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mel, origens florais, aromas, composi¢cdo volatil, andlise polinica, HS-
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O mel é uma substancia doce natural produzida pelas abelhas Apis mellifera.
Os tipos de mel obtidos de diferentes origens florais apresentam aromas e
sabores distintos devido a sua diferente composicéo voléatil. Apesar de estarem
presentes em baixas concentragdes, os compostos volateis contribuem para o
aroma e para as propriedades benéficas do mel.

O objetivo deste estudo foi a caracterizagdo da composicdo volatil de seis
méis aromatizados (canela, chocolate, limdo, menta, picante e salgado) e trés
ndo aromatizados, fornecidos pela marca Beesweet. Para os méis nao
aromatizados (mel base, inverno e verdo), procedeu-se também a analise
polinica para determinar a respetiva origem botanica.

As amostras de mel foram caracterizadas de acordo com 0s seus
parametros fisico-quimicos (pH e atividade da agua) e pela capacidade
antioxidante. Todas as amostras apresentaram valores dentro dos intervalos
de referéncia. Algumas aromatizagfes (canela, chocolate, salgado e liméo)
contribuiram para um aumento da atividade da &gua. No que diz respeito a
capacidade antioxidante, nas trés amostras de mel sem aromatizacdo, a que
apresentou uma maior atividade foi o mel verdo (8,25 pM de equivalentes de
trolox/g de mel); das amostras de méis aromatizados foram a chocolate (8,01
UM de equivalentes de trolox/g de mel) e liméo (6,95 UM de equivalentes de
trolox/g de mel).

Pela analise polinica foi possivel verificar que, das trés amostras de mel sem
aromatizacdo, s6 uma pode ser classificada como mel monofloral,
apresentando 89,1% de pdélen de Eucalytus spp (mel inverno) e as restantes
como méis multiflorais.

A extracao de compostos volateis do mel foi realizada por microextracao em
fase sélida em espaco de cabeca e cromatografia em fase gasosa acoplada a
espetrometria de massa com quadrupolo (HS-SPME/GC-gMS). No mel
monofloral foi possivel identificar compostos caracteristicos do eucalipto, como
0 nonanal, o p-menta-1,5,8-trieno e o aromadendreno, sendo este Ultimo
apenas identificado neste mel. No mel base, os compostos que apresentaram
maiores areas cromatograficas foram o nonanal e decanal. J& no mel verdo os
compostos que se destacaram foram o nonanal e 1,1,6-trimetil-1,2-di-hidro-
naftaleno. Nas aromatiza¢gfes chocolate, picante e salgado, o composto que se
destacou foi 0 nonanal, estando associado a aromas citricos e picantes. Nos
méis menta e canela foi o composto 1,8-cineol e no mel limao o limoneno,
estando associados a aromas agradaveis e a possiveis propriedades
benéficas. As aromatizagBes canela, limdo e menta contribuiram para um
aumento significativo dos compostos terpénicos, apresentando 18, 12 e 11
compostos, respetivamente, em comparacao com o mel base que apresenta 5.
Uma presenca adicional destes compostos terpénicos confere aromas com
descritores frutados, doces, picantes e citricos a um mel base muito neutro em
termos de aroma.

O estudo do perfil volatil permitiu a identificacdo dos principais compostos
gue contribuem para o aroma dos méis. Pela andlise polinica foi possivel
verificar quais as familias botanicas que deram origem aos méis.
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Honey is the natural sweet substance produced by Apis mellifera bees. The
types of honey obtained from different floral origins present distinct aroma and
flavour due to their different volatile composition. Despite present in low
concentrations, volatile compounds contribute to the aroma and to the beneficial
properties of honey.

This study aims to examine the volatile composition of six flavoured honeys
(cinnamon, chocolate, lemon, mint, spicy and salty) and three unflavoured
honeys provided by Beesweet. The pollen analysis is also taken into
consideration to determine the floral origin, in the case of unflavoured honeys
(Base, Winter and Summer honey).

The honey samples were characterized according to their physicochemical
parameters (water activity and pH) and antioxidant activity. All samples
presented values within the reference ranges. Certain varieties of flavoured
honey (cinnamon, chocolate, lemon and salty) contributed to an increase in
water activity. The unflavoured honey that presented the highest antioxidant
activity was the Summer honey (8.25 pM trolox equivalent/g of honey); in the
case of flavoured honeys, the highest antioxidant activity was found in the
chocolate (8.01 uM trolox equivalent/g) and lemon (6.95 UM trolox equivalent/g)
varieties.

After conducting a pollen analysis of the three samples of unflavoured honey,
one sample was classified as monoflora, presenting 89.1% of Eucalytus spp
pollen (Winter honey), and the others as multifloral honeys.

The extraction of volatile compounds from honey was performed using the
headspace solid phase microextraction combined with gas chromatography-
guadrupole mass spectrometry (HS-SPME/GC-qMS). In monofloral honey, it
was possible to identify eucalyptus compounds such as nonanal, p-mentha-
1,5,8-triene and aromadendrene (this last compound was only observed in this
type of honey). In the Base honey, the compounds with higher chromatographic
areas were nonanal and decanal. In the Summer honey, the most prominent
compounds were nonanal and 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene. In the
chocolate flavoured honey and spicy and salty variations, the compound with the
highest value was nonanal, presenting citrus and spicy aromas. In the cinnamon
and mint flavoured honeys, the highest values were for the 1,8-cineole
compound, while the lemon flavoured honey had the presence in higher amount
of limonene, both associated with pleasant aromas and potentially beneficial
properties. The cinnamon, lemon and mint flavoured honeys contributed to a
significant increase in the terpene compounds (18, 12, and 11 compounds,
respectively), in contrast to the base honey that has 5 compounds. An additional
presence of these terpene compounds confers fruity, sweet, spicy and citric
flavours to the honey, which had a very neutral aroma.

The study of the volatile profile allowed the identification of the main
compounds that contribute to the honey aroma. From the pollen analysis it was
possible to verify their botanical families.
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Capitulo I: Introducao Teorica






1. Introducéo Teorica
1.1. Enquadramento geral

O mel é um alimento natural bastante valorizado e utilizado desde os primordios da
humanidade devido a sua dogura e valor nutritivo (1,2). Antes do desenvolvimento dos
métodos de refinacdo do agucar, o mel era o Unico adocante disponivel, representando uma
fonte importante de hidratos de carbono (3).

Nos ultimos anos, devido a melhoria dos padrfes de vida e ao interesse crescente
por produtos naturais com efeitos benéficos para a saude, tem-se verificado um aumento do
seu consumo e da investigacdo das suas caracteristicas e propriedades (4). O perfil de
aroma € uma das propriedades essenciais de um produto alimentar, tanto pelas
caracteristicas organoléticas, como pela sua autenticidade (5).

Os acucares e a agua representam os principais constituintes do mel, sendo os
compostos volateis uma parte minoritaria. Apesar disso, estes ultimos influenciam as
propriedades organoléticas do mel (6), sendo os principais responsaveis pelo aroma e, em
conjunto com outros fatores, pelo sabor. Devido ao grande nimero de compostos volateis
existentes, o perfil de aroma representa a identidade do produto, podendo ser usado na
determinacdo da origem do mel (7). Alguns compostos estdo presentes no néctar ou na
melada e relacionados com as caracteristicas da planta. Outros compostos sdo originados
durante o processamento ou armazenamento do mel (8).

Existem varias técnicas ja utilizadas para o estudo dos compostos volateis do mel,
sendo a microextracdo em fase solida em espaco de cabeca e cromatografia em fase gasosa
acoplada a espetrometria de massa com quadrupolo (HS-SPME/GC-gMS) uma delas.
Outra metodologia bastante utilizada na caracterizacdo do mel é a andlise polinica,
permitindo classificar e indicar a origem floral, sendo estes aspetos importantes, visto que
um mel monofloral apresenta um maior valor comercial. Assim, a analise dos compostos
volateis, associada a andlise polinica e a analises fisico-quimicas como o pH, a atividade da
agua, como também a atividade antioxidante, surgem como uma ferramenta Util na

caracterizagédo de méis (9).



1.2. Empresa - More than Honey, Lda

A empresa More than Honey, Lda e a marca Beesweet foram criadas no ano de
2014, em Oliveira de Azemeis, no distrito de Aveiro. A sua atividade consiste na compra
de mel cru (figura 1), realizando, posteriormente, as aromatizacfes do mesmo, vendendo o

produto final a nivel nacional e internacional.
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do Castelo ],
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Figura 1 - Distritos de aquisi¢cdo do mel cru (Aveiro e Vila Real).

A Beesweet apresenta seis méis com diferentes aromatizacées: limdo (N.° 1 Citrus),
menta (N.° 5 Winter), salgado (N.° 10 Seasalt), canela (N.° 25 Christmas), chocolate (N.°
66 Beelove) e picante (N.° 88 Fire). Vende, ainda, um mel proveniente de uma floracéo de

mirtilo, favos de mel e bombons de chocolate negro recheados com mel aromatizado.



1.3. Mel
1.3.1. Definicao

O mel é um alimento nutritivo, com relevancia econémica, sendo o produto
primario produzido pelas abelhas da espécie Apis mellifera (10). E, sobretudo, uma solucéo
natural acucarada, consumida em larga escala no mundo inteiro e desempenha um papel
importante na dieta humana, sendo também utilizado nas indUstrias alimentar, farmacéutica

e de cosmética (11).

1.3.2. Producéo

A transformacdo de néctar em mel inicia-se ao nivel das corbiculas (cestos de
polen), local para onde é recolhido, pelas abelhas, o pdlen, néctar ou melago (12). Depois
de pousar em varias flores, as abelhas recolhem os grdos de pdlen acumulados no seu
corpo, transferindo-o para as corbiculas, com o auxilio das patas traseiras e intermédias
(figura 2). Posteriormente, transportam o conteldo para a colmeia e essa mistura é

depositada nos alvéolos dos favos de mel pelas abelhas operarias (13).

Figura 2 - Abelha a transportar os graos de pdlen nas corbiculas (Fonte: https://www.bee-america.com,
consultada em 29/04/2017).

A transformacdo do néctar em mel continua ao nivel dos alveélos dos favos,
apresentando varias etapas: evaporagdo da agua presente no néctar; aumento do contetdo
de acucar invertido devido a hidrdlise da sacarose em frutose e glucose; incorporacdo de
proteinas provenientes das plantas e das glandulas salivares das abelhas, de compostos de


https://www.bee-america.com/

aroma, minerais e vitaminas (14). Esta transformacéo ocorre entre um a trés dias e, quando
o0 teor de humidade é inferior a 20%, as abelhas fecham os alvedlos com cera, prevenindo
assim a absorcdo de agua pelo mel (14). Assim, o processo de amadurecimento do mel
continua com a sintese de novos aclcares e com a continua hidrélise da sacarose pela
enzima invertase. Na producgdo e no processamento é essencial preservar a composi¢do do

mel, particularmente os compostos volateis (14).

1.3.3. Classificacéo

O mel, tendo em conta a sua producdo e origem boténica e geogréafica, apresenta
diferentes designacdes. No que concerne ao modo de producgéo ou apresentacdo, pode ser
classificado de mel em favos ou com pedacos de favos, mel escorrido, centrifugado,
prensado e filtrado. No que diz respeito a origem, pode adquirir a designacdo de mel de
néctar/flores ou mel de melada. O mel de néctar/flores € obtido a partir do néctar de plantas
e 0 mel de melada é obtido principalmente das secre¢Bes provenientes das plantas ou de
excrecOes de insetos sugadores que ficam sobre as partes vivas destas (10).

O mel pode ser classificado como monofloral ou multifloral. O primeiro é
proveniente principalmente de flores da mesma familia, género ou espécie e com
carateristicas sensoriais e fisico-quimicas proprias; o segundo é proveniente de origens
florais diferentes. A designacdo de monofloral é utilizada na descricdo de méis obtidos a
partir de poélen de uma espécie de planta em percentagem superior a 45%, com algumas
excecdes como, por exemplo, o mel de rosmaninho (pelo menos 10%) e de castanheiro
(90%) (15,16). A obtencdo de méis monoflorais depende de fatores tais como as condi¢bes
climaticas da regido, as variacGes de temperatura e as técnicas adotadas pelo apicultor (7).

A andlise polinica ou melissopalinologia ¢ uma metodologia utilizada para o
controlo de qualidade alimentar, sendo fundamental na classificacdo e emissdo de
certificados de origem botéanica e/ou geogréafica do mel. Além de permitir definir a origem,
também permite detetar adulteracdes (15). A origem floral e geografica constituem aspetos
importantes da qualidade do mel, influenciando significativamente o seu valor comercial
(16).



Existem dois tipos de andlise polinica: qualitativa e quantitativa (17). Na anélise
qualitativa sdo indicadas as propor¢es em que se encontram os diferentes tipos de graos
de pdlen no mel, sabendo assim a origem geografica e boténica. A analise polinica
quantitativa, para além de indicar o nimero absoluto de cada tipo de grdos de pdlen
presentes no mel, permite ainda conhecer outras particulas (por exemplo, melada ou
detritos) e deduzir o método usado na extragdo (por exemplo, centrifugacdo ou prensagem)
(17,18). Os graos de pdlen podem ter varias dimens@es e cores, entre o branco, amarelo,
laranja, vermelho e os tons mais escuros, dependendo da sua origem botanica e da
composi¢do quimica dos pigmentos encontrados na exina (camada externa do grdo de
polen) (13).

1.3.4. Aromatizacgao

A aromatizagcdo é uma metodologia que consiste, maioritariamente, na adicdo de
especiarias ou plantas aromaéticas (ou partes destas) a diferentes tipos de alimentos.
(19,20).

Uma das técnicas usadas para induzir a migracdo dos compostos de interesse das
plantas aromaticas ou das especiarias é o0 método de infusdo. Como ocorrem alteracdes das
propriedades sensoriais e de determinadas caracteristicas fisico-quimicas € necessario ter
em atencdo o tempo de infusdo e a concentracdo das plantas usadas, de modo a evitar uma
aromatizacdo excessiva (20,21). Apresenta a desvantagem de também poder ocorrer a
migracdo de compostos indesejaveis, o que pode afetar a validade e estabilidade do
alimento (20).

1.4. Composicao

Na composi¢cdo do mel (tabela 1) destacam-se, maioritariamente, os hidratos de
carbono (frutose e glucose) (22). Apresenta também pequenas quantidades de outras
substancias, tais como minerais, proteinas, vitaminas, acidos fenodlicos e flavondides,
enzimas e outras substancias (23). O mel de melada, em comparacdo com o de néctar,

apresenta uma maior quantidade de acidos organicos e menor de frutose e glucose.



A composicao do mel e as suas propriedades estdo associadas a origem boténica e a

area geografica de onde € originario, uma vez que o solo e o clima influenciam a flora (24).

Tabela 1 - Composicdo do mel de néctar e de melada; valores (g/100g) (14,25).

Mel de Néctar Mel de Melada

Constituintes Média Min-Méax Média Min-Max
Agua 17,2 13,4 -22,9 16,3 12,2 - 18,2
Frutose 38,2 27,3 —-443 31,8 23,9 - 38,1
Glucose 31,3 22,0 - 40,8 26,1 19,2 -319
Sacarose 2,4 1,7-3,0 0,8 0,44 -1,14
Dissacarideos redutores 7,3 2,7-16,0 8,80 51-125
Outros oligossacarideos 3,1 0-132 4,70 1,3-115
Nitrogenio 0,06 0,05 - 0,08 0,10 0,05-0,22
Minerais 0,22 0,20 — 0,24 0,74 0,21-1,18
Acidos Livres® 22,0 6,8 — 47,2 49,1 30,3-66,0
Acidos Totais® 29,1 8,7 —59,5 54,9 34,6 — 76,5

®mEq de acido glucénico/kg

1.4.1. Hidratos de carbono

Os acUcares sdo 0s constituintes maioritarios do mel e correspondem a cerca de 95
a 99% da matéria seca (26), sendo essencialmente frutose (38,2%) e glucose (31,3%) (27).
Os restantes constituem cerca de 12% (19) e incluem dissacarideos, como maltose e
isomaltose, trissacarideos e tetrassacarideos. A proporcao de frutose em relacdo a glucose
depende bastante da fonte de néctar (7). Geralmente, a fracdo de frutose € maioritaria em

comparagdo com a glucose (29).

1.4.2. Agua

A 4gua é o segundo componente mais importante do mel. A sua quantidade
depende de varios fatores, tais como: época de colheita; grau de maturacdo alcangado na
colmeia; fatores climéticos; tratamento do mel durante a extracdo e armazenamento (30).
Pode influenciar a viscosidade, a maturacdo, a cristalizag&o, o sabor, a conservacéo e 0

valor comercial do mel (26,31).



A atividade da &gua do mel apresenta valores entre 0,5 e 0,65 (32) e, de acordo com
a legislacdo Portuguesa (10), o limite m&ximo de &gua presente é de 20% para 0 mel em
geral e 23% para o mel floral puro. Um conteudo excessivo dificulta a conservagédo e
armazenamento do mel (26). O teor maximo de agua presente € o Unico critério de

composic¢do a ser cumprido por todos os méis do comércio mundial (33).

1.4.3. Proteinas

Relativamente as proteinas, 0 mel apresenta na sua constituicdo uma pequena
quantidade (aproximadamente 0,5%). Estas sdo provenientes de duas origens, a vegetal,
procedente do néctar e do polen, e a animal, proveniente das secre¢cdes das glandulas

salivares das abelhas (34).

1.4.3.1. Enzimas

As enzimas estdo naturalmente presentes no mel e contribuem para a formacao
deste a partir do néctar e da melada. As principais sdo a invertase (sacarase), a glucose
oxidase (segregada pelas glandulas hipofaringeanas das abelhas) e a diastase (a-amilase)
(35).

A enzima invertase atua sobre a sacarose da seiva, hidrolisando-a em glucose e
frutose. A glucose oxidase, na presenca de dgua e oxigénio, é a responsavel pela conversdo
da glucose em é&cido gluconico e peroxido de hidrogénio. Estes contribuem para as
propriedades antimicrobianas, preservando e mantendo a esterilidade do mel durante a
maturacdo (35). A diastase tem como funcdo digerir a molécula de amido, podendo
também estar envolvida na digestdo do pélen proveniente das plantas, apresentando o
pélen na sua composicdo frutose, glucose, sacarose, proteinas, lipidos, entre outros
componentes (36,37).



1.4.3.2. Aminoéacidos

O aminoé&cido presente em maior quantidade é a prolina, sendo adicionado pelas
abelhas aquando do inicio da conversdo do néctar em mel. O perfil de aminoacidos de um
mel pode ser caracteristico da sua origem botanica, uma vez que a principal fonte € o pélen
(38).

1.4.4. Acidos organicos

Os &cidos organicos constituem cerca de 0,57% do mel e é devido a isso que este
apresenta uma leve acidez (39) fazendo com que o seu pH varie entre 3,4 e 6,1, sendo 0
valor médio de 3,9 (14). Os &cidos organicos estdo relacionados com a cor e sabor do mel e
ainda com propriedades fisicas e quimicas, como o pH, acidez e condutividade elétrica
(40,41). O &cido predominante no mel € o &cido glucénico. A sua presenca deve-se a

glucose oxidase que as abelhas adicionam ao mel durante a maturacgéo (39).

1.4.5. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos caracterizam-se por apresentarem pelo menos um anel
aromatico, contendo um ou mais grupos hidroxilo no anel (42). Podem ser divididos, de
acordo com a sua estrutura quimica, nas classes: nao-flavondides (acido fendlico) e
flavonoides (43). Os acidos fenolicos do mel estdo divididos em acidos hidroxibenzoicos e
acidos hidrocindmicos, enquanto os flavonoides podem dividir-se em flavondis, flavonas,
flavanonas, isoflavonas e antocianidinas (42,44).

Os &cidos fendlicos constituem uma classe importante de compostos fenolicos com
funcdes bioativas, sendo metabolitos secundarios necessarios as plantas. S& compostos
gue atuam como antioxidantes, eliminando os radicais livres e inibindo a oxidagdo lipidica
(42). Os flavonoides representam mais de 50% de todos os compostos fenolicos naturais.
Quando as abelhas recolhem o néctar, varios derivados polifendlicos podem ser

transferidos das plantas para o mel (45). Sdo os principais compostos bioativos que podem
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contribuir significativamente para a atividade antioxidante total, trazendo efeitos benéficos

para a salde humana (46).

1.4.6. Compostos volateis

1.4.6.1. Origem

Os compostos volateis presentes no mel podem ter origem em constituintes da
planta ou da transformacdo desses constituintes pela abelha, mas também em processos
térmicos ou armazenamento prolongado (47).

As plantas produzem vérios tipos de metabolitos secundarios, muitos dos quais
investigados devido aos seus efeitos benéficos em diversas funcBes biologicas. Muitos
compostos volateis sdo produzidos nos tecidos das plantas em diferentes estados de
desenvolvimento como, por exemplo, durante a floragdo, amadurecimento ou maturagé&o.
Alguns compostos volateis sao comuns a varias espécies de plantas, enquanto outros sdo

especificos de uma determinada espécie (48).

1.4.6.2. Relag&@o dos compostos volateis com o aroma

Os compostos volateis sdo substancias de aroma percetiveis pelo sistema olfativo
humano (figura 3) (49). Contribuem para a definicdo do aroma e sabor caracteristico do

mel, embora nem todos apresentem sempre um impacto significativo (14).

Bolbo
Olfactivo

Cavidade

nasal

SA AN

Figura 3 - Interacdo dos compostos volateis com o sistema olfativo humano (49).
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O aroma traduz a sensacgdo obtida pelo cérebro quando o epitélio olfativo recebe
uma fragdo de moléculas que se vaporizou (via nasal direta) ou em contacto com a boca
(via retronasal) (50). A intensidade de uma sensacdo olfativa ndo depende apenas da
concentracdo desse componente, mas tambéem da sua volatilidade e do limiar de percecao
sensorial (50).

Denomina-se limiar de percegdo sensorial a concentragdo minima em que um
composto de aroma é detetado por, pelo menos, 50% dos provadores num juri. A percecéo
sensorial destes compostos varia bastante, dependendo do tipo e concentragéo.
Determinados compostos presentes em quantidades vestigiais podem contribuir mais para
0 aroma do que outros compostos presentes em maior quantidade (50,51).

A presenca dos compostos volateis pode fornecer informacdes acerca da origem
botanica do mel e se este foi produzido pelas abelhas a partir do néctar das flores ou de
exsudados segregados pelas plantas ou insetos (52). Os méis monoflorais possuem perfis
de aroma mais individuais comparativamente com méis multiflorais, devido a presenca de

compostos volateis especificos, decorrentes das fontes de néctar de origem (53).

1.4.6.3. Compostos volateis presentes no mel

O aroma e o sabor do mel sdo devidos, fundamentalmente, a componentes de baixo
peso molecular provenientes das plantas. J& foram identificados cerca de 600 compostos
volateis (38) sendo pertencentes, em geral, a monoterpendides, norisoprendides,
sesquiterpendides e, em menor teor, alcoois, ésteres, acidos gordos, cetonas e aldeidos
(54).

1.4.6.3.1. Compostos terpénicos

Os compostos terpénicos séo polimeros de isopreno e podem ser categorizados com
base no nimero de unidades de isopreno (figura 4) (4). Constituem uma das mais diversas
familias de produtos naturais, com mais de 40000 estruturas diferentes de terpenos
descobertos (55,56).
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Figura 4 - Estrutura do isopreno.

Os compostos terpénicos sdo o0s principais constituintes dos compostos volateis das
plantas e dos Oleos essenciais, estando presentes em varios tipos de meis (57). O grau de
volatilidade destes compostos depende da sua estrutura (por exemplo, oxigenacdo ou
saturacdo das ligacOes duplas) (58). Tendo em conta a estrutura podem ser classificados em
terpenos, terpenodis, Oxidos de terpenos, etc, denominando-se de forma genérica de
terpendides. Os terpenos apresentam na sua constituicdo apenas carbono e hidrogénio. Os
terpendides, além de carbono e hidrogénio, possuem na sua estrutura oxigénio, organizados
em diferentes grupos funcionais (alcool, acido carboxilico, éter, aldeido e cetona, entre
outros) (59). Nas plantas, os compostos terpénicos sdo essenciais aos processos celulares
basicos e a mecanismos de defesa. Os terpendides tém ainda fungdes especificas como, por
exemplo, a atracao de insetos polinizadores aos tecidos florais (60,61).

Todos os terpenoides sdo formados pela condensagdo de varias moléculas com 5
atomos de carbono, o isopentenilpirofosfato (IPP), derivado do isopreno Cs (62). As
moléculas formadas por duas unidades, ou seja, 10 &tomos de carbono, sdo denominadas
monoterpendides, com 15, sesquiterpendides, com 20, diterpendides, com 25,
sesterpendides, com 30, triterpendides e com 40, tetraterpendides.

O IPP pode ser sintetizado por duas vias distintas: a do &cido mevaldnico e a do
piruvato/gliceraldeido-3-fosfato (60,63). Na primeira ocorre a condensacdo sequencial de
trés moléculas de acetil-CoA para gerar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA, sendo depois
convertido em &cido mevaldnico, numa reacéo irreversivel (64). Posteriormente, o acido
mevaldnico é sequencialmente fosforilado e descarboxilado para gerar o IPP.

A segunda via estabelece que o IPP é sintetizado a partir do acido piravico (47). Na
segunda etapa, o IPP é isomerizado a dimetilalilpirofosfato (DMAPP). Esta ultima
molécula é considerada a unidade de partida para a sintese dos terpendides, sendo o IPP a
unidade repetitiva. Assim, através de uma série de reacOes de condensacdo destas duas

unidades em Cs, sdo sintetizados o geranilpirofosfato (GPP), o farnesilpirofosfato (FPP) e
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o geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (figura 5). Posteriormente, o GPP d& origem aos
monoterpenos, o FPP aos sesquiterpenos e o GGPP aos diterpenos. Os monoterpenos

derivados do GPP sdo os mais encontrados nos méis (48,49).
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Figura 5 - Biossintese dos compostos terpénicos nas plantas (65,66).

Assim, ao nivel do citoplasma ocorre a sintese dos esterdis e dos sesquiterpendides,
enguanto que nos cloroplastos ocorre a sintese do isopreno, carotendides, monoterpenos e
diterpenos (60). Os terpendides superiores sao formados a partir do geranilpirofosfato, por
condensacdo de moléculas de isopentenilpirofosfato (sesterpenos) ou por condensacéo de
moléculas iguais (farnesilpirofosfato e geranilgeranilpirofosfato), que originam os
triterpenos e tetraterpenos respetivamente (65).

As estruturas IPP e DMAPP podem dar origem a uma grande variedade de
compostos. Alguns exemplos de compostos ja identificados no mel (figura 6) sdo o linalol,
B-terpineol, a-terpineol, B-citroneol, B-pineno, cénfora, cavacrol, 1,8-cineol, limoneno,
entre outros (41,42). Sdo varios os terpenos conhecidos por apresentarem propriedades
benéficas (antimicrobianos e antioxidantes) (4). O linalol é um dos compostos mais

frequentemente encontrado no mel, sendo proveniente do néctar das plantas (67).
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Linalol Canfora Limoneno  o-terpineol

Figura 6 - Exemplos de compostos monoterpénicos identificados no mel.

1.4.6.3.2. Norisoprendides

Os norisoprendides sdo compostos derivados da degradacdo dos carotenodides,
sendo estes tetraterpenos, isto €, compostos C, formados por 8 unidades Cs. Os
carotendides sofrem reacdes, formando os norisoprendides. Esses mecanismos envolvem
dois tipos de reacOes: enzimatica, catalisada por dioxigenases; ndo enzimatica envolvendo
uma ou varias etapas de degradacdo dos carotendides, estimuladas por fatores externos
como a luz, oxigénio, temperatura e hidrélise acida (68,69). Os produtos de degradacédo
dos carotendides sdo compostos carbonilo com 9, 10, 11 ou 13 atomos de carbono,
mantendo o grupo terminal do carotendide (figura 7). Os compostos de Ci3 sdo 0s
norisoprendides mais abundantes na natureza (70) e apresentam um baixo nivel de
percecdo sensorial (ppb), originando odores agradaveis, tais como florais, frutados,
eucalipto e canfora (71).

-
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Figura 7- Degradacdao dos carotendides conduzindo a formacéo de norisoprendides em Cg, Cyg, C13 € Cy3
(71).
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Os norisoprendides em Cy3 estdo divididos em dois grupos: 0s megastigmanos e 0s
ndo-megastigmanos. A estrutura do megastigmano é caraterizada por um anel ciclohexano
substituido nos carbonos 1, 5 e 6, e uma cadeia alifatica insaturada com 4 atomos de
carbono ligada a Cg. Esta estrutura pode ser oxigenada no carbono 7, como na f-
damascenona, ou no carbono 9, como na B-ionona (figura 8). A B-damascenona encontra-

se associada ao aroma caracteristico do mel e a f-ionona a violetas (71).

()

f-damascenona [-ionona

Figura 8 - Exemplos de norisoprendides megastigmanos (71).

Também sdo mencionados frequentemente alguns norisoprendides nao-
megastigmanos odoriferos (figura 9). O mais importante é o TDN (1,1,6-trimetil-1,2-di-
hidronaftaleno) com odor medicinal. Muitos dos ndo-megastigmanos derivam dos

megastigmanos por reacfes quimicas em meio acido (72).

N
TDN Vitispirano

Figura 9 - Exemplos de norisoprendides ndo-megastigmanos (71).

Estas moléculas apresentam um impacto sensorial importante no aroma do mel
(67). A presenca destes compostos € um indicador positivo dos seus precursores,
carotenoides, que sdo associados a mecanismos de prevencdo oxidativa. A B-damascenona,
B-ionona, 1,1,6-trimetil-1,2-di-hidro-naftaleno (TDN) e geranil acetona sdo exemplos de

norisoprendides identificados nos méis (68,73).

16



1.5. Propriedades do mel

1.5.1. Propriedades bioativas

Nos ultimos anos, tém aumentado as evidéncias relativamente aos beneficios do
consumo de mel ao nivel da satde humana devido, principalmente, as suas propriedades
bioativas. A atividade antioxidante deste, conferida pelos polifendis e flavonoides, é a que
mais se tem destacado, dados os inimeros beneficios para a satde que Ihe sdo conhecidos.
(28,74).

O perfil de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante do mel dependem de
varios fatores, nomeadamente da origem do néctar e de fatores ambientais e sazonais,
variando a sua quantidade com a origem floral e geogréfica (75). Tém sido publicados
diversos estudos sobre a avaliacdo da atividade antioxidante do mel (76), a qual esta
correlacionada positivamente com o conteddo em compostos fenolicos e
consequentemente com a sua origem botanica. Verificou-se uma forte correlacdo entre a
atividade antioxidante e a cor do mel; os méis de cor escura apresentavam um maior teor
em compostos fenolicos e, consequentemente, uma atividade antioxidante mais elevada
(76).

A avaliacdo da atividade antioxidante no mel pode contribuir para a sua valorizacao
econOmica, favorecendo o respetivo uso como conservante alimentar e como alternativa de

adocante mais saudavel (77).

1.5.2. Propriedades sensoriais

As propriedades sensoriais do mel como a cor, aroma e sabor encontram-se entre 0s
principais parametros na determinacdo da sua qualidade (78). Estes atributos estdo
interligados e dependem das substancias volateis relacionadas com o aroma original das
flores, onde o néctar foi recolhido. O aroma e sabor estdo interligados diretamente com a
cor do mel e dependem maioritariamente da sua origem floral (78). Outros fatores como a
fisiologia da abelha, as condicdes climaticas (temperatura e humidade) e o processamento
apos colheita apresentam uma menor influéncia nas propriedades do mel (79).

A cor do mel é um dos critérios usados na identificacdo da origem boténica, podendo

variar desde tons de ambar até tons muito escuros (preto) (40). Além da origem botéanica, a
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cor estd relacionada com os metabolitos secundarios e depende de fatores como, teor de

minerais, temperatura, tempo de armazenamento e presenca de pigmentos antioxidantes

(80).

O aroma constitui um dos aspetos mais importantes num produto alimentar, tanto para

a sua qualidade organolética como para a sua autenticidade (5). Pode ser definido como um

conjunto de sensacles olfativas e gustativas que o alimento transmite através do olfato,

resultante dos diferentes compostos volateis emitidos por este (tabela 2). Podem ser

identificados nos meis varios tipos de aromas, tais como floral, doce, amadeirado, frutado,

fresco, entre outros (15).

Tabela 2 - Exemplos de descritores de aromas de alguns compostos volateis identificados em mel.

Compostos Volateis

Descritor de Aroma

Referéncias Bibliogréaficas

Octanal Citrico, Verde
Nonanal Citrico, Floral
Decanal Picante, Verde, Coentros, Casca | Bayraktar and Onogur (2011) (81)
de laranja
Nonanol Fresco, Doce
Linalol Fresco, Floral
Benzaldeido Doce, Améndoa Shimoda et al. (1996) (82)
a-terpineol Verde, Floral
Hotrienol Fresco, Frutado, Floral Castro-Varquez et al. (2009) (54)

-Damascenona

Frutado, Mel, Doce,

Fenilacetaldeido

Mel

Castro-Varquez et al. (2006) (83)

No que diz respeito ao sabor, os parametros observados sdo doce, amargo, acido e

salgado. O sabor doce estd relacionado com a razdo frutose/glucose, o amargo com a

presenca de sais minerais e compostos fendlicos, o acido com 0s compostos que

influenciam o pH (homeadamente o &cido glucénico) e o salgado com a quantidade de sais

minerais presentes (15).
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1.6. Objetivos

Este trabalho visou contribuir para o aumento do conhecimento cientifico dos méis
com e sem aromatizacdo, da marca Beesweet, nomeadamente em termos da composi¢do
polinica, de compostos volateis e da capacidade antioxidante.

Teve como principais objetivos:

- Caracterizar os perfis volateis de méis sem aromatizacao e de méis aromatizados (limao,
chocolate, flor de sal e alga, menta, canela e picante);

- Relacionar a analise polinica com 0s compostos volateis presentes nos meéis com
diferentes origens florais e geograficas;

- Avaliar a atividade antioxidante dos méis.

Para a concretizacdo destes objetivos foi realizada uma andlise polinica e a
composicdo volatil dos meis foi caracterizada usando a técnica de micro-extracdo em fase
solida em espaco de cabeca acoplada a espectrometria de massa com quadrupolo (HS-
SPME/GC-gMS). A  atividade antioxidante dos meis foi  determinada

espetrofotometricamente, utilizando o método de ABTS.
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Capitulo I1: Materiais e Métodos






2. Materiais e Métodos

2.1. Amostras de mel

No presente trabalho foram utilizadas nove amostras de mel: trés de mel sem
aromatizacdo (mel base, verdo e inverno) e seis de mel aromatizado. Os seis méis com
diferentes aromatizacGes sdo: limdo (N.° 1 Citrus), menta (N.° 5 Winter), salgado (N.° 10
Seasalt), canela (N.° 25 Christmas), chocolate (N.° 66 Beelove) e picante (N.° 88 Fire). As
amostras de mel foram armazenadas a temperatura ambiente e fornecidas pela empresa

More than Honey, Lda.

2.1.1. Caracteristicas dos méis sem aromatizacao

As amostras de mel, sem aromatizacdo, sdo provenientes de dois apiarios
diferentes, um deles localizado em Nogueira do Cravo, Oliveira de Azeméis e 0 outro na
zona de Vila Real, sendo este Gltimo a base dos méis com aromatizacgéo (tabela 3). As duas
amostras de mel procedentes de Oliveira de Azeméis apresentam tempo de recolha e de
maturacdo diferentes e, tendo isso em consideragdo, um é denominado mel de verdo e o
outro de inverno. Segundo os apicultores, a flora predominante no apiario de Oliveira de
Azeméis sdo eucaliptos (Eucalytus spp), castanheiros (Castanea sativa), silvas (Rubus
spp), urzes (Erica spp), salgueiros (Salix spp), carvalhos (Quercus robur) e plantas
ribeirinhas. No apiario de Vila Real o que predomina sdo estevas (Cistus ladanifer), giestas
(Cytisus spp), urzes (Erica spp), azinheiras (Quercus ilex), sobreiros (Quercus suber),

castanheiros (Castanea sativa), lavanda (Lavandula) e medronheiros (Arbutus unedo).

Tabela 3 - Caracteristicas dos trés méis sem aromatizagao.

Amostra Origem geografica | Ano de produgao Tempo de Cor
Maturacéo
Mel Base Vila Real 2 meses Ambar
(maio a julho de
2016)
Mel Verdo 4 meses Dourado
2016 (marco a julho de
Oliveira de 2016) ~
Mel Inverno Azeméis 8 meses Ambar
(julho de 2015 a escuro
marc¢o de 2016)
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2.1.2. Caracteristicas dos méis com aromatizacao

As amostras de mel de lim&o (N.° 1 Citrus), de menta (N.° 5 Winter), picante (N.°
88 Fire) e de canela (N.° 25 Christmas) sdo aromatizados com plantas aromaéticas frescas; o
de chocolate (N.° 66 Beelove) € adicionado com cacau magro em p6 da marca Cimarrom
(10 a 12% de manteiga de cacau) e o salgado (N.° 10 Seasalt) tem 3% de flor de sal de
Aveiro, comercializada pela empresa SalTalQual, Lda e 1% de flocos de macroalga fava-
do-mar (Fucus vesiculosus) biologica e desidratada, comercializada pela empresa
ALGAplus, Lda.

Tabela 4 - Caracteristicas dos seis méis com aromatizacao.

Periodo de armazenamento

Amostra Tipo de Aromatizagao Cor ] L
apos aromatizacéo

Chocolate )

Chocolate | Cacau magro 100% natural. 30 dias
escuro

Picante Plantas Aromaéticas Dourada 60 dias

Menta Plantas Aromaéticas Ambar escuro | 30 dias

Limao Plantas Aromaticas Aveld/Ambar 60 dias

Flor de sal e macroalgas Fucus o )
Salgado ) o Ouro cristalino | 30 dias
vesiculosus biol6gica

Canela Plantas Aromaticas Ouro 30 dias

2.2. Andlise de parametros fisico-quimicos

2.2.1. Medicéo do pH

Para determinar o pH do mel foram dissolvidos 3 gramas das amostras de mel em
30 mL de agua destilada. As leituras do pH das solugdes aquosas de mel (10%) foram
realizadas num potenciémetro a aproximadamente 20°C. As medicGes foram realizadas em

triplicado.
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2.2.2. Atividade da 4gua

A atividade da agua foi medida num medidor de atividade da agua, Novasina
LabSwift-aw, a aproximadamente 24°C. Para cada determinacdo, pesou-se cerca de um

grama de cada mel. As medicdes foram realizadas em triplicado.

2.3. Determinagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos méis foi determinada espetrofotometricamente,
utilizando o método de ABTS com uma placa de 96 pocos e com recurso a um leitor de
placas Biotek.

Preparou-se inicialmente a solugdo de ABTS™, adicionando-se 19,2 mg de ABTS a 5
mL de persulfato de potéassio (K;S,Og). Este ultimo, por sua vez, foi preparado,
adicionando 3,31 mg de (K;S;Og) a 5 mL de &gua destilada. A solugdo de ABTS foi
mantida no escuro durante 16-18 horas, a temperatura ambiente, para a formacao do catido
radicalar.

Para a construcdo da curva de calibracdo foram utilizadas solugdes-padrdo de Trolox
(0-422 pM). As solucBes padrao foram obtidas através da adicdo de aproximadamente
10mg de Trolox a 100mL de &gua destilada. Posteriormente foram preparadas solucbes
aquosas de mel a 5%, com exce¢do do mel aromatizado com chocolate, que foi a 2,5%, em
virtude da amostra ser menos sollvel. A 50 pL de solucdo aquosa de mel (5% e 2,5%)
adicionou-se 250uL de solucdo de ABTS™, previamente diluida em &gua destilada (1 mL
da solucdo de ABTS™ em 80 mL de agua destilada). Depois de reagir no escuro, durante
15 minutos, a absorvancia foi lida a 734 nm.

A percentagem de inibicdo é determinada pela seguinte formula, sendo | a
percentagem de inibicdo do ABTS™, Ag a absorvancia do branco e A a absorvancia da

amostra.

Ay
[=——= %100
AE

O procedimento foi realizado em triplicado e 0s resultados expressos em

equivalentes de Trolox (M) por 1 g de mel.
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2.4. Andlise polinica

A andlise polinica foi realizada no Instituto Politécnico de Braganca, baseando-se
no metodo proposto por Louveaux et al. (17). A analise foi efetuada pelo método da
preparacao de laminas sem acet6lise. Inicialmente dissolveram-se 10 g de mel em 10 mL de
H,SO,4 a 5%. Posteriormente, as amostras foram incubadas num banho a 40°C, por 3
minutos, centrifugadas e decantadas. O precipitado foi lavado em 10 mL de agua destilada,
centrifugado e decantado. Desta forma, foram extraidos os grdos de polen das amostras de
mel.

Os gréos de polen foram fixados com glicerogelatina e a analise das preparagdes foi
realizada recorrendo ao microscopio oOtico, com a ampliacdo de 400x e 1000x. Foram
contados, no minimo, 1000 grdos, de forma a identificar os tipos de polen. Os tipos de
polen identificados foram comparados com as bases de referéncia do Centro de
Investigacdo e Montanha (CIMO), do Instituto Politécnico de Braganca e com diferentes
bases de dados de morfologia de polen. Foram utilizados os referentes termos para a
frequéncia de classes de pdlen identificado: polen predominante (mais de 45% de gréos
contados), polen secundario (16-45%), polen minoritario importante (3-15%) e pdlen
minoritario (1-3%) (17).

2.5. Anélise dos compostos volateis

2.5.1. Micro-extracdo em fase sélida em espaco de cabeca (HS-SPME)

Para cada amostra (n=9) foi pesado 1,0 g de mel e ca. de 4,5 g de cloreto de sddio
para um frasco de 60 mL, em triplicado. Posteriormente foram adicionados 21,5 mL de
agua destilada para diluir a amostra e diminuir a viscosidade da matriz, promovendo
melhor a transferéncia de analitos para o espaco de cabeca.

O frasco (60 mL) foi colocado num banho a 60°C, durante 10 minutos, antes da
introdugdo da seringa de SPME. De seguida, esta ultima foi introduzida através do septo da
tampa do frasco e a fibra foi exposta no espaco de cabeca do frasco, durante 30 minutos
(figura 10). O frasco foi parcialmente submerso de modo a ficar todo termostatizado.
Todas as experiéncias foram realizadas sob agitacdo constante (380 rpm), usando uma
barra e uma placa magnética. Posteriormente, a fibra de SPME foi retraida para dentro da
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seringa, removida do frasco e inserida no injetor do cromatdgrafo (GC-MS). O dispositivo
de SPME utilizado foi equipado com uma fibra tripla divinilbenzeno-carboxen-

polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, 50/30 pum).

Seringa de SPME

Tampa com

septo Fase

/ estacionaria
-,

Barra
magnética

S~

| e Amostra

Banho
termostatizado

Placa magnética de agitagao

Figura 10 - Sistema de micro-extracdo em fase sélida (SPME) em modo espaco de cabeca (fase estacionaria

introduzida na fase de vapor da amostra) (49).

2.5.2. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa com
quadrupolo (GC-gMS)

Apdbs a micro-extracdo em fase sélida, a fibra de SPME foi introduzida no injetor
do GC-MS durante trés minutos, para ocorrer a dessor¢do dos compostos volateis. Os
compostos volateis dessorvidos foram separados por um cromatégrafo de fase gasosa
Agilent Technologies 6890 N Network conectado a um detetor de massa quadrupolo
Agilent 5973 N, equipado com uma coluna capilar de silica fundida DB-FFAP com as
seguintes dimensdes: 30 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e um filme de
0,25 pm de espessura (J&W Scientific Inc., Folsom, CA, USA). O espetrometro de massa
operou no modo impacto electronico a 70 eV.

Foi usado hélio como gas de arraste e o programa de temperaturas utilizado foi o
seguinte: temperatura inicial 40°C, com rampa de 3°C/min até 150°C, seguindo-se outra
rampa de 20°C/min até 220°C em isotérmica durante 2 minutos (tempo total de 45

minutos).
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Efectuou-se um branco a fibra de SPME para evitar contamina¢do cruzada e
realizaram-se 3 réplicas para cada amostra de mel. Utilizou-se a area cromatogréfica como
forma de estimar o teor relativo de cada composto na amostra. A identificacdo dos
compostos volateis foi feita através da comparagdo dos espectros com os disponiveis na
base de dados (Wiley 275) e outros espectros publicados (base de dados Pherobase e
NIST). A cada composto identificado correspondeu uma area cromatografica, obtida pela
média das 3 réplicas efetuadas para cada amostra. A reprodutibilidade das replicas foi

expressa pelo coeficiente de variacdo (CV) nas tabelas e pelas barras de erro nos graficos.

2.6. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 7. As diferencas
entre as amostras foram avaliadas através do teste de t student para um nivel de
significancia p=0,05. Valores de p menor ou igual a 0,05 foram considerados como

estatisticamente significativos.
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3. Resultados e Discussao
3.1. Analise de caracteristicas e propriedades dos méis com e sem aromatizagao

3.1.1. pH

Os valores médios de pH dos méis sem aromatizacgéo (tabela 5) variaram entre 4,18
e 4,26, estando dentro do intervalo mencionado na bibliografia, sendo o mel base o que
apresentou o valor mais elevado (14). Em relagdo aos méis aromatizados, o pH variou
entre 4,01 e 4,40.

O pH do mel é afetado pelas condicGes de extracdo e armazenamento, 0 que
influencia a textura, estabilidade e validade (31). O crescimento de microrganismos é
inibido com valores de pH mais baixos, variando os valores entre 3,4 e 6,1. O pH médio do
mel é de 3,9 (14).

Tabela 5 - Valores médios do pH das amostras de mel sem aromatizag&o.

Amostra Base Verao Inverno

pH 426+001 | 419+002 | 4,18+ 0,08

Os méis aromatizados de liméo (4,01 = 0,05), menta (4,09 + 0,03) e picante (4,09 +
0,03) foram os que apresentaram menor valor de pH e o mel chocolate o que apresentou o
valor mais alto (4,40 + 0,01). As aromatizagcdes com recurso a plantas aromaticas, no geral,
tenderam a diminuir o valor de pH. Os valores de pH obtidos nos méis com aromatizacdo
foram comparados com o mel base (figura 11). Os méis que apresentaram resultados
estatisticamente significativos, em relacdo ao mel base, foram os aromatizados chocolate
(p=0,0004), limdo (p=0,0070), picante (p=0,0069) e menta (p=0,0069). As amostras mel
canela (4,24 + 0,02) e salgado (4,36 £ 0,01) ndo apresentaram resultados estatisticamente

diferentes ao mel base.
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Figura 11 - Comparag&o dos valores de pH dos méis com aromatizacéo em relagéo ao mel base.

Resultados expressos em médiaterro. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

O mel apresenta um pH acido, mas o alto teor de acucares inibe a acidez no sabor.
Devido ao teor de fosfatos, carbonatos e outros sais minerais, a adicdo de pequenas
quantidades de bases e de &cidos ndo influencia o valor de pH do mel (38,40). As
aromatizacdes das amostras em estudo ndo provocaram um aumento do pH para valores
fora dos intervalos de referéncia, permitindo manter a respetiva estabilidade.

A amostra de mel com chocolate (N.° 66 Beelove) foi aromatizada com cacau em
po, apresentando este um pH de 5,6 + 0,3 (anexo I- figura A 1), o que pode explicar ser esta
aromatizacdo a que apresentou o pH mais elevado. Num estudo realizado com graos de
cacau, provenientes de diferentes origens geogréaficas, foram obtidos valores de pH entre
4,64 e 5,97 (84). A fermentacdo do cacau é uma etapa importante na formacéo da fracdo
volatil e no desenvolvimento dos precursores de aroma, como 0s aminoacidos e agucares
redutores (85), sendo o pH um parametro importantante para avaliar a extensdo da
fermentacdo. Se os grdos de chocolate apresentarem um pH elevado (5,5 a 5,8) ocorreu
uma baixa fermentacao, levando a que, sensorialmente, ndo apresentem um elevado odor a
chocolate. J& um pH intermédio (5,20 a 5,49) leva a que, posteriormente, o produto
apresente um maior numero de descritores de aroma a chocolate (86). No entanto, o
chocolate utilizado na aromatizagdo do mel apresentava um pH elevado, inferindo uma

baixa extensédo da fermentacao.
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Nas amostras limdo, picante e menta, aquando do processo de aromatizagéo, pode
ter ocorrido a migracdo de &cidos organicos dos tecidos das plantas arométicas utilizadas,

levando assim a uma diminuicéo do valor de pH.

3.1.2. Atividade da 4gua

O valor da atividade da dgua € uma unidade proporcional ao teor de agua livre
presente nos alimentos. A atividade da agua € um fator importante, visto que influencia a
estabilidade do mel, prevenindo ou limitando o crescimento microbiano. Pode variar entre
0,5 e 0,65 (32), devido ao elevado contetido em frutose e glucose (27).

Méis com um valor de a,, inferior a 0,60 sdo estaveis em termos microbioldgicos.
Quanto maior for o valor de a,, maior é o risco de ocorrer fermentacdo e posterior
deterioracdo (24). Esta, também, relacionada com pardmetros de qualidade como a
estabilidade, viscosidade e cristalizagdo (32,38).

Os resultados das nove amostras de méis podem ser observados na tabela 6 e na
figura 12. Os valores da atividade da agua dos méis sem aromatizacdo variaram,
aproximadamente, entre 0,53 e 0,56, sendo o mel verdo o que apresentou o valor mais alto
(tabela 6).

Tabela 6 - Valores médios da atividade da &gua das amostras de mel analisadas.

Amostra Base Verao Inverno

aw 0,529 + 0,0003 0,556 + 0,0002 0,534 +0,0003

A comparacao dos valores da atividade da dgua dos méis com aromatizacdo em
relacdo ao mel utilizado como base (figura 12) apresentou resultados estatisticamente
diferentes na maioria das amostras, com exce¢cdo do mel aromatizado limdo (p=0,1161),
mostrando que apesar das aromatizagdes ndo influenciarem a estabilidade do mel em
termos microbioldgicos, estas aumentam significativamente o valor da atividade da agua
para a maioria dos méis aromatizados. As aromatizac@es, na sua maioria, sdo realizadas
com plantas frescas, sendo que estas apresentam agua nos seus tecidos. Durante o0 processo

de aromatizacao, a &gua acaba por migrar dos tecidos das plantas para o mel.

34



0.6

Wk W EEEE - " -
0.4
<
o
0.2 -
ﬂ'.ﬂ' 1 1 1 |
s g O a0 & WD
25 0 3 o N
P & L& & F P
< & o VWY N

Figura 12 - Comparagdo dos valores da atividade da 4gua dos méis com aromatizagéo em relagdo ao mel
base. Resultados expressos em médiaterro. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0,0001.

Todas as amostras se encontravam dentro do intervalo de referéncia da atividade da
agua e com valores inferiores a 0,60, ndo ocorrendo o risco de deterioracdo por
microrganismos. Os resultados das amostras em analise variaram entre 0,53 e 0,56,

demonstrando que as aromatizac¢des ndo influenciaram a estabilidade do mel.

3.1.3. Atividade antioxidante

Comparou-se a atividade antioxidante, nomeadamente a atividade anti-radicalar,
dos méis em estudo tendo como referéncia o padrdo de Trolox. Calculou-se a atividade
antioxidante total com base no método ABTS. Este método baseia-se na capacidade de
reduzir o radical ABTS™ a sua forma neutra. Estudos realizados propéem que a atividade
antioxidante do mel se deva ao teor e ao tipo de compostos fendlicos (75,76).

A atividade antioxidante dos nove méis analisados variou entre 4,83 e 8,33 uM de
equivalentes de Trolox por grama de mel. Os valores obtidos sdo semelhantes aos
encontrados na literatura, com base no mesmo método de analise, com atividades

antioxidantes a variar entre 0,64 e 11,56 uM de Trolox por grama de mel (87).
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Em relacdo aos méis sem aromatizacdo (tabela 7) o que apresentou um maior valor
de atividade antioxidante foi o mel de verdo (8,33 UM equivalentes de Trolox/grama de
mel), sendo o mel de inverno o que apresentou um menor valor (6,89 UM equivalentes de

Trolox/grama de mel).

Tabela 7 - Resultados da atividade antioxidante das amostras de mel sem aromatizacéo.

Amostras Base Verao Inverno

UM de equivalentes de
7,19+0,18 | 8,33+0,06 | 6,89+0,33
Trolox/g mel

No geral, em comparacdo com o mel base, 0s valores da atividade antioxidante das
aromatizagdes sdo inferiores. Os valores da atividade antioxidante dos méis com canela
(6,28 + 0,06), salgado (4,87 + 0,35), picante (6,04 + 0,25) e menta (5,13 = 0,09)
apresentaram resultados estatisticamente diferentes em relacdo ao mel base. Analisando
apenas 0s meéis aromatizados, 0s que apresentaram maiores valores de atividade
antioxidante foram os de chocolate (7,72 £ 0,51) e limdo (6,98 +0,04), ndo sendo
estatisticamente diferentes do mel base, sendo o mel menta e o salgado os que

apresentaram menor valor (estatisticamente diferentes do mel base) (figura 13).
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Figura 13 - Comparacdo dos valores da atividade antioxidante dos méis com aromatizacdo em relagéo ao

mel base. Resultados expressos em médiaterro. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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As aromatizagdes, no geral, diminuiram a capacidade antioxidante do mel base. As
mesmas ndo influenciaram a estabilidade do mel em termos microbiol6gicos, mas
aumentaram significativamente o valor da atividade da agua na maioria dos meéis
aromatizados, ocorrendo assim um aumento da percentagem de agua presente. Alguns
produtos utilizados nas aromatizacGes podem ter contribuido para uma diminuicdo da
capacidade antioxidante, visto que durante a aromatizagdo n&@o migram apenas o0S
compostos volateis, mas também outros tipos de compostos que podem diminuir a
capacidade antioxidante. Por exemplo, uma das amostras que apresentou o menor valor de
atividade antioxidante foi o mel salgado (N.° 10 Seasalt), aromatizado com flor de sal de
Aveiro enriquecida com flocos de macroalgas de Fucus vesiculosos marinhas desidratadas.
Este produto apresenta na sua composicdo (anexo Il- figura A 1) diversos minerais como,
por exemplo, o ferro. O ferro € um elemento que cataliza as oxidac@es, sendo indesejavel a
sua presenca em diversos tipos de processamento alimentar (14).

A amostra de mel com chocolate (N.° 66 Beelove) é aromatizada com cacau em pé.
Os gréos de cacau e seus derivados sdo fontes de polifendis, apresentando uma capacidade
antioxidante semelhante ou, em alguns casos, superior a determinados frutos e vegetais. O
cacau em pé é obtido de grdos finamente moidos, sendo estes pressionados para remover a
maior parte da manteiga de cacau, resultando num pé constituido por 88% a 90% de
matéria ndo gorda e 10% a 12% de manteiga de cacau (88,89). A concentracdo da matéria
ndo gorda torna o pé de cacau numa das fontes naturais mais ricas de procianidinas (89),
tendo o cacau em p0 utilizado na aromatizacdo 11 + 1 % de matéria gorda. Os polifendis
no cacau (Theobroma cacao L.) apresentam trés grupos principais: 3-flavandis,
antocianinas e proantocianidinas (90). Foram referidos, em diversos estudos, como
compostos bioativos, com propriedades antioxidantes, anti-radicalar e anticancerigenas
(91,92).

O mel de limdo (N.° 1 Citrus) é aromatizado com plantas que Ihe conferem o aroma
citrico. Os subprodutos do género Citrus estdo associados a diversos componentes
quimicos naturais, tais como o acido citrico, acido ascérbico e flavondides (93). Os
flavonoides sdo um grupo amplamente distribuido de compostos polifendlicos, sendo
referidos como antioxidantes em diversos sistemas biolégicos (94,95). Os flavonodides
estdo presentes numa grande variedade de plantas, especialmente em espécies de citrinos.

Ao geénero Citrus estdo associados quatro tipos de flavondides (flavanonas, flavonas,
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flavondis e antocianinas (96). No entanto, apesar destes méis aromatizados (amostras N.°
66 Beelove e N.° 1 Citrus) terem sido 0s que apresentaram maiores valores de capacidade
antioxidante ndo sdo estatisticamente diferentes em relacdo ao mel utilizado como base,

provavelmente a sua incorporacdo ndo foi em suficiente para incrementar esta atividade.

3.2. Analise polinica

A origem floral e geogréfica constitui aspetos importantes da qualidade,
influenciando significativamente o valor comercial do mel (16). Os resultados da anélise
polinica permitiram determinar a origem floral de cada amostra, com o intuito de confirmar
a flora indicada pelos apicultores e classificar os tipos de mel.

No mel de inverno (tabela 8) foram identificados seis tipos de pdélen diferentes,
sendo predominante o de eucalipto (89,07%), sendo as restantes percentagens minoritarias.
O resultado desta analise confirma a flora maioritaria, referida pelo apicultor, para esta
estacdo do ano (Eucalyptus spp). Em Portugal existe o E. globulus L. e estas arvores
ocupam 20% da éarea florestal. A sua importancia econémica deve-se, essencialmente, a

qualidade das fibras de celulose, utilizadas pelas inddstrias de celulose (97).

Tabela 8 - Predominancia de pélenes no mel de Oliveira de Azeméis (mel de inverno).

Amostra Familias Identificacdo do Pdlen (%) Classe de Frequéncia®
Myrtaceae Eucalyptus spp (89,07) Pélen Predominante
Pdlen Minoritario
. . . Importante
Mel de Oliveira de Boraginaceae Echium plantagineum (5,15)
Azeméis
(Mel inverno-8 meses Cistaceae Cistus ladanifer (2,08)
de maturagéo) Fagaceae Quercu§ robur (1,59) P6len Minoritario
Asparagaceae Muscari spp (1,11)
Brassicaceae Brassica spp (0,99)

 polen predominante (> 45%); pdlen secundario (16-45%); pdlen minoritario importante (3-15%); polen
minoritario (1-3%).
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No mel de verdo foram identificados quinze tipos de pdlen diferentes, sendo
considerado um mel multifloral (tabela 9). Os tipos de polen de castanheiro (Castanea
sativa) e urze (Erica spp) apresentaram as percentagens mais elevadas com 38,70 e 14,98,
respetivamente. Méis caracterizados por grdos de poélen sobrerrepresentados, como a
Castanea sativa, necessitam de uma quantidade de polen entre 70 a 90% para serem
considerados monoflorais (16).

Tabela 9 - Predominancia de pélenes no mel de Oliveira de Azeméis (mel verdo).

Amostra Familia Identificacdo do Polen (%) Classe de Frequéncia®
Fagaceae Castanea sativa (38,70) Pélen Secundario
Ericaceae Erica spp (14,98)
Oleaceae Olea europaea (6,29)
Rosaceae Rubus spp (6,22) Pélen Minoritario
Myrtaceae Eucalytus spp (6,12) Importante
Mel de Oliveira de Fagaceae Quercus robur (5,44)
Azeméis Apiaceae Foeniculum vulgare  (4,91)
(Mel verdo-4 meses
de maturagao) Rosaceae Prunus spp (4,61)
Asteraceae Taraxacum officinale (3,51)
Salicaceae Salix alba (2,94)
Fabaceae Trifolium spp (2,29)
Pdélen Minoritario
Cistaceae Cistus ladanifer (2,23)
Fabaceae Mimosa spp (1,75)

# polen predominante (> 45%); pdlen secundario (16-45%); pélen minoritario importante (3-15%); pdlen

minoritério (1-3%).

Relativamente aos dois méis provenientes da mesma area geografica e do mesmo
produtor, verificou-se que o mel de inverno ¢ monofloral de eucalipto (Eucalytus spp)
(tabela 8), sendo a Unica amostra com pdlen predominante (89,07%) e o de verdo é
multifloral (tabela 9). Regra geral, sdo considerados meis monoflorais da espécie vegetal
que o originou, quando apresentam um tipo de polen dominante, em quantidades
superiores a 45% do total dos pdlenes observados no mel (16). No entanto, ha espécies
vegetais em que o0s grdos de polen estdo sub-representados, significando que a

percentagem de polen no mel é inferior a respetiva percentagem de néctar incorporado
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pelas abelhas. Noutros casos, a situacdo € inversa (sobrerrepresentacdo polinica), como ja
referido anteriormente, para 0 mel de castanheiro (Castanea sativa). Assim, as espécies
vegetais com sub-representacdo polinica como, por exemplo, o mel de lavanda ou
rosmaninho apresentam frequéncias polinicas relativamente baixas, sendo considerados
monoflorais com 10 a 20% desses tipos de polen (9).

No mel base, a amostra com uma origem geografica diferente, foram identificados
quinze tipos de polen (tabela 10), sendo considerado mel multifloral. As maiores
percentagens identificadas foram de Castanea sativa (36,41%) e de Echium plantagineum
(16,83%). Alguns tipos de pdlen identificados foram referidos na flora mencionada pelo
apicultor como, por exemplo, os castanheiros (Castanea sativa), giestas (Cytisus spp),
urzes (Erica spp) e estevas (Cistus ladanifer). A flora predominante da zona de Tras-os-
Montes incide em familias como Fagaceae, Fabaceae, Boraginaceae, Ericaceae,

Cistaceae, estando presentes neste espectro polinico (18).

Tabela 10 - Predominancia de polenes no mel de Vila Real (mel base).

Amostra Familias Identificacao do Pdlen (%) Classe de Frequéncia®
Fagaceae Castanea sativa (36,41) )

_ i i Pdlen Secundério
Boraginaceae Echium plantagineum (16,83)
Fabaceae Trifolium spp (7,92)
Asphodelaceae Asphodelus aestivus (4,95)
Fabaceae Cytisus spp (4,93)

Pdélen Minoritario
Rosaceae Rubus spp (4,38)

Importante
Rosaceae Prunus spp (3,95)
Oleaceae Olea europaea (3,67)
Mel de Vila Real Campanulaceae Campanula rapunculus (3,33)
(Mel base-2 meses Lamiaceae Thymus spp (2,82)
de maturagéo) Ericaceae Erica spp (2,72)
Asteraceae Helianthus spp (2,46) o

Pélen Minoritario
Fagaceae Quercus robur (2,29)
Cistaceae Cistus ladanifer (2,15)
Lamiaceae Lavandula sampaiana  (1,20)

#polen predominante (> 45%); pélen secundario (16-45%); pdlen minoritario importante (3-15%); pélen

minoritario (1-3%).
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A familia Boraginaceae (Echium plantagineum) esta presente em duas amostras
(mel de inverno e mel base), sendo uma familia boténica presente em vérias regides de
Portugal e Espanha. E considerada uma planta invasiva em alguns paises, mas uma das
mais relevantes no mel, sendo mais caracteristica de méis multiflorais e tendo também
diversas utilizacbes na &rea da cosmética (18). Outra familia com relevancia apicola é
Ericaceae, visto ser uma fonte de néctar e polen e de apresentar diferentes épocas de
floracdo (18,98).

Os géneros Rubus, Castanea, Quercus e Erica sdo tipos de pdlenes caracteristicos
de meis de Portugal e do Norte de Espanha, estando presentes na amostra de mel de Vila
Real (mel base) (99). As arvores do género Quercus sdo predominantes tanto em zonas de
montanha como de planicie, estando o seu tipo de pdlen presente nas trés amostras. Ja as
plantas produtoras de néctar, como por exemplo Thymus sp (presente apenas no mel de
Vila Real), sdo predominantes de zonas planas (9) e bastante presentes na flora de Tras-os-
Montes (18).

Em relacdo ao mel monofloral de eucalipto, num outro estudo realizado com o
mesmo tipo de amostra (mel de eucalipto de Portugal) foram identificados tipos de polen
iguais aos identificados nesta andlise como Eucalyptus spp, Echium plantagineum,
Brassica spp e Quercus robur. Os eucaliptos sdo arvores bastante abundantes na costa
Atlantica e no norte da Peninsula Ibérica (99).

As variagcOes nos tipos de pélen, em juncdo com outros fatores como as condi¢cbes
climaticas, tipo de solo, atividade do apicultor e flora circundante ao apiario, contribuem

para a existéncia de diferentes tipos de mel (7,100).

3.3. Analise dos compostos volateis

3.3.1. Compostos volateis dos meis sem aromatizacao

As trés amostras de mel sem aromatizacdo foram analisadas em relacdo a sua
composicdo volatil. Na figura 14 estdo representadas todas as familias de compostos
identificadas nos méis sem aromatizacdo. As familias quimicas a que pertencem 0s
compostos volateis dos méis incluem: &cidos, alcoois alifaticos e aromaticos, aldeidos,

terpenos e norisoprendides. O perfil volatil do mel base apresentou uma maior area
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cromatogréafica de compostos na familia dos aldeidos e menor area no que diz respeito aos
alcoois aromaticos e sesquiterpenos. No mel de verdo os aldeidos sdo a classe mais
representativa e os alcoois alifaticos e aromaticos 0s que se encontram em menor
quantidade. O mel de inverno apresentou maiores areas cromatograficas nos aldeidos e

monoterpenos e reas menores, nos &cidos e alcoois aromaticos.
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Figura 14 - Familias de compostos volateis identificadas nos méis sem aromatizagdo. Resultados expressos
em valor médio de area cromatograficaterro e comparados com o mel base *p<0.05, **p<0.01.

Na tabela 11 encontram-se indicados os compostos volateis identificados no espaco
de cabeca dos trés méis sem aromatizacdo. Foram identificados, no total, 15 compostos no
mel base, 19 no mel de verdo e 18 no mel de inverno. De uma maneira geral, observa-se, a
partir da tabela 11, que os perfis volateis dos meéis ndo diferem muito entre si, com algumas
diferencas mais significativas ao nivel dos aldeidos, monoterpenos e sesquiterpenos. A
maior familia de compostos volateis encontrada neste estudo foi a dos terpenos (11
compostos identificados). Os terpenos estdo envolvidos em interacGes entre plantas e
insetos polinizadores e também na funcgdo de defesa ou de resposta ao stress, como referido
anteriormente (68).

Relativamente aos &cidos alifaticos foram identificados 3 compostos, estando todos
presentes apenas no mel de verdo. Os acidos carboxilicos, dependendo do tamanho da

cadeia alifatica, possuem diferentes descritores de aromas, variando desde o picante até ao
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azedo. Acidos aromaticos, como o acido benzéico, possuem aroma e sabores pungentes,
enquanto os acidos alifaticos como o nonandico e o decandico estdo associados ao aroma
azedo e gorduroso, tendo origem nos acidos gordos saturados (14,101). Alguns acidos com
numero impar de carbonos sdo importantes constituintes do aroma de alguns alimentos
(14).

No que diz respeito aos alcoois alifaticos apenas foi identificado o 1-nonanol nas
trés amostras, estando associado a aromas verdes e suaves. Aldeidos e alcoois em Cg e Cg
influenciam bastante os aromas e sabores caracteristicos a verde e frutado, sendo utilizados
como aditivos alimentares. Estes tipos de compostos (Ce e Cg), resultantes da acéo da
lipoxigenase nos &cidos gordos, servem como elementos de protecdo (102). Os diferentes
substratos e a especificidade das reacbes enzimaticas sdo fatores que influenciam a
presenca ou auséncia de determinados compostos volateis nas plantas. Por exemplo,
quando ocorre a destruicdo do tecido vegetal, 0 oxigénio consegue permear pelas células
vegetais, levando a uma intensificagdo da reacdo (14).

Foram identificados dois alcoois aromaticos, fenilmetanol e 2-fenil-etanol, nas trés
amostras, tendo este Gltimo um aroma similar a mel. Sdo compostos ja identificados em
estudos realizados com méis monoflorais (83).

Na classe dos aldeidos foram identificados 3 compostos, destacando-se o0 nonanal e
o decanal pela area cromatografica. Estes compostos estdo associados a aromas citricos,
verdes e picantes, sendo formados através da auto-oxidagdo de acidos gordos insaturados
(14).

Na classe dos monoterpenos foram identificados quatro compostos. Destes
compostos, 0 a-3-careno e 0 p-menta-1,5,8-trieno foram identificados nas trés amostras,
sendo 0s que apresentaram maiores valores de areas cromatograficas. O canfeno foi
identificado no mel base e no de inverno e o limoneno exclusivamente no mel de verao.
Estes compostos apresentam, no geral, aromas frutados.

Na classe dos norisoprenoides foram identificados trés compostos, sendo comum
nas trés amostras apenas o 1,1,6-trimetil-1,2-di-hidro-naftaleno (TDN). O composto
geranil acetona, identificado no mel de inverno (monofloral), apresenta aromas frescos,
florais e frutados e a trans-f-damascenona (mel base e de verdo) esta associado ao aroma
caracteristico do mel. Os compostos trans-p-damascenona e 1,1,6-trimetil-1,2-di-hidro-

naftaleno derivam ambos da neoxantina e a geranil acetona deriva do fitoeno (68,73).
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Em relacdo a classe dos sesquiterpenos foram identificados 6 compostos. Apenas o
B-selineno e o a-selineno s&o comuns nas trés amostras, com aroma a ervas e a laranja,
respetivamente. O composto aromadendreno foi apenas identificado no mel monofloral de
eucalipto (mel inverno), estando presente em Oleos essenciais de Eucalyptus globulus
(103).
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Tabela 11 - Compostos volateis identificados por HS-SPME/GC-qMS nos trés méis sem aromatizagao.

— 7
Compostos Mel base A'\;ee?sg:;)atograﬂca Il\sl)el ep— Descritores de aroma® Limiar de deteco de odor (ppb)®

Acidos

Nonandico 57,9 (54) 50,3 (47) 75 (11) Verde, gordura, mofo, azedo 500

Decanoico 29,1 (38) 52 (57) 17,3 (42) Gordura, seco, amadeirado 1000

Benzéico 0000 e 69,7(38) e Doce e
Subtotal 87 172 92,3

Alcoois Alifaticos

1-nonanol 222 (38) 63,8 (29) 132 (27) Gorduroso, suave, verde 50
Subtotal 222 63,8 132

Alcoois Aromaticos

Fenilmetanol 18,7 (39) 16,3 (46) 231(06) e e

2-feniletanol 31,3 (50) 28,6 (51) 17,5 (15) Rosas, mel 750-1100
Subtotal 50 449 40,6

Aldeidos

Octanal 61,3 (22) 32,2 (41) 37,5 (23) Citrico, verde 0,7

Nonanal 1050 (33) 336 (27) 444 (12) Citrico, picante 1

Picante, verde, coentros,

Decanal 230 (34) 115 (15) 128 (33) casca de laranja 2
Subtotal 1341,3 483,2 609,5

Monoterpenos

Canfeno 145@6) e 185 (14) Doce, frutado, canfora,

pinheiro, ervas, dleo

5-3-careno 39,1 (22) 64,7 (42) 261 (18) Cltrico, doﬁénge’ aromaa 140

Limoneno s 6,76 (23) - Licoroso, citrico, frutado 10

p-menta-1,5,8-trieno 180 (28) 38 (20) 263 (26) Torrado -
Subtotal 233,6 109,46 542,5

Norisoprenodides

LLEtrimetil-1,2-di-hidro-— gg 1 (35 129 (28) 90,1 (22) Medicinal

naftaleno

Geranil acetona ~ semeeeem e 65,2 (4) Fresco, flc;ral, rosas, verde, 9

rutado

trans-p-damascenona 37,6 (38) 14845 0 Macd cozida, mel, rosa 0,05
Subtotal 126,7 143,8 155,3

Sesquiterpenos

Aromadendreno @ —meemeem e 41,7 (24) Doce,seco -

fB-selineno 12,8 (20) 11,9 (21) 19 (33) Ervas -

a-selineno 11,6 (30) 12,9 (36) 17,8 (27) Pimenta, laranja -

B-malieno 14,5 (32) Amadeirado

8-cadineno e 58,9 (36) 33,2 (7) Ervas

Cadina-1,4-dieno - 343(51) e Frutado, picante -

a-calacorenro e 10014 0 - Seco, amadeirado - 45
Subtotal 244 128 126,2

A identificacdo foi efetuada por: comparagdo com espetros de massa presentes na base de dados Wiley; compara¢do com os espetros de massa encontrados na literatura
(base de dados Pherobase e NIST); @ Descritores mencionados nas referéncias bibliograficas (14,104-106). ® Limites de deteccdo sensorial mencionados nas referéncias

bibliogréficas (82,105-108).




O mel que serve de base a posteriores aromatizagdes deve ser o mais neutro
possivel. Deste modo, foi realizada a comparacdo, em termos estatisticos, das trés amostras
de méis, de diferentes localizacdes e com diferentes tempos de maturacdo na colmeia, 2, 4
e 8 meses. Foram analisadas as amostras de mel de verdo (4 meses) e de inverno (8 meses),
ambas provenientes de Oliveira de Azeméis, em relacdo ao mel que serviu de base,
proveniente de Vila Real e com apenas 2 meses de maturagdo. Foram comparados 0S
valores médios das areas totais de quatro familias de compostos que contribuem
maioritariamente para o0 aroma (aldeidos, monoterpenos, norisoprendides e
sesquiterpenos).

No que diz respeito a familia dos aldeidos, o mel base apresentou o maior valor
médio de area total, tendo um resultado estatisticamente diferente em comparagdo com o
mel de verdo (p=0,0192) e o mel de inverno (p=0,0265). Os aldeidos identificados
apresentam baixos limites de percecédo de odor, influenciando o aroma.

Na familia dos monoterpenos, o mel de inverno apresentou um maior valor médio
de area total, tendo um resultado estatisticamente significativo (p=0,0089). O mel de verédo
foi o que apresentou 0 menor valor médio de area total de monoterpenos (p=0,0015).

Em relac&o a familia norisoprendides ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas entre o mel de verdo (p=0,5641) e o de inverno (p=0,9776)
comparativamente com o mel base. Estes compostos, resultantes da degradagdo de
carotenoides e com um baixo limite de percecdo sensorial, apresentam um elevado impacto
no aroma do mel (67).

Por ultimo, o mel base apresentou o menor valor médio de area total de
sesquiterpenos, em comparagdo com as duas outras amostras. Os méis de verdo e de
inverno denotaram valores médios superiores, sendo estatisticamente diferentes, em
relacdo ao mel base (p=0,0458 e de p=0,0158, respetivamente). Este resultado pode estar
relacionado com a origem geografica do mel, visto que tanto o mel de verdo como o de
inverno séo provenientes do mesmo apiario e a composicdo volatil é influenciada por esse
fator.

Tendo por base os resultados entre as trés amostras, 0 mel de inverno apresentou
valores medios elevados nas familias dos monoterpenos, norisoprendides e sesquiterpenos
e, sendo um mel monofloral, aparenta ser 0 menos adequado a posteriores aromatizagoes.

O mel de verdo apresentou um valor médio de area total de monoterpenos inferior as duas
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outras amostras. Em relacdo aos norisoprendides e sesquiterpenos, apresentou resultados
semelhantes ao mel de inverno e na familia dos aldeidos apresentou o menor valor médio
das trés amostras. O mel de verdo e o de inverno tém a mesma origem geografica, mas
apresentam tempos de recolha distintos, sendo a flora circundante ao apiario diferente,
influenciando deste modo o perfil volatil. Apresentam ainda um tempo de maturacao
distinto. Assim, tendo em consideracdo estes resultados, 0s méis que possivelmente sdo

mais adequados a aromatizagdes sdo o0 ja utilizado como base e o mel de veréo.

3.3.1.1. Relacao dos compostos volateis com a origem floral do mel

As caracteristicas do mel como o aroma, sabor e cor, dependem
predominantemente do tipo de flores ou plantas de onde as abelhas recolhem o néctar ou
melada, sendo que os compostos volateis derivam essencialmente da origem floral. A fim
de definir um composto como marcador da origem floral, este deve estar presente apenas
nas amostras provenientes dessa fonte ou, pelo menos, estar presente numa quantidade
muito elevada e constante (73). No entanto, nem sempre ha concordancia nos compostos
propostos como marcadores, uma vez que podem existir diferencas, mesmo dentro de um
unico tipo de mel monofloral, devido a variedade de plantas, origem geogréafica e préaticas
apicolas (54).

O nonanal, o nonanol e o &cido nonandico sdo compostos geralmente identificados
em méis de eucalipto, como j& foi demonstrado em estudos anteriores (69,74). Os trés
compostos encontram-se presentes na amostra de mel de eucalipto em estudo,
apresentando uma maior area cromatografica para o aldeido nonanal. Contudo, séo
compostos também identificados nas duas outras amostras e em diversos tipos de méis.

Muitos tipos de mel sdo particularmente ricos em monoterpenos, devido ao baixo
peso molecular, acabando por ser maioritarios em muitos perfis volateis (67). O
monoterperno 8-3-careno, presente nas trés amostras em analise, apresentou uma maior
area no mel monofloral de eucalipto (mel de inverno), tendo sido ja identificado na familia
botanica Brassicaceae (109,110), presente na analise polinica. Outro monoterpeno que
apresentou uma maior area no mel monofloral foi o p-menta-1,5,8-trieno, estando presente

na composicdo volatil de 6leos essenciais de eucalipto (Eucalyptus spp) (111,112).
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No que diz respeito & composi¢do em compostos terpénicos Cio € Ci5 num estudo
com folhas secas de E. globulus L. verificou-se que os compostos maioritarios foram o
isdmero do allo-aromadendreno, o 1,8-cineol, o limoneno, o a-pineno, 0 aromadendreno e
0 p-cimeno (113). Na amostra de mel monofloral de eucalipto em estudo, identificou-se o
aromadendreno. O sesquiterpeno aromadendreno, nas trés amostras em analise, s6 foi
identificado no mel de eucalipto, tendo sido também j& identificado em dleos essenciais de
Eucalyptus spp. Outros sesquiterpenos também identificados e presentes nos o6leos
essenciais sdo o a-selineno e 6-cadineno. O B-selineno, presente no mel base e de veréo, foi
também j& identificado na composicdo volatil de Olea europaea, tipo de pdlen que consta
da anélise polinica desses meis (114).

3.3.2. Compostos volateis dos meis com aromatizacao

As seis amostras de mel aromatizado foram analisadas relativamente ao seu perfil
volatil. Na figura 15 encontram-se as familias identificadas nas amostras de mel em estudo.
As familias quimicas a que pertencem os compostos volateis dos méis incluem: &cidos,
alcoois alifaticos, alcoois aromaticos, aldeidos, terpenos e norisoprendides. A classe de
compostos que mais Se destacou no mel aromatizado com menta, liméo e canela foi a dos
monoterpendides. A segunda classe de compostos com maiores valores méedios de area

identificados, nas seis amostras, foi a dos aldeidos.
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Figura 15 - Familias de compostos volateis identificadas nos méis com aromatizacdo. Resultados expressos
em valor médio de &rea cromatogréficaterro.

De uma maneira geral, pode ser observado, a partir da tabela 12, que os perfis
volateis dos méis diferem entre si, com algumas diferencas mais significativas ao nivel dos
monoterpendides, sesquiterpenos e norisoprenodides. A maior familia de compostos volateis
encontrada neste estudo foi a dos terpenos (monoterpendides e sesquiterpenos) com 25
compostos identificados.

No mel aromatizado com chocolate (N.°66 Beelove) foram identificados 2 acidos, 2
alcoois alifaticos, 2 alcoois aromaticos, 3 aldeidos, 4 monoterpenos e 2 norisoprendides.
Os compostos que apresentaram maiores valores de areas cromatogréficas foram os acidos
(octandico e nonandico) e os aldeidos (nonanal e decanal). Os aldeidos mencionados
apresentam valores de limiar de detecdo de odor baixos e estdo associados a aromas
citricos e picantes. Os compostos nonanal e 2-feniletanol, presentes nesta amostra, foram
anteriormente identificados num estudo realizado com amostras de chocolate negro (85),
sendo o ultimo composto também identificado em cacau em pé (14). Os oxidos de linalol,
presentes apenas nesta amostra, sdo um dos compostos mencionados como contributivos

para 0 aroma do cacau em poé (14).
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Em relacdo ao mel aromatizado picante (N.° 88 Fire) foram identificados 3 &cidos,
1 &lcool alifatico, 1 alcool aromatico, 3 aldeidos, 5 monoterpenos, 2 norisoprendides, 2
sesquiterpenos ¢ um fenilpropanoide (eugenol). Os compostos a-selineno e nonanal estéo
associados a aromas picantes, tendo este ultimo apresentado um valor elevado de area
cromatogréafica. O eugenol, composto apenas identificado neste mel, presente nos dleos
essenciais de cravinho (115), pode contribuir para o0 aroma picante, apresentando um baixo
valor de percecao sensorial (tabela 12).

No mel aromatizado menta (N.° 5 Winter) foram identificados 2 &cidos, 1 alcool
alifatico, 2 alcoois aromaticos, 3 aldeidos, 8 monoterpendides, 2 norisoprendides e 3
sesquiterpenos. O 1,8-cineol foi o composto encontrado com o maior valor de area
cromatografica, estando associado ao aroma de eucalipto. O a-pineno foi 0 segundo
monoterpeno com maior valor de area identificado, apresentando aromas frutados, frescos
e amadeirados. Ao nivel dos sesquiterpenos, foram identificados em maior valor o
aromadendreno e allo-aromadendreno, apresentando aromas doces e amadeirados,
respetivamente. Os compostos 1,8-cineol, limoneno e a-pineno foram dos compostos que
apresentaram maiores valores, tendo sido também identificados num estudo de dleos
essenciais das folhas e flores de hortela-pimenta (116).

O perfil volatil do mel aromatizado limao (N.° Citrus) é constituido por 2 acidos, 2
alcoois alifaticos, 2 alcoois aromaticos, 3 aldeidos, 9 monoterpendides, 2 norisoprendides e
3 sesquiterpenos. O composto presente com maior valor de area cromatografica foi o
monoterpeno limoneno, estando associado a aromas citricos e frutados. Outros
monoterpenos associados a aromas citricos e que também foram identificados sdo o a-
pineno, 2-careno, trans-B-ocimeno ¢ y-terpineno. O aldeido nonanal também apresentou
um valor de area elevado, registando um aroma citrico e picante. Os &cidos nonandico e
decanodico, o &lcool nonanol, o aldeido nonanal e o norisoprendide B-damascenona, ja
anteriormente identificados num estudo de méis citricos (117), sdo também compostos
presentes nesta amostra.

No mel aromatizado salgado (N.° 10 Seasalt) foram identificados 2 &cidos, 2
alcoois alifaticos, 2 alcoois aromaticos, 3 aldeidos, 2 monoterpenos e 3 norisoprendides. O
norisoprenoide geranil acetona, associado a aromas frescos e com baixo valor de detecéo

de odor, o que contribui de forma positiva para o0 aroma, foi apenas identificado neste tipo
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de mel. Este norisoprendide, em estudos realizados com algas, foi identificado como sendo
produzido por estas (118).

Em relacdo ao mel aromatizado canela (N.° 25 Christmas) foram identificados 2
acidos, 1 alcool alifatico, 2 alcoois aromaticos, 4 aldeidos, 15 monoterpendides, 2
norisoprenodides e 3 sesquiterpenos. Os compostos 1,8-cineol, canfora, p-menta-1,5,8-
trieno e limoneno foram os monoterpendides que apresentaram maiores valores de &reas
cromatograficas. Em suma, o mel aromatizado com canela é o que apresenta maior niUmero
de compostos terpénicos, principalmente monoterpenos. Em estudos realizados com 6leos
essenciais das folhas e cascas de canela, foram também identificados os compostos volateis
canfeno, 1,8-cineol, limoneno, canfora, y-terpineno, a-felandreno, a-pineno, B-pineno e p-
cimeno (119,120).

As aromatizacBes que mais contribuiram para um aumento dos compostos
terpénicos presentes no mel e das areas dos compostos j& identificados foram as de canela,
limdo e menta. O numero de terpenos identificados quadruplicou no mel canela e duplicou
na aromatizacdo limdo e menta. Esses compostos apresentam, maioritariamente, aromas
agradaveis (eucalipto, frutado, citrico, doce, entre outros), sendo que alguns exibem baixos
limites de percecdo sensorial, contribuindo positivamente para o aroma.

Vérias caracteristicas dos compostos volateis tém vindo a ser associadas a
propriedades benéficas para a satde. Os terpenos sdo dos maiores grupos de compostos
naturais e com propriedades bioativas, existindo varios em estudo (58). O composto 1,8-
cineol, maioritario nos méis aromatizados canela ou menta, € utilizado em infecdes
respiratdrias, apresentando propriedades antimicrobianas e antisépticas (121). O limoneno,
presente no mel base e em maior valor nos méis aromatizados limdo, menta ou canela, tem
sido utilizado em estudos in vitro e em animais modelo, em funcdo da acdo preventiva
contra alguns tipos de cancro (122). Ao composto a-pineno, identificado no mel
aromatizado de menta, ja foram atribuidas varias propriedades benéficas devido a acdo
antimicrobiana e anti-inflamatoria (estudos in vitro) (123). O eugenol, identificado apenas
no mel aromatizado picante, é outro composto natural utilizado, devido as suas
propriedades analgésicas e anti-inflamatoérias. Dado que apresenta uma baixa toxicidade é

ja utilizado nas areas da cosmética e farmacéutica (115).
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Tabela 12 - Compostos volateis identificados por HS-SPME/GC-gMS nos seis méis com aromatizacao.

Area cromatogréfica x 10°

Compostos Mel Mel Mel Descritores Limiar de dete(;?o
i N de aroma ? de odor (ppb
Mel Chocolate  Mel Picante Menta Limao Salgado Mel Canela (ppb)
Acidos
Octandico 111 (14) 48,7(4) - e e e Gordura, seco 500
. 90,7 (18) Verde, gordura,
Nonandico 125 (3) 99,1 (19) 85 (32) 160 (11) 133 (47) mofo, azedo 3000
. Gordura, seco,
Decangico --mee- 40,5 (20) 43,7 (19) 43,7 (21) 57,9 (15) 80,9 (52) amadeirado 1000
Subtotal 236 179,9 142,8 128,7 217,9 213,9
Alcoois Alifaticos
1-octanol 218(26) e e e 448(40) e Pdo torrado, 110-130
metélico
Nonanol e e e 211(27) e e Gorduroso, 5
1-nonanol 51,7 (8) 193 (19) 136 (9) 201 (30) 234 (20) 32,5(19) suave, verde
) Subtotal 79,5 193 136 212 278,8 32,5
Alcoois Aromaticos
Fenilmetanol 143 (16) e 14,5 (24) 10 (51) 14,2 (12) Xy A ) J—
2-feniletanol 53,5 (21) 41,2 (7) 35,2 (6) 30 (61) 47,5 (22) 40,9 (40) Rosas, mel 750-1100
Subtotal 67,8 41,2 49,7 40 61,7 65,6
Aldeidos
Octanal 46,8 (21) 37,8 (2) 24,4 (24) 31,2 (9) 77,7 (33) 34,4 (32) Citrico, verde 0,7
Nonanal 533 (30) 1046 (6) 841 (15) 533 (30) 1117 (15) 779 (6) Citrico, picante 1
Picante, verde,
Decanal 103 (6) 138 (8) 129 (20) 103 (6) 149 (3) 129 (20) coentros, casca 2
de laranja
Subtotal 682,8 12218 9944 667,2 1369,4 9424

A identificacdo foi efetuada por: compara¢do com espetros de massa presentes na base de dados Wiley; comparacdo com os espetros de massa encontrados na literatura (base de
dados Pherobase e NIST);

& Descritores mencionados nas referéncias bibliogréficas (14,104-106,124)
P |imites de detecgdo sensorial mencionados nas referéncias bibliograficas (14,82,107,108,124-128)
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Tabela 12 - Cont. Compostos volateis identificados por HS-SPME/GC-gMS nos seis méis com aromatizagao.

Area cromatografica x 10° Limiar de
Compostos Mel Chocolate  Mel Picante Mel Menta  Mel Limdo  Mel Salgado Mel Canela Descritores de aroma® deteco de
odor (ppb) "
Monoterpendides
Frutado, doce, verde,
a-pineno s e 592 (42) 40 (26) - 45,4 (31) amadeirado, pinheiro, citrico, 6
lima
Canfeno = mmmmmeee mmmmmeeemmmmmeeemmmmmeee s 97 (26) che’ f_rUtado‘ Can,fora’ ______
pinheiro, ervas, 6leo
2-caren0 meemeems ememeen e 7034) e e Doce, citrico, agulha de abeto ~ ------
B-pineno e e 31,3 (54) 300 (59)  --ee- 51,8 (16) Doce, pinho, gmade"adoy 140
verde
2-B-pineno mmemeeem e s s e 39723 e
Sabineno e 195(7)  339(32) e e 121 (24) Fresco, citrico, picante, doce, 980
amadeirado
§-3-careno 51 (8) 48,2 (36) 453 (14) 60 (18) 46,6 (17) e Citrico, do‘";ﬁ'a ‘ég;de' aromaa 44
a-terpineno —eeeeeem e e e e 54,2 (21) Frutado, citrico -
Limoneno  --meeee- 21,6 (26) 532 (38) 2000 (36) 22,7 (51) 118 (20) Licoroso, citrico, frutado 10
afelandreno et 239 (17) Frutado, menta, ervas, lima,
pimenta, zimbro
1,8-cineol e e 1860 (6) 50(25) - 2000 (14) Eucalipto 1,3
y-terpineno seeeeem e s 60(19) - 82 (24) Citrico, frutado, doce, ervas 250
trans-B-ocimeno —e--eem e e 70(42) - 99,5 (35) Ervas, Isuavg, C|_tr|(30, doce, .
aranja, liméo
p-cimeno e e e 60,5 (41) Liméo, frutado, doce, ervas, 120
picante
Terpinoleno s e 398(15) e e e Doce, pinho 200
a-terpinoleno 43 (15) 139 (63) - e e 42,4 (23) Frutado, doce, anis, pinho -
Oxido de cis linalol 255(23) e e e e e Doce, amadeirado, floral,
aroma a terra
. Amadeirado, pinho, aroma a
p-menta-1,3,8-trieno 149 (10) e e memeeee e e timol e acanfora -
p-menta-1,5,8-trieno = -------- 321 (21) 133 (12) 200 (26)  ---ee- 129 (30) Torrado -
Céanfora ~ seeeeem e s e e 191 (15) Verde,seco -
Subtotal 268,5 549,3 2675,3 2850 69,3 3155,4

A identificacdo foi efetuada por: comparacdo com espetros de massa presentes na base de dados Wiley; comparagdo com os espetros de massa encontrados na literatura (base de dados

Pherobase e NIST);

& Descritores mencionados nas referéncias bibliograficas (14,104-106,124);

b |imites de deteccdo sensorial mencionados nas referéncias bibliograficas (14,82,107,108,124-128)




Tabela 12 - Cont. Compostos volateis identificados por HS-SPME/GC-gMS nos seis méis com aromatizacéo.

Area cromatogréfica x 10°
Compostos Mel Mel Mel Mel Mel Mel Canela Descritores de aroma ?

Limiar de detecéo

b
Chocolate Picante = Menta Limao Salgado de odor (ppb)

Norisoprendides

1,1,6-trimetil-1,2-di- -

hidro-naftaleno 56,9 (1) 90,1 (22) 20 (20) 90 (28) 112 (20) 76,7 (19) Medicinal -

Geranil acetona 873(34) - Fresco, floral, verde, frutado 60

trans-B-damascenona 16,3 (19) 53,5(12) 36,2 (18) 30 (39) 64,4 (20) 62,9 (15) Magcé cozida, mel, rosas 0,05
Subtotal 73,2 143,6 56,2 120 263,7 139,6

Sesquiterpenos

Aromadendreno 147 (17) 70 (41) - e Doce,seco -

Allo-aromadendreno 253 (33)  -eeem e e Amadeirado -

B-selineno e 9,90 (5) 236(7) 20 (56)  ---m-e-- 23,2 (30) Ervas e

a-selineno e 11,6 27) - 20 (45) - 17,3 (24) Pimenta, larana -

a-calacoreno 19,1 (22) Seco, amadeirado -
Subtotal 215 423,6 110 59,6

Outros

Eugenol e 748 (25) - e e e Pimenta, cravinho 6
Subtotal 74,8

A identificacdo foi efetuada por: comparagdo com espetros de massa presentes na base de dados Wiley; comparagdo com os espetros de massa encontrados na literatura (base de dados
Pherobase e NIST);

& Descritores mencionados nas referéncias bibliograficas (14,104-106,124).

> |_imites de deteccdo sensorial mencionados nas referéncias bibliograficas (14,82,107,108,124-128).
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4. Conclusodes

Com o presente trabalho pretendeu-se estudar e caracterizar os perfis volateis de
méis com e sem aromatizacdo, sendo também analisados o seu perfil polinico, a
capacidade antioxidante e os parametros fisicos-quimicos.

Na determinacdo dos parametros fisico-quimicos (pH e a atividade da agua) foi
possivel observar que as aromatizagdes ndo contribuiram para que os valores ficassem fora
dos intervalos de referéncia. Deste modo, o mel manteve os seus parametros de qualidade.
Em relacdo a capacidade antioxidante, o mel de verdo foi o que apresentou uma maior
atividade e dos méis aromatizados foram os de chocolate e limé&o.

Pela andlise polinica foi possivel verificar que, das trés amostras de mel sem
aromatizacdo, colhidas pelos apicultores em duas zonas geograficas distintas, uma pode ser
classificada como mel monofloral de eucalipto (89,1%) e as restantes como meéis
multiflorais. Esta analise demonstrou ser uma metodologia adequada para se determinar a
origem floral, permitindo identificar as espécies de plantas que contribuiram para o mel,
relacionando-as com os compostos volateis identificados. Compostos como 0 monoterpeno
p-menta-1,5,8-trieno e 0 sesquiterpeno aromadendreno, identificados no mel monofloral,
foram anteriormente identificados em 6leos essenciais de Eucalyptus spp. A origem floral
é um aspeto importante relativamente a qualidade do mel, tendo influéncia no seu valor
comercial.

Pelo estudo da composicdo volatil é possivel retirar informacbes sobre a
caracterizagdo varietal de produtos como o mel. Na analise da composicdo volatil, a
utilizacdo da técnica de HS-SPME/GC-gMS permitiu identificar compostos pertencentes
as diferentes classes, tais como alcoois, aldeidos &acidos, terpendides e norisoprendides.
Nos méis sem aromatizacdo foram identificados maioritariamente aldeidos e compostos
terpénicos. No mel monofloral foi possivel identificar compostos caracteristicos do
eucalipto como o nonanal, o nonanol, o acido nonandico, o p-mentha-1,5,8-trieno e 0
aromadendreno, sendo que este Gltimo apenas foi identificado neste mel. Nos méis com
aromatizacdes também foram identificados maioritariamente compostos terpénicos e
aldeidos. Os compostos identificados com maiores valores de &reas cromatogréaficas foram
0 1,8-cineol, limoneno, nonanal, a-pineno, p-menta-1,5,8-trieno e P-pineno, estando
associados a aromas com descritores positivos e agradaveis (eucalipto, citrico, frutado,

doce, entre outros) e a possiveis propriedades benéficas para a satde (antimicrobiana, anti-
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inflamatéria, entre outras). As aromatizagdes que mais contribuiram para um aumento dos
compostos terpénicos foram as de canela, limdo e menta, sendo no mel aromatizado com
canela onde se identificou um maior niUmero de compostos. Esses compostos apresentam,
maioritariamente, aromas agradaveis (eucalipto, frutado, citrico, doce, entre outros), sendo
que alguns exibem baixos limites de perce¢édo sensorial, contribuindo positivamente para o

aroma.
Trabalho Futuro:

No seguimento do trabalho realizado surgiram as seguintes linhas de acdo:

- Avaliacdo da capacidade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
leveduras, para uma maior valorizacdo dos méis com e sem aromatizacao;

- Caracterizacdo fisico-quimica das plantas utilizadas nas aromatizacoes;

- Avaliacdo de potenciais efeitos benéficos de alguns compostos identificados nas amostras

em analise.
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6. Anexos

Anexo |
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Figura A | - Ficha técnica do produto cacau em p6 Cimarrom utilizado na aromatizagdo do mel N. ° 66
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Anexo 11

ALoa*

ALGApIS — Frodugha = comertislizagng de alghs & saus derfvdos, Lda.
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flor d= sal de Aweiro epriquecica com flocos de= macrpalgas  maninhes
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nenhurmi.
mEnnium.
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wwraLalgaplus pt | gerel@algaplus.pt | $4351 234092 496
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Figura A 11- Ficha técnica do produto flor de sal com flocos de fava-do-mar utilizado na aromatiza¢do do
mel N. °© 10 Seasalt.
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