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Resumo

No ambito deste estudo caraterizaram-se do ponto de vista palinoldgico e
fisico-quimico, e como forma de valorizar o mel da Serra do Bugaco, 10
amostras de méis da referida serra, que foram disponibilizadas pela
Associacdo dos Apicultores do Litoral Centro. Com este objetivo,
comecou-se por elaborar uma palinoteca incluindo amostras de flores
potencialmente meliferas, recolhidas na regido. Posteriormente, estudou-
se a origem boténica das amostras de mel, mediante a anélise palinoldgica
baseada nas metodologias de acetdlise e contagens dos grédos de polen e
elementos de melada presentes no mel, com uso do microscopio 6tico.
Estudou-se, também, a qualidade dos meis mediante a analise de diversos
pardmetros fisico-quimicos, tais como humidade, cor, condutividade
elétrica, acidez, teor em hidroximetilfurfural (HMF), diastase, prolina,
perfil em acUcares, fendis totais, poder redutor, e a capacidade bloqueadora
de radicais livres. Do ponto de vista polinico, foram encontradas cinco
amostras de méis monoflorais de Eucalyptus e cinco multiflorais de
Eucalyptus com outros taxa. Do ponto de vista qualitativo, verificou-se
que cinco amostras eram de méis de néctar e as restantes eram de mistura
de néctar com melada. Em termos de qualidade avaliada pelos parametros
fisico-quimicos, todos estavam dentro dos limites legalmente
estabelecidos, embora se tenha constatado um teor de HMF ligeiramente
superior ao indice diastasico nas amostras de Miro, Mata do Bucaco e
Lameira de Sao Pedro, o que indicia um possivel inicio de degradacéo. O
valor mais baixo de HMF foi constatado na amostra de Telhado e mais alto
em Lameira de S8o Pedro. Em relacdo as propriedades antioxidantes,
foram moderadas em todas as amostras. Constataram-se diferencas
significativas entre os méis monoflorais de Eucalyptus e multiflorais deste
com outros grupos taxonémicos para o pH (t=-2.314, p<0.05) e a
maltulose (t=-2.380, p<0.05). A anélise de agrupamentos, realizada com
0s parametros fisico-quimicos, permitiu distinguir dois grupos, um
incluindo cinco amostras de méis monoflorais junto com uma multifloral
(Telhado), e outro com quatro amostras multiflorais. Na ACP, o eixo 1
mostrou ser o mais relevante, separando, também, as mesmas cinco
amostras de méis monoflorais, juntamento com a multifloral de Telhado,
das restantes quatro amostras de méis multiflorais. Na ACP realizada com
os dados polinicos ambos os eixos foram determinantes, separando o grupo
de cinco amostras de méis monoflorais de quatro amostras multiflorais,
destacando-se destas a amostra de Telhado, por ter uma composicao
polinica um pouco distinta.

Palavras-chave: mel, espectro polinico, caracterizacdo fisico-quimica, litoral centro,

Bucgaco.



Abstract

On the scope of this study 10 samples of honey provided by the Beekeepers
Association of the Central Coast were subjected to a palynological and
physico-chemichal characterization, in order to valorize the honey of this
mountain region. To achieve this, we started with the elaboration of a
reference collection of pollen samples, including flowers potentially
foraged by bees, from the study area. Afterwards, the botanical source of
the honeys was inferred by counting pollen grains and honeydew elements
under O.M., after applying the acetolysis method. The quality of the honey
samples was also studied by analyzing several physico-chemical
parameters including moisture content, color, electrical conductivity, pH,
acidity, hidroxymetylfurfural content, diastase, proline, sugar profile, total
phenols, reducing power and the blocking ability of free radicals (DPPH).
Five of the samples were found to be of monofloral Eucalyptus honey, and
the other five of multifloral honeys, although also including Eucalyptus.
Also five samples were strictly of nectar honey, while the other five were
of a mixture of nectar with honeydew. In terms of physico-chemical
quality analysis, all the samples were found to be under the legally
established limits, although a level of HMF slightly higher than the level
of diastase was found in the Miro, Mata do Bucgaco and Lameira de Sao
Pedro samples, indicating a possible beginning of alteration of these
samples. The lowest level of HMF was found in the Telhado sample, and
the highest was found in the Lameira de Sdo Pedro sample. The antioxidant
properties were moderate in all the samples. Significant differences were
found between monofloral Eucalyptus honeys and multifloral honey of this
species among others for pH (t=-2.314, p<0.05) and maltulose (t=-2.380,
p<0.05). The cluster analysis made with the physico-chemical parameters
allowed to distinguish two groups, one including five monofloral samples
and one multifloral (Telhado), and other group with the remaining four
multifloral honeys. In the PCA, also conducted with the physico-chemical
data, the axis 1 was the most relevant, splitting also the same five
monofloral samples along with the multifloral sample from Telhado, from
the remaining four multifloral samples. In the PCA conducted with the
pollen data, both axis were important, splitting the five monofloral samples
from four of the multifloral honeys. The multifloral sample from Telhado
did not group with any of the other groups of samples, due to a slightly
distinct pollen composition.

Keywords: honey, pollen spectrum, physico-chemical characterization, center coast,

Bucgaco.
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1. INTRODUCAO

1.1.Ambito e enquadramento

O Mel é um produto alimentar, que ja era consurpelo homem muito antes do
surgimento da apicultura e que resulta do process@mpelaApis mellifera, do néctar
das flores recolhido durante a polinizacdo e dadaetias secrecbes de partes vivas das
plantas(Peréz, 2003). A sua qualidade, medida atravésodgasicdo polinica e das
carateristicas fisico-quimicas, depende fundanmeetstke da origem floral (Silvet al.,
2004). Por isso, o conhecimento real da sua copgmgi de extrema importancia porque
define o preco no mercado (Oroian., 2015) mas tampérmite ao consumidor, escolher
o produto apropriado as suas necessidades aliragr@gragar uma percentagem a mais
caso haja na embalagem um rétulo de qualidaddicadt (Padillaet al, 2007). Além
disso, uma rotulagem incompleta ou incorreta poeaumsa o direito do consumidor visto
que, nos ultimos anos os consumidores perderaniaogafem relacdo a qualidade dos
produtos alimentares como consequéncia de numeeesaadalos e crises que afetaram
a industria alimentar (Padilkst al, 2007). Por estas razfes e duvidas, considerouese q
esta pesquisa seria Util e que permitiria aprofubdatante sobre a qualidade e origem

botanica dos méis analisados.

O Mel é definido como uma substancia naturalmegtearada, produzida pela
abelhaApis melliferal. a partir de néctar das flores, ou das secregpd@sdas de partes
vivas de plantas, ou de excrecdes de insetos siggade plantas (como os hemipteros),
que as abelhas recolhem, convertem, juntam comtéswiss especificas proprias,
depositam, desidratam, armazenam e deixam amadumexéavos da colmeia (Diretiva
2001/110/CE, 2001). E no mesmo mel que se enconteadiversidade de componentes
fisico-quimicos tais como: a frutose, glucose, osa@te sacarose como os hidratos de
carbono mais abundantes (Erejustal, 2012a). Também se encontram outros agucares
em menor concentracao, referidos mais adiante trast@ho. Outros componentes tais
como: agua, acidos organicos, proteinas, vitaminasgrais, fendis, flavonoides,
enzimas entre outras substancias ndo mencionadiasaabém sdo encontradas (White
& Doner, 1980; Erejuwat al, 2012b). Das propriedades fisicas, as mais iraptas e
comumente analisadas no mel destaca-se a correlativdade elétrica, mas também a
densidade, indice de refracdo, viscosidade, drata#lo, entre outras, tém sido estudadas

(Louveauxet al, 1970; Oheet al, 2004). Todos estes parametros permitem avaliar o
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estado de conservacdao do mel (Anklam, 1998), bemocas suas propriedades
nutricionais e bioativas, anti-histaminicas, ardibeanas, anti-inflamatorias, antivirais,
bem como antioxidantes, que interferem no combatstaess oxidativo” e minimizam

o risco de doencas (Perron & Brumaghim, 2009; Yuksal, 2010). Por sua vez, a
andlise melissopalinoldgica € o principal métodadaspara avaliar a origem botéanica e
por conseguinte a origem geografica dos méis (Lauxet al, 1970; Oheet al, 2004).
Dai que, pretende-se também verificar se realnedss amostras recolhidas refletem a

informacé&o patente nos seus roétulos.

Neste estudo foram analisadas amostras de mehanigs de 10 areas diferentes, de
apiarios localizados ao longo da Serra do Bucasoguais foram fornecidas pela
Associacdo dos Apicultores do Litoral Centro, aradinente rotuladas como méis
multiflorais. As analises fisico-quimicas foramlizsdas nos laboratdrios do Instituto
politécnico de Braganca — IPB, enquanto as angbiaksologicas, foram realizadas nos
laboratorios do Departamento de Biologia da Unidade de Aveiro. Para este ultimo
efeito, realizou-se, antecipadamente, uma recahifocks da area de estudo, com vista
a preparacao de uma palinoteca de referéncia quie e guia para a comparacao com
0 espectro polinico presente nas amostras de rasteNrabalho pretendemos avaliar a
“qualidade” das amostras estudadas e a fidedigaidial informacéo patente nos
respéctivos rotulos. Para tal, foram tracados gsistes objetivos especificos: analisar o
espetro polinico e os elementos de melada a fimfdar sobre a origem boténica das
amostras; do ponto de vista fisico-quimico, deteam& humidade, a cor, a condutividade
elétrica, o pH, a acidez, o teor em hidroximetflival - (HMF), o perfil em acucares, e o
indice diastasico; bem como as propriedades addokes mediante a analise do poder
redutor, dos fendis totais, e da capacidade blatpraade radicais livres. Finalmente,
uma analise estatistica foi efetuada com os dablitdos com o intuito de investigar a
existéncia de diferencas significativas entre agias&los parametros fisico-quimicos em
relacdo a origem botanica e ou geografica dos eséiglados e adicionalmente, fizeram-
se andlises multivariadas pelos métodos de agrugameede andlises de componentes
principais para compreender os niveis de simildedentre as amostras bem como as
respetivas medidas dos parametros fisico-quimioosetacdo a origem botanica dos

mesmaos méis.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.A flora melifera e a sua importancia

A biodiversidade vegetal € um recurso bastant@s@lpara a atividade apicola uma
vez que constitui o sustento alimentar das abgl8teffan-Dewenter & Tscharntke,
2000). Para os apicultores, o conhecimento destrsiilade vegetal, sua utilidade,
distribuicdo geografica e fenologia, constitui urstiumento fundamental, porque ajuda
a decidir o maneio temporal e espacial durantestigalas colmeias a fim de aumentar
a producédo de mel, e também ajuda a planear antagho em &reas apicolas de culturas
vegetais que possam disponibilizar o pélen e oanédirecionando projetos de
recomposicdo vegetal, reflorestamento de é&reasodservacdo e implantacdo de
corredores ecolégicos (Roman & Palma, 2007; Moetroal, 2011). Ademais, a
certificacdo da origem botanica e geografica dq neela identificacdo dos varios tipos
de pdlen no mel para avaliar a importancia relatigecada uma das plantas visitadas
como fornecedora de néctar ou do poélen, esta oglado com o tipo de flora melifera
nas proximidades dos apiarios (Santos, 1964; Laxveial, 1970).

Nem todas as plantas existentes nos habitats looatn com iguais recursos para a
formacao do mel, pois varios estudos feitos em aramwde méis indicam certas familias
e géneros botanicos especificos como potenciatsilwaidoras para a formacao do mel.
Portanto, do ponto de vista melifero, e quantoeat@fde recursos, a flora pode ser
classificada em trés seguintes grupos: nectarifeshnifera e polinifera-nectarifera
(Barth, 2005; Gutiérrez & Garcia, 2007). Em 38 amassde mel estudadas, da regido de
Luso, Portugal, foi possivel identificar os segasngrupos taxonomicogucalyptus
Erica arborea Rubus ulmifolius Castanea sativaRaphanus raphanistriujfEchium
plantagineumCytisus scopariyd.avandulasp.,Trifolium hybridumRhamnusp. (Silva
et al, 2009).Além disso, na regido de Tras-os-montes e Alto Douerificou-se a
predominancia de poélenes das Rosaceae (34,1%),ostmnmeste caso, pelos géneros
Rubuse Prunus seguidos de 20,8% da familia Fabacé&edfcagosp. eTrifolium sp.).
Também dominaram em cerca de 12,4%, 7,9 7,5% e, 6gshetivamente, as familias
Fagaceae(uercussp. eCastanea satia BoraginaceaeEchiumsp. eAchusasp.),
LamiaceaeRosmarinus officinalie Lavandula pedunculajse Ericaceae. Além destas,
outras familias foram encontradas, mas em propsnghativamente baixas (Piresal,
2004).
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As Cistaceae, por vezes, tém sido predominantesmrstras de mel, pois um estudo
feito no Parque Arqueoldgico do vale de Cba mostyoel esta € uma das familias que
aparece com uma representacdo consideravel, caagdegara as espéctdalimimum
halimifolium e Cistus albidugMaia et al, 2002). Porém, um estudo levado a cabo na
regido portuguesa Entre-Douro e Minho mostra clardena predominancia de polen do
tipo Eucalyptus(Mirtaceae), com mais de 70% em cinco amostras3dasstudadas,
seguido do tip&itrus (Rutaceae), com cerca de 10%, encontrada em aperResmostra
do mesmo universo e as restantes 24 amostras dendéis multiflorais. Estas ultimas
incluiram os géneroRubus Erica, Trifolium, Cistus Echium Pinus Prunus Citysus
Medicagq Genista Lotus Quercus Acacig Castanea Pterospartum Malus Tilia,
Brassica Diplotaxis Lavandulae Pyrus As familias Fabaceae e Rosaceae, foram as que
providenciaram maior numero de tipos polinicos deva participacdo com maior

namero deaxarelativamente as outras familias (Fetal, 2010).

Portanto, a enorme diversidade floristica existentecossistemas naturais e semi-
naturais vai determinar as caracteristicas fisidmgas e o espectro polinico dos méis,
por isso, o conhecimento prévio da flora local ésemsial para 0 estudo

melissopalinol6gico das amostras de mel.

2.1.1 O Mel

Os dados que confirmam o uso antigo do mel sdaitasabundantes e mostram
que em todas as culturas humanas existe o donmasitabilidades de recolha e uso do
mel (Pérez, 2003).

Em Africa, por exemplo em Mogambique, o mel é usamimo alimento, ainda
hoje extraido diretamente das colmeias nas arvosasido o fumo resultante da

combustéo lenta de palhas secas das savanaspugeatafas abelhas.

A Peninsula Ibérica aparece como um dos grandespdae mais antigos pois,
existem retratos de pinturas rupestres em caverma¥aléncia, datado do paleolitico
superior (de ha 35000 anos), ilustrando uma mulMan of Bicorp ™ envolvida por um
conjunto de abelhas pendurada numa arvore, enclaengncesta de favos de mel (Pérez,
2003).

Na antiga Grécia, o0 mel era respeitado como alimditino, cumprindo uma
funcéo religiosa fundamental, pois acreditava-se@uéctar que as abelhas libam para
gerar o mel caia do céu. Ao contrario dos gregosgipcios estavam convencidos sobre
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a importancia do mel na sua mitologia, pois o malsémbolo de fertilidade e da vida e
as abelhas foram na primeira dinastia consideradiam simbolo de rei. Todavia, 0s
romanos aproveitavam o mel como adocante e falamcavvinho e a cerveja e usavam-

no, ainda, como conservante para seus alimentosz(F903).

Enquanto para os romanos a procura do mel ultrapasproducéo e, por isso, ja
praticavam uma verdadeira apicultura, na regidtenba europeia reinava a recolha do
mel silvestre. Portanto, com a decaida da civiisagpmana, constata-se um longo
periodo sem atividade apicola e com piores momentoséculo XVIII, pois foi
importado da América o agucar de cana como adagdais tarde, a apicultura renasceu
e evoluiu, desde a extracdo natural até a constg&olmeias fechadas com pecas de
madeira. Em 1865, o italiano Huruschka exp6s umestndaparelho e que através de

uma manivela centrifugava um Unico favo de mel¢P,é2003).

2.1.1.1. Caraterizacdo melissopalinoldgica

A melissopalinologia, como ciéncia, teve o seuiingom o trabalho de Pfister
em 1895, ao argumentar a possivel determinacadgiobotanica e ou geogréfica do
mel através da quantificacdo de grdos de pélerieexes na amostra. A partir dai, a
utilizacdo da microscopia no estudo das amostranaleganha a sua importancia em
véarias partes do mundo com a finalidade de se cganger a relacdo existente entre as
plantas e as abelhas, que é muito importante pgma@teca apicola e estratégias de
polinizacdo (Valenciat al). Isto, provavelmente, deveu-se a existéncia aedfs na
comercializacdo do mel e da propria necessidadesaar a origem botanica e ou

geografica (Pérez, 2003).

Em 1908 Young e 1911 Fehiman, desenvolveram, rigapetnte, nos Estados
Unidos da América e Suica, estudos relacionadate este Ultimo veio a demostrar a
distincdo entre mel de melada e mel de néctar.rdeieste periodo, em muitos paises da
Europa fizeram-se muitos trabalhos nesta area &9% a melissopalinologia ganhou

autonomia como ramo distinto da palinologia (P€2693).

Os problemas especificos da melissopalinologia ceemglem: a determinagéo
do conteudo sedimentar melifero “analise qualiéaé\quantitativa dos varios elementos
gue compde a amostra entre pélen e elementos aeaigbara se inferir sobre a origem
geogréfica e botanica do mel (Louveatal 1978). Portanto, com 0 aumento de padréo

de vida na atualidade e uma atencéo acrescida @atps resultantes de servigos dos
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ecossistemas, com efeitos positivos para a sauehartay constata-se uma crescente
ingestdo de mel, principalmente em paises indiigathos (Gomes, 2009). Por estes
motivos, hoje ocorre um aumento da atividade apieolinvestigacdo no campo da

melissopalinologia.

A andlise do espetro polinico do mel permite dedugiia origem floral e certifica

a identidade da génese do mel apontada pelos tapesi(lglesiaet al, 2012).

O mel contém, para além de graos de poélen, paticulcroscopicas, tais como
esporos de algas e fungos, provenientes das pldatasde o néctar ou melada tenham
sido recolhidos pelas abelhas. Por isso, imporr fa analise quantitativa das amostras,
a fim de verificar se se trata de mel ou meladea Bafeito, faz-se a contagem em 100
campos oticos, de entre 10 a 20 elementos, pai&tst no minimo, 500 elementos de
polen, esporos de fungos e algas e determina-separpao relativa. Depois, faz-se a
analise qualitativa onde os graos de polen sadiidados por microscopia 6tica em um

sedimento previamente preparado por centrifugaQduel diluido (Oheet al, 2004).

Para que seja de maior rigor, contam-se 500 a 1p80s, e determina-se
posteriormente a frequéncia relativa da diversigedi@ica (Oheet al, 2004). Com isso,
a espécie de planta que tiver maior frequéncianjpalisera considerada a de maior
contribuicdo para a produgcéo do mel e, acima de determinada percentagem pode
levar a classificacdo desse mel como monofloral,opwsicdo a multifloral, quando

nenhuma espécie é predominante.

Na realidade, ndo existe de uma forma absolutanmoglofioral, visto que as
abelhas ndo visitam uma Unica espécie vegetal, mesmsta for a dominante. Assim,
para que o mel seja considerado monofloral, a amdswve conter pelo menos 45% do
pélen correspondente a espécie em causa. Infeltepreequantidade de pélen em relacao
ao néctar varia consideravelmente entre diferezgpécies de plantas (Bryant & Jone,
2001).

Efetivamente, algumas formas polinicas sdo conhscitbmo sendo sobre-
representadas enquanto outras sao sub-represemadesdo a percentagem necessaria
para considerar o mel monofloral ser diferentendécada, tal como vai ser abordado no

capitulo seguinte (Bryant & Jone, 2001).
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Em relacdo ao mel de melada, este ndo contem cuighglen especifico, mas
pélen transportado pelo ar e que acaba ficandm pragpegajosa melada. Os fatores
morfologicos e fisioldgicos das plantas, bem comoraportamento das abelhas na busca
do polen e processos internos de transferénciaedonmna colmeia, que culmina com a
contaminagdo e mesmo a contaminacdo pelo apicdlloante o maneio, podem
influenciar a representacéo polinica em amostraseleno geral (Bryant & Jone, 2001,
Pérez, 2003). Contudo, a composicao polinica dasaende mel reflete em geral, o tipo
de vegetacao de onde o mel foi produzido e é @ntd p determinac&o da origem botéanica

e geografica (Louveauwst al, 1978).

2.1.1.2. O mel de néctar e o espetro polinico

As flores oferecem qualidades especificas ao meéder (aroma, concentracdo
e tipos de acgucares, tipos de pdlen, acidez eatos componentes) porque, néctares de
plantas diferentes apresentam qualidades peculRoesua vez, esta peculiaridade vai
determinar divergéncias nas propriedades fisicotigas entre amostras de diferentes
méis. Nestes, dominam poélen de espécie nectarfersisdo, em fungdo das frequéncias
relativas dos tipos polinicos, vao ocorrer méis ofionais e multiflorais (Pérez, 2003).
A sua classificacdo em monofloral depende da pgasde 45% do polen da mesma

espécie em relacdo ao universo total polinico (eauxet al, 1978; Ohest al, 2004).

O desequilibrio entre a taxa de producao de pokedesnéctar em certas espécies
vegetais, provoca muitas excecfes como na famdlmidceae e género Citrus onde o
polen esta sub-representado no mel de tal formad @p20% séo suficientes para receber
a classificacdo monofloral, crescendo para os 30% nos géneroSilia, Medicagq
Robiniae na familia Cucurbitaceae (Pérez, 2003).

Em plantas com altas taxas de producéo polinicajuero polen aparece hiper-
representado em relagdo ao néctar como acontecgémesosLotus Eucalyptuse
Castaneaas percentagens acordadas sédo bastante elewatlandn entre 70% e 90%
(Pérez, 2003) e em especial 90% patastanea sativf_ouveauxet al, 1970).

No entanto, é importante perceber que para umacbkddicacdo da origem
botanica a analise do perfil polinico ndo tem saddnica andlise efetuada, pois séo
também incorporados e cruzados os parametros g@aserfisicos-quimicos (Ruoff,
2006).
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2.1.1.3. Composicéo e caracteristicas fisico-quimicas de mel

Segundo Serra (s.d.), a composicdo do mel obedece ao padrao geral apresentado
na Figura 1, embora esta seja mais complexa, pois dela fazem parte 180 componentes

diferentes, dos quais alguns deles serdo aqui analisados.

13% Outros 1% Outros
carbohidratos componentes

38% Frutose
17% Agua

31% Glucose

Figura 1- Composigdo quimica do mel, segundo Serra (s.d).

Durante as analises feitas ao mel deve-se ter ata goe, para além do tipo de
flora melifera, fatores como o clima da regido eosalidade, estagio de maturacao,
processamento e armazenamento interferem na slidagiea(Silvaet al, 2004). Mas
também, as transformacdes irreversiveis de caragignico e bioldégico como o
envelhecimento, tratamento térmico, adicdo de gosdque chegam a alterar o valor

nutritivo e propriedades organoléticas, podemesgsonsaveis pela sua alteracao (Pérez,
2003).

Do ponto de vista fisico, carateristicas como dcandle refracdo, densidade,
viscosidade, poder refratério, condutividade, calespecifico, cristalizagéo,
higroscopicidade, tenséao superficial, propriedandsidais e colorimétricas, costumam
ser analisadas no mel (Pérez, 2003; White & DothBB80), as quais se devem a
concentracdo de diversos hidratos de carbono gerecemtram em diferentes proporgoes
entre os méis (Pérez, 2003). Ademais, a cor, sabairoma também caraterizam o mel
e variam em funcéo da fonte floral (White & DonE980).

Do ponto de vista quimico o mel caracteriza-se ger constituido,
essencialmente, por acucares, sendo a glicoset@sdrios monossacarideos mais

predominantes, além disso, existem também pigmentrstenoides, compostos
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fendlicos como os flavonoides, compostos aminadwsnacidos, alcaloides e aminas)
e acido ascorbico, para além de teores em acid@sions, enzimas, particulas solidas
oriundas da sua colheita, proteinas e substandmesars (Diretiva 2001/110/CE, 2001,
Ferreira, 2008; Perez-Aquilliet al, 1994; Pérez, 2003; Soletral, 1995).

Na Tabela | descrevem-se, detalhadamente, as eadsticas fisico-quimicas
comumente analisadas, com os valores de referéooim base na legislacédo
internacional, relativa a qualidade do mel. Algpasametros que serdo analisados, ndo

constam na legislagao internacional, mas, aindemas&o muito importantes.

Tabela | — Valores padréo da legislagéo internacional déidpde do mel.

Parametros Valor padréo Fontes

<20%

Humi '
umidade ExcetoCalluna vulgaris< 23%

Méaximo< 0,8 mScrt
Minimo > 0,8 mScrit - mel melada €astanea sativa.

Egﬁ::wdade ExcetoArbutus unedo, Ericapp.,Eucalyptusspp,
Tilia spp, Calluna vulgaris, Lepdospermum e
Melaleucaspp

Teor de Mel de néctar 60%

Frutose+Glucose| Mel de melada e sua mistura com mel de néct#5%

No geral< 5% DL.126-2015
ExcetoRobinia pseudoacacia, Medicago sativa,

Teor de sacarose| Banksia menziesii, Hedysarum, Eucalyptus

camaldulensis; Eucryphispp, citrusspp. <10 %
ExcetoLavandulaspp, Borago officinalis< 15%

Acidez livre Maximo< 50 meqgkd

Maximo gerak 40 mgkg!

HMF Para méis da regido tropicaB0 mgkgt

indice diastatico | Méis Analisados ap6s o tratamento e mistuga
(DN) Méis com baixo conteudo natural de enzima&s

Prolina No gerat 180 mgkgt (IHC, 2009)

2.1.1.3.1. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica de um determinado matértahto maior, quanto melhor
ele permitir passar por si a corrente elétrica (Bég & Rodrigues, 2006). Em amostras
de mel, o valor da condutividade elétrica depermleahteddo mineral bem como das
proteinas e acidos organicos la existentes (Getnais2011; Pérez, 2003). As medidas

de condutividade elétrica ddo uma indicacdo dodedondas as substancias organicas e
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inorganicas ionizaveis presentes no mel (Gosates., 2011). Contudo, em funcédo da
origem floral a condutividade elétrica em amostdas méis variam entre grandes
extremos, sendo que 0s méis mais escuros e os lddar@mnduzem mais a corrente

elétrica do que os méis florais mais claros (P&e@3).

Os critérios de composicédo de méis em uso na Ewxigam que o mel, quando
usado em qualquer produto destinado ao consumortayrsa for de nectar deve ter, no
maximo, 0,8 mS/cm, exceto quando seja de melada flores de castanheiro e misturas
desses méis, em que deve ter no minimo, 0,8 m®aetiya 2001/110/CE, 2001).

2.1.1.3.2. A cor

A cor do mel representa uma das carateristicanolgficas mais importantes de
tal forma que determina a qualificacdo do tipo @ pelo apicultor. Normalmente, o mel
apresenta tonalidades de cor ambar mas a suaa@riagcdesde amarelo palido, branco
proximo a transparente até escuro proximo a negiacipalmente os multiflorais mas,
entre esta faixa, passa por uma gama de variagdesrds como vermelho e castanho
(Negueruela & Perez-Arquillue, 2000; Pérez, 2003).

Geralmente méis mais claros contém menos matériaratiem relagcdo a méis
escuros e esta variacdo dependerd de nutrientesrvidlos pela planta, sua
disponibilidade no solo, bem como da contaminagdlmental e do solo. Ademais, a cor,
através da sua aparéncia, € um critério usado gpawde aceitabilidade, dai que esta
deve estar dentro de um intervalo previsto pae#dagdo do mel pelo consumidor (Sanz
et al, 2005).

2.1.1.3.3. Humidade

Depois da frutose e glucose, a agua representaceirte maior componente
guantitativo do mel e em geral varia desde 122 @02 (Ball, 2007). Mas, outros estudos
apontam uma variacao na ordem dos 13 a 25% (WhiDo@&er, 1980). Esta variacédo
depende da humidade ambiental e edafica da aremafiea, abundancia da fonte do
néctar, da flora, bem como as préticas no manusearapicola (Pérez, 2003). Ainda
assim, é considerada a humidade natural dessetprods favos a que sobra do néctar
apos a sua transformacdo em mel (White & DoneBQJL9ortanto, o teor de agua no
mel, ao influenciar a sua maturidade, conserveasgmr, peso especifico, cristalizacao e

viscosidade é uma das carateristicas verdadeirarmeportante (Pérez, 2003).
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Quando o mel é comercializado em estado naturaltiimado em qualquer
produto destinado ao consumo humano, este devgerah conter no maximo 20% de
teor de agua mas, para méis de uzal(ina) e mel para uso industrial em geral deve
conter no maximo 23% e de urZeafluna para uso industrial pode conter no maximo
25% (Diretiva 2001/110/CE, 2001).

2.1.1.3.4. Perfil em aclcares

Cerca de 95 a 99,9% da matéria seca do mel é wodstpor hidratos de carbono,
o que lhe confere alta viscosidade, densidade £renal para absorcédo de humidade e
granulagdo, bem como resisténcia perante certos tip deterioracdo (White & Doner,
1980). Todavia, 0s monossacarideos frutose e gliaparecem a perfazer cerca de 85%
dos solidos e séo considerados os principais agsicer mel sendo a frutose em geral,
mais abundante que a glicose (White & Doner, 1888z, 2003). Para além destes
acucares, ja foram encontrados no mel mais del®@egs mais complexos que a frutose
e glicose, dos quais 10 séo dissacarideos (Whibm@&er, 1980), onde a sacarose e a
maltose fazem parte e representam cerca de 108tatiddde dos acucares no mel (Perez,
2003) e outros 10 sao trissacarideos e mais 2 mxicdmplexos diferentes, a
isomaltotetraose e isomaltopentose. Porém, muisses aclcares estdo presentes em
muito pequenas quantidades e ndo ocorrem no ngggattando das enzimas adicionadas
pelas abelhas durante a producdo do mel e reagd®écgs no material concentrado
(White & Doner, 1980).

O teor total de acucares redutores como a frutggeease para o mel de néctar
com o qual iremos trabalhar, estdo tabelados parmiono de 60g/100g de mel. Porém,
para o teor de sacarose em geral estdo no maxanoogdam de 5g/100g de mel, enquanto
para casos especificos como oRlabinia pseudoacacjgEucalyptus camandulensis
Citrus spp., Medicago sativa, Banksia menziesii, Hedysarum, ¥ploa lucida,
Eucryphia nilliganj o valor tabelado é de 10g/100g de mel no maxiema® para
Lavandula spp. e Borago officinalisum maximo de 15g/100g de mel (Diretiva
2001/110/CE, 2001).

2.1.1.3.5. Acidez livre e lacténica

O poder &cido presente no mel é uma propriedadertene porque tem

implicagBes ao nivel da ecologia microbiana bemaom natureza e dindmica da sua
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alteracdo, pois a acidez natural de mel inibe raugtgentes patogénicos, protegendo
contra a invasdo deste produto por microrganismaelbianos e evitando a sua
deterioracdo (Malikat al, 2005). O peroxido de hidrogénio e acidos femdliais como
acido feldrico e acido caféico contribuem, tambgara a inibicdo microbiana (Wahdan,
1998, Zandamela, 2008).

De entre os acidos organicos, o acido gluconico selo considerado o mais
importante. Contudo, foram identificados cerca Gea2idos organicos no mel: acido
férmico, citrico, acético, oxalico, malico, lactjcgucinico, butirico, férmico, fosforico,

piroglutamico entre outros (Whie al, 1980).

No mel, os acidos originam-se, basicamente, arpdatiacdo das secre¢des
digestivas das glandulas salivares das abelhasprpaezem atividades enziméticas e
fermentativas (Zandamela, 2008). Mas, a acidezmaso, resulta dos acidos organicos
em equilibrio com as suas lactonas, ou ésteregjuasaifes inorganicos, tais como
sulfatos, cloratos e fosfatos, cujos acidos coomrdentes estao presentes no mel (Perez-
Arquillué et al, 1994).

A acidez do mel pode ser aumentada ao se constatasubida de formacéo de
hidroximetilfurfural pela desidratagéo das hexas®msdo ao aguecimento excessivo que
também se pode converter por decomposicdo em &gidoco e levulinico (Pérez,
2003). Mas também a fosfatase acida, que é umananalacionada com a origem
botanica do néctar, os seus valores ja foram r&gastno mel e sobretudo a sua atividade
durante a fermentagéo pode aumentar, contribuintgacidez do mel. (Alonso-Torre
et al, 2006).

No mel, pode-se determinar a acidez livre, a adalgbnica e acidez total, sendo
a relacao da acidez livre e lactonica a que methduz a origem botanica do mel, tanto
floral como de melada (Sanckbal, 1990; Pérez, 2003). Ademais, a acidez lactonica é
uma reserva acida porque liberta acidos quandolsofe uma alcalinizacéo (Pérez,
2003). Por sua vez, as lactonas estao fundamemtdmoenstituidas por glucolactonas e
estdo em estabilidade com o acido glucénico, algiessinorganicos tais como fosfatos
e sulfatogWhite Jret al, 1962; Terralet al, 2002).

O teor da acidez livre e lactonica sobem no decalwearmazenamento, mas o
valor das lactonas costuma subir mais do que cdio®s livres (Terralet al, 2002).
Porém, o teor de glicose também influencia forteémaracidez do mel, pois a enzima D-
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glucose oxidase, converte este aclucar em acidorgha; o qual € o mais abundante dos
acidos organicos, pois atinge 70 a 90% no mel.nA\sai presenca deste &cido e as

lactonas, comandam a acidez do mel (Zandamela).2008

Dos varios parametros do mel, a acidez é um aiférportante para avaliar a
qualidade, sendo o valor maximo da acidez livreniteto, em geral, de 50 megkgao
passo que 80 meqgkg o maximo permitido para o uso industrial (Dir@2001/110/CE,
2001).

2.1.1.3.6. Hidroximetilfurfural - HMF

O HMF é um aldeido ciclico anormal do mel, formaisda temperatura ambiente
quando se da a desidratacdo da frutose, em meio &datores como depdsito a altas
temperaturas, aquecimento e envelhecimento nadorahel podem tornar célere este
processo (Huidobro & Simal, 1985; Pérez, 2003) chxtialmente, o tratamento térmico
aplicado ao mel, degrada as vitaminas e bionué$eatproduz um aumento simulténeo

no teor de HMF e reducéo da atividade diastasioai @t al, 2002).

A presenca de HMF no mel, indica a perda da freseupor conseguinte uma

reducao da qualidade do mel (Pérez, 2003).

A norma internacional estabelece, para a geneddidi®s méis, com excecao
daqueles para uso industrial, um teor maximo de HKIBOmMgkgd e de 80mgkd para
méis da regido tropical (Diretiva 2001/110/CE, 2001

2.1.1.3.7. A prolina

A prolina é um aminoéacido ndo essencial, encontdedfmrma generalizada em
séries de repeticdes multiplas, nas proteinas dmsmipotas e eucariotas (Williamson,
1997). Este aminoécido livre é o que mais predonmoamel e reflete o nivel de
aminoacidos totais, apesar do mel ser uma solucé@m diversos aminoacidos e a sua

composicao depender da origem botanica (Bogdad®2)2

No mel, a prolina indica a qualidade nutricionalrespondendo a boa qualidade
quando apresenta valores elevados, e a ma qualigaehelo apresenta valores baixos.
Adicionalmente, os niveis de prolina no mel podedicar a frescura, a maturagcao, ou a
potencial adulteracdo com agucar, correspondeneste ncaso, a baixos teores de

aminoacidos. Ademais, este parametro ndo conglaetava da unido europeia relativa
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ao mel mas, de modo geral, reconhece-se que mahgeahevera exibir teores em prolina
acima de 0,18 mgh(Bogdanowet al, 2002).

2.1.1.3.8. Indice diastasico

No mel, a atividade enzimética, é essencialmenidagara avaliar possiveis
adulteracbes deste alimento (White, 1994). Apesaemzima diastaser-amilase) e
invertase ¢-glucosidase) derivarem fundamentalmente das ahetlif@rentes tipos de
méis mostram diferencas significativas em atividadezimaticas (Oddet al, 1990,
White, 1994). Porém, a enzima diastase, para ad&er @rigem nas abelhas, estd também
associada ao processo de amadurecimento do néctelap recolhidas, a sua principal

funcao € de digerir as moléculas de amido (WhR84L

A diastase € muito sensivel ao calor e assim podécar o grau de
sobreaquecimento, conservacéo e frescura do nleh (8t al, 2009; White, 1994).
Portanto, a sua auséncia reflete fraudulénciazesdi no mel, por exemplo a sujeicdo a
temperaturas superiores a 60°C, condicdes de ana@s®to que provocam a
desnaturacao e o consequente decréscimo da medmta,(¥994; Tosi, 2008).

Por mais que méis diferentes apresentem valorgigisiase bem variaveis (Oddo
et al, 1990; White, 1994; Bogdanet al, 2002), a legislacao estabelece um minimo de 8
unidades de Schade (DN) para a generalidade dssenéi excecdo dos méis de citrinos,
cujos teores enzimaticos sédo naturalmente baiara, g quais tem de ser superior a 3
DN (Diretiva 2004/110/CE, 2001; Bogdanewal, 2002).

2.1.1.3.9. Atividade antioxidante

Os agentes antioxidantes sao substancias queiaaenspresentes num substrato
organico, captam radicais livres e inibem a peragda lipidica (Cook & Semman, 1996).
Este fendbmeno é muito importante na saude humasty gue os radicais livres
provocam varias doencas humanas, incluindo can@®sderose mdultipla, doencas
autoimunes e Parkinson (Halliwell & Gutteridge, &P8 Adicionalmente, estes
antioxidantes podem atuar como conservantes demtia®, retardando a sua oxidagao e
a consequente putrefacdo (Gomes, 2009).

Os principais compostos presentes no mel que Ihé&e@n as propriedades
antioxidantes sdo as enzimas catalase, glucosesexie peroxidase, e substancias nao
enzimaticas como a-tocoferol, acido ascorbico, carotenoides, prowiaainoacidos,
acidos organicos e compostos fenolicos (Feredied, 2009).
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Alguns dos acidos fendlicos que ja foram isoladosél incluem o acido galico,
o acido clorogénico, o acido cumarico e o acideicaf(Yaoet al 2004). Contudo, 0s
compostos fendlicos e os flavonoides séo colocad@gupo dos compostos mais ativos

no que se refere a capacidade de retencéo deisddioas (Ferreirat al, 2009).

Portanto, a determinacédo da atividade antioxidtarte sido levada a cabo por
métodos como a determinacédo de teor em fendist@aileterminacdo da capacidade

bloqueadora de radicais livres e do poder redlmpds, 2014).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1.Area de estudo e amostragem

As amostras usadas neste estudo sdo oriundas da @®@erBucaco, de areas
pertencentes ao concelho de Mealhada (4 amos®asigcova (4), Coimbra (1) e

Mortagua (1). Os locais estdo assinalados na FRyura

- ~Mortagua |
\ . b( agila :
| L. S. Pedro W g
¢ ] ]'UI. Bugsaco
: arreira

it Sula

ll\galhada ® ®Luso . -

€307, . Espinheira : |
o Miro | [ & o
‘ C e 4# :

A [ S . :i'). .
e Coimbra Penacova 3

[ —_— —— 5 km o

Figura 2 — Mapa da area envolvente da Serra dodBucam indicagéo das freguesias de origem das
amostras (circulos negros) e respetivos municfjgiosulos azuis). Adaptado de SNIG, 2015.

Para a amostragem foram recolhidas 10 amostrasetdarapiarios da regiéo,
com numeros de colmeias variaveis entre cercaad&l® em cada apiario, nas freguesias

indicadas na Tabela Il.

As amostras foram disponibilizadas pela Associag@Apicultores do Litoral
Centro, devidamente embaladas com rotulos comnr#géo identificativa da origem

botanica multifloral para todas as amostras.
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Tabela Il - Origem das amostras de mel estudadas. Em todasfeegfaesias foi analisada uma amostra,
tendo a cresta sido efetuada em julho de 2014.

Localidade Freguesia Concelho
Carreira Vacarica Mealhada
Botéo Souselas Coimbra
Sula Trezbi Mortagua
Telhado Fig. de Lorvao Penacova
Espinheira Sazes de Lorvéo Penacova
Carvalho Carvalho Penacova
Miro Penacova Penacova
Mata do Bugaco Luso Mealhada
Luso Luso Mealhada
Lameira de S. Pedro  Luso Mealhada

3.1.1 A Serra do Bucaco

A Serra do Bugaco € uma elevacdo montanhosa conotemacao geral NW-
SE (Morais, 2002), que antigamente era conhecid&@oa de Alcoba e tem 549 metros
de altitude maxima, registada no marco geodeési@ sguencontra no seu planalto.
Estende-se desde o Mondego, ao longo de aproxingadarh5 km, reunindo a vertente
do topo noroeste condi¢gbes naturais favoraveis eservolvimento de uma densa

biodiversidade vegetal (Simdes, 2010).

Localizada em Portugal continental, insere-se rntar@mente no concelho de
Penacova, e parte dos concelhos de Mortagua e Mkal@ontém ainda, na sua extensao
em Penacova, o conjunto de moinhos de vento d&lRath Oliveira, o santuario da
Senhora do Monte Alto, a porcdo da Livraria do Magale por fim a Mata Nacional do
Bucaco (Simbes, 2010).

A mata, com uma exposi¢cdo predominantemente rlodaliza-se no extremo
noroeste da Serra do Bucgaco, a 40 km da costdieslaamdministrativamente na freguesia
do Luso, concelho de Mealhada, distrito de Aveirtseeos paralelos 40° 22’ 15”N e 40°
23’ 1”N e entre os meridianos 8° 21’ 26”"W e 8> ZD"W. A area florestada ocupa
aproximadamente 105 ha, com cerca de 1450 m dercoamnio e uma largura de 950
m, entre a porta de Coimbra e porta de Sula (L&3H?).
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3.1.1.2 Hidrografia

A totalidade das linhas de 4gua da mata do Bugawah para o rio Cértima que
por sua vez aflui na margem esquerda do rio Vougareconseguinte, faz parte da sua
bacia hidrografica. A Norte encontra-se o Vale dst8 Elias, e a Sul o Vale do Carregal
que se unem e formam o vale dos fetos. As linha&gda apresentam escoamento no
periodo das chuvas, e secam no verdo. As margezseapam tanto um coberto vegetal
composto por espécies exadticas como por autéctenefincdo do coberto vegetal dos
respetivos trajetos (ANF, 2009).

3.1.1.3 Geologia

Na Serra do Bucaco estéo presentes rochas desdéemPoico ao Quaternario,
embora com predominancia do Proterozoico, do Ocitmyie do Silurico. A sequéncia
das rochas ordovicico-siluricas esta assente ezordéncia sobre as rochas subjacentes
gue sdo o Complexo Cristalofilico constituido pisto; 0 Complexo Xisto-Grauvaquico
constituido por xistos, metagrauvaques, metaquatpes e mais raramente
metaconglomerados que representam as rochas nigjasams rochas mais recentes
compreendem: as formacdes do Cretacico e o “gr&udaco”. A regido possui ainda
importantes aquiferos, tais como o “aquifero terdwmaluso”, o “aquifero suspenso da
cruz alta”, o “aquifero de Penacova’ e o “aquifdeofonte de S. Jodo” (Sequeira &
Medina, 2004).

3.1.1.4 Clima

Segundo a classificacdo de Thornthwaite-Mather,agaMNacional do Bucgaco
apresentou, no periodo de 1926 a 194 clima mesotérmico, super-himido, com
défice de agua moderado no verdo. A precipitacadiarenual € de 1525 mm, com
maxima mensal de 225,2 mm em dezembro e 221,5 mjan&ino. Os meses mais secos

sao agosto com 20,4 mm e julho com 25,0 mm (Sah88s3).

A temperatura média anual tem sido de 14,0°C, acomamplitude térmica anual
de 13,8°C, resultando de um maximo de 21,4°C ermstagoum minimo de 7,6°C em

janeiro. As médias das temperaturas maximas téradeaentre 27,4°C e 10,3°C em

! Apesar de desatualizados, estes dados sdo 0s emkxistentes visto que sdo da propria Mata do
Bussaco, enquanto as estacdes com dados maisee¢@uimbra e Coimbra/Bencanta) encontram-se
geograficamente mais afastadas da Serra do BugSactos, 1993).
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agosto e janeiro, respetivamente, resultando nuidiarmanual de 18,2°C, enquanto
médias das temperaturas minimas tém variado enfséCl e 4,8°C em agosto e janeiro,
respetivamente, resultando numa média anual d€.9Céntudo, 40,4°C ja foi registada
em agosto como maxima absoluta e a minima abst#wa,1°C foi registada em janeiro.
A humidade relativa média anual do ar tem sido @2% com méaximo de 88,4% em
novembro e minimo de 71,0% em julho (Santos, 1993).

Os ventos NW sédo predominantes, seguidos dos dé $tata apresenta uma
evapotranspiracdo media anual na ordem de 582,0osymevoeiros na ordem dos 29,9
dias por ano. Ocorrem geadas, granizos e sar&wvasegistada uma média de 0,5 dias
por ano de neve, variando entre 0,4 e 0,1 diapetigamente, em janeiro e fevereiro
(Santos, 1993).

3.1.1.5 Ocupacéo de solo
A atividade agricola ocupa 29% dos solos, com prégi@ncia de 40% de

monocultura de eucalipto e aproximadamente 22%imeepo-bravo. Os terrenos séo
propriedades privadas cuja intensa repovoaca&pcalyptus se destina a producéo de
pasta de papel (Matos, 2011).

Ao nivel da agricultura, predominam dois tiposradicional, caraterizada por
ocupacdo de pequenas parcelas, destinadas ao @mkumeéstico e a outra, mais
intensiva, caracterizada por sistemas mecanizddstinado ao comércio. Em ambos os
casos, as culturas mais importantes sdo o mdlkea fnayd..), variedades de feijoes
(Phaseolus spjp uva itis viniferal.) para a producéo de vinho, oliveifaéa europea
L.), batata $olanum tuberosum), frutas (tais como maca8glalusspp., citrinosCitrus
spp., entre outras) e uma diversidade de vegetai® cepolho Brassica oleraced..),
alface (actuca sativd..) e tomate [(ycopersicum esculentukiill.), etc. (Matos, 2011).
Contudo, os terrenos de relevo médio e baixo a sty em geral, cobertos com
plantacdes d&ucalyptus globulysque foram plantadas, sobretudo, na segunda metade
do século XX (Radich, 2007).
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3.1.1.6 Flora e fauna

Pinho et al. (2009), estudaram a flora e a vegetacdo da matBugaco e
constataram uma elevada diversidade boténica, concumulativo de 257 espécies
arbéreas e arbustivas, organizadas em 4 granddadasi da mata: arboreto, bosque
climacico da Cruz Alta, pinhal do Marqués e um grigrmado pelos jardins, Vale dos

Fetos e Vale dos Abetos.

O arboreto ocupa cerca de 80% da area de flomgstesentando diversidade de
arvores e dezenas de "exemplares notaveis", qamfolassificadas com base em seu
tamanho, idade, raridade ou singularidade nacioAljuns exemplos de arvores
presentes no arboreto do Bugaco €apressus lusitanicMill., Quercus roburl., Q.
pyrenaica Willd., Q. suber L., Laurus nobilis L., Phillyrea latifolia L., Prunus
laurocerasud.., Abies albaMill., Acer pseudoplatanus, Fraxinus americand.., Pinus
radiata D. Don,Cedrus atlanticdEndl.) G. Manetti ex Carrier®seudotsuga menziesii
(Mirbel) Franco,Araucaria bidwillii Hook., UlImus minorMill., Castanea sativaill.,

Sequoia sempervireri®.Don) Endl. eEucalyptus regnans.Muell.

A vegetacado climacica ao redor da Cruz Alta, quereccerca de 17,5 ha,
apresenta como espécies mais frequdritdlyrea latifoliaL., Arbutus unedd.., Laurus

nobilisL., llex aquifoliumL., Viburnum tinud_., Quercus robut.. e Q. pyrenaicanilld.

O pinhal do Marqués ocupa cerca de 13 ha e apeesemio espécie dominante o

pinheiro bravd?inus pinasteiton.

O grupo formado pelos jardins, Vale dos Fetos & dals Abetos ocupa 6,4 ha.
Os jardins rodeiam o hotel com diversas espécipanoentais, tais combMagnolia
grandifloraL, Ginkgo bilobal., Staphylea colchic&teven &piraea cantoniensisour.
No Vale dos Fetos podem ser encontrados fetosearbdia espécl@icksonia antarctica
Labill. e no Vale dos Abetos diversabies albaMill.

Contudo, podem ainda ser encontradas, dispersasalgpomas das areas
mencionadas, varias plantas invasoras tais ddracia dealbatd.ink, Acacia longifolia
(Andrews) Willd, Acacia melanoxylorR. Br, Ailanthus altissima(Mill.) Swingle,
Pittosporum eugenioides. Cunn, Robinia pseudoacacia e Tradescantia fluminensis
Vellosa Estas tém, no entanto, sido alvo de importantesdas de controlo e irradicagéo
no ambito do projeto BRIGHT (FMB, 2012).
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Relativamente a fauna, na mata existem 5 espéeigeides, 10 espécies de
anfibios, 14 espécies de répteis, cerca de 65iespiraves e 22 espécies de mamiferos
(Matoset al, 2007), aléem de 22 espécies de moluscos e 1dbreletas, sendo 70
diurnas e 64 noturnas (Paiva, 2004). Efetivameshieante as visitas feitas para este
estudo, foi possivel observar uma elevada divedsidde insetos, incluindo Apis
mellifera,em uma também elevada diversidade de flores, rqne &vo do nosso estudo.

3.2 Procedimentos metodolégicos

Os métodos utilizados neste trabalho estdo dividelo duas &reas principais:
melissopalinologia, referente a preparacéao e andbsespetro polinico e de elementos
de melada e analises fisico-quimicas, metodoladjraskamente ligadas a qualidade do

mel.

3.2.1 Caracterizacdo melissopalinolégica

Nesta componente, comecgou-se por elaborar umeopedan de referéncia, para
posterior comparacédo com os gréos de pélen obseverdmel, com base na recolha de

flores nas zonas proximas aos locais de amostragem.

As flores recolhidas foram selecionadas de entrewes observamos serem
visitadas pelas abelhas, ou que pareceram podkr, $8 das quais tivéssemos
conhecimento pela literatura cientifica de seresitadas pelas abelhas. Para completar
ainda mais a palinoteca, recolhnemos no herbariocsaa®de flores referenciadas na
literatura como sendo usadas pelas abelhas e bera as tivéssemos encontrado no
campo, nao estivessem em floracdo. Depois, todasnastras foram preparadas pelo
método da acetolise (Erdtman, 1971), a fim de diestr contetdo intrapolinico, bem
como hifas de fungos, leveduras, algas e para@elimda exina bem como de outras

particulas microscopicas normalmente néo caratitassdo mel.

Com este objetivo, sempre que possivel, dissecaeaas flores, retirando as
anteras. Estas foram maceradas em cima de ummgtdica, com poro de 125 pum, com
adicdo de 4gua destilada, para um tudo de cerarifygds agitacdo num agitador tipo
Vortex, procedeu-se a centrifugacdo durante 5 mid4@0 rpm, numa centrifuga
Eppendorf5415R(Hamburg. Germany). Apés este passo, decantousebrenadante e
adicionou-se 1 ml de agua destilada, repetindojm®cedimento anterior. Este mesmo
procedimento foi, ainda, repetido mais uma vez ¢amhde acido acético. Procedeu-se,
depois de nova decantacao, a acetolise, adicioreanmdstura de 1 ml de &cido sulfurico
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e 9 ml de anidrido acético e depois os tubos fdemandos ao banho-maria, a 100°C,
durante 4 min — 5 min, até surgir uma coloracatachs: escura. Apos nova decantacao,
adicionou-se 1,0 ml de agua destilada e repetia-agitacdo e centrifugacéo, acima
indicada. Finalmente, apds decantacéo, adicion@osedimento uma mistura de 5 ml
de glicerol e 5 ml de agua destilada. Depois detiep agitagdo no Vértex, centrifugacéo
e decantacéo, colocaram-se os tubos a secar ntuf@ &310° C, durante 2 horas. De
seguida foram adicionadas, com uma pipeta Pagteu#, gotas de gelatina glicerinada,
consoante o volume de sedimento polinico, e agitovigorosamente. Deste preparado,
foi pipetada uma gota para uma lamina, cobertameahte por uma lamela de 22 x 22
mm e selada com verniz das unhas. A identificag&oadi/ersos tipos polinicos foi feita
com base na palinoteca produzida a partir dassflgrer este método da acetolise aqui

descrito.

Para elaboragdo de amostras dos grédos de poéledasonb mel, para andlise
qualitativa, dissolveu-se 10 g de mel em 20 ml gigaadestilada e, com um agitador
magneético, homogeneizou-se o mel a 40°C. Depsd@ugao foi colocada no tubo Falcon
e centrifugadanuma centrifuga Omnifuge 2.0 R@leraeus Sepatech, Osterade,
Germany), durante 10 min a 3600 rpm. Seguidamente, decamtoon-sliquido
sobrenadante, e o sedimento foi transferido pa@sti&ppendorf de 1.5 ml. Em seguida,
procedeu-se como descrito acima, a partir da ¢egagao na centrifuga Eppendorf, até
obter as preparacdes dos graos de pélen contidoagaramostra de mel. Nestas, contou-
se pelo menos 1200 gréos de poélen ao microscojio éin ampliacdo de 40x, em 6
linhas paralelas que permitiram um varrimento da tlamina. As frequéncias relativas

foram determinadas, privilegiando-se a metodoldggrita por Louveaust al, (1978).

Para a andlise quantitativa pesou-se de entra B g de mel, adicionou-se de
entre 20 ml a 40 ml de agua destilada morna (3Q0° cGhforme as amostras,
homogeneizou-se, e a mistura adicionou-se 1 gofaldé de fucsina basica em etanol.
Depois de montado o aparelho de filtragdo sob v&omo um filtro de membrana de
ésteres de celulose misturados, de referéncia AGPRA (Advantec, Japan),
humedeceu-se com agua a superficie do filtro ejid@mente, foi despejada a solucéo
de mel procedendo-se a filtragem. Quando a filo@agéminou, o filtro foi removido com
uma pinga e deixou-se a secar a 40° C numa plaagukximento. Depois, o filtro foi
colocado numa lamina e duas gotas de 6leo de imérsdm adicionadas e cobertas por

uma lamela. Finalmente, com objetiva de 40x, cos®®00 elementos (de gréos de
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pélen - GP e elementos de melada - EM) em 100 camga 10 linhas paralelas
equidistantes e os calculos dos resultados feeegarslo a formula:

Numero absoluto de gréos de poélen: GP/10 gen@Px 10) / 6x ax P); nimero
absoluto de elementos de melada: EM/10 g ={EM x 10) / 6x a x P); nimero total
de elementos: N=GP/10g+EM/10@nde: S — area da superficie da parte do filtro
contendo sedimento (nfin s — area de um campo microscopico com a ampliacio
utilizada (mn3), nGP— niimero total de grdos de pdlen contados, rRENMmero total de
elementos de meladantadosa — € o nUmero de campos contados e p — é o peaseldo
N — é o numero total de elementos. Este método fpiementado segundo Okt al.
(2004). Para além do processo de identificacdotagem dos graos de poélen por MO,
fez-se a micrometria do tamanho dos eixos dos gtégmlen e da espessura da exina
para os tipos polinicos mais representativos, ognéos de cada espécie como forma de
garantir a fiabilidade dos resultados. Aplicou-dator de corre¢ao de 0,85, visto que 0s
graos medidos foram preparados em gelatina gladairgue, com o passar de tempo

sofrem uma dilatacéo.

Finalmente, a fim de certificar os tipos polinicoais frequentes nas amostras de
mel, foi utilizada a Microscopia Eletronica de \Marento (MEV) para estudar a
ornamentacdo da exina e os tipos, numero e podag@berturas dos graos de polen
(Sajwaniet al, 2007). Em primeiro lugar, os grdos de pélen di@zido processo de
acetdlise foram desidratados em acido acético stepormente, colocados em bases
metalicas e revestidos com uma pelicula de ouatatp em alta presséo no vacuo, numa
camara de pulverizacdo catddica Jeol JFC - 11@L(JEd., Tokio, Japan). Em seguida,
os graos de polen foram observados num Hitachi @(Hitashi, Ltd., Tokyo, Japan),
operando a 10 kV. No final, as fotografias seleatas foram analisados com Adobe
Photoshop CS2 (Adobe Systems, Mountain View, Qaliéo USA )

3.2.2 Caracterizacao fisico-quimica

Nesta componente importa referir que, dos parasietnalisados, foram feitas
trés réplicas cada, de modo a verificar o grauisigedsdo dos valores do desvio padréo

relativamente ao valor da média e, assim, garaata-confian¢a nas andlises.

3.2.2.1 Humidade

A humidade foi um dos parametros cujo resultad@fpiresso em percentagem.,
Este foi determinado com o auxilio de um refratémBAGIT — 5890(PCE instruments,
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Bacanja, Espanha), por uma prévia adicdo de gateetiao prisma do aparelho, seguida

de observacéo e registo do resultado.

3.2.2.2 Cor

A colorimetria das amostras foi feita mediante uueximento prévio do mel a
45°C, para dissolver os cristais de acucar, e gigid® mediu-se a cor com auxilio de um
colorimetro Hanna Instruments C2R%oonsocket, RI, USA). A escala usada para a
classificagdo dos méis foi a Pfund, através darkeidlireta, pelo proprio instrumento de
medida (Bogdanoet al.,2002).

3.2.2.3 Condutividade elétrica

Para a leitura da condutividade pesou-se 20 g tledmsolveu-se em 100 ml de
agua destilada e a solucéo obtida foi submetida anedidor de condutividade Consort
C868(Turnhout, Belgium), calibrado com antecedénciaré3siltados foram expressos
em mScrmt (Bogdanowet al, 2002; IHC, 2009).

3.2.2.4 Acidez e pH

Na andlise das propriedades acidas, fez-se a @@aldo pH, da acidez livre e da acidez
lactonica. Primeiramente fez-se a determinacaoHidgsolucao inicial do mel diluido
e depois fez-se a titulacdo para a determinacétm ¢tk acidez livre como da lacténica.
Porém, na determinacao da acidez livre fez-se itntagio no momento de equivaléncia
do valor pH = 7, e também outra titulacdo a pHwestde 8,3 (Bogdanoet al., 2002;
IHC, 2009).

No comeco, preparou-se a solucao inicial atravéissalucdo de 10 g de mel em
100 ml de agua desionizada. Depois, pipetou-sel2@arsolucao obtida para um copo e
aumentou-se o volume com agua desionizada até [L86 farma que o elétrodo de pH
ficasse parcialmente submerso, registando-se o vadial. De seguida, procedeu-se a
titulacdo da solugdo do mel com o hidréxido de édNaOH a 0,1 moldr) e assim o
volume da base gasta para atingir o momento deagucia (pH = 7) foi determinado e
mais adiante também determinado o volume paraiatimmpnto fixo (pH = 8,3) e a partir
desses valores foi possivel determinar a acidez. Iy acidez lacténica foi determinada
quando se completou a adicao de base até atinglume final de 10 ml, fazendo-se de
seguida uma retrotitulagcdo da base em excesso cmm sulfirico (HSQs) a 0,025
moldni® até atingir de novo o ponto de equivaléncia (pH=pgla diferenca de NaOH

gasto nas duas titulacdes foi determinada a atéé@nica que, por sua vez, permitiu
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determinar a acidez total pelo somatorio da adfiaz + lacténica). A titulacdo para a
medicdo destes parametros foi efetuada por umlapaaatomatico de titulagdo Hanna
instruments HI 902C (Woonsoket, Rhode Isldu8A).

3.2.2.5 Hidroximetilfurfural = HMF

O teor em HMF foi analisado mediante espetrofotomefpara avaliar as
condicbes de conservacao, seguindo-se a metodaliegierita por Bogdanoet al
(2002).

Para o efeito, dissolveram-se 5 g de mel em 25amhgla desionizada e, de
seguida, transferiu-se esta solucdo para um balémetrico de 50 ml. Neste, adicionou-
se 0,5 ml de solugéao Carrez I, mais 0,5 ml de Solule Carrez Il, e o volume total foi
acertado com agua desionizada. Seguidamente,ufdgoa solucdo para um copo,
desprezando os primeiros 10 ml da solucéo filtradaram recolhidas duas fracdes de 5
ml para dois tubos de ensaio, uma que era a “aaiastoutra o “branco”. No tubo da
amostra foram adicionados 5 ml de agua desionieadetubo do branco 5 ml de solugéo
de bissulfato de sddio (NaH$Oa 0,2%. De seguida, ambas foram levadas ao
espetrofotometraSpecord 200 (Analytikjena, Jena, Germany) ondenfofalas as
absorvancias a 284 nm e 336 nm. Finalmente, o d&diMF foi calculado usando a

equacao (1):

(Equacéo 1) HMF = (Abs 284 — Abs 336)49,7x (5/massa da amostra) e os resultados

foram expressos em mgKg

3.2.2.6 indice diastasico

O método usado para determinar o indice diastidiamde Phadebas, seguindo-

se o0 procedimento metodoldgico indicado por Bogdat@l. (2002) e IHC (2009).

Fez-se a diluicdo de 1 g de mel num balédo voluogetie 100 ml, onde 5 ml da
solucéo obtida foram transferidos para um tubaxdaie. Em paralelo, foi preparada uma
solugéo “Branco” pela introducdo em outro tubo dea@® de uma solugédo tampao de
acetato 0,1 moldrm(pH 5,2). De seguida, ambas solucbes foram levaoldsnho-maria
a 40° C. Depois de retiradas do banho, aos domsstde ensaio foram adicionados
pastilhas Phadebas e agitados num vortex. De segui@htiveram-se ambos os tubos
num banho a 40°C, durante 15 minutos, para peranitacéo, e depois centrifugaram-
se durante 5 minutos a 3700 rpm numa centrifugaORR22003 (Centurion Scientific,
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Arundel, UK). Finalmente, pipetou-se a solucdo eohdante, leu-se a respetiva
absorvancia a 620 nm num espetrofotometro Spe@frd&halytikjena, Jena, Germany)
e os resultados, apresentados como indice diastdidiN), foram expressos em unidades
Schade, correspondendo uma unidade de diastasedadd enzimatica de 1 g de mel

capaz de hidrolisar numa hora 0,01 g de amido &£40°

3.2.2.7 Prolina

Para além do HMF, a prolina pode também indicastad® de conservacéo do
mel, principalmente a frescura ou adulteracao (kppé14).

Para a sua avaliacdo, fez-se a diluicdo de 5 g eleem 100 ml de agua
desionizada num baldo volumétrico. Depois, retseypara o primeiro tubo de ensaio 0,5
ml da solucéo que representa a “amostra” e ao degubo de ensaio, adicionou-se 0,5
ml de agua desionizada que representa o “branaot térceiro tubo de ensaio, colocou-
se 0,5 ml de solucéo “padréo” de prolina a 0,032nifige triplicou-se. Em seguida,
adicionou-se a cada um dos 3 tubos de ensaiode @tido formico a 98% e ainda mais
1 ml de solugéo de ninhidrina a 3% e agitou-sereggmmente por 15 minutos. Depois,
0s tubos foram levados ao banho-maria a 100° Gnélirl5 minutos e seguidamente a
outro banho durante 10 minutos a 70° C. Para fiagladicionou-se aos tubos 5 ml de 2
— propanol a 50%, e deixaram-se arrefecer fechahosepouso, durante 45 minutos.
Em seguida, através de um espetrofotometro Sp60rAnalytikjena, Jena, Germany),
leu-se a absorvancia a 510 nm, e a absorvanciadtégfoi calculada através da média

dos trés ensaios.
Os resultados da prolina, foram calculados medaetguacao (2):
(Equacéo 2) Prolina = (Abs amostra/Abs padrdo) asga padrao/massa amostra) x 80.

3.2.2.8 Perfil em acgucares

A cromatografia liquida foi o método usado paradweinar o perfil em agucares,

segundo a metodologia de Gardana com algumas wexghes (Gardaret al, 2007).

O sistema de cromatografia foi acoplado a um det#toindice de refracédo
(HPLC-RI) e utilizou-se uma reta de calibracdo qoadroes externos. O sistema de
cromatografia foi composto por uma bomba, sistemar8ine 1000, um desgaseificador,
sistema Smartline 5000, um detetor de RI SmartiB80 (todos Knauer, Berlin,

Germany) e um amostrador automatico AS-2QE&co international corporation Co.,
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Ltd, Hachioji, Tokyo, Japan). Para o ensaio, disgu2,5 g de mel em 20 ml de agua
destilada, de seguida pipetou-se 11,5 ml de metatrahsfetiu-se a solucao de mel para
um baldo volumétrico de 50 ml. O volume total fl@amcado com a adicdo de agua
destilada. Em seguida, fez-se a filtracdo da solgg@n auxilio de um filtro deylonde

0,2 um e as amostras foram injetadas no sistemmatografico. Na separacao
cromatografica, foi utilizada uma coluna 100-5 NB@rospher (4,6x250 mm, 5mm)
(Knauer, Berlin, Germany) atuando a 30°C, num f@nace 7971 R (Macclesfield, UK).
A fase movel utilizada foi a mistura de acetorotdgua na proporcao de 80:20 (v/v),

com um caudal de 1,3 mimin

Os acucares foram identificados mediante a com@ardgs tempos de retencéo
dos picos das amostras com os dos padrdes tais frainse, glucose, sacarose, turanose,
maltulose, maltose, trealose. Estabeleceram-sedetealibracdo pelo método de padréo
externo para cada um dos padrbes mencionados.t&anatilizou-se uma série de
concentracdes em conformidade com os niveis esgepadia cada acucar (v.Tabela lll),

pelo referido método

Os dados foram analisados corsaftwareClarity 2.4 (Data Apex, Prague, The
Czech Republic). Os valores para as amostras foasaulados a partir da area dos picos

e foram apresentados em g/100g de mel.

Tabela Ill — Intervalo de concentragfes dos padd@es;Ucares, suas retas e coeficientes de c@mwelag
Intervalo de
AcUcares padrao concentracoes Reta de calibracao R
(mgml)

Frutose 3,8-60,0 y =46,379x + 5,5802 0,9991
Glucose 2,8-450 y = 45,856x — 54,145 0,9993
Sacarose 0,9-12,6 y = 68,455x — 22,46 0,9975
Turanose 0,6-7,7 y =58,107x — 4,6676 0,9999
Maltulose 0,2-2,2 y =31,145x + 1,8492 1,0000
Maltose 0,6 -7,7 y =20,89x + 9,1014 0,9884
Trealose 0,3-4,4 y=116,87 + 1,5391 0,9987
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3.2.2.9 Atividade antioxidante

Para a avaliacao da atividade antioxidante foraadasstrés parametros: teor em
fendis totais, o efeito que as 10 amostras de inetain em bloquear os radicais livres

do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e o teste deu poder redutor.

3.2.2.9.1 Teor em fendis totais

Seguiu-se o método de Folin-Ciocalteu para a détagéo do contetudo fendlico
total, com algumas modificacdes. Este € um métadtrimétrico altamente sensivel,
preciso, reprodutivel e de resposta rapida (Adted, 2013).

A sonda de antioxidante nesta reacdo é reduzide peltioxidantes do mel e
provoca a formacdo de um complexo de cor azul, ddoncom o reagente acido
fosfomolibdico-fosfotungstico (Reagente de Folilmgailteu). Este complexo apresenta
uma absorvancia maxima a 745-765 nm e os resultdglemm ser interpretados como
uma estimativa do teor de fendis, j4 que se conaeepacidade dos agUcares redutores
intervir na reacao de Folin. Todavia, consideraja®os acucares irdo contribuir de igual
forma para as diferentes amostras de mel, entde paduzir-se as diferencas dos

resultados como o reflexo em contetdo de compéstddicos (Lopes, 2014).

Primeiramente, pesou-se 1 g de mel e dissolvemd®enl de metanol (CiOH).
Seguidamente, foi adicionada a uma fracdo de 0&esth solucéo, 0,5 ml de reagente
de Folin-Ciocalteu e, passados 3 minutos, adici@®uml de solugdo saturada de
carbonato de sédio (NaGs) (10% w/v) com agua destilada, ajustando o voldinmead
para 5 ml (Estevinhet al, 2012). A solugdo de N@Os foi adicionada para condicionar
um meio alcalino, no qual os fendis reagem com ageete de Folin-Ciocalteu
(Magalhdeset al, 2008). A solucado final foi levada ao escuro, dtegal hora, a
temperatura ambiente. Paralelamente ao procediraatgaor, preparou-se a solugao do

branco, medindo-se 0,5 ml de metanol §OH) ao envés da solu¢do da amostra do mel.

O antioxidante acido galico (GA) foi utilizado conpadrdo, numa gama de
concentragdes entre 0,005 — 0,15 mymlobteve-se a seguinte reta de calibracdo: y =
9,2388x — 0,1299; R= 0,9988. Posteriormente, leu-se a absorvanci@5anim, num
espetrofotdometro Specord 200 (Analytikjena, Jeran@ny).
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O produto final de contetido fendlico foi expresso mgGAEg de mel, onde
GAE significa unidades equivalentes em acido galico

3.2.2.9.2. Efeito bloqueador de radicais livres

De forma regular, tem sido aplicado o ensaio ddcefdoqueador de radicais
livres mediante o uso de DPPH (2,2-difenil-1-phidtazilo), que avalia a capacidade
dos agentes antioxidantes em sequestrar radivags.liO DPPH é um radical livre e
estavel, que consegue aceitar um eletrdo ou umoatienhidrogénio, tornando-se num
radical facilmente oxidavel, como mostra a figureeBativo a reducéo do DPPH (Brand-
Williams et al,, 1995).

O,N NO,

Amarelo Amarelo palido

Antioxidante

Figura 3—Reducéo do DPPH na presenca de um atomo de hidoogén

Este eletrdao desemparelhado faz o DPPH possuifameaabsorvancia a 515 nm. Essa
absorvancia diminui durante a reacdo entre as miagantioxidantes e os radicais livres
de DPPH, se o eletrdo emparelhar. Com isto, quaats decresce a absorvancia, mais

elevada sera a atividade antioxidante das amaatmasstudo (Malheiret al, 2009).

Neste método, avaliou-se a capacidade das 10 awoder mel bloquearem

radicais livres de DPPH, seguindo-se a metodoldgig-erreiraet al, 2009).

O ensaio foi feito usando-se uma placa de 96 pdgastes, misturou-se 10 pL de
uma solucédo metandlica da amostra, com diferestesssde concentra¢des 0,003 a 0,03
mg/mft com 0,15 ml de outra solugdo metandlica que cbativs radicais de DPPH
(0,060 mmoldr¥) que foram deixadas em repouso no escuro a tetnperambiente
durante 1 hora. De seguida, foi medida a reducamdeentracdo do radical de DPPH

através da monitorizacdo da reducéo da absorvardid nm, num leitor de microplacas
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ELX800 Microplate Reader (Bio-Tek Intruments, IW¢inooski, Vermont, USA). Para
o calculo do efeito bloqueador de radicais de DPiR#tierminou-se a percentagem da

deslocacao do DPPH, aplicando a seguinte equacéo:
(Equacéo 3) - % Efeito bloqueador = [(ADPPH-AA)/ABIR] x 100

Onde: AA — representa a absorvancia da solucaoutoanaliquota da amostra; ADPPH

— absorvancia inicial da solugao de DPPH.

Os resultados deste ensaio foram expressos podaealores E€, equivalendo
a concentracdo da aliquota que bloqueia 50% dasarscdle DPPH encontradas na
solucgéo inicial (Ferreirat al, 2009; Falcaet al, 2010). Utilizou-se a solugéo padréo de
acido galico para a comparagao e, seu valor médiEc foi de 1,22 mgmt.

3.2.2.9.3 Poder redutor

De acordo com Berkest al, (2007)geralmente, os extratos naturais apresentam
agentes redutores que podem ser aplicados comangtmlologia para caraterizar o
poder antioxidante de uma amostra. Este fendmeooeopela reducdo do complexo
Fe**, ferrocianeto, a sua forma #eferrosa, causando uma coloracédo azul da Prussia,
analisada a 700 nm.

Os resultados da cor para tons de verde e azutia g coloracdo amarela da
solucéo ensaiada, indicam a formacéo de ides tenfas, em funcdo da concentragio
do complexo formado do poder redutor de cada extrat

Os fendmenos quimicos de reducédo podem ser resomaide apresentados a

seguir, pelas equacgdes da figura 4:
KsFe (CN} ——— 3K + Fe (CN}
Fe(CNg* + antioxidante—>  Fe (Gli)+ antioxidante oxidado
Amarelo
Fe(CNJFe** —— Fe[Fe(CNy|"
Azul da Prussia

Figura 4 — Equacéo de reducdo do compleXd/féerocianeto a sua forma ferrosa (Berker et 80,72

Para a avaliagdo deste parametro, em 15 pL dedsofiecmel a uma concentragao
de 0,005 gmt foi adicionada, de inicio, 1,25 ml de uma solut#mpao de fosfato de
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sédio com pH 6,6 e, depois, mais 1,25 ml da soldgaferrocianeto de potassio a uma
concentracgéo de 0,2 moldimDe seguida, a mistura foi intensamente agitadaubada

a 50° C, durante 20 min. Depois, adicionou-se iP8e acido tricloroacético (a 10%) e
a solucéo foi centrifugada durante 8 minutos a IPa® numa centrifuga K240R-2003
(Centurion Scientific, Arundel, UK). Finalmente, i@dnou-se aos 1,25 ml do
sobrenadante retirado, 1,25 ml de agua destil@j25eml| de cloreto férrico a 0,1% e, de
seguida, foi medida a absorvancia a 700 nm numtresp®metro Specord 200
(Analytikiena, Jena, Germany), tendo-se como soluygadrdao o acido galico num
intervalo de concentragdes de 0,001 a 0,01 m@y+34,364x-0,0013; R= 0,9964). Os
resultados do poder redutor foram expressos em rEgG8e mel, onde GAE significa

unidades equivalentes em acido galico (Feretii, 2009).

3.2.3. Analises estatisticas

Os dados fisico-quimicos brutos das amostras, fabtidos em triplicado e
destes foram calculadas médias e desvios padram ¢&mtrario, os dados
melissopalinolégicos foram expressos em percentadam frequéncias do espetro
polinico de plantas nectariferas-poliniferas.

Para as andlises estatisticas, usou-se o pacadstest SPSS v. 20.0IBM
Corporation, NY, USA)Inicialmente, fez-se a normalizagcéo dos dados ti plarprova
de normalizacdo de Kolmogorov-Smirnov (K-S) e StaapVilk (v. Anexo 1), com o
objetivo de verificar se havia distribuicdo norntls dados dos parametros fisico-
quimicos na populacdo, assumindo-se um nivel ddfis@ncia de 5%, ou sejp>0,05
Em funcdo da normalidade verificada, procedeu-steste de homogeneidade de
variancias parg>0,05 com objetivo de verificar a existéncia deiarecia das duas
populacbes de méis. Aplicou-se, em seguida, o tésteident para amostras
independentes, separadamente para cada pararaewegiiiimico e Mann—Whitney para
os dados com distribuicdo anormal, a fim de ingesta existéncia de diferencas médias
dos parametros fisico-quimicos em relacéo aos tipaséis e pelo método multivariado,
construiu-se um dendrograma por analise de agrugamaplicada para estabelecer as
dissimilaridade entre as amostras de mel e usaueseficiente de disténcia euclidiana
para determinar as relagbes de similaridade esterestras. Mais adiante, usou-se 0
programa Statistics XL para fazer a analise de oomptes principais (ACP) que foi
utilizado para detetar grupos de meis e para estin@ntribuicdo de cada parametro
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fisico-quimico e espécies vegetais para a analsme. seguida, os dados foram
padronizados e a correlacdo entre as varidveisatiizes foi obtida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise melissopalinoldgica

Foram feitas duas analises do mel, uma para aicE&gsauantitativa, (v.Tabela
IV) e outra para a descri¢cdo qualitativa, (v.TahBlgpara assim permitir a inferéncia das
origens botanicas. Na analise quantitativa, uméransiderado como sendo de néctar
quando a razéo entre os elementos de melada edgfdden de plantas nectariferas for
inferior a 1 (EM/GP <1), mistura de néctar e melgdando for entre 1 e 3 e mel de
melada quando for superior a 3 (EM/GP>3) (Louvestued,, 1978; Oheet al, 2004).

Tabela IV — Dados da andlise polinica quantitati@amostras de méis da Serra do Bucaco.

Amostra Peso (g) (m?nz) ngp nEM (mfnz) a GP/10g EM/10g nte N nEM/nGP
Carreira 3,1 379,9 11371258 0,2 69 106057,9967,3 107 x 19 llI 11
Bot&o 3,1 3799 465 811 0,2 1029238,9 421,9 30x 20 Il 1,7
Sula 3,1 3799 837 1070 0,2 69 78550,8 82218 x1G Il 1,3
Telhado 31 3799 567 931 0,2 69 53246,0 7159xEF | 1,6
Espinheira 3,1 3799 633 1062 0,2 69 59463,1 8166x1G I 1,7
Carvalho 16 3799 746 364 0,2 69 139260279,9 140 x 190 1l 0,5
Miro 3,1 379,9 1370 490 0,2 69 127791,8376,8 128 x 19 llI 0,4
Mata do Bucgaco 3,2 3799 727 518 0,2 90 51611,4543052x16 I 0,7
Luso 3,0 3799 1466198 0,2 46 214073,7228,4 214x19 llI 0,1
L. de S. Pedro 2,3 3799 114287 0,2 69 145439,3220,7 146x1® I 0,3

S - &rea da superficie da parte do filtro contendonserio,ngp - nimero total de grdos de polefM-
nimero total de elementos de mela8laarea de um campo microscépico com a ampliacdaadii,a-
namero de campos contad@$/10g - nimero absoluto de graos de polERl/10g - nimero absoluto de
elementos de meladate - nimero total de elementds,- classes de méis de acordo com o nimero total
de elementos da plant@8EM/nGP - razéo entre aumero total de elementos de melada e de gracsleie p

A tabela IV reune os resultados encontrados pat@ amostras de méis. A razéo
entre EM/GP encontra-se entre 0,1 e 1,7, permitimigoir que 5 amostras, com EM/GP
entre 0,1 e 0,7, neste caso, as de Carvalho, Mata do Bucaco, Luso e Lameira de S&o
Pedro séo classificadas como méis de néctar oloms enquanto as amostras de meéis
de Carreira, Botdo, Sula, Telhado, e Espinheiray &M/GP entre 1,1 e 1,7, sao

constituidas por mistura de néctar e melada. Eacael aos resultados do espetro
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polinico-nectarifero encontram-se os dados nadabed € possivel verificar uma alta
representatividade de pélen de plantas nectariferas

De acordo com o numero total de elementos, os saéislassificados em cinco
classes (Ohet al, 2004). Nesta andlise foi possivel encontrar péitencentes a duas
dessas 5 classes (v. Tabela 1V): a classe I, mglaiia maioria dos méis multiflorais,
meéis de melada e mistura de méis de flores e metadalasse Ill, que inclui os méis
monoflorais com polenes sobre-representados e deéiselada. Portanto, é importante
referir que esses resultados, no geral, reforcaomsenso de que as amostras sdo de méis

florais, com excessao das ultimas cinco que reaut@amistura de néctar e melada.

Em termos qualitativos, foi possivel, a partir dalsse microscopica do espetro
polinico, identificar 99 tipos polinicos, dentreqpgais 21 sdo de plantas nectariferas e 3
de plantas poliniferas, ambas com representacamata 1% (v.Tabela V). Os restantes
42 tipos polinicos nao identificados e juntamemwt® enais 33 tipos identificados, ambos
com representacao minoritaria p<1%, foram constberaumulativamente como outros
tipos (Tabela V).

O génerceucalyptusé do ponto de vista ecoldgico importante fonteedeirsos
para a formacdo de mel na Serra do Bucgaco, poispme do Luso, proXimo a mesma
serra, um estudo feito com 38 amostras de méispads que, 75% das mesmas tiveram
presenca de polenes Hecalyptus e cerca de 55% das amostras foram monoflorais da

mesma espécie (Siha al, 2009).

Neste estudo, o polen @eicalyptusesta presente em todas as amostras de mel o
que se explica pelo facto de atualmente se verifieen grande parte das zonas
amostradas, uma extensa plantacao de eucaliptaso®a@mente, porque as espécies do
géneroEucalyptusnormalmente, apresentam uma carga polinica edexggor isso, sdo
consideradas espécies sobre-representadas{@he2004).

Em geral, o mel é considerado de origem botanicaoftmral se a frequéncia
relativa de pdlenes dedtexonfor superior a 45% e, em particular, monoflorabdaero
Eucalyptusquando a frequéncia deste for superior a 83%, castrario, estaremos
perante meéis multiflorais (Louveaexal, 1978; Ohet al, 2004). Algumas espécies sdo
excecao e merecem um tratamento especifico, tab éoinabordado no subtitulo 2.4 da
revisdo da literatura deste trabalho. Portantaessltados encontrados para os méis de
Botéo, Sula e Mata do Bucgaco, relativos ao espettinico de plantas nectariferas, que
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estdo acima dos 83% (v.Tabela V), permitem, comna#gcerteza, classificar estes trés
méis como monoflorais deucalyptus
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Tabela V — Espetro polinico de 10 amostras de d&Berra do Bucaco.

Familias botanicas Tipos poli.nicos Carreira Botéo Sula Telhado  Espinheira Carvalho Mir.o M. de Bugaco Luso L. de S. Pedro
(Espécies) (Ca) (Bo) (Su) (Te) (Es) (Cv) (Mi) (MB) (Lu) (LP)
Mirtaceae Eucalyptus globulukabill. 50,9% 84,1% 87,8% 46,5% 73,5% 52,1% 70,7% 7,6% 41,4% 27,9%
Crassulaceae Sedunspp. - - - - - - 2.6% 1,8% - -
Boraginaceae Echiumspp. - - - - - 1,1% - - - 12,9%
Ericaceae Erica spp. 4,9% 2,1% - - 1,5% 15,9% 1,5% - 4,2% 5,1%
Rhamnaceae Rhamnus alaternus. 8,3% 10,2% - 23,7% 3,9% 12,1% - - - -
Genistaspp. - - - 1,8% - - 1,2% - - -
Acacia melanoxyloR. Br. - - - 2,4% - 1,1% - - - -
Fabaceae Pterospartum tridentatur¢L.) Willk. - - - 1,8% - - 2,2% 1,5% - -
Trifolium repend.. 4,2% - - - 1,0% - - - - -
Tipo Cytisus - - - 5,9% 1,9% 1,7% 6,5% - 1,1% 1,1%
Sapindaceae Aesculus hippocastanuim 1,5% - - - - - - - 1,8% 1,1%
Tipo A19 - - - 2,3% - - - - -
Rubus ulmifoliusSchott. 4,7% - 1,2% - - - - - 4,4% 9,9%
Rosaceae Malusspp. - - - 2,3% - - - - - -
Prunusspp. 5,7% 1,2% - - 1,4% 2,2% - - 1,1% -
Crataegus monogyniacq, 1,9% - - - - - - - - -
Araliaceae Hederaspp. - - - 1,5% - 1,5% - - - -
Apiaceae Oenanthe crocaté. 2,2% - - - - - - - - 3,4%
Brassicaceae Tipo Raphanus raphanistrutn 3,7% 1,4% - 4,4% 1,3% 4,0% 8,2% 4,6% 3,3% 2,5%
Lythraceae Lythrumspp. 1,8% - - - - - - - - 2,4%
Salicaceae Salixspp* 0,0% 0,0% - - - 0,0% 0,0% - - 0,0%
Cistaceae Cistusspp* 0,0% 0,0% - - - 0,0% - - - 0,0%
Castanea sativMiller. - - 5,3% 1,2% 5,8% - 1,5% - 35,8% 26,8%
Fagaceae
Quercus robut.* - - 0,0% 0,0% 0,0% - 0,0% - - -
Outros Tipos*** 10,2% 0,9% 5,7% 6,2% 9,7% 8,3% %,5 4,6% 6,9% 7,0%
Universo polinico 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % %100 100%

*Plantas poliniferas com frequéncias excluidas; Fipjos polinicos cumulativos com percentagem nadatiferior a 1%, cuja relacéo taxondmica genegitamiliar aparecem

na tabela VI.



Em relacdo as sete amostras restantes, por n&galeen o valor minimo de 83%,
possuirem pélenes daucalyptusem frequéncias superiores as restantes espénds e
fazerem delas parte algumas das espécies sobeseatadas com uma percentagem
minima para se considerarem monoflorais, foransidieadas como méis multiflorais (v.
tabela V) Especificamente, a amostra de Carreira € mukifide Eucalyptusspp.,
Rhamnus alaterng®runusspp. eRubus ulmifoliusTelhada Eucalyptuspp e Rhamnus
alaternus) Espinheira e Lus(Eucalyptusspp e Castanea sativaarvalho(Eucalyptus
spp, Ericaspp e Rhamnus alaternubjiro (Eucalyptuspp R. alaternus e Tipo Cytisys)

L. de S. PedrdqEucalyptusspp Castane sativa, Echiuspp e Rubus ulmifolius)xe
acordo com as teorias de Louveaal, (1978); Oheet al, (2004).

Contudo, durante as nossas saidas de campo, abesrvama presenca
significativa daApis melliferaem plantas exéticas meliferas tais comBittosporum
undulatum Wisteria sinensig Cercis siliquastrumsobretudo na mata do Bugaco. Era
nossa espetativa encontrar uma representatividadgéabs de pélen de, pelo menos,
algumas destas espécies, na amostra de mel dalmBizcaco. Tal ndo se verificou, e
nao encontramos explicacdo para este facto, umqueea distancia entre estas plantas e
as colmeias da Mata é bem menor do que o limitisdéncia habitualmente percorrida
pelas abelhas que, segundo Hagteal, (2011), podem aguentar até aproximadamente
6 km de percurso. Contudo, as colmeias da mata w@ad®, estdo localizadas a,

aproximadamente, 2 km.

A tabela VI agrupa de forma geral os géneros enado$ nas amostras de mel,

com percentagem inferior a 1%.

Estdo identificados cerca de 27 géneros difereqiessao visitados pokpis
melliferaL. para a producéo de mel. Outros grupos taxormsneujo polen foi de dificil

identificacdo, foram omitidos (v. Tabela VI).



Tabela VI - Diversidade palinotaxondmica geral <dés 10 amostras de méis da Serra do Bucaco

Familias Géneros Outras familias Género
5 (Crepis, Carduus, Tiliaceae I(Tilia)
Asteraceae Helianthus Taraxacume
Chrysantemuin
Lamiaceae 2 (Lavapdula e Brassicaceae (Diplotaxig)
Rosmarinu}p
Betulaceae 2 (Alnuse Betulg Caryophillaceae 1 (Sileng
Ericaceae 2alluna e Arbutup Xanthorroeaceae (Asphodelus
Fabaceae Ricia e Lotug Vitaceae Lvitis)
Apiaceae XFoeniculum Oleaceae 1d(eq)
Resedaceae (Resedp Cistaceae Halimium)
Euphorbiaceae (Euphorbig Plantaginaceae (Plantagg
Thymelaeaceae Tiymela&) Aquifoliaceae Xilex)
Scrophulariaceae (Bcrophularig Primulaceae ILysimachia
N&o identificados Foram cerca de 42 espécies de um universe tpds

4.1.2 Morfologia e diversidade polinica das espéaeanais representativas

Para este trabalho, a microscopia o6tica (MO) ew@d&lica de varrimento (MEV)

foram essenciais.

O pédlen de espécies vegetais forrageadas por abeiteiferas pode ser
identificado por meio de MEV e assim permitir a&nprretacéo da potencial flora melifera
local para expandir e sustentar a apicultura (Rald@Gautam, 2012), bem como para

certificar a exata origem botanica.

A morfologia polinica foi usada para descriminatipss polinico e para tal, foi
analisada a forma, o nimegrmono -, di-, tri, penta e hexad posi¢cdqZono ou Panto)
e o tipo de abertur@Poros e colpos)bem como a ornamentacdo a superficie da exina
(Carretero, 1989, Paudayal &autam 2012). As dimensOes indicadas resultam de
medicdes feitas pelo autor. Listam-se, em segoslarincipais elementos morfolégicos

descritivos:
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Familia: Mirtaceae

EspécieEucalyptus globulus

Forma: Oblado, triangular na vista polar.

TamanhoP -15(15-14,5) +1,1 urg-22,1(22,9-21,3) 0,7 um

Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, lisa, espessura de 3,4 £ 0,0mpadida em corte ético meridional (c.0.m.),
nas aberturas.

v. Figura 5, A e B.

Familia: Rhamnaceae

EspécieRhamnus alaternus.

Forma: Subesferoidal, hexagonal na vista equatorial

TamanhoP — 24,2 (26,8 — 20.4) + 4,0 uig;— 25,8 (28,1 - 21,3) £ 4,6 um
Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, reticulada, espessura de 1,7 + Q,ipadida em c.0.m., no equador.
v. Figura 6, C e D.

Familia: Fagaceae

EspécieCastanea sativa.

Forma: Prolado.

TamanhoP-11.7 (11,1 -12,8) £ 0,8 umg;— 7,5 (8,5-6,8) £ 0,8 um

Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, rugulada, espessura de 0,9 + 0,dnedida em corte Gtico equatorial.
(c.0.e), no equador.

v. Figura 6, E e F.

Familia: Rosaceae

EspécieRubus ulmifolius Schott.

Forma: Subprolado.

TamanhoP - 20,4 (22,9 — 18,7) + 2,0 ufg;— 17,7 (19,5-15,3) £ 1,9 um
Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, estriada, espessura de 1,7 £ 0,dpeclida em c.o.e., no equador.

v. Figura 6, G e H.
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Familia: Salicaceae

EspécieSalix spp.

Forma: Subprolado.

TamanhoP — 22,5 (23,8 — 21,7) + 1 prE;— 17,5 (17 — 17,85) + 0,5 um
Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, reticulada, espessura de 1,7 +1,0npedida em c.o.e., no polo.

v. Figura 6, 1 e J.

Familia: Fabaceae

EspécieTrifolium repens

Forma: Subprolado.

TamanhoP — 27 (28,9 — 23,8) + 2,7 urg;— 21,6 (23,8- 17,85) £ 3,2 um
Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, reticulada, espessura de 1,7 +1,0npedida em c.o.e., no equador.

v. Figura7,K e L.

Familia: Brassicaceae

EspécieTipo Raphanusraphanistrum

Forma: Proladoesferoidal.

TamanhoP — 25,33 (31,5 - 22,9) + 4,1 piB;— 23,5 (28,9 — 18,7) 4,4 um

Abertura: Trizonocolporado

Exina: Semitetada, reticulada, espessura de 1,0 ftrfl, medida em c.o.e., ho equador.

v. Figura7, M e N.

Familia: Rosaceae

EspéciePrunus persica

Forma: Subprolado.

TamanhoP — 30,26 (32,3 — 28,9) + 1,5 uild;— 27,2 (21,5- 25,5) £ 2,8 um
Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, estriada de espessura de 1,7 #0,0nedida em c.o.e., no equador.

v. Figura7,0 e P.
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Familia: Fagaceae

EspécieQuercus robur

Forma: Subprolado.

TamanhoP - 25,33 (27,5 - 23,1) + 2,1 piB;— 21,5 (22,1 - 20,8) + 0,7 um
Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, verrugosa, espessura de 1,7 £ 0,0neaiida em c.o.e., nos polos.
v. Figura7, Q e R.

Familia: Ericaceae

EspécieErica umbellata L.

Forma: Oblado esferoidal.

TamanhoP — 32,6 (35,7 — 28,9) + 3,2 umg;— 33,7 (37,4— 32,3) £ 2,6 um
Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, verrugosa, espessura de 2,5 + 0,fjechida em c.o.e., no equador.

v.Figura8,SeT.

Familia: Boraginaceae

EspécieEchium plantagineum

Forma: Subprolado.

TamanhoP — 13,1 (11,9 — 13,6) + 0,9 prE;— 10,5 (9,35— 11,1) + 0,9 pm
Abertura: Trizonocolporado

Exina: Tetada, reticulada, espessura de 0,9 £,0npedida em c.o.e., nos polos.

v. Figura8,U e V.

Familia: Fabaceae

EspécieCytisus striatus

Forma: Subprolado.

TamanhoP — 29,6 (32,3 - 28,1) £ 1,9 ul;— 26,18 (28,9 — 22,1) £ 3,6 um

Abertura: Trizonocolporado

Exina: Semitetada, reticulada, espessura cerca /e 0,0um, medida em c.o.e., no
equador.

v. Figura 8, W e X.
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As imagens das figuras 5 a 8, que se seguem, tmadas em MEV, para ilustrar
de forma mais detalhada a morfologia dos tiposnpmms mais abundantes. Estas
permitiram estudar com mais pormenor a morfologizexina e foram importantes na
definicao dos tipos de méis neste estudo (exceteas espécies |, J e Q, R porque sao
apenas poliniferas), visto que, ao baixar a cai@glor grupo taxondémico (por exemplo
de género para espécie), a distingdo dos tiposipadi torna-se cada vez mais complexa,
e exige mais detalhe.

Figura 5—- A, B —Eucalyptus gobulugA — vista polarB — pormenor da abertura e superficie da exina);
C, D—Rhamnus alaternuéC — vista equatorial e pormenor das abertubas;pormenor da superficie da
exina);E, F — Castanea sativéE — vista equatoriak- — Pormenor da exina).
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Figura 6— G, H — Rubus ulmifoliugG — vista equatoriald — pormenor da exina e abertura)j — Salix
sp. ( — vista equatorial e pormenor da abertura e da exiyd) — Trifolium repengK — vista equatorial
L — pormenor da superficie da exina e abeytura



Figura 7— M, N —Tipo Raphanus raphanistrufM — vista polar e pormenor da abertukas- pormenor
da superficie da exin&, P —Prunus persicdO — vista equatorialP — pormenor da abertura e superficie
da exina)Q, R —Quercus robuQ — vista equatorialR — pormenor da superficie da exina).
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Figura 8-S, T—Erica umbellata(S— vista equatoriall — pormenor da abertura e ornamentacdo da exina);
U, V — Echium plantagineurfU — vista equatorialy — pormenor da abertura e ornamentacéo da exina);
W, X — Cytisus striatugW — vista equatorialX — pormenor da abertura e ornamentacao da exina).

Nas Fig. 9 e 10 seguem-se imagens obtidas atrav@gcdoscopia 6tica (MO) das

mesmas espécies mais representativas.

Dos génerosAesculus Sedum Acacia Oenanthe, Lythrum, Pterospartym
Hedera, Malus, Genista, Crataegus e Cistumm como do Tipo A19, que apresentaram
uma representatividade intermédia, apresentamasefiguras 11, 12 e 13, imagens em

M.O., pois as suas imagens nado foram obtidas poicg&de MEV.
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Figura 9— A — Eucalyptus globulugvista polar)B — Rhamnus alaternuiista equatorial)C — Castanea
sativa (Vista equatorial)D — Rubus ulmifoliugvista equatorial)E — Salix spp. (Vista equatorial e colpo
pormenorizado),F — Trifolium repens (vista equatorial e colpo pormenorizadd); — Raphanus
raphanistrum(vista polar)H — Echium plantagineur{vista equatorial).
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Figura 10- | — Prunus persicgvista polar);J —Quercus roburvista equatorial)K — Erica umbellata
(vista equatorial).
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Figura 11— A, B —Aesculus hippocastanufA — vista quatorial; B — vista polar;, D —Sedunspp. C —
vista equatorial e ornamentagéo da exiha; vista polar e aberturad};— Tipo A 19 (vista equatorialf;
— Acacia melanoxilorfvista equatorial)G, H —Oenanthe crocatéG — vista equatoriald — Vista polar);

I, J —Lythrumspp. ( — vista equatorialj — vista polar).
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Figura 12— K, L — Pterospartum tridentaurtK — vista equatorial. — vista polar)M, N —Hederaspp. —
(M — vista equatorial e ornamentacao da exXiha;vista polar)O, P Malusspp.— O — vista equatorialP
— vista polar)= Q, R —Genistaspp — (Q —vista equatorialR — vista polaj
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20 pm

Figura 13- S, T— Crataegus monogyna (S — vista equatoriall — vista polar)J, V — Cistusspp — (U —
vista equatorialV — vista semi-polgr

Uma das formas de apresentar os resultados é @®mhba classes de frequéncia
polinica individuais e é possivel destacar-se @@len dominant¢acima de 45%), S —
pélen secundariglé — 45%), M —polen minoritario(3 — 15%) e a classe de Rpélen
raro (abaixo de 3%) (Louveaust al, 1978; Campos, 1998; Sorkun & Dogan, 1995).
Porém, das andlises feitas, constata-se uma gvandedo dessas classes de frequéncias
em relacédo as amostras estudadas e a Tabela $ttegle claramente como esta variacao

se manifesta.
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Tabela VII — Distribuicdo e abundancia de pélempld@tas meliferas na Serra do Bucgaco, cresta de Jul

de 2014.

Amostras de mel

Especies Ca Bo Su Te Es Cv M MB Lu LP
Eucalyptus globulus D D D D D D D D D D
Sedunspp. R R R
Echiumspp. R R R R R M
Erica spp M R R R M R M M
Rhamnus alaternus M M S M M R R R R
Genistaspp. R R R R --- R R --- R
Cistusspp. R R R --- R --- R R R R
Salixspp. R M R R R R R ---
Quercus robur --- R --- R - R - R
Aesculus hipocastanum R --- R --- --- R R
Tipo A19 R
Rubus ulmifolius M R R R R R R M M
Acacia melanoxylon R R R R R R R
Hederaspp. R R R R
Castanea sativa R R R R R S S
Pterospartum tridentatum M R M R R
Oenanthe crocata R R R R R R R R R M
Tipo Raphanus raphanistrum M R R M R M M M M R
Malus spp. R R R R R R R R
Prunusspp. M R R R R R R R R R
Trifolium repens M R R R M R R R R R
Tipo Cytisus M R R M R R
Lythrumspp. R R R R R R
Crataegus monogyna R R R R R R R R R
Lavandulaspp. R R R R
Rosmarinuspp. R
Thymelaeaspp. R
Tipo Crepis R R R R
Cardusspp. R
Helianthus annuus - - --- - R R - --- - R
Taraxacum vulgare - - - — - R
Chrysantemum coronarium - - R - -
Silenespp. R - - - - - - - - -
Olea europaea R --- R R R R R R R
Foeniculum vulgare - R — - R R
Resedapp. R - - - R - - R R
Euphorbiaspp. R - - - - - - - - -
Alnusspp. - R — - -
Betula pendula R R R R R -—-- R —--
Scrophulariaspp. - - - R - - - - - R
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Tabela VII, Continuagao.

Amostras de mel

Ca Bo Su Te Es Cv Mi  MB Lu LP

Tilia sp. R R —_— - R —
Diplotaxisspp. - - — e R - — — — —
Calluna vulgaris R R —_— - R R --- R - R
Arbutus unedo - —_— R — —
Asphodeluspp. - —_— R — — R
Vitis vinifera --- - S — - - - - — R
Vicia faba -—- R - R — -

Lotusspp. R R — — — — R
Halimiumspp. --- R --- --- --- — - - -

Plantago lanceolata --- --- R --- - R —- R R R
llex aquifolium --- R - - - - R
Lysimachia vulgaris - —- S — - - - — R -
Myrtus communis R - - — _— - — — — —
Galactites tomentosa --- — - - - - R

D - p6len dominantéyl - pdlen minaritario &R - polen raro.

Verifica-se que, em todas amostras, o polen dortenaro deEucalyptusspp,
representado com uma percentagem acima dos 45%exampao da amostra de Luso e
L. de S. Pedro. Das espécies cujo polen é miniajtémporta referir aRaphanus
raphanistrum, pois, esta espécie, depois #oicalyptusé a que se mostra melhor
distribuida ao longo da serra, visto que a suaepgesé verificada em 7, das 10 areas
amostradas. Por outro lado, a classe de pélend@&care dominada pefdastanea sativa

e porEucalyptusspp., nas regides de Luso e L. de S. Pedro (TatBla
4.2 Analises fisico-quimicas
4.2.1 Humidade

O teor de agua no mel € uma carateristica verdadeirte importante, porque
influencia a sua maturidade, conservacdo, sabosp pespecifico, cristalizagéo,

viscosidade e cor (Pérez, 2003).

O valor maximo exigido pela unido europeia pararoeh floral € de 20%, em
geral (Diretiva 110/CE, 2001), mas para as Nac¢deddd, para que um mel se posicione
nos primeiros graus de qualidade (US grade A @ Bymidade nao deve ultrapassar os
18,6%. No entanto, estes valores revelam limite&cerepresentam o teor de humidade
adequado para 0 mel porque se este produto tiierdad 7% de humidade e conter um

namero suficiente de esporos de fungos, este naefgar (Whiteet al, 1980).

59



Contudo, o valor médio de humidade encontrado fQasniostras de mel varia
entre 15,5 e 17,8%, como se verifica na tabela YPibrtanto, estas amostras podem ser
consideradas de primeiro grau (US grade A) pelgéesunidas e, segundo a norma
europeia, esta dentro do padréo exigid@@Q%). Apesar disto, é importante referir que
as amostras de Telhado e Luso apresentaram valeresmidade mais baixa e as que
apresentaram valores mais elevados foram CarBotap, Sula e Miro, a rondarem em
média entre 0s 17% e os 17,8% (Tabela VIII). Toalasdmparativamente aos valores de
humidade dos méis das zonas tropicais, estes sal@rediferem bastante pois, segundo
Perez, (2003), o clima, a humidade ambiental ei@jad flora, a zona geografica e a
abundancia da fonte de nectar bem como as prafiéeslas utilizadas sdo determinates.
Adicionalmente a isto, num estudo feito por Aletsal, (2013), para varias regides de
Portugal, os valores da humidade foram, em mé#id;20,5%, valores similares aos da

Guiné Bissau encontrados por Lopes, (2014) de 1%,6%.

4.2.2 Cor

Como foi descrito na reviséo da literatura, o npeéaenta uma gama de variacoes
na sua tonalidade cromatica e o apicultor usagestea de informacéo para tipificar o seu
mel. De acordo com a escala Pfund de faixa deacorformacgdo cromatica dos méis
analisados variou entre Ambar escuro, para 6 aag$tmbar claro, para 3, e ambar, para

uma, cujos valores de referéncias sao indicaddshala VIII.

Portanto, essas diferencas tém a ver com a suenohgtanica, que reflete-se em
maior valor nutritivo dos méis escuros. Mas em teyihe qualidade, as diferencas de cor
nao refletem obrigatoriamente um mel de melhor imun Qualidade. A este fator de
escurecimento, estdo também associadas as rea;8slidrd e a temperatura na qual
o mel amadurece. De forma geral, os méis mais @sapresentam aroma e sabor mais
intensos e contém sais minerais em maiores pegmrganquanto 0s méis mais claros

sao leves em termos de sabor e aroma (Avadbaé s.d.).

4.2.3 Condutividade elétrica

O valor da condutividade elétrica em amostras dedapende do conteudo
mineral, proteinas, &cidos organicos, pH, conteidainzas, acucares e outros ides la
existentes (Silvat al, 2009; Gomest al, 2011). Este parametro pode inferir a origem
boténica do mel, discriminando o mel de néctar endiada bem como caracterizar os

méis monoflorais (Silvanet al, 2014). Assim, valores de condutividade elétieanéis
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superiores a 800 pSchenquadram-se na classe de meladas e valoreiafea 800
uScm! sdo enquadrados na classe de méis de néctar turariesses (Belagt al,
2013).

Tabela VIl — Valores dos parametros fisico-quirsidmumidade, cor e a condutividade elétrica de méis
da Serra do Bucaco.

Amostras Humidade Cor Condutividade elétrica
(%) (Pfund) (uScm?)

Carreira 17,0 126,3 Ambar escuro 632,7
Bot&o 17,3 150,0 Ambar escuro 579,0
Sula 17,5 117,3 Ambar escuro 543,7
Telhado 15,5 61,7 Ambar claro 455,7
Espinheira 16,8 74,0 Ambar claro 581,7
Carvalho 16,9 150,0 Ambar escuro 726,7
Miro 17,8 106,3 Ambar 534,3
Mata do Bucgaco 17,3 150,0 Ambar escuro 506,0
Luso 15,9 76,0 Ambar claro 757,3
L. de S. Pedro 16,9 150,0 Ambar escuro 708,7

Os resultados encontrados para as 10 amostras asiém dos 800 uSch
variando entre 455,7 uScne 757,3 uScr (Tabela VIII). Estes dados coincidem com
os resultados obtidos pelas 5 das 10 amostrasitiaeamelissopalinoldgica, que indicam

serem méis de néctar.

De acordo com Gomest al, (2011) quando se compara 0s méis de nordeste de
portugal (Mogadouro, Milh&o, Angueira, Braganca iahdis), em que os valores da
condutividade variaram entre 90 a 430 uSgcoonclui-se que os méis da Serra do Bugaco
tém valores relativamente mais elevados e por goimge, maior concentracao relativa
de matéria mineral. Estes resultados podem estaciados a divergéncias de origem
botéanica visto que, as amostras de nordeste degabfbram de origem monofloral de
Erica sp.,Lavandulasp.Echiumsp. eRubussp., diferente da origem botanica dos meis

em estudo.
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4.2.4. Acidez

Os acidos orgéanicos contribuem para apenas 0,5%omaosicdo do mel. No
entanto, contribuem para o seu sabor caracteristios seus valores normais sao
indicadores da auséncia de fermentacdo indesejéptelque, leveduras xerotolerantes

podem aumentar a acidez deste produto (Barbosa).201

A acidez € um parametro de extrema importancieeste tde qualidade do mel
porque, para além de conferir estabilidade peramepagacdo de microrganismos no
mel (Malikaet al, 2005), fornece dados sobre as caracteristicasicpd e sensoriais
(Fincoet al, 2010). Portanto, fez-se no presente trabalheabagéo deste parametro
mediante a medicdo do pH, da acidez livre, bem cdanacidez lactonica e da acidez

total.

O valor de pH néo esté padronizado pela legislagémpeia, mas informa sobre
o estado quimico do mel. No conjunto das amostrabsadas este parametro mostrou
variacdes entre 3,6 e 4,1 (Tabela IX), 0 que remelaaracter acido suav@s valores de
pH encontrados neste estudo, sdo consistentesoatones de pH dos méis monoflorais
europeus publicados (Odeét al, 1990; Iglesia®t al, 2012) e mesmo com valores de
meéis da regiao tropical da Guiné-Bissau (Lopes42dique vem a confirmar os valores

meédios de pH frequentemente encontrados no mel.

Em relacé@o a acidez livre, como foi descrito naoth@bgia, determinou-se em
relacdo ao ponto de equivaléncia e a pH fixo deNg3primeiro caso, variou entre 13,4
megkg' e 26,5 megkd, enquanto no segundo, variou de 19,1 mégk®6,4 megkd
(Tabela IX).

Contudo, como o valor maximo permitido é de 50 ngégko geral e, em
particular para o uso industrial, cerca de 80 meqRiretiva 110/CE, 2001), pode-se
concluir que estes meéis ndo apresentam niveigmemacao indesejaveis. Ainda assim,
os valores da acidez lactonica foram também baver&@ndo entre 12,7 megke 23,1
megkg', o que se refletiu nos valores da acidez tota,fquam inferiores a 50 meqkg
Adicionalmete, Alveset al., (2013) encontraram resultados similares a uma géna
amostras contudo, duas amostras da regido sulrtiggRio Faro, tiveram resultados da
acidez livre, superior ao limite estabelecido, asrca de 61,1 e 69,5meqg/kg
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Tabela IX— Valores dos parédmetros fisico-quimi@aaionados com a acidez: pH, acidez livre a pH 7,
acidez livre a pH 8,3, acidez lactdnica e acidé,tdos méis da Serra do Bugaco.

pH Acidez livre a  Acidez livre a pH Aci,dez Acidez total

Amostras inicial pH 7_ 8,3 _ Iactonu_:a (meakg?)
(megKg™) (megKg™) (megKg™)

Carreira 3,9 15,5 21,2 13,5 29,0
Botao 3,8 15,9 23,7 16,4 32,3
Sula 3,9 13,4 19,1 15,3 28,8
Telhado 3,8 14,2 19,2 13,6 27,8
Espinheira 3.9 13,2 18,0 12,7 26,0
Carvalho 4,0 21,7 30,8 18,1 39,8
Miro 3,6 26,5 36,4 23,0 49,4
Mata do Bucgaco 3,6 23,2 34,6 23,1 46,3
Luso 4,1 16,5 22,3 15,6 32,1
L. de S. Pedro 3,9 23,3 32,4 20,3 43,6

4. 2. 5 HMF, indice diastasico e prolina

O néctar, normalmente, ndo apresenta HMF, porraséo, quando aparece no
mel, este é utilizado como um indicador de quakdadrescura. O aumento deste fenol
ciclico no mel deve-se a elevacédo da temperatimanmeédade, bem como a adi¢do de
acucares invertidos ou mesmo um armazenamentoguade (Downeyet al, 2005;
Silvaet al, 2009). Mas a simples existéncia de agUcareseaiptais como a glucose e
frutose em degradacéo e em contato com acidezicommal a sua formacéao (Khatit al,
2010).

O limite maximo estabelecido e em vigor na unidmpeia é de 40 mgKgcom
excecdo dos meis da regido tropical onde, devideraperaturas mais elevadas, este
valor pode atingir de forma natural os 80 mgkgem que este seja causado por
adulteragdes ou sobreaquecimento (CCS, 2001; kdtadil, 2010). A Tabela X mostra
0s resultados obtidos neste estudo.

Os resultados para este parametro neste trabalitaras entre 1,2 mgkbe 31,6
mgkg?, tendo os valores mais altos sido registados pasmostra de Miro, com
17,1mgkd', e L de S. Pedro, com 31,6 mgk@ abela X). No entanto, nenhuma amostra
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apresentou valores acima dos limites estabeleedassim, pode-se concluir que essas

amostras nao tiveram problemas de adultera¢Odsreaspiecimento.

Tabela X- Valores dos parametros de qualidade do mel da 8erBucaco: hidroximetilfurfural, indice
diastasico e prolina.

Amostras HMF indice diastasico Prolina
(mgkg™) (DN) (mag™)
Carreira 11,3 12,3 0,78
Botéo 2,5 8,7 0,41
Sula 4,3 9,8 0,43
Telhado 1,2 10,6 0,48
Espinheira 8,4 9,7 0,69
Carvalho 14,5 15,4 0,87
Miro 17,1 14,2 0,95
Mata do Bugaco 12,6 8,7 0,27
Luso 3,9 12,2 0,55
L. de S. Pedro 31,6 15,1 0,99

A diastase é muito sensivel ao calor e assim, @ngkce, pode indicar o grau de
sobreaquecimento, conservacao e frescura do nheh (ial, 2009; White, 1994). Por
exemplo, a sujeicdo do mel a temperaturas supsra&®°C provoca a desnaturagéo e o
consequente decréscimo da mesma (White, 1994eTak008). A sua auséncia reflete

fraude realizada no mel.

Ademais, quanto mais alto for o teor de HMF porrddgcéo do mel, mais baixo
ou ausente sera o valor da enzima diastase éTasi 2008). No entanto, ha méis com
teor de HMF n&o superior a 15 metlkg com baixos teores enzimaticos reconhecidos,
no caso de méis do géneitrus, € exigido um indice diastasico no minimo de 8ladés
na escala de Schade (DN). Mas em geral, com exdegael para o uso industrial é no
minimo exigido 8 DN (Bogdanaoet al, 2002; Diretiva 110/CE, 2001; Tasi al,, 2008).

O valor encontrado nas analises das 10 amostrasi\ertre 8,7 DN a 15,4 DN
(Tabela X), estando dentro do padréo exigido etiaflo um bom estado de conservacgao

e frescura. Estes valores ndo sdo incomuns em i@ o& meis visto que, Gometsal,,
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(2011) obtiveram em meéis de nordeste de Portugalgfdouro, Milhdo, Angueira,
Braganca e Vinhais), valores relativamente altces variaram em média entre 13,90 a
16,40 DN que indicavam uma boa frescura do mel.

Devido a sua abundancia, a prolina reflete o rdeedminoacidos totais no mel e
é utilizada como um critério de maturacéo e presée@dulteracdes com agucares, visto
que a presenca destes diminui o teor da prolinguBg&o da origem botanica, os valores
mais comuns podem variar entre 0,25 rhggra méis claros como o da acéacia e 0,60
mgg* para o mel de castanheiro ou méis de meladasp sesdnhecido que um mel
genuino ou seja, naturalmente maduro e sem adrdesadevera exibir teores em prolina
acima de 0,18 mgh(Bogdanowet al, 2002).

Os resultados alcancados neste trabalho variart @27 mgg e 0,99 mgg,
para os meéis da Mata do Bugaco e Lameira de S&o,Redpetivamente. A média geral
foi de 0,64 mgg. Portanto, segundo (Truzat al, 2014) estes méis podem ser

considerados frescos, maduros e sem falsificacao.

4. 2. 6 Perfil em acucares

O perfil em acucares tem sido explorado para @jsiiros méis de melada dos de
néctar (Sanet al, 2005). Assim sendo, a percentagem de frutofgcese, em conjunto,
nao deve ser inferior a 60% para 0os méis de né&gtguanto para os méis de melada nao
deve ser menor que 45% (Diretiva 110/CE, 2001; $aak, 2005).

Os valores encontrados nesta pesquisa para fruitosen superiores aos da
glucose. Os valores cumulativos de frutose + gleicageraram os 60%, situando-se
entre 60% e 67,8% (Tabela Xll). Assim, em concocgioom a legislacéo internacional,
pode-se certificar mais uma vez que as amostr&3adelho, Miro, Mata do Bucaco,
Luso e Lameira de S&o Pedro, foram formadas ar pdetinéctar. O mesmo foi
comprovado pelos dados da condutividade elétricanélise melissopalinolégica
quantitativa e qualitativa. As restantes amostrigeram valores similares de
frutose+glucose e de condutividade elétrica, masiddeaos dados da analise
melissopalinilogica quantitativa, foram enquadradosgrupo de misturas de meis de

néctar e de melada.
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A sacarose esta presente no mel (cerca de 1% dqmesetseco). No entanto, este
nivel pode ser aumentado se o apicultor tiver salimgentado as abelhas com este agucar
(Anklam, 1998). Assim, a sacarose € utilizada camdicador de adulteragdo no mel,
visto que, o teor acima dos 5% pode ser consequéleiuma cresta precoce ou
suplemento de xaropes de sacarose na alimentasdabdthas (Tornukt al, 2013).
Portanto, neste estudo a auséncia de sacaros@ aawostras verificada pelo método de
cromatografia liquida (Figura 14), indica uma aws®iotal de adulteracdes.
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Figura 14— Perfil de acucares pela cromatografia liquidaHi®kC ilustrando os 7 padrdes de acuUcares e
0s respetivos aclcares obtidos com excecdo daosacgrara o mel da Serra do Bucgakd-rutose,B-
Glucose C — Sacarosd) — Turanosek — Maltulose F- Maltose G - Trealose.

Em relacdo aos dissacarideos, a Figura 14 mospeesenca da Turanose,
Maltulose, Maltose e Trealose embora em baixas tulzates, (Tabela XIl). Valores

similares foram encontrados em amostras de mégude - Bissau (Lopes, 2014).

Altas concentragbes de diferentes hidratos de narlo@ mel condicionam a
viscosidade, higroscopicidade, densidade e a a#gudeide cristalizacdo (Whiet al,
1980; Fincoet al, 2010). Estas propriedades sado fundamentalmefitenciadas pela
origem botanica e geografica, mas também a sadadalj processamento e

armazenamento as afetam (Escuredal., 2013).

As proporc¢des de Frutose/Glucose (F/G) e Glucoseittade (G/W) determinam
o tempo de cristalizacdo do mel e a relacdo G/Wba ihdicadora da previsdo de

cristalizacao (v. Tabela Xl) (Escuredbal, 2013).
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Tabela XI- Alguns indicadores para avaliar a dié@nde cristalizacdo do mel.

Cristalizacéo

Indicador ausente Réapida lenta ou nula rapida/tetenp
Razdo G/IW <1,7 >2,2 <1,7 >2,0
Razao F/G >1,3 <11 Proporcdo média para océrder
<1,2
Referéncia (Bonvehi, 1988 Bhandariet Escuredeet al, (2013)
al,1999).

As amostras em estudo tiveram valores da razdoddécilarem entre 1,3 e 1,5
(Tabela Xll), o que, segundo Escuredtal, (2013), sugere uma lenta ou nula tendéncia
para a granulagdo. J4 os valores encontrados agdoeh F/G, para as 10 amostras, estao
entre 1,6 a 2,0, acima dos valores de referéndiadados na tabela XI. Estes valores
sugerem alguma contradicdo com os dados da rag@d@&hV, uma vez que comparando
os valores de G/W com os valores de referénciaaddis por Escuredet al, (2013),
seria expectavel ocorrer alguma cristalizacdo magsaas de G/W mais elevado, ja
considerando os valores de F/G néo seria de espabyuer cristalizacdo. Contudo, foi
observado que no verdo e inverno de 2015 e 2016@,0aamostras cristalizaram
parcialmente, como se pode observar nas fotosegaegaiem (v. Figura 15), o que nos

leva a considerar os dados da razao G/W como csfraagis.

Porcéo cristalizada

Porcao néo cristalizada

Figura 15 — Cristalizagdo parcial de méis da S#orBucaco, observagdo de 2015 e 2016.
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Tabela XIl — Valores de perfil em acglcares de rdéiSerra do Bucaco, obtido por cromatografia liggich HPLC. Resultados expressos em %, equivalamé90g de mel

Amostras Frutose Glucose Sacarose Turanose Maltulose Maltose Trealose Fru+Glu Fru/Glu Glu/Hum

Carreira 39,7 23,1 - 2,3 1,3 2,4 0,3 62,9 1,7 1,4
Botéo 43,7 22,0 - 1,3 1,0 2,5 0,3 65,7 2,0 1,3
Sula 39,7 22,1 - 14 1,1 2,9 0,2 61,8 1,8 1,3
Telhado 41,4 23,6 - 1,6 1,2 3,9 0,3 65,0 1,8 15
Espinheira 38,8 22,1 - 1,5 1,5 3,5 0,3 61,0 1,8 1,3
Carvalho 41,3 215 - 1,5 1,8 3,0 0,4 62,8 1,9 1,3
Miro 39,2 24,9 - 11 0,7 2,2 0,3 64,1 1,6 1,4
Mata do Bucaco 44,9 22,9 - 1,5 1,2 1,3 0,3 67,8 2,0 1,3
Luso 37,6 22,3 - 1,5 1,6 2,6 0,4 60,0 1,7 1,4
L. de S. Pedro 42,0 22,7 - 1,6 2,2 2,8 0,3 64,7 1,9 1,3

- Auséncia
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4. 2. 7 Atividade antioxidantein vitro

Como ¢é sabido, os agentes antioxidantes sdo demextimportancia porque
captam radicais livres e previnem a oxidacao cel(@mok & Semman, 1996). Sao
importantes na saude humana, evitando doencaswela8. Gutteridge, 1986) e na vida

do homem em geral, por atuarem na conservagadidwngos (Gomes, 2009).

Os fendis, também séo considerados como sendadadeaplacidade na retencao
de radicais livres e, por estarem presentes no mmeceram analise (Ferreef al,
2009). Os resultados que se apresentam na Tabiélmcflilem, além dos fendis totais,
os resultados do DPPH e do poder redutor.

Tabela XllI- Valores de indicadores de atividade antioxiddetenéis da Serra do Buc¢aco, fendis totais,
capacidade bloqueadora de radicais livres e pedertar.

AMostras Fendis totais DPPH - EC50 Poder Redutor
(MgGAEQ™) (mgml™) (MgGAEQ™)

Carreira 1,3 32,1 0,8
Botao 1,3 29,5 0,8
Sula 1,2 42,6 0,6
Telhado 11 43,5 0,7
Espinheira 1,3 34,8 0,7
Carvalho 1,8 30,8 1,0
Miro 1,4 31,1 0,8
Mata do Bugaco 1,2 33,9 0,7
Luso 1,4 26,6 0,7

L. de S. Pedro 1,6 23,8 0,9

4.2.7.1 Fendis totais

A interpretagdo dos resultados deste parametrofeith com base na estimativa
quantitativa do teor de fendis, como anteriormetgscrito na metodologia. O acido
galico foi utilizado como padréo de comparacaajéesido construida a respetiva reta de

calibracéo (Figura 16).
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Figura 16 — Reta de calibragéo para o padréo @gilico.

Nos resultados obtidos para as 10 amostras de veéiicam-se variacdes entre
minimos de 1,1 mgGAEY para o mel multifloral de€Eucalyptusspp e Rhamnus
alaternusda regido de Telhado, e um méaximo de 1,8 mgGARgra o mel multifloral

de Eucalyptusspp.,Erica spp. eRhamnus alaternuda regido de Carvalho (Figura 17).

O elevado teor de fendis totais que se verificaneb multifloral de Carvalho
deve-se a forte contribuicéo Heica spp, pois ha uma concordancia com estudos feitos
por (Barbosa, 2012), em que os méis de urze apeeaanvalores similares. Contudo,
méis monoflorais ddcucalyptusspp, apresentaram valores também elevados e tudo
indica que méis de urze e Bacalyptusspp. apresentem valores elevados de fendis totais.
Algo importante a perceber neste conjunto de am®sir que todas tiveram maior
representatividade de pdlenesHiecalyptusspp, dai um valor médio néo inferior a 1,3
mgGAEg! (Figura 17), o que é bastante bom quando se cangpan os resultados do
mesmo parametro obtidos por Barbosa (2012) pammdedaranjeira que estavam abaixo
de 0,3 mgGAEd. Assim, comparativamente aos méis Laranjeira e Urg 10 amostras

analisadas tém um efeito antioxidante intermédio.
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Figura 17— Teor em fendis totais nos méis da Mata do Bugaco

4.2.7.2 Efeito bloqueador de radicais livres

A atividade bloqueadora de radicais livres, em wotgj com a analise de teor em
fendis totais, faz parte das metodologias que gemmavaliar a atividade antioxidante.
Este parametro, neste trabalho, foi expresso egs, B significa a capacidade das 10
amostras de mel em andlise, bloquearem 50% dasmrsativres de DPPH submetidos no

ensaio.

Segundo Serra (s.d.), quanto maior for o valor @soEmais baixa sera a
capacidade das 10 amostras em inibir os tais fiadital como esperado, durante esta
andlise ocorreu a reducéo da absorvancia com aced&amostra de mel, acompanhada
por uma mudancga da cor violeta do DPPH para amgkbleset al, 2013; Lopes, 2014).

Verificou-se uma elevada atividade antioxidanteamestra de Lameira de Sao
Pedro, com E& de 23,8 mgmt, inversamente as amostras de Sula e Telhado, que
tiveram valores de E& mais elevados, de 42,6 mghe 43,5 mgmt, respetivamente,

como se Vvé no grafico da Figura 18.
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Figura 18 — Valores de EBfdas amostras de méis da Serra do Bucgaco.

Estes resultados foram, em geral, superiores guwtaglos por Lopes para
amostras da Guiné-Bissau, que variaram entre 10Ithgr@5 mgnit, com excecédo da
amostra de Gabu 02 que atingiu 61 mgthbpes, 2014). No entanto, foram inferiores
aos reportados para o nordeste de Portugal, omdma@m valores entre 107 mghré
169 mgmt* (Ferreiraet al, 2009). Isto mostra que, em termos qualitatiessméis em
estudo apresentam menor capacidade em sequestiGigdivres que os da Guiné-
Bissau mas, melhores comparativamente aos da regiéteste de Portugal. Estas
diferencas sédo explicadas, provavelmemer, gradientes de temperaturaspelas
diferencas de origem botanica, pois, 0s méis enudestsdo maioritariamente
representados por grdos de pélenElealyptusspp., Rhamnus alaternysCastanea
sativa,Erica spp, Raphanus raphanistrunRubus ulmifoliuse Tipo Cytisusgenquanto,
0os méis da Guiné-Bissau, sao representados maemtnte poilipo Morus Terminalia
macroptera, Rhizophorspp, Crinumspp, Cassia sieberianaElaeis guineensid.opes,
2014) e os da regiao nordeste de PortugaReamarinus officinalis, Echium vulgage
Erica australis(Ferreiraet al, 2009)

Portanto, do ponto de vista geral, parece existia uelacdo entre teor total de
fendis e o efeito bloqueador de radicais livrestatiéorma que a amostra de Lameira de
Séo Pedro se tinha mostrado com elevado efeitoxéidinte devido ao elevado teor de
fendis totais, mostra-se novamente como a amosirena@or poder antioxidante ao
apresentar um valor de Efinais baixo em relacdo as restantes amostrastdasi@ncia

verifica-se também em outras amostras.

72



4.2.7.3 Poder redutor

Para além dos indicadores de verificagdo dos sefaittioxidantes anteriormente
abordados, o poder redutor de um composto podétisgrara 0 mesmo objetivo. Isto
pode dar-se pela reducdo do complexo férrico quesenvolve entre a tripiriltriazina e
0 ido Fé*, quando os antioxidantes estdo presentes, vexificae o surgimento de uma
cor azul intensa (Lim & Lim, 2013; Gomatti al, 2014).

No gréfico que se segue (v. Figura 19), estaosadteelos que mostram a variacao

do poder redutor nas diferentes amostras estudadas.
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Figura 19— Potencial redutor das amostras de mel da SerBagaco.

A amostra de Carvalho, como aconteceu no pararfetdis totais, € a amostra
que apresenta um alto valor de potencial redusstencaso de 1,0 mgGAEQO valor
mais baixo registou-se para a amostra de Sula, @GnmgGAEg, havendo uma
tendéncia de comportamento semelhante entre gdt@@@o e o de fendis totais e ligeira

diferengca com o DPPH.

Portanto, os fatores que afetam o DPPH e o podataeséo diferentes e tornam
estas duas metodologias complementares na avatlacaiividade antioxidania vitro
(Lopes, 2014) Contudo, a amostra de Lameira de S&o Pedro can@nuer um
comportamento persistente no que se refere a isi@ade antioxidante, tendo um valor
de poder redutor também alto, de 0,9 mgGARguer a amostra de Carvalho assim como

a de Lameira de sé&o Pedro, sdo as que tambémitiwemaalto valor de condutividade
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elétrica e isto mostra o quanto a quantidade déidetotais e o poder redutor estdo

diretamente correlacionados.

4.3 Comparacao dos parametros fisico-quimicos entr@s méis
monoflorais e multiflorais

A tabela XIV apresenta a caracterizagdo do meletea3lo Bugaco de acordo
com 0s seus parametros fisico-quimicos e sdo aypaeles os resultados do teste
student para amostras de méis monoflorais e multifloraemo foi descrito na
metodologia. Este teste foi efetuado separadamesri@ cada parametro, a fim de
investigar a existéncia de diferencas meédias estparametros fisico-quimicos e os tipos

de méis.

Os resultados da tabela XIV, mostram que apenas p@aiametros fisico-
quimicos, o pH (t=2.314, p<0.05) e a maltulose(t=2.38Q p<0.05) diferiram
significativamente quando se comparou os tipos de rfmonofloral deEucalyptus
versusmultifloral deEucalyptuse outros grupos taxondmicos). Os restantes pardsnet

nao diferiram significativamente em relacao aosgige méis.

Estas diferencas podem ser explicadas devido agzaride origem botanica, visto
que, segundo Pérez, (2003), os tipos de néctdhasriniam consideravelmente os teores
em acucares e o valor de pH do mel resultante. Aliéso, Silveet al, (2009), em um
estudo feito na regido do Luso, encontraram dif@erde pH entre amostras de méis
multiflorais de Erica com Rubuse Castanea Eucalyptuscom Erica e Rhamnuse
EucalyptuscomErica e Rubusque, respetivamente, também variaram na ordenB8e 3
3,60 e 3,94, comparativamente as amostras monisfldedcucalyptusque estavam na

ordem dos 3,5%rica, 4,26 eCytisus scopariusom 3,91.
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Tabela XIV- Diferencas estatisticas de Parametros fisicoigag®ntre as amostras monoflorais e
multiflorais de méis da Serra do Bugaco.

Tipos de méis

Parametros Mon((j);loral e El\lljlgelatli;lgtrinom t T P-value
Eucalyptus outros grupos
taxondémicos

Cor (mmPfund) 119,5£32,1  112,8+41,6 -0,287 0,782
C. Elétrica (uScm) 548,9+31,9 656,2+121,2 1,915 0,092
pH 3,8+0,2 3,940,1 2,314 0,049*
Prolina (mgg) 0,6+0,3 0,7+0,2 1,192 0,267
Frutose(%) 41,3+2,8 40,4+1,8 -0,562 0,589
Glucose(%) 22,8+1,2 22,6+0,8 -0,261 0,801
Turanose(%) 1,4+0,2 1,7£0,3 360 0,095
Maltulose(%) 1,1+0,3 1,6+0,4 2,380 0,045*
Maltose (%) 2,5+0,8 2,9+0,6 0,978 0,357
Trealose(%) 0,3+0,0 0,3+0,0 2,158 0,063
Fru+Glu(%) 64,1+2,8 63,1+2,0 -0,658 0,529
Fru/Glu(%) 1,840,2 1,8+0,1 -0,310 0,765
Indice diastésico (DN) 13,1+2,1 10,2+2,3 2,107 66,0
Fenois totais (MgGAEY 1,3+10,1 1,4+0,3 32,0 0,421
DPPH-EC50 (mgmt) 34,445,1 31,4+7,6 -0,743 0,479
Poder redutor (ngGAEg-1) 0,7+0,1 0,8+0,1 1,489 79,1

Média + D. Padréo; N&o significarfe 0.05; Significante; P< 0,05;* Outras espécies, consultar tabela V.

4.3.1. Agrupamentos das amostras de acordo com a
semelhanca fisico-quimica.

A Figura 20 ilustra o dendrograma dos tipos de regigelacdo aos parametros

fisico-quimicos o qual por consequéncia, acabapreeando a relacdo de semelhanca

dos méis segundo a sua zona geogréfica.

A andlise de agrupamento dos parametros fisicoiqgogncomo foi dito na

metodologia, foi usada para descrever as relagfiesas amostras do mel. Neste estudo,

a matriz de distancia Euclideana foi usada como maiaiz de similaridades (v. Figura

20). Os parametros humidade, HMF, a acidez Ihaetdhica e total por ndo estarem
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diretamente relacionados com a origem botanicanioexcluidos de modo a nao

interferirem na comparac¢do com os dados das pegsm polinicas.

Atendendo que os valores das percentagens minanasar para se inferir a
origem botéanica, dependem de regido para regiées@ial, 2005), achamos pertinente
comparar cada agrupamento formado no dendogramasgarcentagens de pélen de
Eucalyptusja que este dominou em todas as amostras, a fwerdear se quase todas
as amostras de um dado grupo apresentam valoressep deste polen e propor o valor
minimo como necessario para ser monofloral degtaces para regido da Serra do
Bucaco. Foram encontrados dois grupos principaig) aorte da distancia no nivel 7 do
dendograma (v. Figura 20).

O primeiro grupo é constituido por quatro amosiyag, do ponto de vista
botanico, sdo méis multiflorias (Luso com apeng® 4tk Eucalyptus Carreira 50.9%,
Lameira de Sao Pedro 27,9% e Carvalho com 52,1%gpéttando a ordem anterior,
estavam presentes, em comum, outros grupos taxoagmais como: 4,9%, 15,9%, 4,2%
e 5,1% ddrica spp., 1,5%, 0,0% 1,8% e 1,1%Alesculus hippocastanumh,7%, 0,0%,
4,4% e 9,9% d®ubus ulmifolius5,7%, 2,2%, 1,1% e 0,0% é&eunusspp. 3,7%, 4,0%,
3,3% e 2,5% d&aphanus raphanistrura 10,2%, 8,3%, 6,9% e 7,0% de outros tipos
cumulativos polinicos, cuja percentagem individnab superou 1%. Os valores das

percentagens polinicas, podem ser vistos na tabela

O segundo grupo é constituido por seis amostraBigura 20), das quais cinco
com percentagem de polenEecalyptusacima dos 70% (Mata do Bucaco 87,6, Botao
84,1, Miro com 70,7, Sula 87,8% e Espinheira 73,6%na (Telhado) com 46,5% desta
espécieConsiderando que esta espécie é sobre-represeaagkan-se valores elevados
para a definicdo dos méis que a incluem como sexhoflorais (Louveauet al, 1978),

dai termos identificado apenas cinco destas ansosbrao monoflorais déucalyptus

Contudo, apesar de Telhado ser um mel multifloaplesenta em comum
proporcdes similares (1,2%) @astanea sativaom trés das quatro amostras de meis
monoflorais aqui identificados, nomeadamente, $&l2%), Espinheira (5,8%) e Miro
com 1,5%. Dai a similaridade verificada, mesmo difierenca consideravel em termos
da percentagem deucalyptus visto que aCastanea sativasegundo Louveaugt al,
(1978), por ser uma planta com polen sobre-reptadentem a tendéncia de dominar em

relacdo as plantas normais.
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Transform: Square root
Normalise
Resemblance: D1 Euclidean distance

Distance
.
1

Carvalho L.S.Pedro  Carreira Luso Botio M. Bussaco  Miro Telhado Sula Espinheira

Samples
Figura 20 — Dendograma da similaridade dos méisreigies da Serra do Bucaco de acordo com as
propriedades fisico-quimicas, pelo método de ligaginpleta.

— Nivel de corte.

A origem do escalonamento hierarquico de amostesmeéis € bastante
influenciada pela dominancia de néctaEdealyptusA forte influéncia da mesma, sobre
a fraca e diferenciada partilha de néctar de owgrogos taxonémicos nessas amostras,
definiu a formacéo dos dois grupos. Por causa,dstafluéncia dos parametros fisico-
quimicos do néctar das espécies menos represerfeias sentir em niveis mais baixos
do escalonamento. Mais adiante, iremos mostranoais detalhes, através da analise de
componentes principais como estes parametros spoctaram em relagdo a origem

botanica.

A forte presenca déucalyptushas amostras de méis da Serra do Bugaco coincide
com estudo realizado na regido do Luso (Sha., 2009) e pode ser explicada pela forte
atividade silvicola. Segundo Matos (2011) cerc2%# de porcdao total de terra na serra
€ ocupada pela agricultura e desses, 62% corresgopldntacdo de monoculturas, onde
cerca de 40% é predominada pela monoculturBubalyptusdestinada a producéo de

papel.
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Portanto, varios estudos mostram que o0 eucaliptona das espécies mais
preferidas pelas abelhas para a producéo de nsé @gpeto também é constatado neste
estudo.

4.3.2. Contribuicdo dos parametros fisico-quimicosys
espécies vegetais, na variacao dos tipos de méis.

O objetivo da Andlise de Componentes Principais RA@qui utilizada foi
encontrar os fatores fisico-quimicos que fortemesdrdicionaram a formacéo dos
agrupamentos no dendrograma anterior e 0s gruposdmicos associados, visto que o
dendrograma, segundo Vicini & Souza (2005), ndodadentificagcdo das variaveis
dependentes e independentes, isto €, ndo indiczleneza as medidas das variaveis do

tipo causa e efeito.

A ACP foi realizada com as 10 amostras e 15 vagéigco-quimicas que, de

acordo com a bibliografia, sdo aquelas que estatadiente ligadas a origem floral.

Também se fez outra ACP com 22 variaveis palinolgicorrespondentes aos

grupos botéanicos envolvidos na formacgéo das ansodéstes méis.

Para as variaveis fisico-quimicas, a combinacacetms 1 e 3 (v. Figura 21) foi
a que melhor mostrou as medidas da similaridadgmp®s conjugada com uma melhor
correlagdo com o dendrograma da Figura 20. Estes ekplicam melhor o agrupamento
do dendrograma da figura 20 enquanto os eixosdaecemponente melissopalinolégica
(v. Figura 22), sdo os que melhor explicam as éspdootanicas associadas aos

agrupamentos.

Os primeiros trés eixos (v. Tabela XV) das varig¥iico-quimicas representam
77,4% da variacao total. O primeiro componenteiea87,5 % de variacao total e tem
uma alta carga positiva para as variaveis (par@sdisicoquimicos) condutividade
elétrica, fendis totais, poder redutor, indice tdisiso e maltulose que se contrastam com
a carga negativa para o DPPH, frutose+glucosepgtue a frutose (v. figura 21). O
segundo componente explica 24,7 de variacdo tatplanto o terceiro explica 15,2%

cujos valores das variaveis podem ser vistos redaatio anexo Il

78



Principal Component Plot
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Figura 21— ACP dos dados fisico-quimicos vs amostras deMieMiro, MB-Mata de Bucaco, Te-
Telhado, Su-Sula, Bo-Botédo, Es-Espinheira, Ca-@Gatreu-Luso, Cv-Carvalho e LSP-Lameira de S&o
pedra C — cor, ID — indice diastasico, CE — condutivielatetrica, P — proling, — frutose, G —
Glucose, T. — turanose, Ml — maltulose, M — maltdse- trealose, F+G — Frutose mais glucose, F/G —
razéo frutose glucose, FT — fenois totais; €apacidade bloqueadora de radicais livres de DPPH
poder redutor.

Principal ComponentPlot

sl | Te.

PCA 2 (21 8%)

PCA 1(35,5%)

Figura 22— ACP dos dados melissopalinolégiasamostras de mel. Mi- Miro, MB-Mata de Bucaco, Te-
Telhado, Su-Sula, Bo-Botdo, Es-Espinheira, Ca-@Gatreu-Luso, Cv-Carvalho e LSP-Lameira de S&o
Pedro Eg —Eucalyptus globulysS -Sedunspp., E -Echiumspp., Er -Erica spp., Ra-Ramnus alaternys

G - Genistaspp., Am -Acacia melanoxylanPt —Pterospartum tridentatupmr — Trifolium repensTC —
Tipo Cytisus Aesculus hippocastanynf 19 — Tipo A 19, Ru Rubus ulmifoliusMalus spp, P -Prunus
spp, Cm —Crataegus monogynaHh —Hederaspp. , Oc -Oenanthe crocataRr — Tipo Raphanus
raphanistrum L —Lythrumspp., Cs -Castanea sativaOT — outros tipos.
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Tabela XV— Resultados da ACP realizada com 16 weisdisico-quimicas e 10 amostras de mel. Valores
préprios, percentagem da variancia explicada pdia eixo e percentagem de varidncia comulativa
explicada para os trés eixos.

Valores % da variancia % comulativa

Eixos  proprios Explicada var. explicada
1 59 37,5 37,5
2 3,9 24,7 62,2
3 2,4 15,2 77,4

Na componente melissopalinoldgica, os trés eixaesentam 72,6% da variacao
total. O primeiro componente explica 35,5% de \@atotal e tem uma carga positiva
alta para as variaveis (espéci€®nistasp, Pterospartum tridentature Tipo Cytisus
respetivamente, que contrastam com a carga fortemegativa para as espédrasus
ulmifolius Aesculus hipocastanymithrum spp., éDenanthe crocataComo o polen de
eucalipto dominou em todas as amostras, a sualnggéio para a dissimilaridade nas
mesmas néo se fez sentir neste eixo. O segundoocemig explica 21,8% da variacao
total e tem uma carga positiva alta para as esplRbi@mnus alaternysipo A19 eMalus
spp., que contrasta com a carga fortemente negatiasas espéci€sicalyptus globulus
e Sedunspp. O terceiro componente explica apenas 15)8%abela XVI). Os valores
das variaveis, e as suas contribuicbes em cadapmgiem ser vistos na tabela do anexo
[l

Tabela XVI- Resultados da ACP realizada com 22 tipos polirecb0 amostras de mel. Valores proprios,
percentagem da variancia explicada por cada epereentagem de varidncia comulativa explicada para
0s trés eixos.

Valores % da variancia % comulativa

Eixos  proprios Explicada var. Explicada
1 7,5 35,5 35,5
2 4,5 21,7 57,3
3 3,2 15,3 72,5

Comparando o grafico da ACP realizada com os di#sios-quimicos (v. Figura
21) com o dendograma da Figura 20, precebe-se gugo multifloral composto pelas
amostras de méis de Carvalho, Lameira de S&o P€dregira e Luso, apresentaram

80



maior similaridades devido ao maior peso dado patautividade elétrica, fenois totais,
poder redutor, maltulose, indice diastasico e phicentraste com com 0s teores baixos
de DPPH (que se traduz na maior capacidade blogteeae radicais livres), frutose,
frutose+glucose e Glucose, alcangcados em comuraspas amostras de mel. Os valores

destes parametrso podem ser vistos na Tabela do &nhe

Em relacdo ao grupo monofloral composto por amesie meéis da Mata do
Bucaco, Botdo, Miro, Sula e Espinheira, os eixoe B da ACP, justificam esta
similaridade devido ao maior peso de DPPH (queradut na menor capacidade
bloqueadora de radicias livres), teores de frutglseose, frutose e glucose. Neste grupo,
a amostra de Miro, devido ao elevado valor da raeétre Frutose/Glucose,
comparativamente aos restantes elementos do gngxira-se um pouco deslocada. A
amostra de Telhado acaba tendo afinidade com agpte gnonofloral devido a valores
similares de DPPH e frutose+glucose que as restamestras multiflorais néo tiveram.
Os valores destes parametros podem ser vistosh&dall¥ do anexo trés.

Em relacdo a componente melissopalinoldgica, @uiai 22), verificamos que o
grupo de amostras monoflorais de eucalipto, comesgmtacao polinica acima dos 70%,
surge de facto agrupada nesta ACP. Contudo, a eamdst Telhado, que surge no
dendrograma junto com estas amostras, ja surga AER afastada, por ser multifloral.
A sua similaridade com o grupo monofloral que s#iga no dendograma, podera estar
relacionada com a partilha com as amostras momdglaie alguns tipos polinicos. Por
exemplo, a amostra de Telhado, comparativamenéMimd, apresenta 4 s 8,2% de
néctar deRaphanus raphanistrunb,9 vs 6,5% deTipo Cytisus 1,8 vs 2,2% de
Pterospartum tridentatura 1,8vs 1,2% deGenistasp, respetivament® eixo 1 da ACP

(v. Figura 22) que detém 35,5% de varianca toxgiliea esta afinidade.

No grupo multifloral, para além de terem menor petagem deEucalyptus
relativamente as amostras monoflorais (v. Figuna @®stram uma predominancia de
pollen deErica spp., com cerca de 15,9% de néctar na amostralddenCarvalho, 5,1%
em Lameira de sdo Pedro, 4,9% em Carreira e 4,2®0. Ainda neste grupo, as
amostras de Carreira, Luso e Lameira de Sao Peaitdharam juntos 1,5, 1,8 e 1,1% de
néctar deAesculus hippocastanum 4,7, 4,4 e 9,9% dRubus ulmifolius Carreira e
Lameira de Sao Pedro partilharam, em especiak 2,4% dd.ythrumsp. e 2,2 e 3,4%
de Oenanthe crocata.
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Correlacionando as variaveis fisico-quimica e abnglagicas, chega-se a
conclusao que (i) elevados valores de condutividégteica, fenois totais, poder redutor,
maltulose, indice diastasico e pH e teores baieoBEPH, frutose, frutose+glucose e
Glucose, registados nas amostras de multiflorai€alwalho, Lameira de S&o Pedro,
Carreira e Luso, parecem resultar da presencaup@gbotanicos tais como o eucalipto
(embora em menor percentagem do que nas amostnadlanais), juntamente corica
spp.,Aesculus hippocastanurRubus ulmifoliusLythrumsp. eOenanthe crocata(ii)
elevados niveis de DPPH, teores de frutose+gludasi®se e glucose, registados nas
amostras monoflorais de Mata do Bucaco, Botao, Miua e Espinheira teréo resultado,

essencialmente, da elevada percentagem de néaacalto.
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5. CONCLUSOES

A caraterizacao bioldgica e fisico-quimica das draesle méis da Serra do Bugaco
permitiu concluir que, no conjunto dos parametnoalisados, nem todas amostras de
meéis sdo de origem multifloral, ao contrario doegpntado nos rotulos das embalagens

usadas pelos apicultores da Associacédo dos Apiesltto Litoral Centro.

Do ponto de vista quantitativo, na Serra do Bucasaggides de Carreira, Botéo,
Sula, Telhado e Espinheira, produziram, na crestaltdo, mistura de méis de néctar e
melada, enquanto Carvalho, Miro, Mata do BucaccolLa Lameira de Sao Pedro

produziram méis de néctar.

Do ponto de vista qualitativo na mesma serra, egi§es de Mata do Bucaco, Botao,
Miro, Sula e Espinheira, produziram méis monof®idé eucalipto enquanto as regides
de Carvalho, Lameira de S&o Pedro, Carreira, Lustelleado produziram méis

multiflorais de eucalipto com outros grupos taxormms.

Dos 99taxa encontrados, o pélen deucalyptusspp é o que mais predomina nos
méis da Serra do Bucaco. Para além deste, sobretasloamostras multiflorais,
dominaram graos de pélen@bamnus alaternus, Castanea satili@o Cytisus, Echium
spp., Erica spp.,Aesculus hippocastanum, Rubus ulmifolius, Prsps eRaphanus

raphanistrum

Ha fortes indicios de que na Serra do Bucgaco, apesaucalipto ndo ser considerada
uma planta invasofanas sim exotica, € a espécie que mais presenflad@nicia tem nos
processos ecoldgicos apicolas no primeiro semésteno. Portanto, do ponto de vista

melifero, o eucalipto é a espécie mais frequentemnma e mais dominante.

A Raphanus raphanistruéa segunda espécie mais frequente ao longo carSas,
em geral, ndo domina sobreCastanea sativaDe facto, aparece em 9 das 10 areas
amostradas com frequéncias polinica entre 1,3%,8&Bquanto &. sativaaparece em
6 das amostras, mas chega a atingir os 35,8%Zastanea sativa a terceira espécie mais

frequente e a segunda mais dominante.

2 J4 comeca a mostrar o seu carater invasor vistosglaté alguns anos a extens&o ocupada pelgsucal
em Portugal, apesar de muito elevada, estava iieet ligada a atividade humana e sem revelaraberar
invasor, nos Ultimos anos, comecou a observar-selamizacdo de locais por plantulas de eucalipto,
oriundas da germinacdo de sementes, para alénnitesldas plantacfes (Sileaal, 2007).
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Os resultados da condutividade elétrica e da pergem de frutose+glucose
permitiram, também, concluir que cinco das dez arm®sinalisadas se tratam de méis de
néctar, enquanto as restantes cinco sao de maguréctar com melada. Em relacdo ao
processo de cristalizagéo, verifica-se no geral dmamica lenta que culmina com a

cristalizacéo parcial.

A cor do mel da Serra do Bucaco enquadra-se naectiss méis mais escuros da

escala Pfund, que inclui os méis ambar claro amldanbar escuro.

Em relagdo a qualidade destes méis, os valoresimigdade, acidez e pH, indice
diastasico, HMF, prolina e a auséncia de sacapasesstarem em conformidade com os
valores padronizados pela legislacao internacigreinitem concluir que sdo meéis de

boa qualidade, frescos e sem adulteragao.

Os resultados dos efeitos bioativos encontradagsi@seis permitem concluir que
estas amostras ndo apresentam um efeito antiogidelevado mas rednem uma

capacidade moderada, maior que os méis de lammj@renor que méis de urze.

Este trabalho permitiu confirmar que o pH e teormealtulose dependem da origem
botanica dos méis. Embora os outros acucares, bero a condutividade elétrica, a cor,
teor em prolina, indice diastasico, fenois totpajer redutor e a capacidade que uma
amostra de mel tem em bloquear radicais livres, dif&rirem significativamente,
dependem também da presenca estocastica dos thegenpos botanicos, quer em meis

monoflorais, quer em multiflorais.

As similaridades fisico-quimicas, que por vezegemur entre meéis monoflorais de
uma dada espécie versus multiflorais, podem resdéapresenca, mesmo em baixas

percentagens, de certos grupos taxonomicos sisiilare

Seria positivo expandir o presente estudo com bsarde mais amostras da regiéo,
de forma a permitir confirmar os resultados obtidais como: a percentagem minima de
pdlen de eucalipto que se definiu para consideyanaostras como monoflorais desta
espécie; as variaveis fisico-quimicas em que asstaaso monoflorais diferiram
significativamente das multiflorais e a inesperadséncia de pélen de espécies exaticas,

sobretudo na amostra da Mata do Bucgaco.
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Anexo |—-Teste de normalidade dos dados fisico-quimicos.

Kolmogorov-Smirno® Shapiro-Wilk

Parametros F.Q. Statistic df Sig. Statistic df Sig.
C 232 10 .136 .849 10 .057

CE .182 10 .200 .945 10 .606

pH inicial 184 10 200  .926 10 412

1.D .165 10 .200 .903 10 .236

P 144 10 .200 .943 10 .588

F .188 10 .200 .957 10 .750

G 153 10 200  .909 10 275

T .209 10 .200 .889 10 .164

MI 138 10 .200 975 10 .932

M 152 10 .200 .969 10 .880

Tr 122 10 .200 .960 10 .782

F+G 119 10 .200 .985 10 .987

FIG 124 10 .200 .968 10 .873
F.T. .246 10 .088 .870 10 101

D .180 10 .200 .929 10 442

pR .168 10 .200 .948 10 .642

*, Limite inferior da significAncia real.
a. Correcao de significancialliefors

DF — graus de liberdade

C —cor, ID - indice diastasico, CE — condutivielatitrica, P — prolina;, — frutose, G — glucose, T. —
turanose, Ml — maltulose, M — maltose, Tr — tre@)ds+G — frutose mais glucose, F/G — frutose/glech3 —
fenois totais, B- capacidade bloqueadora de radicais livres de DPPH poder redutor.
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Anexo Il - Correlagéo entre as variaveis fisico-quimicasaiscé as componentes principais.

Variaveis PC1 PC 2 PC 3
C 0.164 -0.909 -0.061
ID 0.782 0.008 -0.529
CE 0.932 -0.059 0.117
PH 0.702 0.404 0.537
P 0.706 0.110 -0.583

-0.344 -0.879 0.143

-0.371 0.234 -0.847

T 0.209 0.081 0.221
MI 0.781 -0.146 0.326
M 0.167 0.597 0.350
Tr 0.667 0.202 0.116
F+G -0.487 -0.751 -0.217
FIG -0.045 -0.807 0.564
FT 0.880 -0.297 -0.172
D -0.679 0.389 0.267
pR 0.797 -0.493 -0.124

C —cor, ID - indice diastasico, CE — condutivielatétrica, P — prolind; — frutose, G — glucose,
T. —turanose, Ml — maltulose, M — maltose, Treatose, F+G — frutose mais glucose, F/G — razdoseu
glucose, FT — fenois totais,-bcapacidade bloqueadora de radicais livres de DPPH poder redutor.
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Anexo Il — Correlagéo entre as varidveis melisiopbgicas iniciais e as componentes principais.

Variaveis PC1 PC 2 PC3
Eg 0.317 -0.819 0.374
S 0.365 -0.441 -0.242
E -0.487 0.299 -0.684
Er -0.266 0.322 0.195
Ra 0.535 0.659 0.361
G 0.788 0.420 -0.210

Am 0.676 0.676 0.055
Pt 0.751 0.009 -0.258
Tr -0.485 0.340 0.634
TC 0.706 0.331 -0.292
Ah -0.719 0.368 -0.136

A19 0.677 0.629 -0.068
Ru -0.768 0.387 -0.488
M 0.677 0.629 -0.068
P -0.497 0.344 0.741
Cm -0.476 0.379 0.587
Hh 0.565 0.608 0.155
Oc -0.707 0.466 -0.287
Rr 0.400 0.162 -0.182
L -0.717 0.479 -0.223
Cs -0.498 0.113 -0.643
oT -0.367 0.496 0.269

Eg —Eucalyptus globuluss -Sedunspp., E -Echiumspp., Er -Erica spp., Ra-Ramnus
alaternus G -Genistaspp., Am -Acacia melanoxylorRt —Pterospartum tridentatum,
Tr — Trifolium repensTC — TipoCytisus, Aesculus hippocastanum,19 — Tipo A 19,
Ru —Rubus ulmifoliusMalus spp, P -Prunusspp., Cm -Crataegus monogynaHh —
Hederaspp. , Oc -Oenanthe crocataRr — TipoRaphanus raphanistruni. — Lythrum
spp., Cs -€astanea sativaDT — outrso tipos
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Anexo |V - Parametros fisico-quimicos medidos para cada amdstmel da Serra do Bugaco (cresta de julho dé)201

Cor ID CE P P F G T M M Tr F+G FIG FT D Pr
(Pfund) (DN)  (uScm) (mgg) (%) (%) (%) () (%) () (%) (%)  (mgGAEg-1)  (mgml-1)  (mgGAEg-1)
M. Bugaco 150.0 8.7 506.0 3.6 03 449 229 15 1213 03 678 2.0 1.2 33.9 0.7
Miro 106.3 14.2 534.3 3.6 1.0 392 249 11 07 2203 641 1.6 1.4 31.1 0.8
Botéo 150.0 8.7 579.0 3.8 0.4 437 220 13 10 2503 657 2.0 1.3 29.5 0.8
Telhado 61.7 10.6 455.7 3.8 05 414 236 16 12.9 3 03 650 1.8 1.1 43.5 0.7
Sula 117.3 9.8 543.7 3.9 04 397 221 14 11 2902 618 1.8 1.2 42.6 0.6
L. S. Pedro 150.0 15.1 708.7 3.9 1.0 420 227 12 28 03 647 1.9 1.6 23.8 0.9
Espinheira 74.0 9.7 581.7 3.9 07 388 221 15 1535 03  61.0 1.8 1.3 34.8 0.7
Carreira 126.3 12.3 632.7 3.9 08 397 231 23 1324 03 629 1.7 1.3 321 0.8
Carvalho 150.0 15.4 726.7 4.0 09 413 215 15 1830 04 628 1.9 1.8 30.8 1.0
Luso 76.0 12.2 757.3 4.1 06 376 223 15 16 2604 600 1.7 1.4 26.6 0.7

C — cor, ID - indice diastasico, CE — condutiviel@titrica, P — prolin& — frutose, G — Glucose, T. — turanose, Ml — niad®, M — maltose, Tr — trealose, F+G —
Frutose mais glucose, F/G — razao frutose gludéEe; fenois totais, B capacidade bloqueadora de radicais livres de DPPH poder redutor.
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