidrogénio a 30% (ref. 1.08597) e aménia (ref.5428) foram
fornecidos pela Merck. A difenilamina (ref. D-3409), &cido cloridrico a 37% (ref.30721) e 2-
Fenoxietanol (ref. P-1126) utilizados foram fornecidos pela Sigma-Aldrich, Alemanha. A
acetona (ref. 400974) foi adquirida a Carlo Erba. O metanol (ref. 131091), n-hexano (ref.
133242), sulfato de sédio anidro (ref. 131716), acido sulfarico (ref. 131058), acido perclérico
(ref. 132175) e cloroférmio (ref. 131252) utilizados foram fornecidos pela Panrec Quimica,
Espanha. O acetronitrilo (ref. AO2C11X) foi fornecido pela Lab Scan. O dicloreto de paladio
(ref. A0862) foi fornecido pela Applichem e o nitrato de prata pelo Laborat6rio Mundial.

2.2.2. Padroes de pesticidas

Os padrdes de pesticidas utilizados foram cumafos (Fluka, ref. 4503), lindano (Fluka, ref.
45548), metiocarbe sulféxido (Fluka, ref. 34177) e amitraz (Fluka, ref.45323).
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2.2.3. Determinacao do factor de retencao (RF) e do limite de deteccao (LD) para cada
um dos pesticidas

2.2.3.1. Preparagéo das solugdes padrao

Foram preparadas solugbes padrdo de cada pesticida com uma concentragdo de 1000
pg/ml. Para tal pesaram-se 10 mg de cada pesticida (Balanga digital, Precisa 125 A, Max =
100 g, 0,0001) aos quais se adicionou acetona, até perfazer 10 ml.

As solugdes padrao foram armazenadas ao abrigo da luz e a uma temperatura de 4 °C, com

o objectivo de as preservar da degradacao (Bernal et al., 1997).

Sempre que necessario foram realizadas diluicdes das solugdes padrao.

2.2.3.2. Procedimento de cromatografia de camada fina

Foram utilizadas placas cromatograficas de aluminio cobertas com silica gel G, 60 Fzs4 (ref.
1.05554, Merck, Alemanha). Fez-se um traco a 1 cm da base. Sobre esse traco e com o
auxilio de um pequeno capilar (Figura 16), foram aplicados 10 pl (Fried & Sherma, 1999) de
cada uma das solugbes de trabalho, preparadas a partir das solugbes padrdo por diluigéo,
equivalente a 0,3 ug, 0,4 ug, 0,5 ug, 1 ug, 2 g, 5 ug.

Foi feita uma placa para cada um dos pesticidas em trés dias seguidos.

Figura 16 — Preparacao das placas de cromatografia
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2.2.3.3. Eluicdo na camara de cromatografia

As placas foram a eluir numa tina de cromatografia (Figura 17) onde previamente se
colocaram os eluentes para saturagéo da camara (Fried & Sherma, 1999).

Figura 17 — Tina de cromatografia

Para o Metiocarbe os eluentes utilizados foram a acetona e o cloroférmio na propor¢céao de
8:2 (v/v). Para o Cumafos, Lindano e Amitraz os eluentes utilizados foram o n-hexano e a
acetona na proporgao de 8:2 (v/v).

Apl6s a eluicdo de cada placa (em tina vertical de vidro, utilizando-se desenvolvimento
unidimensional ascendente, a temperatura ambiente), correspondente a cada pesticida e a
cada diferente concentracao, estas foram secas a temperatura ambiente e posteriormente
visualizadas sob luz UV na camara de visualizagcao (Camag UV-Cabine IlI) a 254 nm e a 366
nm (Sherma, 2003).

De modo a poder identificar ou confirmar a presenca de cada pesticida as placas foram
aspergidas com reagentes de revelagéao.

2.2.3.4. Preparagéo dos reagentes de revelagao

A preparagdo dos reagentes de revelagdo foi efectuada de acordo com Rodrigues et al.
(2005).

Cumafos (organofosforado). A 0,5 g de dicloreto de paladio (Sherma, 2003) adicionou-se

50 ml de agua destilada, 10 ml de acido cloridrico 1 N e completou-se ao volume de 100 ml
com 4gua destilada.
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Lindano (organoclorado). A 0,1 g de nitrato de prata adicionou-se 0,5 ml de agua
destilada, 30 ml de 2-fenoxietanol e 2 a 3 gotas de agua oxigenada a 30%. Completou-se
até ao volume de 200 ml com acetona.

Metiocarbe sulféxido (carbamato). Juntaram-se 0,5 g de cloreto de zinco e 0,25 g de

difenilamina e completou-se o volume até 50 ml com acetona.

Amitraz (formamidina). A 95 ml de uma solugéo de niidrina a 0,2% em n-butanol adicionou-
se 5 ml de 4cido acético a 10% (Fried & Sherma, 1999).

2.2.3.5. Visualizagao da cor das manchas desenvolvidas para cada pesticida

Depois de pulverizadas as placas de Cumafos, Metiocarbe e Amitraz foram colocadas na
estufa (Melag) a 110 °C durante 15 minutos. A placa de Lindano foi exposta a luz ultravioleta
durante 10 a 15 minutos. Observou-se a cor das manchas desenvolvidas.

2.2.3.6. Calculo do factor de retencao (Rf) para cada pesticida

Na cromatografia de camada fina, o Rf é funcdo da fase fixa utilizada e do eluente (fase
movel). Por definicdo é a razao entre a distancia percorrida pela mancha do composto e a
distancia percorrida pelo eluente, Rf = dc/de (Fried & Sherma, 1999).

Os valores de Rf foram determinados, apés visualizagao da placa sob luz UV a 254/ 366 nm
e depois de terem sido aspergidas com os reagentes de revelagao.

Para obtencdo dos valores de Rf para cada pesticida todo o procedimento descrito
anteriormente foi realizado em triplicado e em dias diferentes.

Calculou-se a média aritmética, o desvio padrdao associado e o coeficiente de variacdo
através da folha de célculo Excel.

2.2.3.7. Determinacgéao dos limites de deteccao para cada pesticida

Para se conhecer qual a concentracdo minima de cada pesticida detectada pela técnica de
cromatografia de camada fina, foram feitas eluicbes de solugdes, de diferentes
concentracdes, de cada pesticida (0,3 a 5 ug). A visualizagdo das manchas foi feita por
observacao sob luz UV a 254/366 nm e por aplicacao de reagentes de pulverizacao.

Para obtencéo dos limites de deteccado para cada pesticida todo o procedimento descrito
anteriormente foi realizado em triplicado e em dias diferentes.
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2.2.4. Procedimentos de extraccao e deteccao em amostras fortificadas

2.2.4.1. Procedimento de Extracgéo para Lindano (OC), Cumafos (OF), Metiocarbe (C)

Apoés a pesagem, amostras de 50 g de mel foram fortificadas com diferentes concentragbes
de pesticidas (0,4 ug/g, 0,5 ug/g, 1 ug/g, 2 ug/g).

Uma amostra ndo fortificada foi usada como branco.

As amostras fortificadas foram homogeneizadas e ficaram a temperatura ambiente
aproximadamente 30 minutos para que o solvente (acetona) se evaporasse antes do
procedimento de extracgao.

Apébs a evaporagao da acetona adicionaram-se 50 ml de uma mistura de metanol e agua
(Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, USA), na proporcao 70:30, v/v (Herrera et al., 2005), com o
objectivo de melhorar a homogeneizagdo da amostra que decorreu de seguida com agitador
magnético, a 100 rpm, durante 30 minutos. Usou-se esta rotagdo mais baixa e prolongou-se
o tempo de agitacédo a fim de evitar a formagéao de emulsao (Kujawski & Namiésnik, 2008).
Apés completa dissolucdo do mel na mistura metanol:dgua adicionaram-se 60 ml de
diclorometano e homogeneizou-se durante 30 minutos.

Apés o periodo de homogeneizagao adicionaram-se 60 ml de n-hexano e transferiu-se para
uma ampola de decantagao. Recolheu-se a fase superior e a fase inferior adicionou-se 30
ml de n-hexano e repetiu-se (Rezic, Horvart, Babié, Kastelan-Macan, 2005). Juntaram-se as
fases inferiores e adicionou-se 1 g de sulfato de sodio anidro, para eliminar a agua.

O extracto foi evaporado até a secura, num evaporador rotativo (Heidolph VV 2000), em
banho-maria a 30 °C.

2.2.4.2. Procedimento de Extraccao para Amitraz (Formamidina)

Apés a pesagem, amostras de 20 g foram fortificadas com diferentes concentragbes de
amitraz (0,4 pg/g, 0,5 pg/g, 1 pg/g, 2 ug/g).

Uma amostra ngo fortificada foi usada como branco.

As amostras fortificadas foram homogeneizadas e ficaram a temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 minutos, para que o solvente (acetona) se evaporasse antes do
procedimento de extracgao.

ApGs a evaporagcdo da acetona adicionou-se 1 ml de agua destilada para facilitar a
homogeneizacao da amostra.

De seguida acertou-se a pH 11,5 (Jimenez, Nozal, Bernal, Santos, Mayorga, 2002) medido
com papel indicador, 50 ml de uma solugédo de n-hexano e acetona, na propor¢ao 80:20,
(v/v), com aménia 0,28% (Martel & Zeggane, 2002). Homogeneizou-se a mistura durante 20
minutos a 100 rpm. Repetiu-se este passo duas vezes (Rezic et al., 2005).
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Transferiu-se para uma ampola de decantacao e recolheu-se a fase superior a qual se
adicionou 1 g de sulfato de sédio anidro, para eliminar a agua. O extracto foi evaporado até
a secura, num evaporador rotativo (Heidolph VV 2000), a temperatura ambiente.

2.2.4.3. Deteccao dos residuos de pesticidas nas amostras de mel fortificadas por
cromatografia de camada fina

Apds obtencao do residuo seco por evaporagao, este foi resuspenso em 1 ml de acetona.
As placas de cromatografia foram preparadas, colocando-se em pontos distintos: solugéo
padrao, extracto ressuspendido do mel n&o fortificado (amostra em branco), extracto
ressuspendido do mel fortificado com cada um dos niveis (0,4 pg/kg, 0,5 pug/kg, 1 pg/kg, 2
Ha/kg).

Foi feita a eluicdo das placas em tina vertical de vidro, utilizando-se desenvolvimento
unidimensional ascendente.

ApGs a secagem das placas a temperatura ambiente, estas foram visualizadas sob luz UV a
254 nm e a 366 nm e aspergidas com o reagente especifico.

As placas com os pesticidas Cumafos, Metiocarbe e Amitraz foram colocadas na estufa a
110 °C durante 15 minutos e a placa com o pesticida Lindano foi exposta a luz ultravioleta
durante 10 a 15 minutos. Foi entdo observado e anotado o desenvolvimento da cor das

manchas.

2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Determinacao do factor de retencao (Rf) de Cumafos, Lindano, Metiocarbe

sulféxido e Amitraz em cromatografia de camada fina.

Mantendo as condicdes de cromatografia (fase mével utilizada, fase fixa utilizada,
quantidade relativa de material, camara de cromatografia), o valor de Rf mantém-se
constante para um determinado composto. E um valor guia pois podem existir compostos
com o mesmo Rf, mas o padrao pipetado ao lado da amostra (matriz mel) serve como termo
de comparagéo, sendo entdo importante determinar o Rf de cada um dos padrdes para
futura comparacgao.

Apds secagem, visualizagao das placas com luz UV e pulverizagdo com os reagentes de
visualizagao, as manchas observadas foram assinaladas e o Rf calculado (Fried & Sherma,
1999).

Como foi referido anteriormente, o Rf € a razéo entre a distancia percorrida pela mancha do
composto e a distancia percorrida pelo eluente, de acordo com a Figura 18.
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Figura 18 — Esquema de placa de cromatografia, calculo do Rf

5,3cm 8cm
de de

Os calculos foram realizados de acordo com a seguinte expressao: Rf = dc/de
Sendo:

dc- a disténcia ao centro da mancha;

de- a distancia percorrida pelo eluente.

O Rf foi calculado para cada uma das placas (com as diferentes concentragdes) e as médias
calculadas intra placa e entre placas.

Os valores médios de Rf obtidos para o Cumafos, Lindano, Metiocarbe e Amitraz foram
respectivamente: 0,25+0,01463; 0,48+0,01969; 0,72+0,01010 e 0,63%£0,01127 de acordo
com a Tabela 9.

A variagao entre placas é superior a variagao intra placas, excepto para o amitraz onde se
verificou uma grande variag¢do intra placa.
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Tabela 9 — Estatistica descritiva (média, desvio padrao e coeficiente de variacao) dos valores obtidos para os factores de retencao (Rf) dos diferentes

padroes de pesticidas (Cumafos, Lindano, Metiocarbe sulfoxido e Amitraz) no mesmo dia e em diferentes dias

Placa 1 ‘ Placa 2 ‘ Placa 3 ‘ Entre Placas
Padrio Rf® | DP ‘ CV% | Rf* | DP ‘ CV% | Rf* | DP ‘ CV% | Rf® ‘ DP ‘ CV %
Cumafos 0,27 0,00722 2,7% ‘ 0,24 0,00000 0,0% ‘ 0,25 0,00000 0,0% ‘ 0,25 0,01463 5,8%
Lindano 0,47 0,00722 1,5% ‘ 0,50 0,01250 2,5% ‘ 0,46 0,00000 0,0% ‘ 0,48 0,01969 4,1%
Metiocarbe sulféoxido 0,73 0,00884 1,2% ‘ 0,71 0,01118 1,6% ‘ 0,73 0,00884 1,2% ‘ 0,72 0,01010 1,4%

Amitraz 0,63 0,01896 3,0% ‘0,64 0,02710 4,2% ‘0,62 0,00685 1,1% ‘0,63 0,01127 1,8%

(n=3)
a) Média dos valores de uma placa

b) Média dos valores de Rfs obtidos em placas diferentes em dias diferentes

51



2.3.2. Determinacdo do limite de deteccao (LD) para Cumafos, Lindano, Metiocarbe
sulféxido e Amitraz em cromatografia de camada fina

Importava saber qual a concentragdo minima de cada pesticida que seria detectada pela
técnica de cromatografia de camada fina e nas condi¢cdes de laboratério. As eluigbes de
solugdes, de diferentes concentragbes, de cada pesticida (0,3 a 5 ug) foram visualizadas
sob luz UV a 254/366 nm e as manchas observadas apos a aplicagao de reagentes de
revelacao.

Para obtencéo dos limites de detecgdo para cada pesticida todo o procedimento descrito
anteriormente foi realizado em triplicado e em dias diferentes. Os resultados estédo indicados
na Tabela 10.

Tabela 10 — Quantidade minima detectada (Limite de detec¢céo — LD) de cada pesticida padrao

Observagao UV Revelacao Quantidade pg

Pesticida 254nm 366nm Cor da mancha 03 04 05 1 2 5

Cumafos Visivel - Amarelo ND ND ND S S S
Fundo bege
Lindano - Visivel Castanho ND ND ND S S S
Fundo castanho claro
Metiocarbe Visivel - Branca ND S S S § S
Sulféxido Fundo azul claro
Amitraz Visivel - Violeta ND S S S S S

Fundo branco

Foram consideradas crediveis as placas cujas manchas foram detectadas a luz UV 254/366
nm e se revelaram claramente visiveis apds pulverizagdo com o reagente de revelagao. A
quantidade minima detectada foi de 0,4 pug para o metiocarbe sulfoxido e amitraz e de 1 ug
para o cumafos e lindano. A cor das manchas observadas foi de amarelo com fundo bege
para o cumafos, castanho com fundo castanho claro para o lindano, branca com fundo azul

claro para o metiocarbe sulféxido e violeta com fundo branco para o amitraz.
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2.3.3. Resultados da extraccao de pesticidas em amostras fortificadas em
cromatografia de camada fina

Os resultados foram obtidos através da comparagao dos Rfs da solugdo padrao e amostras
fortificadas, cor das manchas obtidas apds pulverizagcdo com os reagentes de revelacao e
visualizagdo das manchas a luz UV a 254 nm/366 nm. Para todos estes aspectos teria de
haver correspondéncia entre manchas da solugcdo padrdo e manchas das amostras
fortificadas (Sherma, 2003).

Foram consideradas crediveis as placas cujas manchas foram detectadas a luz UV 254/366
nm, se revelaram claramente visiveis apds pulverizagdo com o reagente de revelagdo e com
a cor referida na Tabela 10 e o Rf da amostra fortificada correspondia ao Rf do padréao
(Tabela 9). Esta situacao verificou-se em todos os pesticidas na quantidade de 1 pg/g, ou
seja o mel tem que estar contaminado com um nivel superior a 1000 pg/kg para ser
detectado com o procedimento de extraccdo desenvolvido, usando Cromatografia de
Camada Fina e nas nossas condicoes de laboratério. Os resultados estdo indicados na
Tabela 11.

Tabela 11 — Resultados da extraccao de pesticidas em amostras fortificadas em Cromatografia
de Camada Fina

Observacao UV Revelacao Nivel de fortificacao
Ho/g
Pesticida 254nm 366nm Cor da mancha 04 05 1 2
Cumafos Visivel - Amarelo ND ND S S
Fundo bege
Lindano N&o Visivel Visivel Castanho ND ND S S
Fundo castanho claro

Metiocarbe Visivel - Branca ND ND S S
sulféxido Fundo azul claro

Amitraz Visivel - Violeta ND ND S S

Fundo branco

53



Capitulo lll: Caracterizacao da oferta de mel e conformidade de
rotulagem

3.1. Objectivos

Este capitulo tem como objectivos caracterizar a oferta de mel, enunciando que tipo de mel
esta a disposicdo do consumidor no mercado da regido de Lisboa, e analisar a rotulagem
das embalagens de mel, com a finalidade de observar se a informacao fornecida ao

consumidor cumpre 0s requisitos legais.

3.2. Materiais e métodos

Foram visitados 10 estabelecimentos comerciais de diferentes naturezas para a
caracterizagao da oferta de mel, através do registo em folha de questionario (Anexo 2) dos
tipos de mel presentes, com registo da informagao apresentada no rétulo do produto.

Os dados foram introduzidos numa folha de calculo Excel e analisados utilizando métodos
estatisticos descritivos.

3.3. Resultados

Foram visitados 3 hipermercados, que apresentaram a maior diversidade de méis, 4
supermercados, 1 mercearia de bairro, 1 frutaria, 1 pastelaria.

A oferta de tipos de mel por estabelecimento variou entre 1 (na mercearia de bairro, frutaria,
e pastelaria) e 38 (Continente do Colombo).

As seccoes onde normalmente se podem encontrar os méis sao mercearia, gourmet e
dietética, sendo que todos os produtos se encontravam resguardados da exposicao directa

a raios solares, em todos os estabelecimentos.

Os requisitos da rotulagem do mel foram revistos, no ponto 1.5. Informag¢ao ao consumidor —
rétulo, o que deve constar, do Capitulo |, estando legislados pelos Decreto-lei n® 560/1999 e
Decreto-Lei n? 214/2003. Os aspectos exigidos na informagdo ao consumidor foram
analisados em 105 registos, em relacdo a oferta de mel encontrada nos estabelecimentos
visitados. Os resultados desta avaliacdo estao expressos na Tabela 12.
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Tabela 12 — Avaliacao da rotulagem da oferta de méis em 10 estabelecimentos de Lisboa

Presente Nao presente

% de embalagens % de embalagens
Idioma em portugués 99 1
Denominacgao de venda 100 0
Origem: designacao do pais de origem ou % 10
designacao CE e nao CE
Quantidade liquida (kg ou g) 97 3
Data de durabilidade minima 100 0
Nome, firma ou denominacdo social de
produtor/embalador/vendedor estabelecido na 100 0
UE
Morada 89 11
Lote 90 10
*Condico6es de conservacao 30 70
*Informacéao ao consumidor 28 72
*Origem floral 57 43

* ltens n&o obrigatérios na rotulagem

Todos os produtos apresentavam denominacdo de venda, data de durabilidade minima e
indicagdo sobre nome, firma ou denominagdo social de produtor/embalador/vendedor
estabelecido na Unido Europeia.

Apenas uma das embalagens de mel encontradas nao apresentava a informagdo ao
consumidor em Portugués; os outros idiomas utilizados foram o Inglés (7%) e o Espanhol
(16%).

Em relacdo ao Pais de origem do mel, 10% das embalagens nado apresentavam essa

informacao.
A percentagem de ndo conformidades relativamente a quantidade liquida foi de 3%.

A morada do fabricante ou do embalador ou de um vendedor estabelecido na Unidao
Europeia ndo estéa indicada em 11% das embalagens.

A identificacao do lote ndo esta presente em 10% das embalagens.

Nao sendo obrigatéria a informagéo sobre as condi¢gées de conservagao, uma vez que estas

sdo a temperatura ambiente e ao abrigo de luz solar, 70% das embalagens nao

apresentavam esta informacao. Das que apresentavam (30%), as indicagdes conservar em

local fresco e seco e a temperatura ambiente eram as mais frequentes. Conservagao ao

abrigo da luz s6 se encontrava numa embalagem, bem como conservar a embalagem em
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local livre de odores e 0 mesmo a conservar a embalagem bem fechada. Uma embalagem

indicava o frigorifico como sendo o local ideal para conservar o mel.

Em relagcdo a outras informagdes ao consumidor (informacdo nao obrigatéria), 28% das
embalagens traziam-na. Alegagdes como anti-reumatico, diurético, tonificante e regenerador
constavam em 2 embalagens. Informacgao nutricional estava presente em 5 embalagens.
Linha do consumidor indicada em 8 embalagens. Outras informagdes indicavam: que o
produto podia cristalizar e para reverter a situagcdo bastava colocar em banho maria (12
embalagens); que o produto ndo era aconselhavel a criangas com menos de 1 ano (10
embalagens). Uma embalagem indicava que ap6s a abertura devia conservar-se no frio e

consumir em 21 dias.

Em relacdo a origem floral (informagé@o néo obrigatoria) a informagéo esta ausente em 43%
das embalagens. A origem floral apurada predomina o rosmaninho (38%), rosmaninho e
outros (7%), urze (15%), eucalipto (10%), seguido de laranjeira, queird, multiflores, acacia,
alecrim, alfazema em 8%, 7%, 5%, 5%, 3% e 2% das embalagens, respectivamente.

Em resumo, das 105 embalagens estudadas, 28 (27%) apresentaram-se como nao
conformes em alguns dos itens considerados. As ndo conformidades séo respeitantes ao
lote (11), idioma (1), morada (2), origem (1), origem e morada (10) e quantidade liquida (3).
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Capitulo IV: Contaminantes quimicos e microbioléogicos em mel
adquirido no mercado de Lisboa

4.1. Objectivos

E objectivo deste capitulo a pesquisa de contaminantes quimicos (lindano, cumafos,
metiocarbe sulféxido e amitraz), por Cromatografia de Camada Fina utilizando o método de
extracgao desenvolvido, e de contaminantes microbiol6gicos (presenga de Salmonella e de
esporos de clostrideos sulfito-redutores e a contagem de bolores e leveduras) em amostras
de mel adquiridas no mercado da regido de Lisboa.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1. Origem das amostras

Foram adquiridas 23 amostras de mel de diferentes marcas em estabelecimentos
comerciais da regido da grande Lisboa, numa amostragem de conveniéncia em que se
tentou representar a diversidade de marcas e tipos de mel a disposi¢cdo dos consumidores.
Esta recolha foi realizada entre Margco e Outubro de 2009, em hipermercados,
supermercados, mercearias, pastelarias, frutarias e mercados locais onde se encontra mel

em comercializagao.

Foram armazenadas ao abrigo da luz, a temperatura ambiente, até ao momento de

utilizagao (Kujawski & Namiésnik, 2008).

4.2.2. Procedimentos de extraccao e deteccao de pesticidas em amostras de mel
adquirido no mercado da regiao de Lisboa

4.2.2.1. Extracgao de pesticidas em amostras de mel adquirido no mercado de Lisboa

As amostras foram submetidas a um processo de extracgdo liquido-liquido usando os

procedimentos idénticos aos descritos anteriormente.
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4.2.2.2. Deteccao de pesticidas nas amostras de mel adquirido no mercado da regido de
Lisboa por cromatografia de camada fina.

Apds obtengao do residuo seco por evaporagao, este foi ressuspenso em 1 ml de acetona.
As placas de cromatografia foram preparadas, colocando em 3 pontos distintos: extracto;
solugdo padrao de pesticida (1 mg/ml); extracto e solugdo padréo de pesticida (1 mg/ml).

Foi feita a eluigdo das placas em tina vertical de vidro, utilizando desenvolvimento
unidimensional ascendente (de acordo com o ponto 2.2.3.3).

Apoés a secagem das placas a temperatura ambiente, estas foram visualizadas sob luz UV a
254 nm e a 366 nm e aspergidas com o reagente especifico (ponto 2.2.3.4.).

As placas com os pesticidas Cumafos, Metiocarbe e Amitraz foram colocadas na estufa a
110 °C durante 15 minutos e a placa com o pesticida Lindano foi exposta a luz ultravioleta
durante 10 a 15 minutos. Foi entdo observado e anotado o desenvolvimento da cor das

manchas.

4.2.3. Analises microbioldgicas realizadas em amostras de mel adquiridas no mercado
da regiao de Lisboa

As determinagbes microbiologicas realizadas foram pesquisa de Salmonella, pesquisa de
esporos de clostrideos sulfito redutores e contagem de bolores e leveduras.

4.2.3.1. Pesquisa de Salmonella

Para a pesquisa de Salmonella utilizou-se a metodologia descrita na Norma Portuguesa NP
— 1933 (1982), que se desenrola em quatro fases: pré-enriquecimento, enriquecimento
selectivo, isolamento e identificacdo, confirmacao.

O pré-enriquecimento foi efectuado a partir de uma suspensao inicial preparada com 225 ml
de agua peptonada tamponada a qual foi adicionado 25 g de mel, homogeneizada e
incubada a 37 °C durante 24 horas.

Na fase de enriqguecimento selectivo os meios utilizados foram MKTT (Muller-Kauffman
Tetrathionate medium base) (Scharlau, Espanha) e RVS (Rappaport Vassiliadis Broth)
(Scharlau, Espanha). A 10 ml do meio MKTT foi adicionado 1 ml da suspensao inicial pré-
enriquecida seguindo-se a sua incubacao a 37 °C durante 24 horas. A 10 ml do meio RVS
foi adicionado 0,1 ml da mesma suspensao inicial seguindo-se a incubacao a 42 °C durante
24 horas.

Para isolamento utilizaram-se os meios selectivos XLD (Xylose Lysine Desoxycholate)
(Scharlau, Espanha) e Hektoen (Hektoen Enteric Agar) (Scharlau, Espanha) distribuidos em

placas, nas quais a cultura proveniente da fase de enriquecimento foi semeada por estrias.
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Os meios de cultura semeados foram a incubar a 37 °C durante 24 horas. Ao fim do tempo
de incubacgédo observaram-se a existéncia de col6nias suspeitas. As coldnias suspeitas no
meio XLD apresentam-se de cor vermelha, transparentes ou com halo negro. No meio

Hektoen as colbnias apresentam-se de cor verde ou verde com centro negro.

Todas as col6nias suspeitas devem ser sujeitas a confirmacao. Assim, repicam-se as
colénias suspeitas, para tubos de TSI (Triple Sugar Iron Agar) (Oxoid, Inglaterra) inclinado,
por picada no fundo e estria na rampa e vao a incubar a 37 °C durante 24 horas. S&o
positivos os tubos que mostrem fundo vermelho, bisel amarelo, producédo ou ndo de gas e

enegrecimento do meio.

O isolamento é feito em meio TSA (Triptona soja agar) (Scharlau, Espanha) incubando a 37
°C durante 24 horas. A identificac@o e confirmagao séo feitas com provas bioquimicas.

Os resultados sdo expressos indicando a auséncia ou presenga de Salmonella em 25 g de

mel.

4.2.3.2. Pesquisa de esporos de clostrideos sulfito-redutores

Para a pesquisa de esporos de clostrideos sulfito redutores em 1 g de amostra, seguiu-se a
metodologia da Norma Portuguesa NP — 2262 (1986). Utilizou-se a suspensao inicial
preparada no ponto anterior (diluicdo 10"), retirando-se 10 ml correspondentes a 1 g de
amostra. As formas vegetativas foram inactivadas colocando os tubos com 10 ml da
suspensao inicial em banho-maria a 80 °C durante 10 minutos, findo o qual foram
arrefecidos em agua fria. Foi entdo incorporado o meio de cultura agar SPS (Sulfit Polimixin
Sulphadiazin Agar) (Scharlau, Espanha) e os tubos foram arrefecidos para solidificar o meio.
Os tubos foram a incubar a 44,5 °C durante 48 horas. Os tubos foram observados para a

existéncia de coldnias suspeitas, colénias negras caracteristicas, em forma de “pompom”.

Os resultados sdo expressos indicando-se como positivos ou negativos em 1 g de mel.

4.2.3.3. Contagem de bolores e leveduras

Para a contagem de bolores e leveduras seguiu-se a metodologia descrita na Norma
Portuguesa NP — 3277-1 (1987). Foi utilizada a suspensao inicial preparada anteriormente e
feitas diluicbes seriadas de acordo com a NP — 3277-1 (1987) até 10° Procedeu-se a
sementeira em placa de Rose Bengal Agar (Scharlau, Espanha) a superficie e em
quintuplicado de 0,2 ml de cada uma das diluicdes. As placas foram a incubar a 25 °C
durante cinco dias, efectuou-se a observacao das placas para contagem das col6nias. Os
resultados s@o expressos em unidades formadoras de coldnias por grama.
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4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Caracterizacao da amostra

As amostras de mel analisadas, num total de 23, provém de méis de varios tipos e origens,
todos embalados para consumo doméstico e foram adquiridas em varios estabelecimentos
de comércio de alimentos da regido de Lisboa.

Vinte e dois estavam embalados em recipientes de vidro e apenas um em recipiente
plastico. As quantidades liquidas variaram entre 200 e 500 g, com pregos entre os 38
céntimos e os 1,17 Euros por 100 g, estando estas diferencas principalmente relacionadas
com a embalagem do produto. A Tabela 13 apresenta o resultado da analise da rotulagem
destas amostras de méis.

Tabela 13 — Avaliacao da rotulagem da amostra de 23 méis analisados

N¢ de amostras N¢ de amostras nao
conforme conforme

Idioma em portugués 23 0
Designacao de venda 23 0
Origem: desighacao do pais de origem ou designacao 22 1
CE e nao CE
Quantidade liquida (kg ou g) 23 0
Data de durabilidade minima 23 0
Nome, firma ou denominacao social de 23 0
produtor/embalador/vendedor estabelecido na UE
Morada 21 2
Lote 22 1
*Condicoes de conservacao 10 13
*Origem floral 15 8
*Modo de producao ou apresentacao 2 21

* ltens n&o obrigatérios na rotulagem

Todos os rétulos estavam em Portugués tendo 5 deles tradugdo em outras linguas
(espanhol (2), inglés (3), francés (3) e aleméo (1)). A designagao de venda foi sempre “Mel”
seguindo-se na maioria dos casos a origem floral ou a marca. Uma embalagem n&o
apresentava designagao de origem, 4 amostras era “CE e nao CE” e 1 era da Argentina.
Todas as embalagens apresentavam a quantidade liquida e a data de durabilidade minima
que variou entre 2010 e 2012. Todas as embalagens tinham registo de produtor, embalador
ou vendedor. Uma embalagem n&o apresentava identificagdo de lote e duas nao indicavam
a morada.
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Relativamente a informagao nao obrigatéria que pode constar da rotulagem do mel, cerca de
metade nao apresentava as condigdes de conservacdo, a maioria nao referia 0 modo de

producdo ou apresentacao, bem como a origem floral.

4.3.2. Extraccao de pesticidas em mel adquirido no mercado da regiao de Lisboa

Usando os procedimentos descritos anteriormente (ponto 2.2.4.), as amostras foram
submetidas a um processo de extracgao liquido-liquido. Os resultados estao indicados na
Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados obtidos na pesquisa de cumafos, lindano, metiocarbe sulfoxido e
amitraz por cromatografia de camada fina em mel adquirido na regiao de Lisboa

Pesticidas
Amostras | Cumafos Lindano Metiocarbe Amitraz
sulféoxido
1 Superior 1 ug/g | Inferior 1 ug/g | Inferior 1 ug/g Inferior 1 pg/g
2 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pg/g
3 Inferior 1 pug/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pug/g
4 Inferior 1 pug/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pug/g
5 Inferior 1 pug/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g
6 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g
7 Inferior 1 pug/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pug/g
8 Inferior 1 ug/g Inferior 1 ug/g | Superior 1 pug/g | Inferior 1 ug/g
9 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pg/g
10 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Superior 1 pg/g | Inferior 1 pg/g
11 Inferior 1 pug/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pug/g
12 Inferior 1 ug/g Inferior 1 ug/g | Superior 1 pug/g | Inferior 1 ug/g
13 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g
14 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pg/g
15 Inferior 1 pug/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pug/g
16 Inferior 1 pug/g Inferior 1 ug/g | Inconclusivo Inferior 1 pug/g
17 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g
18 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g
19 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g
20 Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pug/g
21 Inferior 1 pug/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pug/g
22 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g
23 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inferior 1 pug/g Inferior 1 pg/g

Foram consideradas com pesticidas (cumafos, lindano, metiocarbe sulféxido ou amitraz)
num valor superior ao limite de deteccao, 1 pg/g (ponto 2.3.3.), as amostras de mel cujas
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manchas cumpriram o seguinte: foram detectadas a luz UV 254/366 nm ao mesmo nivel do
padrao, revelaram a cor referida na Tabela 10 e de acordo com o padrao, o Rf apresentado
pela amostra de mel correspondia ao Rf do padrao (Tabela 9).

As amostras que cumpriram 0s requisitos referidos estdo presentes na Tabela 15.
Apresentaram-se como tendo pesticida superior ao limite de detecgéo de 1 pg/g usando a
técnica de extracgao liquido-liquido e cromatografia de camada fina: amostra 1 em relagao
ao cumafos e as amostras 8, 10 e 12 em relagdo ao metiocarbe sulfoxido.

Tabela 15 — Resultados obtidos na pesquisa de cumafos, lindano, metiocarbe sulfoxido e
amitraz por cromatografia de camada fina em mel adquirido na regiao de Lisboa

Pesticidas
Amostras | Cumafos Lindano Metiocarbe Amitraz
sulféxido
1 Superior 1 pug/g | Inferior 1 pug/g | Inferior 1 pg/g Inferior 1 pug/g
8 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Superior 1 pg/g | Inferior 1 ug/g
10 Inferior 1 ug/g Inferior 1 ug/g | Superior 1 pg/g | Inferior 1 ug/g
12 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Superior 1 pg/g | Inferior 1 pug/g
16 Inferior 1 pg/g Inferior 1 ug/g | Inconclusivo Inferior 1 pg/g

A amostra de mel numero 16 foi inconclusiva, na deteccao/identificacao de carbamatos em
relacdo ao metiocarbe sulféxido, uma vez que pelo método de visualizagao por lampada UV
254/366 nm foi visualizada a mancha, apresentando o mesmo factor de retencdo que o
padrao de metiocarbe sulfoxido; contudo apds a pulverizagdo com o reagente especifico
para carbamatos nao foi obtido a coloragédo caracteristica (manchas brancas em fundo azul
claro).
Verificou-se que a visualizacao do metiocarbe sulfoxido em lampada UV apresentou uma
maior sensibilidade em termos de limites de deteccdo que a pulverizagdo com o reagente
especifico para carbamatos ou seja o limite de deteccdo é inferior no UV. Como nao foi
possivel obter uma dupla confirmagao (visualizacao em lampada UV e por pulverizagao com
o reagente especifico) pode-se afirmar que a presenca de metiocarbe sulféxido na amostra
de mel numero 16 é inconclusiva.
Noutras amostras verificou-se alguns aspectos que gostariamos de referir.
A amostra 8, para além de apresentar Metiocarbe sulféxido superior ao limite de detecgao
de 1 pg/g, mostrou na placa manchas num nivel superior ao padrao Metiocarbe sulféxido.
N&o foi um facto isolado pois 0 mesmo aconteceu nas amostras 9, 10, 11, 12, 13, e 16.
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Poderédo ser outros produtos de degradagcédo do Metiocarbe ou outros produtos que foram
revelados pelo reagente dos carbamatos.

4.3.3. Resultados das analises microbiolégicas realizadas em amostras de mel
adquiridas no mercado da regiao de Lisboa

4.3.3.1. Pesquisa de Salmonella

Nas 23 amostras analisadas, seguindo a metodologia da Norma Portuguesa NP — 1933
(1982), o resultado para a pesquisa de Salmonella foi Ausente em 25 g de mel.

4.3.3.2. Pesquisa de esporos de clostrideos sulfito-redutores

Nas 23 amostras analisadas, seguindo a metodologia da Norma Portuguesa NP — 2262
(1986), o resultado para a pesquisa de esporos de clostrideos sulfito-redutores foi Ausente
em 1 g de mel.

4.3.3.3. Contagem de bolores e leveduras

Nas 23 amostras analisadas, seguindo a metodologia da Norma Portuguesa NP — 3277-1
(1987) néo se verificou crescimento de colénias de bolores e leveduras em nenhuma das
placas. O resultado para a contagem de bolores e leveduras foi assim inferior a 10 ufc /g de
mel, para todas as amostras.
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Capitulo V: Conclusoes

5.1. Desenvolvimento do método de extraccao de pesticidas no mel

Constata-se que os procedimentos de extracgao teriam de ser aperfeicoados, explorando o
uso de outros solventes ou combinacéo de solventes ou outros procedimentos de extracgéo,
para que a Cromatografia de Camada Fina fosse usada como metodologia de rastreio de
pesticidas no mel, uma vez que o limite de detecgéo obtido foi bastante superior ao LMR de
cada pesticida.

5.2. Caracterizacao da oferta de mel e conformidade de rotulagem

A oferta de mel é diversificada, sendo a maioria dos produtos de origem nacional (69% das
embalagens).
A apresentacao varia entre as 30 g e 1 kg. Sdo mais comuns as embalagens de 300 g
(17%) e 500 g (30%). De um modo geral, as embalagens com capacidade inferior a 300 g
aumentam o custo de kg de mel. O melhor pregco encontra-se nas embalagens de 470 g mas
tem grande influéncia os precos praticados pelas grandes superficies (pre¢o médio da
embalagem é de 3,30 € e 0 preco do kg de mel é de 4,9 €).
As composicdes florais mais frequentes foram o “rosmaninho”, a “urze” e o “eucalipto”.
Em relacdo as mencdes obrigatérias de rotulagem, um rétulo ndo se apresentava em
portugués. A origem do produto ndo foi mencionada em 10% das embalagens. A quantidade
liquida faltava em 3% das embalagens. A morada do fabricante ou do embalador ou de um
vendedor estabelecido na Unido Europeia esteve ausente em 11% das embalagens e a
indicacéo de fax, telefone ou telemoével (forma de contacto) ndo substitui a indicacdo da
morada (localizagdo no espaco geografico). A identificacdo do lote nao esta presente em
10% das embalagens, o que nao permite a rastreabilidade do produto conforme é exigido
pela legislacdo em vigor (artigo 18° do Regulamento n® 178/2002), constituindo uma falha
grave.
Todas as embalagens possuiam denominacdo de venda, data de durabilidade minima,
nome da firma ou denominacgéo social de produtor/embalador/vendedor estabelecido na UE.
Do conjunto 27%, das embalagens apresentaram-se de alguma forma como nao conformes.
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Do exposto concluimos que maior vigilancia € necessaria por parte das autoridades
fiscalizadoras. Sobre operadores das empresas alimentares recai a principal
responsabilidade juridica, pelo que deviam estar informados de toda a legislacdo sobre o
produto que vao colocar no mercado, o que nao acontece dado as nao-conformidades
encontradas. Os que contactamos mostraram-se surpresos e questionaram sobre onde
encontrar mais informacao.

Nao encontramos no mercado nenhuma embalagem de mel DOP nem de mel de MPB,
provavelmente relacionado com os circuitos de comercializacdo (venda local, regional,
venda directa ao consumidor e venda de parte da produgcdao como nédo certificada) (PAN
2008-2010).

5.3. Deteccao de pesticidas no mel por cromatografia de camada fina usando o
método de extraccao desenvolvido

Resultados de cumafos, amitraz, metiocarbe sulféxido e lindano, usando TLC e
desenvolvimento unidimensional ascendente nao foram encontrados na literatura.

Para o procedimento de extrac¢do desenvolvido poder ser usado em Cromatografia de
Camada Fina como metodologia de rastreio, deveria ter sido possivel detectar Amitraz ao
nivel de 0,2 pg/g (LMR 200 pg/kg), Cumafos 0,1 pg/g (LMR 100 pg/kg), Lindano e
Metiocarbe 0,00001 pg/kg (LMR 0,01 pg/kg) e entdo confirmar com uma técnica quantitativa.
O limite de detecgao encontrado teria de ser muito mais baixo aproximando-se dos valores
dos Limites Maximos de Residuos (LMR), motivo pelo qual o processo de extracgao
necessita de aperfeigoamento.

Seria interessante usar uma técnica quantitativa para a determinagdo do Cumafos e
Metiocarbe sulféxido nas amostras de mel 1, 8,10,12 e 16.

5.4. Analises microbiolégicas realizadas em amostras de mel adquiridas no mercado
da regiao de Lisboa

Nenhuma forma vegetativa de espécies bacterianas causadora de doenca foi encontrada no
mel (Snowdon & Cliver, 1996).
Esporos bacterianos do género Bacillus, sao regularmente encontrados no mel, com teores
variam entre 1 e 67 esporos/g. A espécie predominante parece ser B. cereus (em 48% das
amostras), mas também se encontra B. coagulans, B. megatorium e B. alvei (Snowdon &
Cliver, 1996).
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Tysset et al. (1970), citado por Snowdon & Cliver (1996), detectou em mel os fungos
Ascosphaera, Aspegillus, Cephalosporium e Penicillium, com teores de contaminagéo de 0 a
2500 ufc /g e com uma média de 250 ufc /g de mel (Snowdon & Cliver, 1996).

Martins et al. (2003) identificaram no mel as leveduras Candida humicola e Saccharomyces
sp. O teor de contaminac&o situou-se entre 10° e 10* ufc /g.

Nao foi detectado qualquer microrganismo em nenhuma das 23 amostras de mel seguindo a
metodologia das Normas Portuguesas, NP 1933 (1982), NP 2262 (1986), NP 2077 (1985).
Podemos concluir que as 23 amostras de mel analisadas apresentam de acordo com as
Normas Portuguesas, NP 1933 (1982), NP 2262 (1986), NP 2077 (1985) uma elevada
qualidade microbioldgica.
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Anexos

1. Folha de recolha de dados relativa a informacao ao consumidor e rastreabilidade

1) Idioma utilizado — portugués (S/N) Se N, qual o idioma?
2) Tipo de embalagem (X): Vidro Plastico Outro. Qual?

(1)
(2)
(3) Forma do rétulo (X): Etiqueta Cinta Gargantilha___ Documento__
(4) Tamanho dos caracteres (mm) __

(5) Denominacao de venda (X):

5.1. Origem: Mel de néctar__ Mel de flores_ Mel de melada_____ Identificacao floral____
5.2. Modo de producdo e/ou apresentacado (X): Mel de favos__ Mel com pedacos de
favos_  Mel escorrido_ Mel centrifugado_~ Mel prensado__ Mel filtrado__
Outro_

) Quantidade liquidag_

) Cor

8) Alegacao de efeitos ou caracteristicas especiais

9) Linha de apoio ao consumidor

(6
(7
(
(
(
(
(
(
(
(

10) Data do fabrico / /

11) Data limite de consumo / /

12) Nome ou firma ou denominagéao social — NCV

13) N° do Apicultor — UPP

14) Morada do fabricante, embalador ou vendedor na UE

15) Condigbes especiais de conservagao (X): Luz__ Temperatura__ Humidade
Outra, qual

(16) Local de origem ou proveniéncia (X): Pais Mistura de méis CE____
Mistura de méis ndo CE__ Misturade méis CEenao CE

(17) Identificagéo do lote:

(18) Local de compra (X): Hipermercado__ Supermercado Mercearia de bairro
Outro

Comentérios:
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2. Folha de recolha de dados relativa a caracterizacao da oferta

Data / /

(1) Caracterizacdo do estabelecimento: Hipermercado_  Super_

Frutaria_ Charcutaria_ Mercado __ Pastelaria___ Outros

) Local (Rua, bairro)

(2

(3) Seccao em que o mel esta exposto

4) Resguardo da luz directa (S/N)?
(5

(6

) N® de marcas existentes ___
) Origem (n°® de marcas) (regiao/pais)
De apicultores
De melarias
Importador
(7) Rotulagem: n® de marca conforme ou ndo conforme
Conformes Nao conformes
Idioma utilizado — portugués
Quantidade liquida
Durabilidade minima
Origem
N® Lote
Nome/morada
Condigdes conservacao

(8) Observacoes
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3. Procedimento de Extracc¢ao para Lindano (OC), Cumafos (OF), Metiocarbe (C)

1- Pesar para um copo 50 g de mel

2- Fortificar com 50 pl da solugéo padréo (1 pg/ul) de cada um dos pesticidas, ficando as
amostras com um nivel de fortificagdo de 1.000 pug/kg. Homogeneizar e deixar a temperatura
ambiente para evaporar a acetona

3- Adicionar 50 ml de uma mistura de metanol e agua na proporgao 70:30 e homogeneizar
com agitador magnético durante 30 minutos

4- Adicionar 60 ml de diclorometano e homogeneizar com agitador magnético durante 30
minutos

5- Adicionar 60 ml de n-hexano; transferir para uma ampola de decantagéao

6- Recolher a fase superior

7- Adicionar 30 ml de n-hexano a fase inferior

8- Recolher a fase superior

9- Repetiro passo 7 e 8

10- Adicionar sulfato de sédio anidro a fase superior

11- Colocar o extracto num baldo redondo e evaporar em banho-maria a 30°C
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4. Procedimento de Extraccao para Amitraz (Formamidina)

1- Pesar para um copo 20 g de mel

2- Fortificar com 20 pl da solugéo padréao (1 pg/ul) do Amitraz, ficando a amostra com um
nivel de fortificacao de 1.000 pg/kg. Homogeneizar com vareta e deixar evaporar a acetona
3- Adicionar 1 ml de agua para facilitar a homogeneizacao

4- Adicionar uma mistura de n-hexano e acetona, na proporgéo 80:20, € 0,28% aménia. O
pH sera de 11,5 medido com papel indicador

5- Adicionar a mistura, preparada em 4, a amostra de mel e colocar a homogeneizar com
agitador magnético durante 20 minutos a 100 rpm

6- Repetir 0 passo 5 duas vezes

7- Transferir para uma ampola de decantacdo. Apos separagédo de fases recolher a fase
superior

8- Adicionar sulfato de sédio anidro

9- Colocar o extracto num baldo redondo e evaporar no rotavapor.
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5. Reagentes e revelacao utilizados

5.1. Reagente revelador para organofosforados — Cumafos

1- Acido cloridrico (1N). Medir 8,3 ml de 4cido cloridrico e completar a 100 ml com &gua
destilada

2- Pesar 0,5 g de dicloreto de paladio

3- Num baldo de 100 ml adicionar 50 ml de agua destilada e o dicloreto de paladio.
Adicionar 10 ml de acido cloridrico (preparado em 1) e completar a 100 ml com agua
destilada

Revelacao: Estufa 110°C durante 15 minutos. Manchas amarelas fundo bege.

5.2. Reagente revelador para organoclorados — Lindano

1- Num baldo de 200 ml misturar 0,1 g de nitrato de prata, 0,5ml| de agua destilada e 30 ml
de 2 fenoxietanol

2- Diluir até 200ml com acetona

3- Adicionar 2 a 3 gotas de agua oxigenada a 30%

Revelacao: Exposicdo a luz UV durante 20 a 30 minutos. Manchas castanhas, fundo

castanho claro.

5.3. Reagente revelador Carbamatos — Metiocarbe

1- Num balao de 50 ml misturar 0,5 g de cloreto de zinco, 0,25 g de difenilamina, arrastar os
produtos com ajuda de acetona

2- Completar a 50 ml com acetona

3- Tapar e agitar para dissolugédo completa

Revelacao: Estufa 110°C durante 15 minutos. Manchas brancas fundo azul claro.

5.4. Reagente revelador — Amitraz

1- Pesar 0,2 g de niidrina para um baldo de 100 ml e perfazer com 1-butanol

2- Num baldo de 100 ml colocar 10 ml de &cido acético glacial e perfazer a 100 ml com agua
3- A solugéo preparada em 1 adicionar 5 ml da solugdo prepara em 2

Revelacao: Estufa 110°C durante 15 minutos. Manchas violeta fundo branco.
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