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RIBEIRO, Geovana Piveta. Impacto nas caracteristicas do mel de tiuba
(Melipona compressipes fasciculata) ap6s diferentes processos de
conservacao: congelamento, pasteurizagdo e maturagao. 2017. 133 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2017.

RESUMO

Os méis de meliponineos sao muito apreciados por seu sabor e aroma inigualaveis,
porém devido ao seu alto teor de umidade podem deteriorar. O mel pode ser
conservado por diferentes métodos, o0 que pode alterar suas propriedades fisico-
quimicas e sensoriais. Com isto, o objetivo do estudo foi avaliar o impacto dos
processos de conservagao por congelamento, pasteurizagdo e maturagcéo a 200C ou
300C por até 180 dias sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e
sensoriais do mel de abelha tiuba (Melipona compressipes fasciculata) do Maranh&o.
As caracteristicas fisico-quimicas avaliadas foram atividade de agua, umidade, pH,
acidez, cor, viscosidade, teores de etanol, sélidos soluveis totais, agucares redutores
e hidroximetilfurfural. Analise de ressonéncia magnética nuclear e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram empregadas para identificagdo de alteragao
na composi¢cado quimica durante o armazenamento do mel pelos diferentes métodos.
O congelamento causou a redugédo na viscosidade e umidade e a pasteurizagao
levou ao aumento do pH do mel. O monitoramento do processo de maturagao
mostrou que ao final dos 180 dias houve diminuigdo do pH e aumento de acidez e
atividade de agua, e nao ocorreu diferenca significativa nos teores de solidos
soluveis totais e acucares redutores do mel. A ressonancia permitiu identificar a
relacdo direta entre os teores de sacarose e glicose, e de sacarose e glicose na
producdo de etanol durante a maturagdo. Houve variacdo nos conteudo,
determinados por HPLC, de acido acético, propibnico e succinico durante a
maturagao. A analise microbiolégica indicou presenca de Escherichia coli e Candida
fermentati durante o processo de maturacdo espontanea. Nao foi detectada a
presenca de hidroximetilfurfural em nenhuma das amostras conservadas pelos trés
métodos. A analise sensorial descritiva indicou que mel pasteurizado ou congelado é
caracterizado principalmente pelo aroma e sabor de mel, gosto doce e
transparéncia, enquanto que mel maturado nas duas condicbes pro 180 dias
apresenta cor amarela, arenosidade, gosto acido, aroma e sabor fermentado. O mel
conservado por congelamento, pasteurizagdo e maturagdo nas duas condigbes é
bem aceitos sensorialmente, com notas heddnicas superiores a 6,0 (em escala de
10 cm) em todos atributos avaliados. Os diferentes métodos de conservacéo
estudados sao eficientes para conservagdao do mel de Melipona compressipes
fasciculata.

Palavras-chave: Abelhas nativas. Conservacgao. Perfil sensorial. Aceitagéo.



IBEIRO, Geovana Piveta. Impact on the characteristics of tiubic honey (Melipona
compressipes fasciculata) after different conservation processes: freezing,
pasteurization and maturation. 2017. 133p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Meliponine honeys are much appreciated for their unparalleled flavor and aroma, but
due to their high moisture content they can deteriorate. Honey can be preserved by
different methods, which may alter its physicochemical and sensory properties. The
objective of the study was to evaluate the impact of freezing, pasteurization and
maturation processes at 20 oC or 30 oC for up to 180 days on the physicochemical,
microbiological and sensorial characteristics of the honey bee (Melipona
compressipes fasciculata) from Maranhd&o. The physicochemical characteristics
evaluated were water activity, moisture, pH, acidity, color, viscosity, ethanol contents,
total soluble solids, reducing sugars and hydroxymethylfurfural. Nuclear magnetic
resonance analysis and high performance liquid chromatography (HPLC) were used
to identify changes in chemical composition during storage of honey by different
methods. Freezing caused a reduction in viscosity and moisture and pasteurization
led to an increase in the pH of honey. The monitoring of the maturation process
showed that at the end of the 180 days there was a decrease in pH and increase of
acidity and water activity, and there was no significant difference in total soluble
solids and reducing sugar contents of honey. The resonance allowed to identify the
direct relationship between sucrose and glucose contents, and of sucrose and
glucose in ethanol production during maturation. There was variation in the content,
determined by HPLC, of acetic, propionic and succinic acid during maturation. The
microbiological analysis indicated the presence of Escherichia coli and Candida
fermentati during the process of spontaneous maturation. The presence of
hydroxymethylfurfural was not detected in any of the samples preserved by the three
methods. The descriptive sensorial analysis indicated that pasteurized or frozen
honey is characterized mainly by the aroma and flavor of honey, sweet taste and
transparency, while honey matured in both conditions for 180 days shows yellow
color, grittiness, acid taste, aroma and fermented taste. Honey preserved by freezing,
pasteurization and maturation in both conditions is well accepted sensorially, with
hedonic notes higher than 6.0 (in 10 cm scale) in all evaluated attributes. The
different conservation methods studied are efficient for the conservation of Melipona
compressipes fasciculata honey.

Key words: Native bees. Conservation. Sensory profile. Acceptance.
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1 INTRODUCAO

Mel é o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar
das flores ou de secreg¢des de partes vivas das plantas ou de excrecdes de insetos que ficam
sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com
substancias especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia
(BRASIL, 2000). Sua composicao depende, basicamente, da composicdo do néctar, da espécie
vegetal produtora e da espécie de abelha que o produz (ANACLETO et al., 2009).

Na histéria da humanidade, o mel foi uma das primeiras fontes de agucar para o
homem, o que é evidenciado pelo uso do mel e pélen das abelhas nativas sem ferrao nos
periodos pré-hispanicos e o papel que desempenharam na dieta das comunidades indigenas
americanas (ALVES et al., 2005). Para a criacdo de abelhas existem duas grandes praticas: a
Apicultura e a Meliponicultura. A apicultura visa criacdo de abelhas Apis mellifera e a
meliponicultura, a de abelhas indigenas sem ferrdo (meliponineos), ambas tem como principal
produto, o mel (NOGUEIRA-NETO, 1997). Embora a producdo de mel seja menor, os
meliponineos fornecem um produto distinto do mel de Apis mellifera, pela dogura e aroma
inigualaveis, possuindo consumidores dispostos a pagar altos prec¢os pelo produto no mercado
(CARVALHO et al., 2005).

Em termos de composicao, a principal diferenca entre o mel de meliponineos e o
de Apis € o maior teor de agua, que o torna menos denso e mais susceptivel a degradagao. A
cor também varia do transparente ao &mbar escuro, e a espécie, época, regiao e florada
influenciam o gosto e niveis de agucar (OLIVEIRA et al., 2012).

O mel das abelhas sem ferrdo é muito procurado pelos consumidores,
principalmente pelos efeitos terapéuticos que Ihes sao atribuidos. Contudo, os meliponicultores
tém demonstrado preocupagdo com a conservacio da qualidade desse produto, em funcéo do
seu elevado teor de umidade, o que favorece o processo de fermentacdo e promove a sua
deterioragdo (SODRE et al., 2008). Diversas técnicas podem ser empregadas para
conservagao do mel, dentre as quais a desumidificagao, a pasteurizagao e a refrigeragao, que
objetivam manter durante o maior espago de tempo possivel suas qualidades sanitarias,
sensoriais e nutricionais (SILVA, 2000), porém estas técnicas normalmente causam alteragdes
irreversiveis nas caracteristicas naturais do mel, como conteudo de agulcares e enzimas.

De acordo com Freitas et al. (2010), o aumento do tempo (4, 8, 16 e 24 horas)
de tratamento térmico a 70 °C em estufa provoca reducdo da acidez e consequente aumento
de pH, redugdo da umidade e aumento da concentracdo de acucares redutores e
hidroximetilfurfural em mel de abelha jandaira (Melipona subnitida).

O processo de maturagdo em alimentos envolve reagdes bioquimicas e
alteragdes pela agdo de microrganismos. No mel ela modifica as caracteristicas sensoriais da

matéria-prima e ¢é utilizada para conservagdo, pois impede o desenvolvimento de
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microrganismos patégenos e deteriorantes (PEREDA et al., 2005), porém ainda nao foram
publicados estudos que descrevam detalhadamente este processo, mas possivelmente ocorre
uma fermentacdo e ag¢des das enzimas oriundas das abelhas. Sendo assim, o objetivo da
pesquisa foi estudar os efeitos do congelamento, pasteurizacdo e maturacdo esponténea do
mel de abelhas nativas sobre suas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais, visando sua

conservagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o impacto dos métodos de conservagéo, congelamento, pasteurizagéo
e maturacdo espontanea sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais

do mel de tiuba.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizar o mel de tilba quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas e

microbioldgicas.

o Submeter 0 mel de tiuba aos processos de congelamento, pasteurizacdo e maturagao

em duas condigoes (20 e 30 °C).

¢ Acompanhar as alteragdes fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais do mel durante

0 processo de maturacéo.

¢ |dentificar os microrganismos responsaveis pela maturagéo.

e Definir o perfil sensorial por meio da Analise Descritiva Quantitativa de méis maturado,

congelado e pasteurizado.

¢ Avaliar a aceitagao sensorial do mel maturado, congelado e pasteurizado.

o Estimar as condi¢gdes de maturagcdo do mel (tempo e temperatura) que resultem em

melhores caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORICO DA PRODUGAO E USO DO MEL

3.1.1 Mundial

Desde a Idade Média o mel ja era conhecido e utilizado como remédio e
adogante. Acreditava-se que ele era responsavel, junto com o azeite, pela longevidade dos
romanos, e sabe-se que as abelhas acompanham o homem desde a pré-histéria. Na Era da
Pedra Lascada, os homens dedicavam-se a caga e a pesca, e nessas andangas pela
sobrevivéncia, alimentavam-se de favos de mel que encontravam no mato. Para facilitar a
busca por este precioso alimento dourado, eles foram levando os ocos das arvores com favo
de mel para mais perto de sua caverna, e com o passar do tempo verificaram que apés a
retirada do mel, se fechassem o ninho novamente, as abelhas reconstruiam a parte saqueada.
Desta forma nasceram as primeiras raizes da apicultura primitiva (SCHIRMER, 1986). O mel
nao era so considerado alimento de primeira linha, como também elemento do mais alto valor
terapéutico para todas as doencas. No Egito antigo, era o medicamento mais popular,
participando de 500 dos 900 remédios da época (MENDES et al., 2009). Na Grécia antiga, o
valor do mel foi aclamado e apreciado, usado muitas vezes como uma oferenda para os
deuses, além disso, Hipécrates e Dioscorides enfatizaram seu valor nutricional e farmacoldgico
(KARABAGIASA et al., 2014).

A medida que o homem progrediu em sua evolugdo cultural também melhorou o
alojamento das abelhas. Construiram alojamentos econdmicos e térmicos, feitos de palha de
trigo, atado em feixes e torcido numa espessura de punho e enrolado em forma de balde,
emborcado em cima de uma prancha de madeira. Este é atravessado por espetos de bambu,
para que as abelhas construam o favo em meio deles, dando uma maior firmeza. Na colheita,
era so vira-lo. Para dar um aspecto mais liso, revestia-se com uma massa de esterco de vaca,
pintada com verniz. A este alojamento deu-se o nome de “LUNEBURGER-STULBER” (Figura
1) (WIESE, 2005).
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Figura 1 — Alojamento “LUNEBURGER-STULBER” para abelhas.

o

FONTE: WIESE (2005)

3.1.2 No Brasil

Os primeiros criadores de abelhas que se tem noticia no Brasil foram os jesuitas,
que trouxeram do continente europeu pelos imigrantes que vieram para o Brasil trazendo
consigo alguns enxames. Em 1839, o Padre Antonio Carneiro conseguiu, com a autorizagcio de
Dom Pedro Il, importar para o Estado do Rio de Janeiro algumas familias do reino Apis
Mellifera Mellifera. Em 1879, no Rio Grande do Sul, o imigrante Frederico Augusto Hanemann
importou da Alemanha algumas abelhas da familia Apis Mellifera Ligustica. Ainda no sul do
Brasil, o desenvolvimento da criacdo de abelhas foi promovido pelo fato de o professor Emilio
Schenck ter divulgado esta técnica como uma atividade extensionista (WIESE, 2005).

As primeiras técnicas extrativistas e predatérias causavam danos ao meio
ambiente e ainda matava as abelhas. Entretanto, com o tempo, o homem foi aprendendo a
proteger seus enxames, instala-los em colmeias racionais e maneja-los de forma que houvesse
maior producdo de mel sem causar prejuizo para as abelhas. Nascia, assim, a apicultura, na
qual, além do mel, é possivel explorar, com a criagao racional das abelhas, produtos como
polen apicola, geleia real, rainhas, polinizagao e cera (PEREIRA et al., 2003).

Dados do IBGE (2012) apontam o Brasil em 9° lugar no ranking da produgao de

mel, com 38.764 toneladas anuais (Quadro 1).

Quadro 1 — Maiores produtores de mel no mundo.

Posicédo Pais Producéo (tonelada)
1° China 367.219
2° Turquia 82.003
3° Argentina 81.000
4° Ucrania 74.000




20

[e]

5 Estados Unidos 65.366
6° india 65.000
7° Russia 53.598
8° Etiépia 42.000
9° Brasil 38.764
10° Canada 29.387

FONTE: IBGE (2012)

Ao se pensar nos sistemas apicolas no Brasil, € possivel avaliar quanto essa
atividade vem crescendo, considerando os ultimos 40 anos de producido, em que o setor
progrediu mais de 10 vezes (Figura 2) (SEBRAE, 2014).

Figura 2 — Atividade apicola nos ultimos 30 anos.

FONTE: SEBRAE (2014)

Com relagao aos estados produtores é possivel observar que o somatério dos
estados da regido Sul representa 49% da produgédo de mel do pais e o somatdrio dos principais
estados do Nordeste e Sudeste, representam 18% e 17% respectivamente, o que demonstra
que estes 9 estados sdo responsaveis por 84% da produgao do mel nacional (Figura 3)
(SEBRAE, 2014).
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Figura 3 - Participacao dos principais estados na producéo do mel brasileiro (%).
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FONTE: SEBRAE (2014)

Com relagao a exportacao, os valores cairam 38% entre 2009 e 2013 por causa
de perdas de enxames nas regides produtoras. Estas perdas foram provenientes de secas, que
fez com que o nordeste brasileiro, que desde 2009 ocupava o posto de maior regido
exportadora, reduzisse 52% da produgdo e 25% das exportagbes, dando lugar de principal
exportacdo a regiao sul (Figura 4) (SEBRAE, 2014).

Figura 4 — Exportagdo do mel brasileiro entre 2009 e 2013 (toneladas).
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FONTE: SEBRAE (2014)

No Brasil, a criagdo de abelhas ¢é dividida em duas praticas distintas, a Apicultura
e a Meliponicultura. A apicultura caracteriza-se pelo manejo de abelhas da espécie Apis

mellifera com o objetivo de produzir mel. E entende-se por meliponicultura a pratica de manejar
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abelhas indigenas sem ferrdo, sendo a obtencdo do mel um dos objetivos dessa atividade
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Os insetos constituem um grande Filo zooldgico, dividido em varias Ordens, e
uma delas é a dos Himenopteros, que compreende as formigas, vespas e abelhas. As abelhas
podem ser reunidas na superfamilia Apoidea, dividida em diversas familias. A que tem habitos
mais sociais € a familia Apidae, que possui 4 subfamilias: Apineos, Melopineos, Bombineos e
Euglossineos. Entre os Apineos, a unica espécie que vive no Brasil € a Apis mellifera e os
Melopineos s&o as abelhas indigenas sem ferrdo, popularmente conhecidas como Jatai, Mirim
da Terra, Urugu, Mandacaia entre outras (NOGUEIRA-NETO, 1997). De maneira geral, o mel
produzido pelas espécies de meliponineos apresenta diferengas em alguns parametros fisico-
quimicos quando comparados ao mel produzido por A. mellifera, principalmente com relagao a
sua umidade, que é bastante elevada, tornando-o menos denso que o mel das abelhas
africanizadas (Apis mellifera) (ALVES et al., 2011). Por isso este tipo de mel precisa de um

beneficiamento posterior a sua colheita para poder ser comercializado.

3.2 ABELHAS MELIPONINEAS

Situando os meliponineos dentro dos arthropoda podemos dizer que pertencem
a classe insecta, sub-classe pterigogénea, ordem hymenoptera, sub-ordem clistogastra, super-
familia apoidea, familia apidae, sub-familia apinae, tribo meliponini e géneros melipona, trigona
e lestrimelitta (KERR et al., 1996). O género melipona apresenta distribuicdo geografica
exclusivamente neotropical, abrangendo da América do Sul até a América Central e México
(CAMARGO, 1994), e no Brasil se distribui geograficamente desde o Maranh&o até o Para. A
abelha titba (Melipona compressipes fasciculata) (Figura 5) foi domesticada pelos indios do
Maranhdo e tem um desenvolvimento muito superior as compressipes de outros estados e
paises, seu ciclo de desenvolvimento completa-se em aproximadamente 45 dias para a

operaria e 40 dias para a rainha (KERR et al., 1996).

Figura 5 — Abelha Tiuba (Melipona compressipes fasciculata).

FONTE: MENEZES (2015)
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3.3 PRODUGAO

Basicamente o mel é formado pela acdo de enzimas invertase, diastase e
glicose-oxidase das abelhas sob o néctar, o qual apds ser reduzido é depositado nos alvéolos,
onde ocorrem as transformagdes fisicas, principalmente cristalizacdo e desidratagdo (WIESE,
2005). Segundo Crane (1983), a adicdo de enzimas pelas abelhas ao néctar ira causar
mudancas quimicas, que irdo aumentar a quantidade de acucar. A enzima invertase adicionada
pelas abelhas transforma 3/4 da sacarose inicial do néctar coletado nos acgucares invertidos
glicose e frutose. Sua agdo € continua até que o amadurecimento total do mel ocorra. A
diastase quebra o amido, e a glicose-oxidase reage com a glicose formando acido glucénico e
peroxido de hidrogénio, esse ultimo capaz de proteger o mel contra a decomposigao bacteriana
até que seu conteudo de acucares esteja alto o suficiente para fazé-lo.

Wiese (2005) cita que as plantas, através de suas flores, oferecem as abelhas o
precioso néctar, cuja aparéncia € a de um liquido doce, com grande volume de agua (cerca de
50%). Esse liquido se acumula em maior ou menor quantidade, no nectario das flores, onde as
abelhas o retiram e transportam em sua vesicula melifera até a colmeia, depositando-o nos
favos, ja transformado em mel. Os favos serdo posteriormente operculados (fechados com uma
fina camada de cera). Até no depdsito que se faz nos favos a abelha garante a qualidade do
mel, dai em diante a responsabilidade fica a cargo do apicultor. Ele deve retirar os favos de mel
cuidando para nao comprometer a qualidade do produto. Por fim o mel é extraido e

devidamente processado.

3.4 CLASSIFICAGAO

Conforme a legislacao brasileira, os méis sdo classificados de acordo com a
origem, processo de obtengdo e forma de apresentacao (BRASIL, 2000). Quanto a origem tem-
se:

(a) mel floral: mel obtido dos néctares das flores. Pode ser unifloral/monofloral
quando o produto procede principalmente da origem de flores de uma mesma familia, género
Ou espécie e possui caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microscépicas proéprias, ou
multifloral/polifloral, quando é obtido a partir de diferentes origens florais;

(b) melato ou mel de melato: mel obtido principalmente a partir de secre¢des das
partes vivas das plantas ou de excregdes de insetos sugadores de plantas que se encontram
sobre elas.

Quanto ao processo de obtengédo o mel é classificado em:

(a) mel escorrido: mel obtido por escorrimento dos favos desoperculados, sem

larvas;
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(b) mel prensado: mel obtido por prensagem dos favos, sem larvas;

(c) mel centrifugado: mel obtido por centrifugacdo dos favos desoperculados, sem
larvas.

Quanto a forma de apresentacido ou processamento:

(a) mel: mel em estado liquido, cristalizado ou parcialmente cristalizado;

(b) mel em favos ou mel em secgbes: mel armazenado pelas abelhas em células
operculadas de favos novos, construidos por elas mesmas, que nao contenham larvas e
comercializado em favos inteiros ou em secgdes de tais favos;

(c) mel com pedagos de favo: mel que contém um ou mais pedagos de favo com
mel, isentos de larvas;

(d) mel cristalizado ou granulado: mel que sofreu um processo natural de
solidificagao, como consequéncia da cristalizacdo dos agucares;

(e) mel cremoso: mel que tem uma estrutura cristalina fina e que pode ter sido
submetido a um processo fisico, que Ihe confira essa estrutura e que o torne facil de untar;

(f) mel filtrado: mel que foi submetido a um processo de filtragao, sem alterar o seu

valor nutritivo.

3.5 COMPOSICAO

O mel é uma solugao concentrada de agucares com predominancia de glicose e
frutose. Contém ainda uma mistura complexa de outros hidratos de carbono, enzimas,
aminodcidos, acidos organicos, minerais, substancias aromaticas, pigmentos e graos de pdlen
podendo conter cera de abelhas procedente do processo de extragdo, ndo podendo ser
adicionado de acgucares e/ou outras substancias que alterem a sua composi¢cao original
(BRASIL, 2000).

Sua composicéo depende das fontes vegetais das quais ele é derivado, solo,
espécie da abelha, estado fisiolégico da colbnia, estado de maturagdo do mel, condi¢cdes
meteoroldgicas da colheita entre outros (ALVES et al., 2005), porém a legislagao brasileira, que
regulamenta a padronizagao do mel para fins de comercializagdo, sé atende as caracteristicas
do mel de A. mellifera, nao contemplando o mel das abelhas nativas do pais (meliponineos).

A Tabela 1 apresenta a diferenga na composi¢ao dos méis de Apis mellifera e de
duas abelhas nativas, Tetragonisca angustula latreille e Melipona fasciculata publicada por
Welke et al. (2008), Anacleto et al. (2009) e Holanda et al. (2012), respectivamente.
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Tabela 1 — Caracterizagao fisico-quimica de méis de diferentes abelhas no Brasil.

) ] . Tetragonisca ] ) 3
Apis mellifera Melipona fasciculata

angustula latreille®

Umidade (g/100g) 16,20 24,37 21,85
Sacarose Aparente

- 0,95 2,46

(g/1009)
Acidez Total (meg/kQg) 30,10 45,23 33,49
pH 4,00 4,10 3,50

AcUcar Redutor

67,80 55,46 60,14

(g/100g)

' Apis mellifera L. da regido noroeste do Estado do Rio Grande do Sul
*Tetragonisca angustula latreille do municipio de Piracicaba no Estado de Sao Paulo
*Melipona fasciculata Smith da regido do cerrado maranhense

3.5.1 Umidade

Para estar em conformidade com a legislagao brasileira o mel deve apresentar
umidade maxima de 20 g/100 g (BRASIL, 2000), mas no caso de méis de abelhas nativas este
valor ndo é atendido. Alves et al. (2005) analisaram umidade de mel de Melipona mandacaia
provenientes de comunidades rurais da regido semi-arida do Estado da Bahia e encontraram
valores de 23,14 a 32,50 g/100 g. Os autores atribuem o excesso de agua encontrado no mel
dos meliponineos a baixa taxa de desidratagcao do néctar durante o processo de transformagao
em mel. Stramm (2011) encontrou média de 24,80 g/100g para méis de Melipona subnitida.
Varios outros autores (ALMEIDA-MURADIAN; MATSUDA, 2007; CAVALCANTE, 2006;
VILLAS-BOAS; MALLASPINA, 2005) apresentam dados confirmando que a umidade de méis
de abelha sem ferrao € maior que a de Apis mellifera, além de superar o limite estabelecido

pela legislagao brasileira para méis de Apis (BRASIL, 2000).

3.5.2 Acucares

Os agucares juntamente com a agua sado os principais componentes do mel,
onde os monossacarideos frutose e glicose representam 35,7 e 29,7%, respectivamente e os
dissacarideos sacarose e maltose apenas 0,4 e 1,6%, respectivamente da quantidade total
(MENDES et al., 2009). A glicose, por ter pouca solubilidade, determina a tendéncia da
cristalizacdo do mel (CARVALHO et al., 2005), e a frutose, por resultar em interagdo adequada
entre os grupos ativos da molécula e receptor do gosto nas papilas gustativas, possibilita a sua
docgura intensa (RYBAK-CHMIELEWSKA, 2004). De acordo com Venir et al. (2010), alguns
indices do conteudo de agucares sdo geralmente associados com a tendéncia de cristalizagcéo

no mel. Entre esses, a razédo entre frutose(F)/glicose(G) de 1,14 ou menos, indica rapida
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tendéncia de cristalizacao, enquanto valores maiores que 1,58 estdo associados a baixa
tendéncia de cristalizacao.

Alves et al. (2011) avaliaram o teor de agucares redutores de trés amostras de
méis de abelhas nativas oriundos de trés regides distintas (Exu-PE, Apodi-RN e Picos-Pl) e
encontraram valores de 51,23 g/100 g para o mel da espécie Urugu, 61,17 g/100 g no da
espécie Jandaira e 50,13 g/100 g no da espécie Tiuba. Esses valores sao inferiores ao valor
minimo de acgucares redutores (65 g/100 g) estabelecido pela norma brasileira vigente para
méis de A. mellifera (BRASIL, 2000).

3.5.2.1 Sacarose Aparente

Caracterizando méis de Tetragonisca angustula, um meliponineo, produzidos na
regido de Piracicaba, Anacleto et al. (2009) encontraram valores de sacarose aparente que
variaram entre 0,13 a 1,87 g/100 g. A concentracdo de sacarose constitui um bom critério para
diferenciar os méis monoflorais dos poliflorais. O teor elevado deste agucar significa, na maioria
das vezes, que houve uma colheita prematura do mel, isto é, a sacarose ainda nao foi
totalmente transformada em glicose e frutose pela agcédo da invertase (ALVES et al., 2005). Lira
et al. (2014) encontraram média de 6,33 e 3,96 g/100g para méis de Scaptotrigona sp. e

Tetragonisca angustula, respectivamente.

3.5.3 Solidos Insoluveis

Os sdlidos insoluveis correspondem aos residuos de cera, asas e patas das
abelhas, além de outros elementos inerentes do mel ou do processamento que este sofreu.
Pode ser um indicativo de controle higiénico, pois permite detectar as impurezas presentes no
mel (MENDES et al., 2009). O limite maximo é 0,1 g/100 g, exceto no mel prensado, sendo
permitido até 0,5 g/100 g (BRASIL, 2000). Em méis de Melipona subnitida, Stramm (2011) néo

detectou a presenca de solidos insoluveis.

3.5.4 Cinzas

O teor de cinzas expressa 0s minerais presentes no mel, o qual é utilizado na
verificacdo da qualidade do produto. Os sais minerais podem ser modificados por fatores
relativos as abelhas, ao apicultor, clima, solo ou origem botanica (CARVALHO et al., 2005). O
valor para porcentagem de cinzas exigido pela legislacao (maximo de 0,6 g/100 g) (BRASIL,

2000) coincide com os valores encontrados por Anacleto et al. (2009) em méis de Tetragonisca
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angustula, que variaram entre 0,21 a 0,60 g/100 g. Vit et al. (1998) também publicaram valores

coerentes com a legislacao para Apis mellifera, 0,38 g/100g em méis de T. angustula.

3.5.5 Acidez

A acidez do mel tem sua origem na variacdo dos acidos organicos causada
pelas diferentes fontes de néctares, pela agdo da enzima glicose-oxidase que origina o acido
glucdnico, pela agao de diferentes bactérias durante a maturacdo e pelas quantidades de
minerais presentes (CARVALHO et al., 2005). Os valores da acidez para as amostras
analisadas por Alves et al. (2005) para méis de Melipona mandacaia variaram entre 18,50 e
62,50 meq.kg™”, com média de 43,48 meq.kg™'. Para méis de Scaptotrigona sp. e Tetragonisca
angustula os valores médios de acidez sdo de 81,01 e 71,68 meq.kg™", respectivamente (LIRA
et al., 2014). Para méis de Melipona subnitda o valor médio encontrado por Stramm (2011) é
de 22,49 meq.kg™.

O valor de pH do mel ndo é um parametro de controle de qualidade proposto
pela legislacdo brasileira, mas ele refere-se aos ions hidrogénio presentes e que podem
influenciar na formacdo de outros componentes, como na velocidade de produgdao do
hidroximetilfurfural. Os méis de Apis tem o valor de pH variando de 3,20 a 4,60, similares aos
de abelhas sem ferrdo variam de 3,20 a 4,80 (CARVALHO et al., 2005).

3.5.6 Hidroximetilfurfural (HMF)

O hidroximetilfurfural, comumente chamado de HMF, € um dos constituintes
secundarios do mel mais discutido. E formado durante a reagéo de Maillard ou caramelizacao,
sendo a rota da desidratacdo de hexoses, principalmente frutose, em meio acido a rota mais
bem estabelecida para sua produgao. O mecanismo de desidratacdo de hexoses ainda nao foi
bem elucidado na literatura, mas em geral, os caminhos da reac¢do para a produgdo de HMF
incluem isomerizagéo, desidratagédo, fragmentagao, reversdo e condensagao (TONG; YANG,
2010), ilustrados na Figura 6. Sua presenga € um indicador de qualidade do mel, quando
presente em niveis elevados indica uma queda no valor nutritivo do mel pela destruicdo, por
meio de aquecimento, de algumas vitaminas e enzimas que s&o termolabeis (CARVALHO et
al., 2005). A legislagéo vigente (BRASIL, 2000) estabelece o maximo de 60 mg/kg para méis de
Apis mellifera. Em méis de M. asilvai e M. subnitida, Souza et al. (2004) e Stramm (2011)

encontraram valores médios de 2,4 e 7,56 mg/kg, respectivamente.
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Figura 6 — Provavel mecanismo de formacao do hidroximetilfurfural.
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3.6 PROPRIEDADES TERAPEUTICAS

O crescente interesse no mel produzido por abelhas sem ferrao é devido aos
seus componentes que tem sido associados as propriedades antissépticas, antimicrobianas,
anticarcinogénicas, anti-inflamatérias entre outras (SILVA et al, 2013). As inumeras
caracteristicas do mel contribuem para a atividade antimicrobiana, dentre os principais fatores
estdo a acao catalitica das enzimas glicose-oxidase, que € responsavel pela conversao da
glicose em acido gluconico e peroxido de hidrogénio que atacam o envoltério dos
microrganismos, a baixa atividade de agua, o baixo potencial redox devido ao alto teor de
acUcares redutores, a viscosidade e o baixo pH. O mel também favorece o crescimento,
atividade e viabilidade de cepas de bifidobactérias melhorando as fun¢gbes da microbiota
intestinal, sendo assim, também tem propriedades prebioticas (SILVA et al., 2006).

Os compostos fendlicos presentes no mel também o caracterizam como um
excelente antioxidante. Oliveira et al. (2012) realizaram estudo da atividade antioxidante nos
méis de trés diferentes espécies de abelhas nativas e verificaram que os melhores resultados
sdo para méis que apresentam os teores mais elevados de polifendis totais e coloracdo mais

escura, sendo os compostos majoritarios o acido galico e a quercetina.
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3.7 CARACTERISTICAS SENSORIAIS

O controle de qualidade do mel por meio da analise sensorial é realizado
considerando as caracteristicas de aparéncia (cor), aroma, consisténcia e sabor. Sua avaliagdo
sensorial nos permite distinguir a origem botanica do mesmo e identificar e quantificar certos
defeitos (fermentacgao, impurezas, odores e sabores diferentes), sendo a analise descritiva a
mais sofisticada das metodologias disponiveis para o profissional sensorial quando comparado
com os métodos de discriminagao e aceitacdo (MANTILLA et al., 2012). Aroma e sabor estao
relacionados diretamente com a cor do mel, geralmente quanto mais escuro o mel, mais forte
seu aroma e seu sabor, e estes dependem quase que exclusivamente da origem floral. Porém,
o envelhecimento, armazenamento e temperatura, sdo fatores que podem afetar essas
caracteristicas (ALVES et al., 2005).

3.7.1 Cor

A cor do mel pode ser avaliada tanto por analise sensorial, empregando
julgadores, como por meio de instrumentos, colorimetros ou espectrofotdmetros. As cores
variam em trés dimensdes: tonalidade cromatica (hue), que é o atributo que identifica as cores,
luminosidade ou brilho (brightness), que descreve a relagéo entre a luz refletida ou absorvida e
croma, saturagédo ou pureza (chroma), que indica a pureza da cor, quando esta é diferente do
cinza (ABNT, 1992).

No sistema CIELAB (Figura 7), a cor é descrita por um diagrama tridimensional,
onde o espacgo é definido pelas coordenadas retangulares (L*,a*,b*). L* (luminosidade), varia
de O (preto) a 100 (branco), a* define o componente vermelho(+a*)-verde(-a*) e b* define o
componente amarelo(+b*)-azul(-b*). Os parémetros croma e tonalidade cromatica sao
coordenadas cilindricas do mesmo espago. O H* (tonalidade cromatica) mostra a localizagao
da cor em um diagrama, onde o angulo 0° representa vermelho puro, o 90°, o amarelo puro,
180°, o verde puro e 270° o azul puro. O croma (C*) é definido pela distancia de H* ao centro
do diagrama tridimensional, sendo o zero no centro e aumentado de acordo com a distancia
(LAWLESS; HEYMANN, 1998).
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Figura 7 — Esquema de cromaticidade do sistema CIELAB.
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FONTE: AMARAL et al. (2012)

No mercado em geral existe uma tendéncia da valorizacdo dos méis mais claros
em relacdo aos mais escuros, mesmo que em relacdo aos alimentos, o sabor e aroma sejam
mais importantes. Os méis tornam-se mais escuros durante sua estocagem e o0 seu
escurecimento é fortemente acelerado pela agao de altas temperaturas, em aquecimento direto
ou pelas condicdes de estocagem, em virtude do aumento da concentracdo de
hidroximetilfurfural. O padrao comercial de classificacdo da cor do mel é a escala de Pfund,
elaborada pela Companhia Manufatora Koehler (CRANE, 1983), cujas medidas sao feitas a
partir de leituras de absorvancia a 560 nm em espectrofotdbmetro e transformadas em

milimetros, variando de branco d"agua (1 a 8 mm) a &mbar escuro (> 114 mm).
3.7.2 Aroma e Sabor

O sabor do mel esta fortemente atrelado ao seu aroma e ambas caracteristicas
dependem de quantidades diminutas de substancias complexas derivadas das fontes florais,
como alcoois, aldeidos, acidos e estéreis. Sendo assim, diferentes méis com sabores e aromas
especificos podem ser caracterizados e identificados pelas diferentes fontes florais, dando

pistas sobre quais plantas forneceram o néctar para a sua composi¢cao (CRANE, 1983).
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3.8 BENEFICIAMENTO PARA CONSERVACAO

O mel de meliponineos apresenta maior teor de agua (umidade de 25,25%)
quando comparado com o mel de abelha Apis (18,76%), dificultando o seu armazenamento,
pois o alto teor de agua do produto diminui a sua vida de prateleira (ALVES et al., 2011). Os
métodos para beneficiamento sao utilizados para transformar o mel in natura, com grande
potencial de fermentacdo, em um produto estavel, que mantenha suas caracteristicas fisicas,
quimicas e sensoriais o maior tempo possivel na prateleira do mercado ou na casa do
consumidor (VILLAS-BOAS, 2012).

3.8.1 Refrigeragao

Na industria de alimentos, a refrigeragdo € um método consagrado para retardar
0 processo de degradacado dos produtos. Isso acontece porque as baixas temperaturas
dificultam o desenvolvimento dos microrganismos. No caso do mel de abelhas sem ferrdo, a
refrigeragdo é um método muito eficiente, ja que diminui a proliferagdo de leveduras e bactérias
e retarda a fermentagéo, porém é também dispendioso, pois o produtor deve refrigerar o mel
logo apos a colheita, transporta-lo refrigerado e comercializa-lo em prateleiras refrigeradas ou
geladeiras (SODRE et al., 2008).

3.8.2 Desumidificacao

Para realizar a desumidificacdo do mel, existem dois equipamentos principais
disponiveis no mercado: a) maquina de desumidificagédo: desidratagao a frio, o0 que ndo danifica
a composi¢ao natural dos nutrientes e vitaminas presentes no mel; b) sala de desumidificagao:
sala equipada com um desumidificador de ar e um ar condicionado, onde a agua do mel
evapora para o ar seco gerado pelo desumidificador, enquanto o ar condicionado colabora
retirando o vapor da sala para o ambiente externo. A vantagem do segundo sistema € o menor
custo. A desvantagem de ambos é a alteragdo nas caracteristicas sensoriais naturais do mel
de abelhas sem ferrdo, tido por muitos como mais saboroso por ser menos viscoso e doce
(VILLAS-BOAS, 2012).

3.8.3 Pasteurizacao

A pasteurizacdo é um procedimento usado em alimentos para destruir
microrganismos patogénicos ali existentes. Consiste basicamente no aquecimento do alimento

a determinada temperatura, por determinado tempo, de forma a reduzir a carga microbiana. No
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caso do mel, essa temperatura nao deve exceder 65°C, condicdo em que alguns agucares nele
presentes comecam a degradar, alterando seu sabor e comprometendo suas caracteristicas
naturais. O mel ndo pode ser pasteurizado diretamente no fogo, entdo sugere-se que seja
pasteurizado no préprio recipiente onde sera guardado ou comercializado, o que otimiza sua
hermetizacio e diminui as possibilidades de contaminacao depois do procedimento. Para tanto,
os recipientes devem ser, obrigatoriamente, de vidro. O aquecimento deve se realizado num
banho-maria e com os recipientes abertos, o que permite a saida do ar que eventualmente esta
contido no mel. Apos 30 minutos a 65°C, deve ser retirado do banho-maria, fechado e resfriado
em agua corrente. O resfriamento rapido acelera a hermetizacao do recipiente. Dependendo da
espécie de abelha e do teor de umidade do mel in natura, a pasteurizacdo tem proporcionado
um tempo de validade que varia entre 6 meses e 1 ano (VILLAS-BOAS, 2012). Sodré et al.
(2008) pasteurizaram amostras de mel de M. scutellaris e M. quadrifasciata a 70°C por um
minuto e avaliaram perfil sensorial e aceitabilidade desses méis. Os autores verificaram que o
tratamento utilizado néo interferiu nos atributos cristalizagdo, sabor e aceitabilidade, porém
mesmo apos pasteurizado, depois de aberto, o recipiente contendo mel €& necessario
conserva-lo sob refrigeracdo para evitar processos de deterioracdo fisico-quimica e

microbioldgica.

3.8.4 Maturagéao

A maturacdo é uma técnica que foi aprimorada pelo Projeto Abelhas Nativas
(PAN), no estado do Maranh&o, com base em um costume tradicional de povos indigenas da
América Central, em especial dos Maias de consumir mel fermentado. Ainda nao foram
publicados estudos que descrevam detalhadamente o processo de maturagdo, mas sabe-se
que apés algum tempo de armazenamento, a fermentagdo do mel se estabiliza, e que o mel
fermentado/maturado é mais acido e com leves tracos alcodlicos. As leveduras osmofilicas sao
o tipo de microrganismo mais provavel responsavel por esta reagido, capazes de se
desenvolver em ambientes de alta pressdo osmética e, principalmente, tolerar altas
concentracbes de acucar. Porém a maioria dos estudos avalia apenas a qualidade
microbioldgica dos produtos e ainda n&o identificaram quais s&o os possiveis microrganismos
responsaveis pela fermentagdo. A maturagédo consiste em armazenar os recipientes tampados
de mel em ambiente escuro, dentro de uma caixa de isopor com temperatura controlada
(aproximadamente 30°C) e a cada 5 dias abrir a tampa do recipiente para liberagdo do gas
carbdnico produzido na fermentagao até a estabilizagdo, que é observada quando o colarinho
formado pela espuma se adere a garrafa (VILLAS-BOAS, 2012).

A fermentagao dos alimentos € uma pratica muito antiga e consiste basicamente
na modificagédo intencional dos alimentos pela atividade de certos microrganismos para obter

produtos de sabor agradavel, saudaveis e estaveis. Antes de se conhecer seu fundamento
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cientifico, a fermentacao era usada para conservar alguns alimentos sazonais ou pereciveis
gracas aos produtos finais formados (acidos ou alcodis), que impedem o desenvolvimento de
microrganismos patdgenos e deteriorantes, consequentemente também produzem substancias
bactericidas, diminuem o potencial redox e atividade de agua. A fermentagdo modifica as
caracteristicas sensoriais da matéria-prima, de forma geral diminui a dogura e aumenta a
acidez. Quanto as propriedades nutritivas, as condicdes suaves de processamento permitem
reter a maior parte dos nutrientes presentes originalmente ou ainda aumentar o valor nutritivo,
pois a hidrolise de carboidratos de alto peso molecular melhora sua digestibilidade. Além disso,
alguns microrganismos sintetizam e podem liberar vitaminas complexas e outros fatores de
crescimento no meio, contribuindo para a liberacdo dos nutrientes retidos em estruturas
celulares ou para eliminacdo de substancias antinutricionais e toxicas (PEREDA et al., 2005).
Vasquez et al. (2008) estudaram as mudangas no mel citrus armazenado por 12
meses em diferentes temperaturas (10, 20 e 40°C) quanto aos parametros fisico-quimicos,
conteudo de acucares e propriedades sensoriais. Os autores observaram reducbes
significativas nos compostos volateis e acucares em todas as temperaturas estudadas e
aparecimento de atributos como queimado, vegetal cozido e fruto maduro no armazenamento a
40°C. Yanniotis et al. (2006) determinaram viscosidade de 421 a 23405 cP em méis de abelha
sem ferrdo com umidade que variava de 17 a 21% (g/100g). Visquert et al. (2014) analisaram a
influéncia de diferentes tempos e temperaturas de armazenamento que o mel pode sofrer
desde a colheita até o processo industrial, e verificaram que quanto maior tempo e

temperaturas, maior a probabilidade de desenvolvimento de hidroximetilfurfural.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Para a pesquisa, o mel de Tiuba (Melipona compressipes fasciculata) colhido no
estado do Maranhéo, foi obtido junto aos produtores de abelhas nativas da Associagao
Indigena Tupinikim da Aldeia Pau Brasil — Aitupiapabra (Localizacdo em UTM: 381757X,
7804390Y). O mel recém-colhido acondicionado em caixa isolada termicamente (isopor), foi

remetido com 48 horas de transporte para a cidade de Londrina, estado do Parana.

4.2 METODOS

O experimento foi organizado conforme fluxograma apresentado na Figura 8. A
amostra recém-colhida e recebida em Londrina foi acondicionada em recipientes herméticos de
vidro de 180 mL, com tampa rosqueavel. Os vidros foram distribuidos em diferentes condicbes
de acordo com o tratamento que receberiam. A amostra congelada consistiu em colocar os
recipientes em temperatura a -18°C, por 180 dias. A amostra pasteurizada foi tratada em
banho-maria (Tecnal — TE 120, USA), a 65°C por 30 minutos, resfriada em agua corrente e
mantida a -18°C, por 180 dias. As amostras foram maturadas em duas condi¢cdes, na
maturacdo 1, os vidros permaneceram em estufa sem circulagdo de ar na temperatura de
20+5°C, por 180 dias e na maturagéo 2, também permaneceram em estufa sem circulagdo de
ar, porém com temperatura de 30+5°C por 180 dias. Durante as maturagdes 1 e 2, a cada 7
dias todos os vidros eram abertos para liberagéo do gas carbénico e rapidamente fechados, e a
cada 15 dias eram retiradas aliquotas para realizar as analises de monitoramento.

Para realizar as analises, as amostras que estavam congeladas eram deixadas a

temperatura ambiente, sem agitagao, por duas horas.

4.2.1 Delineamento Experimental Analises Fisico-Quimicas

As analises fisico-quimicas foram conduzidas de acordo com delineamento
inteiramente casualizado, em triplicata, para os cinco tratamentos (amostras tempo inicial,
congelada por 180 dias, recém pasteurizada, maturada a 20+5°C por 180 dias e maturada a
30+5°C por 180 dias).

Ja as determinacbes executadas a cada 15 dias, durante o monitoramento das
maturagdes também foram realizadas em triplicata, totalizando 22 tratamentos (combinagdes).
A leitura da ressonéncia magnética nuclear foi realizada nos 27 tratamentos (5 tratamentos

originais mais os 22 do monitoramento). A purificagdo, isolamento e sequenciamento da
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microbiota foram realizadas em 6 tratamentos (amostra congelada por 180 dias, pasteurizada e
congelada por 180 dias, maturada a 20+5°C por 90 dias, maturada a 20+5°C por 180 dias,
maturada a 30+£5°C por 90 dias e maturada a 30+5°C por 180 dias) uma Unica vez. E a corrida
cromatografica foi realizada em triplicata nas amostras congelada por 180 dias, pasteurizada e
congelada por 180 dias, maturada a 20+5°C por 90 dias, maturada a 20+£5°C por 180 dias,
maturada a 30+5°C por 90 dias e maturada a 30+5°C por 180 dias.

Figura 8 — Fluxograma da metodologia de trabalho.
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4.2.1.1 Agucares Redutores

Os acgucares redutores foram determinados pelo método de Somogyi-Nelson
conforme metodologia adaptada da Embrapa (2013). A curva padrao de agucares redutores foi
feita em triplicata com as seguintes concentragbes de glicose (ug/L): 20, 40, 60, 80 e 100.
Aliquota de 1 mL de amostra diluida em agua destilada foi acrescida de 0,5 mL do reagente de
Somogyi-Nelson | e mantida em banho-maria (Tecnal — TE 120, USA) em ebuligdo por 10
minutos. Retirou-se do banho, adicionou-se 0,5 mL do reagente de Somogyi-Nelson Il e
aguardou-se 5 minutos para completa reacdo. Adicionaram-se 5 mL de agua destilada e
procedeu-se a leitura em espectrofotémetro (Thermo — Genesys 6, USA) em comprimento de
onda a 540 nm. A diluigdo utilizada para todas as amostras foi de 0,002 g/100 mL de agua

destilada. Os resultados foram expressos em g/100 g.

4.2.1.2 Alcool

A anadlise de alcool foi feita por adaptagdo do método por ebulidmetro, do
Instituto Adolfo Lutz (2008), no qual 6 g de amostra foram diluidas em 45 mL de agua destilada.
A amostra diluida foi transferida diretamente para a caldeira do equipamento e a lamparina
permaneceu acessa até que a temperatura se estabilizasse. A temperatura foi aferida com o
termdémetro acoplado ao equipamento e convertida em porcentagem de alcool (v/v) com o

auxilio da régua de corregao.

4.2.1.3Umidade

O teor de umidade no mel foi determinado pelo método de leitura em refratbmetro
(Metler Toledo - LiquiPhysics™ Excellence RM40, United Kingdom), a 20°C, obtendo-se a
correspondente porcentagem de umidade através da relagédo entre o indice de refragdo a 20°C
e o conteudo de agua em porcentagem (m/m), de acordo com a tabela de conversao anexada
ao método de Chataway (AOAC 969.38) (2012).

4.2.1.4 Solidos Sollveis Totais

Os solidos soluveis totais foram expressos em °Brix, medido com refratdmetro
digital de bancada (Metler Toledo - LiquiPhysics™ Excellence RM40, United Kingdom) a 20°C.
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4.2.1.5pH

Uma aliquota de 10 g de mel foi diluida em 75 mL de agua destilada e o pH foi
determinado em medidor digital de pH (Gehaka - PG2000, Brasil) (ADOLFO LUTZ, 2008).

4.2.1.6 Acidez Total Titulavel

A acidez total titulavel, conforme método 962.19 da AOAC (2012) é a soma da
acidez livre com acidez lactbnica, estas obtidas por titulacdo com hidréxido de sddio 0,05 M e
acido cloridrico 0,05 M, respectivamente. Diluiram-se 10 g de amostra em 75 mL de agua
destilada, homogeneizou-se com auxilio de agitador magnético, e procedeu-se a leitura do pH.
Titulou-se com solucédo de hidroxido de sddio 0,05 M até pH 8,5. Adicionaram-se 10 mL de
solucao de hidroxido de sédio 0,05 M e procedeu-se a titulagdo com solucao de acido cloridrico
0,05 M até pH 8,3. O volume do branco foi aferido pela titulagdo de 75 mL de agua com

solugéo de hidréxido de sédio 0,05 M. O resultado foi expresso em meq/kg.

4.2 1.7 Hidroximetilfurfural

A presenca de hidroximetilfurfural foi verificada pela reacdo de Fiehe com
resorcina, em meio acido, conforme descrito no método 183/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008).
Uma porgcédo de 5 g de amostra foi pesada e extraida com éter etilico. A camada etilica foi
transferida para um tubo de ensaio e adicionaram-se 5 gotas da solucéo cloridrica de resorcina
a 1% (m/v). Apos 5 minutos de reagdo, ndo havendo mudanga de cor indica auséncia e o

aparecimento de coloracao vermelha indica a presenca de hidroximetilfurfural.

4.2.1.8 Atividade de Agua

A atividade de agua foi quantificada em higrdbmetro (Aqualab - 4TEV, Brasil).
Uma aliquota da amostra foi dispensada diretamente sob as capsulas do equipamento e a

leitura realizada a 25°C.

4.2.1.9Viscosidade

A viscosidade foi avaliada a 25°C em viscosimetro (Viscometer Brookfield® -

modelo DV I+, USA), com spindle numero 5 a 30 rpm.
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42110 Cor

A cor do mel durante o periodo de maturagao foi classificada a partir da leitura
de absorvancia em comprimento de onda de 560 nm em espectrofotdmetro, utilizando-se como
branco a glicerina pura. O resultado foi expresso em absorvancia e a cor denominada pela
escala de Pfund (MARCHINI et al., 2004) (Quadro 2).

Quadro 2 - Classificagao de cor do mel de acordo com a escala de Pfund.

Cor Escala de Pfund (mm)* Faixa de cor**
Branco d"agua 1a8 0,030 ou menos
Extra branco 8a17 0,031 a 0,060
Branco 17 a 34 0,061 a 0,120
Extra-ambar claro 34 a 50 0,121 a 0,188
Ambar claro 50 a 85 0,189 a 0,440
Ambar 85a114 0,441 a 0,945
Ambar escuro Mais de 114 Mais de 0,945

*milimetros; **absorvancia a 560nm em espectrofotémetro
FONTE: MARCHINI et al., 2004

Os parametros de cor no sistema Cielab L* (luminosidade), a* (componente
vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul) foram determinados a 25°C, em colorimetro
(Konica Minolta - Chroma Meter CR-4000, Japao) com iluminante D65 (luz natural do dia). Para
leitura as amostras foram colocadas em cubetas com area de 16 cm? e angulo de 45/0° de
iluminagdo e 10° de observagado. Os valores de tonalidade cromatica (h°) e croma ou saturagédo
(C*) foram determinados pelas seguintes equacgdes:

h° = [arc tang (b*/a*)] [Equagéo 1]

C* = (a*?+ b*?)M/2 [Equacao 2]

4.21.11 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a analise de etanol, acido latico, glicose e sacarose por ressonancia
magnética nuclear 100 uL de amostra de mel foram solubilizadas em agua e acrescida de 500
uL de DMSO-d6 (Dimetilsulfoxido) com 5 pL de acetona 0,05% como calibrante. A
determinagéo foi em aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear (Bruker - DRX 400,
Alemanha), em 400 MHz para hidrogénio (1H-RMN), a 25°C.
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42112 Analise de Acidos Organicos e Carboidratos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC)

A separacao cromatografica foi realizada em cromatégrafo liquido Shimadzu
(Shimadzu corp., Japao) acoplado com detector de indice de refragao (RID-10A) e arranjo de
fotodiodos (SPD-M20A). Empregou-se a coluna analitica Capcell Pak® Shiseido C-18 (250 x
4,6 mm, 5 ym) para acidos organicos, e para carboidratos a coluna Aminex HPX-87P (300 x
7,8 mm, 5 ym). O sistema de injegao (SIL-20AC HT) foi automatico, com volume fixo de 20 L
para as amostras de acidos organicos e 1 yL para as amostras de carboidratos, ambos com
sistema de aquisicdo de dados através do software LC Solutions (Shimadzu corp., Japao).
Para a quantificagdo de acidos organicos a fase mével empregada consistiu-se de solugéo
tampéao fosfato de sodio (25 mM), pH 2,4, a um fluxo constante de 1 mL/min, isocratico, a
temperatura de 40°C, no comprimento de onda de 215 nm, com 25 minutos de corrida. Ja para
a separacao dos carboidratos a fase médvel consistiu-se de agua ultra pura, a um fluxo
constante de 1 mL/min, isocratico, a temperatura de 80°C, no comprimento de onda de 215 nm,
com 20 minutos de corrida (PAULI, CRISTIANO e NIXDORF, 2011).

A amostra de mel foi extraida em agua destilada na proporc¢do 1:1 (m/v) para a
extragao de acidos organicos e 1:10 (m/v) para a de carboidratos. Os padrdes utilizados para a
quantificacdo dos acidos organicos foram acido acético (5 yL/mL), acido propibnico (5 uL/mL),
acido valérico (100 yL/mL), acido succinico (1,2 mg/mL), acido oxalico (2,4 mg/mL), &cido
malico (1,5 mg/mL), acido citrico (2,5 mg/mL) e acido latico (1,95 mg/mL). E para a
quantificagdo de carboidratos, sacarose (2,25 mg/mL), glicose (2,42 g/100g) e frutose (3,13
g/100g).

4.2.2 Analises Microbiologicas

4.2.2.1 Purificagdo da microbiota

Uma aliquota da amostra de mel dos seis tratamentos (amostra congelada por
180 dias, pasteurizada e congelada por 180 dias, maturada a 20+5°C por 90 dias, maturada a
20+5°C por 180 dias, maturada a 30+5°C por 90 dias e maturada a 30+5°C por 180 dias) foi
inoculada nos caldos Brain Heart Infusion (BHI) (meio de enriquecimento) e de Man, Rogosa e
Sharpe (MRS) (seletivo para Lactobacillus) e mantida em estufa a 37°C por 72 h e nos caldos
Manitol Yeast Peptone (MYP) (seletivo para Bacillus) e Yeast Malt (YM) (seletivo para
leveduras), em mesa agitadora orbital (Tecnal - TE 141, USA) a 230 rpm a 30°C por 72 h. Os
caldos em que constatou-se a formagao de massa celular foram centrifugados e lavados com

solucado salina a 0,7% (m/v), por trés vezes. A massa celular foi resuspendida na solugao e



40

transferida para placas contendo agar BHI, MRS, MYP e YMA. As placas com agar BHI e MRS
foram mantidas em estufa a 37°C por 72 h e as com agar MYP e YMA a 30°C por 24 h. Para o
isolamento dos microrganismos foi executada a técnica de esgotamento em &agar. Para
adequada purificacdo, repetiu-se este procedimento por no minimo trés vezes, sendo o
processo acompanhado pela leitura em microscopio otico (Leica - DM E, USA) e a

comprovagao pela avaliagao da coloragao de Gram (RIBEIRO; SOARES, 1993).

4.2.2.2 Extragcao do DNA Gendmico de Bactérias

A amostra devidamente purificada foi ressuspendida em caldo BHI e 3 mL do
caldo contendo as células foi centrifugado a 9982 g (rcf) por 3 minutos (Eppendorf — 5414,
USA). O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 450 uL de tampéo TE
(Tris 10mM/EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 50 mM, pH 7,5). Foram adicionados 30
ML de SDS (dodecil sulfato de sodio) (10% m/v), agitou-se até dissolver a massa e incubou em
estufa a 37°C por 1 hora. Adicionaram-se 450 uL de fenol/cloroférmio (25:24) e homogeneizou-
se por inversao até as duas fases estarem completamente misturadas. Centrifugou-se por 20
minutos a 9982 g (rcf). O sobrenadante foi transferido para um microtubo e adicionado novo
volume de fenol/cloroférmio. Repetiu-se o procedimento de transferéncia do sobrenadante para
um microtubo e adicionou 1/10 do volume de acetato de sodio (3M) e 0,6 volumes de etanol
absoluto a -20°C. Misturou-se com cuidado por inversao. A amostra foi mantida em freezer (-
20°C) por aproximadamente 1 hora. Centrifugou a 9982 g (rcf) por 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 300 pL de etanol a 70% (v/v) ao sedimento e
centrifugou-se a 9982 g (rcf) por 10 minutos. O precipitado que continha o DNA extraido foi
mantido a temperatura ambiente por 1 hora e entdo foi ressuspendido em 100 yL de tampao

TE e este foi utilizado para a técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR).

4.2.2.3 Extragdo do DNA Gendmico de Leveduras

A amostra purificada foi ressuspendida em caldo BHI e 3 mL do caldo contendo
as células foi centrifugado a 9982 g (rcf) por 3 minutos e o sobrenadante descartado.
Adicionou-se um volume de pérolas de vidro, 200 pyL da solugéo tampao A (2% Triton X-100
(v/v), 1% SDS (m/v), 100 mM de NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) e 200 pL de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugou-se a 9982 g (rcf) por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um microtubo e adicionado 1 mL de etanol absoluto a -20°C.
Misturou-se com cuidado por inversdo. A amostra foi mantida em freezer (-20°C) por
aproximadamente 1 hora. Centrifugou-se a 9982 g (rcf) por 15 minutos e o sobrenadante foi

descartado. O precipitado que continha o DNA extraido foi mantido a temperatura ambiente por
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1 hora e entao foi ressuspendido em 20 pL de tampéao TE e este foi utilizado para a técnica da

reacao em cadeia da polimerase (PCR).

4.2.2 4 |dentificacdo molecular das bactérias por reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase
Chain Reaction - PCR)

A identificacdo molecular das bactérias foi feita pela técnica de amplificacao,
com os iniciadores FD1 e RD1 descritos por Weisburg (1991), especificos para regido
ribossomal de bactérias. A reagdo de PCR, a partir do DNA obtido, foi feita tendo um volume
final de 20 uL contendo 1,0 pyL de tampao para PCR (10x); 2 uL de MgCl, (50 mM); 0,4 uL da
solucao dos trifosfatos de desoxinucleotideos (25 mM); 1,5 uL de cada iniciador (10 pM); 2 pL
de Taq DNA polimerase (5 U/uL), 2,0 yL da amostra de DNA e 9,6 uL de agua ultra pura. Cada
reacao foi submetida a 30 ciclos de amplificacdo no termociclador (TECHNE — TC 512, USA).
O primeiro ciclo foi precedido de uma desnaturacéo inicial por 4 minutos, a 94°C. Cada ciclo de
amplificacdo consistiu em uma desnaturacdo a 94°C, durante 60 segundos, pareamento dos
iniciadores a 55°C, durante 30 segundos e extensdo a 72°C, por 2 minutos. O ultimo ciclo foi
sucedido por uma extensao final por 10 minutos, a 72°C. O produto de amplificacao foi avaliado
por visualizacdo em eletroforese em gel de agarose a 1% (m/v), corado com SyberSafe

(Invitrogen) e registrado digitalmente.

4.2.2.5 |dentificacdo molecular das leveduras por reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase
Chain Reaction - PCR)

A identificagdo molecular das leveduras foi realizada pela técnica de
amplificagdo, utilizando-se os iniciadores ITS1 e ITS4, especificos para regido ribossomal de
leveduras, descritos por Gardes e Bruns (1993) e White et al. (1990), respectivamente. A
reacdo de PCR, a partir do DNA obtido, foi feita em um volume final de 25 uL contendo 2,5 uL
de tampao para PCR (10x); 0,75 pyL de MgCl, (50 mM); 2 pyL da solugédo dos trifosfatos de
desoxinucleotideos (2,5 mM); 1,25 yL de cada iniciador (10 uM); 0,25 pL de Tag DNA
polimerase (5 U/uL), 2,0 uL da amostra de DNA e 15 pL de agua ultra pura. Cada reagao foi
submetida a 35 ciclos de amplificagao no termociclador (TECHNE — TC 512, USA). O primeiro
ciclo foi precedido de uma desnaturacéo inicial de 5 minutos, a 95°C. Cada ciclo de
amplificagcado consistiu em uma desnaturagéao a 94°C, por 1 minuto, pareamento dos iniciadores
a 60°C, durante 1 minuto e extensdo a 65°C, por 1 minuto. O ultimo ciclo foi sucedido por uma
extensao final por 5 minutos, a 65°C. O produto de amplificagao foi avaliado por visualizagao
em eletroforese em gel de agarose a 1% (m/v), corado com SyberSafe (Invitrogen) e registrado

digitalmente.
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4.2.2.6 Sequenciamento do DNA

As amostras foram sequenciadas pelo método Sanger (ABI3500 Genetic
Analyser), usando os iniciadores foward e reverse com o uso de termociclador (BigDye™

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, USA).

4.2.3 Analise Sensorial

As amostras pasteurizada e congelada, congelada por 180 dias, maturada a
20+5°C e 30+5°C por 180 dias foram submetidas a analise descritiva e de aceitagdo. A andlise
foi aprovada pelo Comité de Etica Em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina pelo parecer nimero 1.124.653 (CAAE: 46195515.9.0000.5231).

As andlises sensoriais foram realizadas no Laboratério de Andlise Sensorial do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina. Os
testes foram feitos em cabines individuais, sob iluminacao fluorescente (luz do dia Dgs). Em
cada teste (analise descritiva ou aceitacdo) porgdes de 25 gramas de cada amostra a
temperatura ambiente foram apresentadas uma de cada vez em ordem aleatéria, em copos
brancos descartaveis, codificados com numeros aleatérios de trés digitos, acompanhadas de
colher descartavel e agua potavel a temperatura ambiente para lavar a boca antes e entre os

testes.

4.2.3.1 Analise Descritiva Quantitativa

Primeiramente, foram recrutados 22 voluntarios, via contato pessoal, dentre
alunos, funcionarios e docentes do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do
CCAJ/UEL. Apos esclarecimento sobre o teste, aqueles que aceitaram participar foi solicitado a
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice B) e
que respondessem um questionario para obtencédo de informag¢des sobre cada um (interesse,
disponibilidade de tempo para realizagao dos testes, saude, frequéncia de consumo do produto
a ser avaliado e facilidade de expressao) (Apéndice A).

Os voluntarios foram pré-selecionados com base nos seus desempenhos em
testes de reconhecimento de odores e gostos basicos (MEILGAARD et al., 1998). No teste de
reconhecimento de odores, os voluntarios foram solicitados a descrever 14 odores diferentes
(Apéndice E). O critério de selecao foi acerto minimo de 70%. Para reconhecimento dos gostos
basicos, os voluntarios receberam 30 mL de cada uma das seguintes solugbes aquosas:
sacarose 2%, acido citrico 0,07%, cloreto de sddio 0,2%, cafeina 0,07%, monoglutamato de
sodio 0,035%. Foram solicitados a identifica-los, e o critério de selecado foi 100% de acerto

(Apéndice F). Apos esta etapa, foi realizado o levantamento dos termos descritores (atributos)
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do mel pelos julgadores pré-selecionados empregando-se o0 método de rede (MOSKOWITZ,
1983) (Apéndice G). Neste método, cada julgador avaliou amostras de mel (maturada a
20+£5°C, comercial, pasteurizada e congelada) aos pares e indicou descritores de diferengas e
semelhancas em relagao a aparéncia, aroma sabor e textura para cada par de amostra, e por
meio de consenso entre os julgadores foram escolhidos os descritores mais citados que
compuseram a analise (Quadro 3). Os julgadores em consenso definiram os atributos
levantados, sugeriram as amostras de referéncia qualitativa e quantitativa e elaboraram a ficha
de avaliagdo (Quadro 4). Seguiram-se as sete sessdes de treinamento dos julgadores com as
amostras de referéncia. Posteriormente foi feita a seleg&o final dos julgadores, no qual os
mesmos avaliaram 3 diferentes amostras (maturada a 30+5°C, congelada e pasteurizada) em
3 repeticdes, empregando-se a ficha de avaliagdo elaborada. Os dados de cada julgador e de
cada atributo foram submetidos a analise de variancia e teste F. Os critérios de selecdo de
cada julgador foram o poder de discriminacdo de amostras (p de Famesta < 0,05), repetibilidade
de avaliagdo (p de Frepeiicses = 0,5) € a concordéancia de cada julgador com a equipe para
atributo. A concordancia foi avaliada por meio de comparagdo das médias das amostras
obtidas para cada julgador com as médias da equipe (DAMASIO; COSTELL, 1991). Foram
considerados treinados 13 julgadores, e estes compuseram a equipe sensorial.

As amostras do estudo foram avaliadas pela equipe segundo um delineamento
experimental de blocos casualizados repetido trés vezes, sendo tratamento as amostras e

blocos os julgadores.

Quadro 3 — Termos descritores e suas respectivas defini¢ao e referéncias.

Termo Descritor Definicao Referéncia
Aparéncia
Fraca: 4 g de Xarope de Glicose de
. ~ Milho marca Karo + 25 mL de 4gua
Intensidade de coloragao
Cor Amarela amarela no produto
P Intensa: 18 g de Xarope de Glicose de
Milho marca Karo
Auséncia: 40 g de gel de brilho + 0,3 g
de corante em pasta gel cor branco +
Brilho Reflexdo da luz na superficie | 0,5 g de farinha de trigo na superficie
da amostra
Intenso: 40 g de gel de brilho + 0,3 g
de corante em pasta gel cor branco
Passagem de luz que através | pg,co: 50 mL de agua
. da amostra (permite
Transparéncia . . .
VIsuallzagaO através da Muito: 40 g de geI de brilho
amostra)
Auséncia: 25 g do mel pasteurizado
Presenca de pequenas
Ih rfici
Bolhas bolhas de arr:aelsupe icie do Muito: 25 g do mel maturado a 3015
°C apos agitagao
Presenca de pontos escuros | Auséncia: 25 g de Xarope de Glicose
Pontos Escuros ~ :
em suspensao no mel de Milho marca Karo




44

Muito: 25 g Xarope de Glicose de
Milho marca Karo + 0,01 g de po6 de
café torrado e moido

Aroma
Fraco: 12 g de mel florada
predominantemente laranjeira Casa do
Aroma proveniente dos Mel
Acido compostos acidos volateis Intenso: 12 g de mel florada
predominantemente laranjeira Casa do
Mel + 0,5 g de extrato de propolis
marca Apisnutri
Fraco: 5 g de Xarope de Glicose de
, Milho marca Karo + 25 mL de agua
Doce Aroma proveniente de
alimentos agucarados Intenso: 25 g de Xarope de Glicose de
Milho marca Karo + 25 mL de 4gua
Fraco: 15 g do mel congelado
Aroma proveniente de
Fermentado alimentos fermentados
Intenso: 15 g do mel maturado a 30+5
°C
Fraco: 5 g de mel florada
predominantemente silvestre + 10 mL
de agua
Mel Aroma caracteristico de mel
Intenso: 15 g de mel florada
predominantemente silvestre
Sabor
Fraco: 35 g de mel florada
predominantemente laranjeira Casa do
Mel + 0,1 g de extrato de prépolis
Sensagso caracteristica marca Apisnutri pH final 3,90
Gosto Acido produzida na ingestao de
alimentos &cidos Intenso: 35 g de mel florada
predominantemente laranjeira Casa do
Mel + 0,7 g de extrato de prépolis
marca Apisnutri pH final 3,83
Fraco: Solugdo Aquosa de Sacarose a
0,
Sensacao caracteristica 3% (g/100g)
Gosto Doce produzida na ingestao de

alimentos agucarados

Intenso: Solugdo Aquosa de Sacarose
a 12% (g/100g)

Sabor Fermentado

Sensagéao caracteristica
produzida na ingestao de
fermentados

Fraco: 25 g do mel congelado

Intenso: 25 g do mel maturado a 30+5
°C

Sabor de Mel

Sensacéo caracteristica
produzida na ingestdo de mel

Fraco: 25 g de mel florada
predominantemente silvestre + 25 mL
de agua

Intenso: 25 g de mel florada
predominantemente silvestre

Textura
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Pouco: 20 g de mel florada
predominantemente laranjeira Casa do
Forca necessaria de sucgdo | Mel + 5 mL de agua (460 cP)
Viscosidade para remover o produto de
uma colher Muito: 20 g de mel florada
predominantemente laranjeira Casa do
Mel a 7 °C (1150 cP)

Auséncia: 30 g de mel florada
predominantemente laranjeira Casa do
Mel

Sensacéo de areia na

Arenosidade cavidade bucal

Intensa: 30 g de mel florada
predominantemente laranjeira Casa do
Mel + 2 g de sacarose

FONTE: o proprio autor

Quadro 4 - Ficha para andlise descritiva quantitativa.

Nome: Data: [

Por favor, prove a amostra e avalie a intensidade percebida para cada atributo colocando um trago
vertical no ponto correspondente em cada escala.

Amostra:
APARENCIA
Cor Amarela
| |
| |
Fraca Intensa
Brilho
| |
| |
Auséncia Intenso
Transparéncia

Pouco Muito
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Bolhas

Muito

Muito

Intenso

Intenso

Intenso

Auséncia
Pontos Escuros
|
|
Auséncia
AROMA
Acido
|
|
Fraco
Doce
|
|
Fraco
Fermentado
|
|
Fraco
Mel
|
|
Fraco
SABOR
Gosto Acido

Intenso

Fraco

Intenso
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Gosto Doce

Intenso

Intenso

Intenso

Muito

Fraco
Sabor Fermentado
|
!
Fraco
Sabor de Mel
|
|
Fraco
TEXTURA
Viscosidade
|
|
Pouco
Arenosidade
|
|
Auséncia

Intensa

FONTE: o proprio autor

4.2.3.2 Aceitagao Sensorial

A aceitacdo das amostras de mel foi medida com escala hedénica hibrida de 10
cm (VILLANUEVA; PETENATE; DA SILVA, 2005), onde 0 = desgostei extremamente, 5 = nem

gostei, nem desgostei e 10 = gostei extremamente (Quadro 5). Avaliaram-se os atributos

aparéncia, aroma, sabor, textura e aceitagdo global. Foram empregados 100 consumidores

voluntarios, como julgadores, recrutados via contato pessoal, dentre alunos, funcionarios e

docentes do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do CCA/UEL. Antes do teste

os consumidores foram esclarecidos sobre o mesmo, assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice D) e responderam um questionario para obtengéo de

informacgéo (interesse, disponibilidade de tempo para realizagao dos testes, saude e frequéncia
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de consumo do produto) (Apéndice C). O teste seguiu um delineamento de blocos completos

casualizados, onde os tratamentos foram as amostras de mel e os blocos, os julgadores.

Quadro 5 - Ficha para teste de aceitagao.

Nome: Data: [

Por favor, prove a amostra e indique com um trago vertical em qualquer ponto da escala (inclusive entre
os pontos) onde melhor representa o quanto vocé gostou ou desgostou com respeito a:

Amostra:
APARENCIA
0 L] L L L} 5 L] L L] L) 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
AROMA
0 (] (] L] " 5 (] (] L] L] 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
SABOR
e L] L] L] L} 5 L] L] L . 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
TEXTURA
0 L) L L L 5 L] L L] L) 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
ACEITAQAO
GLOBAL

0 (] . (] L] 5 L . (] ’ 10

Desgostei N3ao gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
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4.3 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados das analises fisico-quimicas foram tratados por analise de variancia
(ANOVA) com um fator (amostra de mel), os da aceitagédo por ANOVA com dois fatores e os da
sensorial descritiva por ANOVA com dois fatores e interacdo (amostras x julgadores). As
médias foram comparadas pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de significancia. Os dados da
analise descritiva quantitativa, ressonancia magnética nuclear e fisico-quimicos também foram
avaliados pela analise de componente principal (ACP), empregando-se o software Statistica
10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Para avaliar as mudancas fisico-quimicas ocorridas no mel devido aos diferentes
tratamentos de conservagao, os dados foram submetidos a analise de componentes principais
(Figura 8A). Os dois primeiros componentes principais (CP) tiveram explicagdo acumulada de
78,86% da variabilidade dos dados originais, o que atende ao critério minimo sugerido por
Jolliffe (2002). Em cada CP, os parametros que apresentaram uma correlagdo (r) maior ou
igual a £0,65 foram considerados importantes (CHAPMAN et al., 2001). Os parémetros solidos
soluveis totais (r = +0,87), pH (r = +0,87), acucares redutores (r = +0,86), viscosidade (r =
+0,69), acidez total titulavel (r = -0,79) e alcool (r = -0,97) foram os que mais contribuiram para
a explicagéo dos 58,90% do CPI. Para o CPIl (19,96% de explicagdo), contribuiram a atividade
de agua (r =-0,72) e umidade (r = -0,96).



Figura 9 — Projec6es dos parametros fisico-quimicos (A) e amostras de mel tratadas por diferentes
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As correlagdes significativas (p < 0,05) estdo destacadas na Tabela 2 e
comentadas a seguir.

Tabela 2 — Coeficientes de correlagdo entre os parametros fisico-quimicos.

SST* pH Ay Viscosidade Umidade Alcool ATT* AR*
SST* 1,00 - - - - - - -
pH 0,56 1,00 - - - - - -
Ay -0,51 -0,38 1,00 - - - - -
Viscosidade 0,69 0,38 -0,61 1,00 - - - -
Umidade 0,30 0,01 0,59 0,21 1,00 - - -
Alcool -0,86 -0,90 0,50 -0,53 -0,11 1,00 - -
ATT* -0,50 -0,86 0,24 -0,62 -0,30 0,74 1,00 -
AR* 0,81 0,80 -0,48 0,29 -0,03 -0,94 -0,49 1,00

*SST: Solidos Soluveis Totais; ATT: Acidez Total Titulavel; AR: AcUcares Redutores.
Valores em negrito sdo significativos (p < 0,05).

Houve correlagdo positiva e significativa entre sélidos soluveis totais e pH;
solidos soluveis totais e viscosidade; solidos solluveis totais e acucares redutores; pH e
viscosidade; pH e acgucares redutores; atividade de agua e alcool; viscosidade e agucares
redutores e alcool e acidez total titulavel. E correlagdo negativa e significativa entre sélidos
soluveis totais e atividade de agua; solidos soluveis totais e alcool; sdlidos soluveis totais e
acidez total titulavel; pH e atividade de agua; pH e alcool; pH e acidez total titulavel; atividade
de agua e viscosidade; atividade de agua e acgucares redutores; viscosidade e alcool;
viscosidade e acidez total titulavel; alcool e acgucares redutores e acidez total titulavel e
agucares redutores. Isso significa que solidos soluveis totais, teor de acucares e pH influenciam
diretamente na viscosidade das amostras, que o teor de acgucares tem relacédo direta com os
valores de pH e sodlidos soluveis e que o teor de alcool tem relagéo direta com os valores de
acidez e atividade de agua. Por outro lado, o conteudo de agucar influencia na produgéo de
alcool, acidez total titulavel e atividade de agua e a redugédo dos sdlidos soluveis e pH resulta
no aumento da atividade de agua, alcool e acidez. A viscosidade das amostras é inversamente
proporcional aos valores de atividade de agua, alcool e acidez.

Na Figura 9B cada ponto corresponde a um tratamento. De acordo com a
localizagao dos tratamentos no plano CPI x CPIl, nota-se que a amostra maturada a 30£5°C
(maturagdo 2) destacou-se pelo maior teor de acidos e alcool. A maturada a 20+5°C
(maturagao 1) pelo elevado teor de umidade e atividade de agua e as amostras tempo inicial,
congelada e recém-pasteurizada, pelos maiores valores de sdlidos soluveis totais,
viscosidade, pH e acucares redutores, indicando que a amostra congelada ou recém-

pasteurizada eram semelhantes a amostra original (tempo inicial).
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Os valores dos parametros fisico-quimicos estdo apresentados na Tabela 3. A
amostra tempo inicial apresentou pH e teor de agucares redutores préximos ao da amostra de
mel de eucalipto (3,7+0,04 e 70,7+0,19) avaliada por Barth et al. (2005). A viscosidade e
umidade diferiram das determinadas por Alves et al. (2005) em mel de Melipona mandacaia.
Os autores verificaram média de 59,60 cP e 28,78 g/100g para viscosidade e umidade,
respectivamente. Esses atributos variam consideravelmente de acordo com a fonte vegetal da
qual é derivado o mel, espécie da abelha e condi¢cdes meteorologicas da colheita, o que

justifica grande variagdo nos valores estudados.

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de mel.

. Maturacédo 1/ Maturacéo

Tempo Congelada Recém A i

Inicial por 180 dias Pasteurizada 180 dias 2/ 180 dias

(20+5°C) (30+5°C)
Umidade (g/100g)  24,50+0,36%° 23,70+0,26° 24,10+0,24™°  24,80+0,62°  23,90+0,74™
A, 0,6751+0,01° 0,6760+0,01° 0,6684+0,01° 0,7085+0,02° 0,6870+0,01°
Viscosidade (cP) 993+98,74° 463551  1104+66,84° 525+52,80° 514+27,54°
Solidos S(SE';:;)’S'STOta'S 75,30£0,50° 7473t0,26° 74,83t129°  74.5240,06°  74,14+1,05°
pH 3,73+0,06° 3,83+0,09°°  3,85+0,04° 3,75+0,06% 3,56+0,03°

Acidez Total Titulavel 55 57,4 5120 53 9449 362  21.36+144°  23.124149%°  26.10+1,20°

(meqg/kg)

Alcool (g/100g) - - - 0,2+0,15" 0,6+0,15°
Aglcares Redutores 76 57,3 780 737513817 64.96+125®  60,02+2,56°  49,22+0,96°

(9/100g)

Média de trés medidas + Desvio Padrdo; Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha,
ndo apresentam diferenca significativa pelo Teste de Duncan (p < 0,05).

O congelamento ocasionou a redugao da umidade e viscosidade das amostras.
No congelamento ocorre um abaixamento brusco da temperatura, a fim de evitar perdas de
qualidade no alimento, e isso pode afetar a retengdo de umidade pela formacgao de cristais de
gelo (POTTER, 1995). A viscosidade de fluidos é influenciada tanto pela umidade quanto pela
temperatura da amostra (BEDFORD; SHULZE, 1998). No presente estudo observou-se um
resultado ndo esperado, ou seja, com o congelamento e descongelamento (para a medida a
25°C) da amostra, apesar da reducédo da umidade (sem alteragao da atividade de agua), houve
a reducao da viscosidade. No mel, a viscosidade também ¢é influenciada pela concentragao,
forma e tipo de agucares, além dos outros componentes. Tais componentes (dextrana,
proteinas, acidos orgénicos, 6leos essenciais, vitaminas, minerais, graos de pdlen) mesmo
presentes em baixas concentragdes tem efeito significativo sobre a viscosidade do mel
(PODADERA, 2007; RYBAK-CHIELEWSKA, 2004). Substancias de elevada massa molecular

presentes em solugéo e/ou solidos dispersos em fase fluida podem permanecer suspensos ou
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decantados e influenciar na viscosidade (RAO, 1977). Nao foram levantados estudos do efeito
do congelamento (-18°C) e posterior descongelamento (25°C) sobre a viscosidade do mel.

A pasteurizagdo causou aumento no pH. Esse mesmo efeito foi observado por
Freitas et al. (2010) em méis de Melipona subnitida. Os autores verificaram que houve aumento
do pH com o tempo de tratamento térmico. Uma possivel explicacdo para este fato seria a
volatilizacdo dos acidos organicos presentes, em particular os acidos volateis, com o
tratamento térmico, o que resultaria em diminuicdo da acidez e consequente aumento do pH
(ARAUJO, 1995).

Nao houve diferenga significativa entre as amostras maturadas (1 e 2) e a do
tempo inicial quanto aos valores de umidade, sdélidos soluveis totais e agucares redutores.
Porém para maior temperatura de maturagéo (Maturacgéo 2), o pH final foi menor que do tempo
inicial e maturacao 1, conforme também demonstrado na Figura 10 para pH e acidez total
titulavel. Esse resultado corrobora a discussao de Finola, Lasagno e Marioli (2007) que citam
que valores elevados de acidez em mel podem indicar ocorréncia de fermentagdo dos
agucares, em condigcbes favoraveis de umidade e atividade de agua, resultando no aumento da
acidez e reducao do pH. Os valores de pH e acidez obtidos na maturagdo 2 (30+£5°C) foram
préximos aos determinados por Carvalho et al. (2009) em mel Melipona scutellaris, da Costa do

Sauipe, 3,57 e 25,75 meqg/kg, respectivamente.

Figura 10 — Monitoramento do pH durante os 180 dias de maturacao.

pH Acidez Total Titulavel
a,1 35,0
4 *m 30,0 LN |
v m*te?
3.9 H e & * — 250 * iy H
@ ] NEg - Ve *
3.8 g . E 20,0 ry *
o o
., 0 [ | .
= : m eamsrc p 50 [ ] 208500
e = ] m3ossee - 10,0 W 30£50C
5 ¢ 5,0
3,4 - 00
3,3 0 50 100 150 200
0 50 100 150 200
Tempo (dias)

Tem po (dias)

O processo de maturagao também influenciou o aumento da atividade de agua
(maturagdo em menor temperatura) e a produgao de alcool (maturagao em maior temperatura).
E sabido que a atividade de &gua (a,) é um pardmetro que indica a agua disponivel no
alimento para reagbes quimicas, enzimaticas e desenvolvimento microbiano (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010), quanto maior sua interagdo com os componentes do alimento,
menor sua disponibilidade para reagdes. Os valores de atividade de agua das amostras
maturadas foram similares aos encontrados por Anacleto et al. (2009) em méis de abelhas
jatai, que relataram valor médio de 0,66+0,06. A producao de alcool foi maior na amostra da
maturagao 2, e isso pode ter ocorrido devido a temperatura ter se aproximado mais a 6tima de

crescimento dos microrganismos responsaveis pela fermentagao.
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A viscosidade das amostras maturadas a 30 e 20+5°C (514 e 525 cP,
respectivamente) foram inferiores a da amostra no tempo inicial. Esses resultados contrastam
com a pesquisa de Silva et al. (2010) em que analisaram o comportamento reolégico do mel de
Apis mellifera nas temperaturas de 20, 25, 30, 35 e 40°C em funcdo do tempo de
armazenamento de 0, 45 e 90 dias. Os autores verificaram que o tempo de armazenamento
nao provocou aumentos ou redugdes significativas, mas o aumento de temperatura resultou em
diminui¢des de viscosidade. Porém os autores ndo informaram as demais caracteristicas das
amostras que influenciam nesse valor, principalmente a umidade. Méis de meliponineos
caracterizam-se pela fluidez, devido ao alto teor de agua, uma vez que a viscosidade do mel é
inversamente proporcional ao seu conteldo, ou seja, quanto menor o conteudo de agua mais
alta serd sua viscosidade (CRANE, 1983). A Figura 11 confirma que durante o periodo de
maturacdo, amostras contendo os maiores valores de umidade, tiveram os menores valores de
viscosidade, e vice-versa.

A viscosidade também pode ser influenciada pelos teores de alcool e acidos nos
alimentos. Penha et al. (2003) avaliando o perfil sensorial de licor verificaram que quanto maior

a porcentagem de alcool e acido, menor a viscosidade.

Figura 11 — Monitoramento da umidade e viscosidade durante os 180 dias de maturacgéao.
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A viscosidade também esta relacionada com o estado fisico do agucar na
amostra e este por sua vez tem relagédo direta com a umidade e temperatura (ESCRIVA et al.,
1998). Yanniotis et al. (2006) consideram o mel um fluido newtoniano, entretanto ha alguns
trabalhos que descrevem um comportamento ndo newtoniano, atribuido a presencga de coléides
ou agucares de alto peso molecular. O mel no estado natural apresenta agucar em nucleos,
que se cristalizam e tornam-se bem duros quando resfriados em temperaturas baixas (menores
que 10°C) ou ficam com uma consisténcia cremosa quando resfriados a temperaturas entre 14
e 18°C. Mel com menos nucleos de cristais, cristalizam mais lentamente formando cristais
maiores, resultando em uma estrutura estratificada e consequentemente com maior

viscosidade. Quando o mel é aquecido e liquefeito, a recristalizacdo n&o é uniforme e tende-se
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a formar aglomerados em todo o recipiente (RYBAK-CHMIELEWSKA, 2004), que também
aumentam a viscosidade.

A glicose pode cristalizar-se como D-glicose monohidratada na forma cristalina
estavel em temperatura abaixo de 50°C, como D-glicose anidra na forma estavel entre 50 e 80
°C e forma B-anidra estavel acima de 80°C. Porém, em solugdes saturadas com frutose, a
temperatura de transi¢do da glicose monohidratada para glicose anidra é por volta dos 30°C. A
cristalizagédo da glicose no mel conduz a diminui¢do dos sdlidos resultando na diluicdo da forma
amorfa, que por sua vez aumenta a atividade de agua (VENIR, 2010). Além disso, a alta
umidade acelera a cristalizagdo dos agucares, aumentando a atividade de agua, que afeta
diretamente a viscosidade (YANNIOTIS et al., 2006).

Nao foi detectada a presenca de hidroximetilfurfural (HMF) em nenhuma das
amostras. O teor de HMF é um parametro utilizado para controlar o tratamento térmico limitante
para a pasteurizacdo do mel, pois € uma caracteristica resultante da transformacido dos
aglicares do mel a medida que este é aquecido acima de 70°C ou armazenado por longo
tempo em temperaturas elevadas (FREITAS et al., 2010). A formacao de HMF modifica o valor
nutricional do mel e indica que houve perda de enzimas, principalmente diastase (ARAUJO et
al.,, 2006), sendo assim as temperaturas utilizadas nesta pesquisa, na pasteurizacdo e
maturagdo, inferiores a 70°C, preservaram as caracteristicas naturais e nutricionais do mel
quando observado pelo parametro do HMF.

As diferentes temperaturas utilizadas na maturacao influenciaram os teores de
umidade, atividade de agua, pH e alcool (Tabela 3). Na maior temperatura de maturagéo
(30+5°C) foram encontrados os menores teores de umidade, atividade de agua e pH e maior a
producao de alcool.

Os valores da tonalidade cromatica (H*) de todas as amostras ficaram préximas
ao amarelo puro, representado pelo angulo de 90° (Tabela 4 e Figura 7), sendo que as
amostras pasteurizada e maturada a 20£5°C (maturagéo 1) apresentaram maiores valores que
as amostras tempo inicial, congelada e maturada a 30+5°C. A coloragdo amarelada
caracteristica do mel também foi comprovada por valores positivos do componente b*, no qual
a maior temperatura de maturacdo contribuiu para o aumento da coloracdo, e baixos do
componente a*, que acabam néo influenciando na cor do mel. A pureza da cor (C*) foi maior na
amostra maturada a 30+5°C (maturacdo 2), e esta amostra so diferiu da recém pasteurizada
em relacdo a luminosidade. Em colorimetria, saturagdo ou grau de pureza da cor é um
parametro que especifica a qualidade de um matiz de cor pelo grau de mesclagem deste com a
cor branca, sendo usual referir-se também a refletdncia da amostra como um atributo daquela

cor. Quanto maior seu valor, mais proximo do matiz puro, e mais escuro (AMARAL et al., 2012).
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Tabela 4 — Parametros de cor das amostras de mel.

Maturacdo 1/ Maturacéo 2/

Tempo Congelada Recém A .
Inicial por 180 dias Pasteurizada 180 dias 180 dias
(20+5°C) (30+5°C)
H* 90,74+0,59°  90,16+0,03" 91,60+0,25° 91,83+0,36°  90,46%0,07°
a* -0,34+0,05°  -0,05%0,01° -0,56+0,09° -0,58+0,15°  -0,18+0,04°
b* 19,14+0,57° 17,95+0,07° 20,04+0,10° 17,93+1,79°  22,40+1,73°
c* 19,14+0,56°  17,95+0,07° 20,05+0,10° 17,94+1,80°  22,40+1,73°
L* 53,67+0,92%° 51,19+0,11° 54,64+0,27° 49,68+2,14°  51,61+1,59

Média de trés medidas + Desvio Padréao; Médias seguidas pela mesma letra na mesma
linha, ndo apresentam diferenca significativa pelo Teste de Duncan (p £ 0,05). L*;
luminosidade (0: preto e 100: branco); a*: componente verde-vermelho (-a*: verde,
+a*: vermelho); b*: componente amarelo-azul (-b*: azul, +b*: amarelo), H*: tonalidade
cromatica (0°: vermelho puro, 90°: amarelo puro, 180° verde puro, 270°: azul puro),
C*: saturacdo.

A cor do mel no mercado é classificada segundo escala de Pfund, de
branco d“agua a ambar escuro, sendo que no mercado internacional a preferéncia é por
meéis com classificacdo entre extra branco e extra ambar claro (MARCHINI et al., 2004).
Nao houve diferenca estatistica entre os valores de absorvancia a 560 nm obtidos para
as amostras (Tabela 5). A congelada e maturada a 2015°C classificaram-se como ambar
claro e as demais como extra ambar claro. O monitoramento segundo a escala de cor
durante a maturagao esta ilustrado na Figura 12, que foi montada pela conversao dos

valores médios de absorvancia de cada amostra na cor descrita pela escala de Pfund

indicada no Quadro 2.

Tabela 5 — Valores de absorvancia a 560nm para as amostras mel.

Maturacdo 1/ Maturacéo 2/
180 dias 180 dias
(20£5°C) (30+5°C)

0,182+0,04° 0,300+0,21° 0,157+0,01° 0,331%0,02° 0,188+0,04°

Congelada Recém

Tempo Inicial 1 55 jias) Pasteurizada

Cor (absorvancia
a 560 nm)
Média de trés medidas + Desvio Padrdo; Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha, nédo

apresentam diferenca significativa pelo Teste de Duncan (p < 0,05).
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Figura 12 — Classificagéo representativa da cor do mel de acordo com a escala de Pfund durante os 180
dias de maturagéo.
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Correlacionando as duas escalas (sistema Cielab e Pfund), quanto maior os
valores de H* e menor os valores de L*, mais préximos a coloragdo ambar claro e quanto maior
os valores de C* e b* e menores os valores de a*, mais proximos a coloragado extra ambar
claro. Moura (2006) avaliou a qualidade de méis de Apis mellifera L. durante seis meses,
estocados em armazém construido com bloco cerédmico vazado (tratamento um) e armazém
construido com bloco de concreto celular autoclavado (tratamento dois) e também néo
encontrou diferenga estatistica na cor (58,44 mm e 57,72 mm, respectivamente) na escala
Pfund dos produtos armazenados em diferentes condigdes. Porém em suas amostras, ao longo
de 150 dias de armazenamento houve um escurecimento médio de 25,49% e 23,53% para os
tratamentos um e dois, respectivamente (variou de 51 a 64 mm para tratamento um e de 51 a
63 mm para tratamento dois). Este escurecimento é atribuido a diferenga de temperatura e
consequente produgao de hidroximetilfurfural obtida em cada um dos tratamentos. Na presente
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pesquisa, nao houve diferenca estatistica nos valores de absorvancia das amostras, assim
como nao houve producao de hidroximetilfurfural.

Para melhor visualizar os resultados obtidos pela ressonéncia magnética
nuclear, os dados dos 27 tratamentos (descritos no item 4.2.1) foram submetidos a analise de
componentes principais (Figura 13). O primeiro componente explicou 65,77% da variacao total
das variaveis originais e o segundo, 27,36%, totalizando 93,13% de explicagdo dos dados. Em
cada componente, os atributos que apresentaram correlagao (r) maior ou igual a 0,65 foram
considerados importantes (CHAPMAN et al., 2001) para sua explicacdo. Os compostos etanol
(r = +0,84), glicose (r = +0,96) e sacarose (r = +0,98) foram considerados importantes para o
primeiro componente, e o acido latico (r = +0,97) para o segundo.

Na Figura 13B as amostras que estdo préximas ao ponto central do grafico ndo
se destacaram em nenhum dos componentes analisados. As amostras congelada,
pasteurizada, tempo inicial e 120d M1 localizadas na parte superior do grafico caracterizam-se
por maior teor de acido latico, e as 135d M2 e 150d M2, localizadas na parte inferior a direita,
por maiores teores de etanol, glicose e sacarose. Esses dados indicam que o acido latico &
caracteristico das amostras sem maturar, que o etanol é produzido durante a maturacéo, sendo
mais acentuado na maturacao 2, em maior temperatura (Tabela 2) e que os teores de glicose e

sacarose sao diretamente proporcionais.
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Figura 13 — Proje¢des dos compostos (A) e amostras de mel (B) sobre o plano fatorial (CPIXCPII).
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M1: maturagdo a 20+5°C; M2: maturacdo a 30+5°C. Os numeros seguidos da letra ‘d’ indicam o
tempo (dias) de maturacéo

Por meio da analise de correlagéo (Tabela 6), confirma-se que houve correlagéo

positiva e significativa entre sacarose e glicose e correlagéo negativa e significativa entre etanol
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e acido latico, ou seja, ha relacao direta entre os teores de sacarose e glicose nas amostras,
que o etanol é caracteristico das amostras que sofreram maturacdo e o acido latico esta

presente no mel sem maturar.

Tabela 6 — Coeficientes de correlagdo para os dados da ressonancia magnética nuclear.

Etanol Acido Latico Glicose Sacarose
Etanol 1,00 - - -
Acido Latico -0,17 1,00 - -
Glicose 0,69 0,21 1,00 -
Sacarose 0,75 0,14 0,99 1,00

Valores em negrito sdo significativos (p < 0,05).

Gomes et al. (2005) utilizaram a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
para avaliar se os processos de conservacao (desumidificacdo e pasteurizacio) alteravam a
composicao do mel da espécie Mandacaia e verificaram nos espectros que os sinais relativos
aos de hidrogénios nas moléculas de acgucares presentes nas amostras, antes e apos a
pasteurizacdo eram iguais, indicando que os agucares presentes no mel nao sofreram
nenhuma degradacdo quando exposto a este processo. Isto também foi observado neste
estudo e pode ser verificado pela comparagao dos espectros da amostra tempo inicial (Figura
14A) e pasteurizada (Figura 14B), onde os picos 5,21/5,22 se referem a a-glicose e 4,62/4,64 a
B-glicose, estando de acordo com apresentado na Tabela 2 para agucares redutores. Os teores

dos compostos detectados pelo RMN estao descritos no apéndice L.
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Na Tabela 7 estdo apresentados o conteudo de acidos orgénicos e agucares
separados pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Esses dados confirmam a
importancia da maturacdo usada como método de conservagao, pois quanto maior a
temperatura e o tempo de maturagao, maiores os conteudos de acidos propidnico e succinico
formados (Figura 15). O acido propidnico & considerado quimicamente como um acido fraco
(pKa = 4,85), porém tem a capacidade de inibir o crescimento de diversos microrganismos,
sendo amplamente utilizado como conservador alimenticio, produzido principalmente por
bactérias do género Propionibacterium (CALDERON, 2012). E o &cido butanodiéico, conhecido
como acido succinico, € um acido dicarboxilico produzido como um intermediario do ciclo dos
acidos tricarboxilicos (TCA), ou como produto principal da fermentagdo anaerdbica por alguns
microrganismos (LEE et al., 2000), principalmente leveduras. Em condi¢gdes anaerdbias a P.
acidipropionici produz, como produto principal, o acido propidnico pela via dos acidos
dicarboxilicos, e como subprodutos o acido acético, o succinico e o propanol. Houve diferenca
entre a amostra maturada a 301£5°C por 90 dias e a congelada por 180 dias no conteudo de
acido acético.

Mesmo em baixas concentragoes, esses acidos formados pela maturagdo sao
capazes de atuar como conservantes, pois as concentragdes utilizadas ndo podem exceder

0,4% para acido propidnico e 3% para succinico (BRASIL, 1995).

Tabela 7 — Conteldo de acidos organicos e agucares obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Congelada Pasteurizada Maturadaa Maturadaa Maturadaa Maturadaa
por 180 e Congelada 20+5°C por 20+5°C por 30+5°C por  30+5°C por
dias por 180 dias 90 dias 180 dias 90 dias 180 dias

Acidos Organicos (g/100g)

Acético 0,07£0,06°  0,11+0,00®®*  0,11+0,00®  0,09+0,00®°  0,12+0,00°  0,08+0,00%
Propiénico  0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,01£0,00®  0,03+0,00°  0,02+0,00°  0,07+0,00°

Succinico  0,01+0,00° 0,00+0,00 0,03+0,00°  0,06+0,00°  0,04+0,00°  0,09+0,00°

AcuUcares (g/1009)

Sacarose  0,53+0,06°°  0,43+0,04°  0,51+0,04° 0,61+0,02° 0,59+0,08°  0,89+0,10°
Glicose  28,52+2.16™ 29,98+234% 2913+237® 26,14+2,15° 30,56+2,52° 32,08+2,37°

Frutose 33,05+2,46°  35,01+2,32%  3527+2,02° 35,74+2,92° 35,74+225% 37,87+2,96°

Média de trés medidas + Desvio Padrédo; Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha, ndo
apresentam diferenga significativa pelo Teste de Duncan (p < 0,05).

Com relacao aos acgucares (Figura 16), quanto maior tempo e temperatura de
maturagao, maior o teor de sacarose. O teor de glicose diferiu somente entre as amostras
maturada a 30+5°C por 180 dias e 30+5°C por 90 dias € maturada a 30+5°C por 180 dias e a
20+5°C por 180 dias. Nao houve diferenca entre as amostras quanto ao conteudo de frutose.

Rybak-Chmielewska (2007) analisou mel de meliponineo estabilizado a 100°C por 15 minutos
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(enzima inativada) e mel de meliponineo ndo estabilizado, ambos armazenados a 20°C por 24
semanas. O autor descreveu aumento de 4% no teor de frutose e 1,1% no teor de glicose no
mel estabilizado, e aumento de 7% no teor de frutose e 8,8% no teor de glicose do mel ndo
estabilizado. Vasquez et al. (2008) atribuem esse comportamento a dois diferentes processos:
a atividade das enzimas glicosidases presentes nos méis, que catalisam a hidrolise da
sacarose em glicose e frutose, e transformac¢des quimicas (condensagdo) de monossacarideos
a dissacarideos.

A porcentagem de sacarose das amostras analisadas variou de 0,59 a 1,01
g/100g, o que esta de acordo com as normas exigidas para méis florais de Apis mellifera, que
estabelece maximo de 6,0% (g/100g) (BRASIL, 2000). Um teor elevado desse agucar significa,
na maioria das vezes, uma colheita prematura do mel. Os teores de glicose e frutose da
amostra congelada por 180 dias estdo proximos aos determinados por Almeida-Muradian e
Matsuda (2007) em méis de Melipona compressipes manaoense. Os autores encontraram
valores de 28,59 e 32,04% (g/100g) de glicose e frutose, respectivamente.

Neste trabalho os indices F/G sao 0,98; 0,99; 1,03; 1,13; 0,99 e 0,99 para as
amostras congelada por 180 dias, pasteurizada e congelada por 180 dias, maturada a 20+5°C
por 90 e 180 dias e maturada a 30+5°C por 90 e 180 dias, respectivamente, indicando alta
tendéncia de cristalizacdo conforme citado por Venir et al. (2010).

Houve uma parcial discordancia entre os resultados obtidos pela técnica de
ressonancia magnética nuclear e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Na primeira técnica
foi detectada a presenga de acido latico, que nao foi observado na corrida cromatografica. A
ressonancia é uma técnica que apresenta a vantagem de mostrar em um unico espectro todas
as possiveis classes de substancias presentes e em quantidades detectaveis, porém é uma
técnica muito genérica ja que se baseia no fato de os nucleos de determinados atomos
possuirem propriedades magnéticas que podem ser utilizadas para fornecer informagoes
quimicas (GIL; GERALDES, 1987). A estrutura dos compostos analisados sdo muito parecidas,
0s picos podem ter e ser confundidos, e o resultado ser um falso-positivo. A cromatografia é
uma técnica mais sensivel, pois utiliza padrées de concentragdes conhecidas. As duas técnicas
foram coerentes na identificacdo e quantificacdo dos agucares.

Na Figura 15B ha um pico de acido que néo foi identificado por falta de padrdes,
mas Lengler (2004) sugere que se trata do acido mais importante em méis, o acido glicénico.
Esse acido é formado pela acao da enzima glicose-oxidase sobre a glicose, e representa de 70
a 90% dos acidos organicos do mel, sendo o principal responsavel, junto com o perdxido de
hidrogénio, pela acdo antibacteriana do mel. Boechat (2015) estabeleceu um procedimento
para determinacdo de acidos organicos em amostras de interesse agronémico e ambiental
utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, em coluna Rezex-ROA de

exclusao iénica. O autor verificou que o tempo de retengdo médio do acido glicbnico em todas
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as amostras analisadas é 9,95 minutos, muito préximo ao tempo médio encontrado na presente

pesquisa.



Figura 15 — Cromatograma de &cidos organicos (A) e zoom no cromatograma de acidos organicos com picos dos padrées sobrepostos as amostras (A).

U
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Amaostra Pasteurizada e Congelada por 180 dias
Amostra Maturada a 20£5 2C por 90 dias

Amaostra Maturada a 30+5 2C por 90 dias
Amostra Maturada a 305 =C por 180 dias
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Figura 16 — Cromatograma de agucares.
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5.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A possibilidade de se obter microrganismos isolados de amostras de méis de
Melipona compressipes fasciculata possibilita o esclarecimento de etapas do processo de
maturacdo espontanea e permite avaliar os constituintes finais do produto. E assim, contribuir
com a padronizacdo do processo, bem como estabelecer critérios que influenciariam a
qualidade do produto final. Na amostra denominada congelada por 180 dias houve crescimento
de colénias em todos os meios testados (YMA, MRS, MYP) na etapa de isolamento e
purificagdo. Ja na amostra 90 dias, tanto a 20+5°C quanto a 30+5°C, houve crescimento de
colénias somente no meio YMA, caracteristico para selecédo de leveduras. Na amostra 180 dias
a 20+5°C, houve crescimento somente de colénias no meio MRS, e a 30+5°C, desenvolvimento
em ambos os meios, MRS e MYP. Na amostra pasteurizada nao houve crescimento de
nenhum tipo de microrganismo indicando eficiéncia do processo. Esses dados sugerem que a
maturacdo no mel se inicia com uma cultura mista espontanea e que ao decorrer do tempo (90
dias), prevalece a fermentacao anaerobia, com producao de etanol e gas carbdnico. Ao fim da
maturacao, ha predominancia de bactérias.

As colbnias devidamente isoladas e purificadas seguiram para extracdo do DNA,
identificacdo molecular por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento do gene
do RNA ribossomal 16S. Esse sequenciamento tem sido extensivamente usado com a
finalidade taxondmica e filogenética e é considerado o método de referéncia para a
identificagcdo microbiana. Na PCR, as amostras caracteristicas de leveduras, isoladas no meio
YMA, apresentaram fragdes (amplicons) de aproximadamente 450 pares de bases (Figura 17).
Ja para as amostras caracteristicas de bactérias, isoladas nos meios MRS e MYP,

apresentaram fragdes (amplicons) de aproximadamente 1200 pares de bases (Figura 18).

Figura 17 — Gel representativo dos fragmentos amplificados da regido ITS-1 e ITS-4 das amostras
isoladas do mel congelado por 180dias (1), maturado a 20+5°C por 90 dias (2) e maturado a 30+5°C por
90 dias (3).

M=marcador de 100pb DNA
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Figura 18 — Gel representativo dos fragmentos amplificados da regido FD1 e RD1 das amostras isoladas
no meio MYP do mel congelado por 180 dias (1) e maturado a 30+5°C por 180 dias (2) e isoladas do
meio MRS do mel congelado por 180 dias (3), maturado a 20+5°C por 180 dias (4) e maturado a 30+5°C
por 180 dias (5).

M=marcador de 100pb DNA; P=controle positivo; N=controle negativo

O tamanho das bandas encontradas foi préximo as determinadas por Pereira
(2010) e Castro et al. (2011), que identificaram molecularmente C. lusitaniae e E. coli e
encontraram 420 e 1200 pares de base, respectivamente, utilizando os mesmos iniciadores.

A amplificacdo especifica foi confirmada por sequenciamento do fragmento
amplificado. O produto foi comparado com sequéncias depositadas no banco de dados do
Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov), indicando as respectivas identidades, e-value e coberturas

demonstradas na Tabela 8.

Tabela 8 — Valores de cobertura, E-value e identidade obtidos em comparagao ao banco de dados.

Amostra Descricao Cobertura E-value Identidade
Congelada por Mz rel:)(i)zlg ama 98% 0 99%
180 dias
Maturada a Meyerozyma 0 o
20+5°C por 90 caribbica 9% 0 96%
dias’
Maturada a Meyerozyma 0 o
30+5°C por 90 caribbica 98% 0 98%
dias’
Congelada por Escherichia coli 64% 0 87%
180 dias
Maturada a L , 0 o
30+5°C por 180 Escherichia coli 67% 0 86%
dias®
L , 0 o
Tempo inicial® Escherichia coli 64% 0 89%
Maturada a Escherichia coli 74% 0 96%

20+5°C por 180
dias®
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Maturada a
30+5°C por 180
dias®

Escherichia coli 75% 0 94%

TAmostras isoladas no meio YMA; “Amostras isoladas no meio MYP; >Amostras isoladas no meio MRS

A cobertura representa a porcentagem da sequéncia submetida ao programa e
que é coberta pelo alinhamento (EMBRAPA, 2007). O E-value representa o valor estatistico
que indica se o alinhamento é real ou foi obtido meramente pelo acaso (falso-positivo) no
banco de dados, entdo quanto menor seu valor, maior a confiabilidade da predicdo (mais
significativo o alinhamento). A identidade representa o niumero de residuos de bases similares
identificados no alinhamento e expresso, em porcentagem, a partir da comparagdo com o
comprimento deste alinhamento. Sendo assim, os resultados do sequenciamento sao
confiaveis e mostram que alguns dos microrganismos presentes nas amostras estudadas sao
Meyerozyma caribbica e Escherichia coli. O estudo de Snowdon (1999) apresenta como
microbiota do mel bactérias do género Bacillus, e fungos dos géneros Penicillium, Mucor e
Saccharomyces.

De acordo com o UniProt (Universal Protein  Resource -
http://www.uniprot.org/taxonomy/), Pichia caribbica é sindbnimo de Candida fermentati e
Meyerozyma caribbica, descrita como o estado ascésporo, estrutura de reprodugéo de fungos
da classe ascomicetos, de Candida fermentati (OHARA, 2014). A Pichia caribbica ja foi isolada
de agua e classificada como pertencente ao filo Ascomycota, ordem Saccharomycetales,
familia Saccharomycetaceae e género Pichia (BARNETT et al. 2002). A Escherichia coli € uma
bactéria Gram negativa, anaerdbia facultativa pertencente a Familia Enterobactereacea
(SANTOS et al., 2009). Aceita-se que a E.coli possua essencialmente quatro vias metabdlicas,
sendo as principais a fermentagcdo da glicose, com producdo essencialmente de etanol,
acetato, formato, succinato e lactato e a oxidagao da glicose, com produgédo de didxido de
carbono (CARVALHO, 2009).

Silva et al. (2008) mencionaram que as caracteristicas microbioldgicas do mel
estdo relacionadas a qualidade e a seguranga deste alimento, sendo os microrganismos de
maior importancia as leveduras, fungos filamentosos e bactérias formadoras de esporos. Estes
microrganismos podem estar envolvidos em atividades de deterioragcao do produto, produgéo
de enzimas, toxinas, conversao metabdlica, produgcio de fatores do crescimento (vitaminas e
aminoacidos) e fatores de inibicado de microrganismos competidores.

A maioria dos autores estuda a microbiota do mel apenas com a finalidade de
verificar a qualidade microbiolégica. Souza et al. (2009) avaliaram a qualidade microbioldgica
do mel produzido por espécies de abelhas sem ferrdo (Trigonini), do Estado da Bahia e
verificaram que metade das amostras analisadas apresentou contagem padrao de bolores e
leveduras acima do maximo previsto na regulamentagao brasileira para alimentos. Oliveira et

al. (2005) avaliaram a qualidade microbiologica de amostras de mel de abelhas sem ferrdo
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submetido a diferentes métodos de colheita, método do produtor e método asséptico, e
verificaram que, apesar de em nenhum dos dois métodos ter sido verificada a presenga de
microrganismos do grupo coliforme, a contagem de bolores e leveduras em 65% das amostras
colhidas pelos produtores estava acima do maximo estabelecido pelas normas brasileiras,
contra 25% das colhidas assepticamente.

A presenca de leveduras osmofilicas é geralmente citada como presente no mel,
em maior ou menor quantidade, as quais podem levar o produto a fermentar, implicando na
hidrélise de agtcares com produgdo de alcool e gas carbénico (WHITE JUNIOR, 1978). Sua
origem geralmente & de ocorréncia natural, associada as abelhas e representam uma

microbiota ndo patogénica, sendo muitas ainda nao identificadas (GILLIAM, 1997).

5.3 ANALISE SENSORIAL

5.3.1 Analise Descritiva Quantitativa

Os dados obtidos da analise sensorial descritiva dos méis dos quatro
tratamentos (descritos no item 4.2.1) foram submetidos a analise de componentes principais,
que permite visualizar as relagdes entre as amostras e os atributos que melhor caracterizam
cada uma (Figuras 19 e 20). O primeiro componente principal (CPI) explicou 54,16% da
variagao total das variaveis originais, o segundo componente (CPIl) explicou 15,12%, e o
terceiro (CPIII), 10,20%, totalizando 79,48% de explicagao.

No primeiro componente (Figura 19A) os atributos que apresentaram correlagéo
(r) superior a +0,65 contribuiram mais com sua explicagdo e foram aroma de mel (r = +0,66),
sabor de mel (r = +0,90), gosto doce (r = +0,93), transparéncia (r = +0,95), cor amarela (r = -
0,80), arenosidade (r = -0,83), gosto acido (r = -0,88), aroma fermentado (r = -0,92) e sabor
fermentado (r = -0,98). No segundo componente, os atributos importantes foram bolhas (r =
+0,66) e viscosidade (r = -0,67), e no terceiro, pontos escuros (r = +0,67) (Figura 20A).

Em relacdo ao CPI as amostras maturadas foram separadas das nao maturadas
(Figuras 19B e 20B). As maturadas, a esquerda, foram caracterizadas pela cor amarela,
arenosidade, gosto acido, aroma e sabor fermentado. A direita localizaram-se as no

maturadas, caracterizadas pelo aroma e sabor de mel, gosto doce e transparéncia.
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Figura 19 — Projecdes dos atributos sensoriais (A) e amostras de mel (B) sobre o plano fatorial

(CPIXCPII).
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Figura 20 — Projegdes dos atributos sensoriais (A) e amostras de mel (B) sobre o plano fatorial

(CPIXCPIII.
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Os coeficientes de correlagcao entre os atributos estdo indicados na Tabela 9. O
atributo cor amarela apresentou correlacdo positiva e significativa com os atributos aroma
acido, aroma fermentado, gosto acido, sabor fermentado e arenosidade e correlagdo negativa e
significativa com os atributos transparéncia, pontos escuros, aroma doce, aroma de mel, gosto
doce e sabor de mel, sugerindo que a mudanga de cor esta diretamente relacionada com o
processo de maturagdo. O atributo brilho teve correlacdo positiva e significativa com os
atributos transparéncia, aroma doce, aroma de mel, gosto doce e sabor de mel, e correlagao
negativa e significativa com os atributos bolhas, aroma acido, aroma fermentado, gosto acido,
sabor fermentado e arenosidade, indicando que o brilho é perdido durante a maturagdo. O
atributo transparéncia teve correlagao positiva e significativa com os atributos pontos escuros,
aroma doce, aroma de mel, gosto doce e sabor de mel e correlacdo negativa e significativa
com os atributos bolhas, aroma acido, aroma fermentado, gosto acido, sabor fermentado e
arenosidade, indicando também que a transparéncia é desfavorecida durante a maturacgao.

O atributo bolhas teve correlagao positiva e significativa com os atributos aroma
acido, aroma fermentado, gosto acido, sabor fermentado e arenosidade e correlagao negativa e
significativa com os atributos aroma doce, aroma de mel, gosto doce e sabor de mel, sugerindo
que as bolhas sado formadas durante o processo de maturagao, assim como os atributos aroma
acido, aroma fermentado, gosto acido e sabor fermentado que apresentam correlacéo positiva
e significativa com os atributos aroma fermentado, gosto acido, sabor fermentado e
arenosidade, gosto acido, sabor fermentado e arenosidade, sabor fermentado e arenosidade e
arenosidade, respectivamente.

Esses dados também apontam que os atributos pontos escuros, aroma doce,
aroma de mel, gosto doce e sabor de mel s&o caracteristicos das amostras sem maturar e
inversamente proporcionais ao processo de maturacao pois apresentam correlagao negativa e
significativa com os atributos aroma acido, aroma fermentado, gosto acido, sabor fermentado,
viscosidade e arenosidade, aroma fermentado, gosto acido, sabor fermentado e arenosidade,
gosto acido, sabor fermentado e arenosidade, sabor fermentado e arenosidade e arenosidade,

respectivamente.



Tabela 9 — Coeficientes de correlacdo entre os atributos sensoriais.
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Aroma Sabor

Cor Brilho Tr:ims.— Bolhas Pontos Aro_ma Aroma Fermen- Aroma (}o_sto Gosto Fermen- Sabor Viscosi- Arenosi-

Amarela paréncia Escuros Acido Doce Mel Acido Doce Mel dade dade

tado tado

Cor Amarela 1 - - - - - - - - - - - - - -
Brilho 0,15 1 - - - - - - - - - - - - -
Transparéncia -0,78 0,31 1 - - - - - - - - - - - -
Bolhas -0,14 -0,58 -0,31 1 - - - - - - - - - - -
fontos 043 045 042 0,19 1 . ] ; ; - ; - - - ;
Aroma Acido 051 -0,02 -0,54 0,42 -0,09 1 - - - - - - - - -
Aroma Doce -0,36 0,06 0,49 -0,36 -0,35 -0,23 1 - - - - - - - -
FerAn': grr?tg do 084 -013  -084 032 -014 067 -061 1 - - - - - - -
Aroma Mel -0,42 0,38 0,52 -0,32 0,01 -0,17 0,66 -0,68 1 - - - - - -
Gosto Acido 0,87 -0,17 -0,81 0,11 -0,42 0,67 -0,4 0,82 -0,41 1 - - - - -
Gosto Doce -0,69 0,46 0,89 -0,4 0,3 -0,47 0,53 -0,85 0,64 -0,77 1 - - - -
Ferfna:not; do 084 -032  -093 022 -042 053 -048 09 -067 088 -091 1 - - -
Sabor Mel -0,66 0,49 0,82 -0,28 0,34 -0,5 0,36 -0,77 0,67 -0,79 0,86 -0,92 1 - -
Viscosidade 0,27 0,32 -0,3 -0,15 -0,28 0,2 -0,09 0,04 0,26 0,23 0,06 0,07 0,14 1 -
Arenosidade 0,53 -0,41 -0,92 0,46 -0,45 0,45 -0,42 0,63 -0,4 0,65 -0,7 0,78 -0,71 0,37 1

Valores em negrito sédo significativos (p < 0,05).



77

As intensidades de cada atributo estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Intensidade média de atributos sensoriais de amostras de mel congelada, pasteurizada,
maturada a 20+5°C e a 30+5°C.

Pasteurizada
Congelada Maturadaa  Maturada a
) e Congelada
por 180 dias ) 20+5°C 30+5°C

por 180 dias
Cor Amarela 3,47 3,43° 4,02% 4,28°
Brilho 6,71° 6,81° 6,44° 6,67°
Aparéncia  Tansparancia 6,40° 6,43° 4,46° 512°
Bolhas 0,65° 0,67° 1,36° 0,52°
Pontos Escuros 0,772 0,63° 0,43° 0,58°
Acido 3,28° 3,26° 3,72° 3,50°
Aroma Doce 4,29° 4,23° 4.10° 3,92°
Fermentado 3,03° 2,99° 4,43° 4,61°

Atributos a

Mel 4,67° 4,69 4,42° 4,232
Gosto Acido 3,23° 2,97° 4,10° 4,312
Gosto Doce 5,03° 5,91° 5,01 4,85°
Sabor Fermentado 3,06° 2,68° 5,05° 4,92°
Mel 5,25° 5,62° 4,69° 4,83°
Viscosidade 2,80° 2,94° 2,98° 2,88°
Textura Arenosidade 0,04° 0,07 1,46° 0,94°

Médias, na mesma linha, acompanhadas de letras iguais ndo diferem a p < 0,05 pelo teste de
Duncan ajustado. Escala de Intensidade de 9 cm. Valores médios de 13 provadores.

Houve diferenca entre as amostras em relagcdo aos atributos cor amarela,
transparéncia, aroma fermentado, gosto acido, gosto doce, sabor fermentado, sabor de mel e
arenosidade. As amostras congelada e pasteurizada apresentaram maior transparéncia e gosto
doce e consequentemente menos gosto acido, sabor e aroma fermentado, justamente por
terem tido o processo de maturacdo espontanea interrompido. Ja a amostra maturada a
20+5°C apresentou maior arenosidade, devido a cristalizagdo dos agucares. Isto confirma a
tendéncia de cristalizagdo sugerida por Venir et al. (2010) pela razdo entre frutose e glicose, no
qual a amostra maturada a 20+£5°C apresentou maior indice. Considerando que a cristalizagéo
da glicose sofre influéncia da temperatura e pureza da solugédo e que ambas as amostras
(maturagdo 1 e 2) antes de serem maturadas foram provenientes de uma mesma colheita, a
presenca de cristais de aguUcares na amostra maturada em temperatura inferiores pode ser

atribuida a diminuicdo da solubilidade do aguicar com a diminuicdo da temperatura, induzindo a
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supersaturagao, nucleagdo e consequente formacado dos cristais (MANTELATTO, 2005). A
maturagdo em ambas as temperaturas permitiu intensificar a cor amarela e sabor e aroma
fermentado e diminuir a transparéncia e gosto doce. A amostra pasteurizada foi a que
apresentou maior sabor de mel. Nao houve diferenca entre as amostras quanto aos atributos
brilho, bolhas, pontos escuros, aroma acido, aroma doce, aroma de mel e viscosidade.

A avaliagdo por método fisico indicou que a amostra recém pasteurizada
possuia viscosidade semelhante a do tempo inicial e superior as congeladas e maturadas (1 e
2). Porém, na avaliagdo sensorial (onde n&o foram avaliadas amostras do tempo inicial e recém
pasteurizada e sim a pasteurizada e posteriormente congelada por 180 dias) ndo houve
diferencga entre as amostras (congelada, pasteurizada e congelada e as maturadas 1 e 2). Este
resultado confirma que o congelamento ocasionou a redugéo da viscosidade do mel.

Alves et al. (2005) descreveram o perfil sensorial de méis silvestres de varios
municipios do estado de Alagoas utilizando Analise Descritiva Quantitativa. Os seguintes
atributos foram estabelecidos: a) aromas caracteristico, doce, acido, cera, floral, frutal,
caramelizado e refrescante; b) viscosidade e pegajoso; c) sabores caracteristico, melado de
cana, cera, floral, frutal, queimado, verde; d) gostos doce, acido, amargo; e e) sensacao bucal:
refrescante, adstringente. Barros et al. (2013) também descreveu o perfil sensorial de méis de
Apis por Anadlise Descritiva Quantitativa e os atributos que mais se destacaram foram
viscosidade, aroma acido, sabor floral e gosto acido. Ferreira et al. (2016) desenvolveram
vocabulario para estabelecer critério de qualidade de méis de abelhas sem ferrdo. Os autores
utilizaram a técnica do Perfil Livre e os atributos que melhor descreveram as amostras foram:
viscosidade, cor amarela, transparéncia, cor de caramelo, gosto doce, gosto acido, sabor
alcodlico, sabor residual, adstringente, aroma doce, aroma acido, aroma floral, aroma de mel.
Os atributos levantados por estes autores foram semelhantes com os deste trabalho,
principalmente em relagdo ao aroma, acido e doce, e viscosidade.

Sodré et al. (2008) avaliando o perfil sensorial de méis de Melipona scutellaris e
M. quadrifasciata submetidos a pasteurizacdo e desumidificacdo verificaram que os atributos
que melhor caracterizaram as amostras foram cristalizacdo, sabor, aroma, cor e fluidez, e
assim como neste trabalho, as amostras tratadas termicamente apresentaram maior tendéncia

a cristalizacao, e sabor e aroma acidos mais intensos.

5.3.2 Teste de Aceitagao

As notas de aceitacdo em todos os atributos avaliados foram superiores a 6,0
(em escala de 10 cm) para todas as amostras, indicando a aprovagao (Tabela 11). Ferreira et
al. (2008) empregando escala de 9 pontos (1= desgostei extremamente e 9= gostei

extremamente), também observaram aceitagado superior ao ponto central da escala (5) para
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méis de abelhas indigenas de diferentes regides do Brasil. As médias de aceitabilidade foram
maiores que as encontradas por Sodré et al. (2008) em meéis de M. scutellaris e M.
quadrifasciata, 5,04 € 5,31 em escala de 10 pontos.

Notou-se que ndo houve diferenga significativa entre as amostras quanto a
aceitacdo do atributo aroma. Em relagdo a aparéncia, sabor, textura e aceitacdo global as
amostras congelada e pasteurizada e congelada por 180 dias apresentaram as maiores

médias.

Tabela 11 — Intensidade média de atributos sensoriais de amostras de mel congelada, pasteurizada e
congelada por 180 dias, maturada a 20+5°C e a 30+£5°C.

Aparéncia Aroma Sabor Textura Aceitacéo
Global

Coigg'z‘?:‘spor 7,33£1,86° 6,72+2,23° 8,091,96° 7,711,99° 7,8941,70°
Pasteurizada e

Congeladapor  7,14+1,93° 6,37+2,40° 7,58+2,12° 7,37+2,06° 7,44£1,70°

180 dias
Maztgjgfg a 6,05:2,22° 6,16+2,33° 6,44+2,69" 6,542,18" 6,57+2,42°
Ma;::gfg a 6,1742,25° 6204219  6,3842,39° 6432229  6,49+2,25"

Média + Desvio padrédo; Médias seguidas pela mesma letra ha mesma coluna, ndo apresentam
diferenca significativa pelo Teste de Duncan (p < 0,05).

Chama atencao a diminuicdo da nota em relagao ao sabor com a diminuicdo da
dogura do produto (Tabela 9). Resultados semelhantes ja foram encontrados em outros
alimentos como café e néctar de uva (PRADO et al., 2011; PONTES et al., 2010). No mel de
abelhas indigenas, Ferreira et al. (2008) também concluiu que os consumidores preferem mel
mais doce e menos acido. Essa preferéncia por produtos mais doces também fez com que a
aceitacdo global das amostras de mel maturadas fosse inferior, porém ainda com médias

acima de 6.
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6 CONCLUSAO

O congelamento ocasiona reducgéo da viscosidade e umidade e a pasteurizagao
leva a redugao do pH do mel de tiuba. O mel sofre maturacédo natural por fermentagao acida e
alcodlica quando armazenado por 180 dias tanto em temperatura de 20°C como a 30°C. Os
microrganismos isolados e identificados foram Escherichia coli e Candida fermentati. Os
atributos que melhor descrevem as amostras sem maturar (congelada e pasteurizada) sao
pontos escuros, aroma doce, aroma de mel, gosto doce e sabor de mel e os que descrevem as
maturadas sao aroma acido, aroma fermentado, gosto acido, sabor fermentado, viscosidade e
arenosidade. O mel de Melipona Compressipes Fasciculata conservado por congelamento,

pasteurizacao e maturacao a 20°C e 30°C sao aprovados e aceitos pelos consumidores.
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APENDICES

APENDICE A

Questionario de Recrutamento de Julgadores

(Analise Descritiva Quantitativa)

Desejamos formar uma equipe de julgadores treinados, a fim de descrever o perfil sensorial de
amostras de mel maturadas. Ser um julgador ndo tomara muito seu tempo e nao envolvera
nenhuma tarefa dificil. A equipe de provadores se reunira 2 vezes por semana por um periodo
de 30 minutos, no Laboratdrio de Analise Sensorial do DCTA por um periodo aproximado de 4
meses. Se vocé deseja participar da equipe de julgadores, por favor, preencha este formulario.
Este trabalho faz parte do projeto “Maturagdo de mel de meliponineos”. Caso necessite de
algum esclarecimento ou informacgdes adicionais, ndo hesite em entrar em contato com a Prof®.
Dr®. Sandra Helena Prudéncio (Tel.: 3371.4986, e-mail: sandrah@uel.br).

Nome:

Telefone: E-mail:

1) Faixa etaria: 2) Sexo:
()15-25 ( ) Feminino
( )26-35 () Masculino
( )36-50

() Acima de 50 anos

3) Ocupacao: 4) Escolaridade:
() Aluno ( )1° Grau

() Funcionario ( )2° Grau

() Professor ( )3°Grau

() Outro () Outro

5) Indique a frequéncia de consumo de mel:
()7 dias na semana

( )6 a4 dias na semana

()3 a1dias nasemana

()1 vez por més ou menos

() Nunca

() Outro. Indique:

6) Cite 3 alimentos que sejam firmes.

7) Cite um alimento que grude no dente ao ser mastigado.
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8) Cite um alimento que seja pegajoso ao ser mastigado.

9) Especifique os alimentos que vocé nao pode comer ou beber por razdes de saude. Explique
por favor.

10) Identifique se vocé possui:

() Diabetes

() Hipoglicemia

() Doencga bucal

() Dentadura/prétese dentaria parcial ou total
() Hipertenséao (presséo alta)

() Hipotensao (pressao baixa)

11) Ja participou de algum teste sensorial? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, qual o tipo?

() Aceitagao

() Discriminativo

() Descritivo
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APENDICE B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Analise Descritiva Quantitativa)

“Maturagao de mel de meliponineos”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “MATURACAO DE MEL DE
MELIPONINEOS”, a ser realizada no Laboratério de Andlise Sensorial do DCTA da
Universidade Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa € acompanhar o processo de
maturacdo do mel de meliponineos por meio dos parametros fisico-quimicos e sensoriais. Sua
participacdo é muito importante e ela se daria da seguinte forma: desejamos formar uma
equipe de julgadores treinada, capacitada para medir a intensidade das caracteristicas
sensoriais de aparéncia, aroma, sabor e textura das amostras de mel. Para isso, antes dos
testes os participantes deverao responder o Questionario de Recrutamento de Provadores ou
Julgadores, e entdo participar dos testes de selegdo e treinamentos para depois avaliar as
amostras de mel. Todas as sessdes de teste (selecdo, treinamento e avaliagbes das amostras)
serdo previamente agendadas. Sua participacado no teste ird requerer 30 minutos em cada
sessdo, a qual acontecera 2 vezes por semana, por um periodo aproximado de 4
meses.Esclarecemos que sua participagéo é totalmente voluntaria, podendo o (a) senhor (a):
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer
Onus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informagdes serao utilizadas
somente para os fins desta e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
modo a preservar a sua identidade.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem sera remunerado(a) por sua
participacao. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serao

ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacao.

Os beneficios esperados sao contribuir com o aumento no tempo de conservagéo do mel e
desenvolvimento de um produto de alto valor agregado. Quanto aos riscos, sdo minimos
associados a ingestdo do mel do presente projeto de pesquisa, por se tratar de um produto
seguro. Caso ocorra algum tipo de desconforto, fisico, psiquico, moral, intelectual, social,
cultural ou espiritual, em qualquer etapa da pesquisa, o participante sera prontamente atendido
e amparado pela pesquisadora, podendo ser dispensado dos testes a qualquer momento. Caso
o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos contatar
(Profa. Sandra Helena Prudéncio, DCTA /CCA / UEL / Rodovia Celso Garcia Cid - Pr 445 Km
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380, s/n, fones: (43) 3371-4986, (43)9903-1659, e-mail: sandrah@uel.br), ou procurar o Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
situado junto ao LABESC — Laboratorio Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455,

e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente

preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor(a).

Londrina, de de 201_.

Pesquisador Responsavel

RG:

, tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita

acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:

Obs.: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, o texto deve estar voltado para os
pais e deve ser incluido ainda, campo para assinatura do menor e do responsavel.
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APENDICE C

Questionario de Recrutamento de Julgadores

(Teste de Aceitagao de Atributos)

Desejamos formar uma equipe de julgadores, a fim de avaliar o quanto vocé gostou de
algumas caracteristicas sensoriais de amostras de mel. Ser um julgador ndo tomara muito seu
tempo e ndo envolvera nenhuma tarefa dificil. A prova sera realizada no Laboratoério de Andlise
Sensorial do DCTA, levara em torno de 30 minutos e vocé podera fazé-la no horario em que
tiver maior disponibilidade. Se vocé deseja participar do teste, por favor, preencha este
formulario. Caso necessite de algum esclarecimento ou informagdes adicionais, ndo hesite em
entrar em contato com a Prof°. Dr?. Sandra Helena Prudéncio (Tel.: 3371.4986, e-mail:
sandrah@uel.br).

Nome:

Telefone: E-mail:

1) Faixa etaria: 2) Sexo:
()15-25 ( ) Feminino
( )26-35 () Masculino
( )36-50

() Acima de 50 anos

3) Ocupacao: 4) Escolaridade:
() Aluno ( )1° Grau

() Funcionario ( )2° Grau

() Professor ( )3°Grau

() Outro ( ) Outro

5) Indique a frequéncia de consumo de mel:
()7 dias na semana

( ) 6 a4 dias na semana

( )3 a1dias nasemana

()1 vez por més ou menos

() Nunca

() Outro. Indique:

6) Identifique se vocé possui:

() Diabetes

() Hipoglicemia

() Doencga bucal

() Dentadura/prétese dentaria parcial ou total
() Hipertenséao (presséo alta)

() Hipotenséo (presséao baixa)

7) Ja participou de algum teste sensorial? ( ) Sim () Nao
Se sim, qual o tipo?

() Aceitagao

() Discriminativo

() Descritivo
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APENDICE D

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Teste de Aceitacdo de Atributos)

“Maturagao de mel de meliponineos”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “MATURAGCAO DE MEL DE
MELIPONINEOS”, a ser realizada no Laboratério de Andlise Sensorial do DCTA da
Universidade Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa € acompanhar o processo de
maturacdo do mel de meliponineos por meio dos parametros fisico-quimicos e sensoriais. Sua
participacdo é muito importante e ela se daria da seguinte forma: desejamos formar uma
equipe de consumidores para avaliar 0 quanto gosta do mel. Para isso, antes dos testes os
participantes deverdo responder o Questionario de Recrutamento de Provadores ou
Julgadores, e entdo participar da avaliagdo das amostras respondendo o quanto gostou da
aparéncia, aroma, sabor, textura e a aceitagdo global, que serdo fornecidas durante a sessao
de avaliagdo previamente agendada. Sua participagéo no teste ira requerer 30 minutos.
Esclarecemos que sua participagao é totalmente voluntaria, podendo o (a) senhor (a): recusar-
se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer énus
Oou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informagbes serdo utilizadas
somente para os fins desta e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
modo a preservar a sua identidade.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem sera remunerado(a) por sua
participacao. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa seréo

ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacao.

Os beneficios esperados sado contribuir com o aumento no tempo de conservagcdo do mel e
desenvolvimento de um produto de alto valor agregado. Quanto aos riscos, sdo minimos
associados a ingestdo do mel do presente projeto de pesquisa, por se tratar de um produto
seguro. Caso ocorra algum tipo de desconforto, fisico, psiquico, moral, intelectual, social,
cultural ou espiritual, em qualquer etapa da pesquisa, o participante sera prontamente atendido
e amparado pela pesquisadora, podendo ser dispensado dos testes a qualquer momento. Caso
o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos contatar
(Profa. Sandra Helena Prudéncio, DCTA /CCA / UEL / Rodovia Celso Garcia Cid - Pr 445 Km
380, s/n, fones: (43) 3371-4986, (43)9903-1659, e-mail: sandrah@uel.br), ou procurar o Comité

de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
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situado junto ao LABESC — Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455,
e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente
preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor(a).

Londrina, de de 201_.

Pesquisador Responsavel

RG:

, tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita
acima.

Assinatura (ou impresséao dactiloscépica):

Data:

Obs.: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, o texto deve estar voltado para os
pais e deve ser incluido ainda, campo para assinatura do menor e do responsavel.
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APENDICE E

Ficha para Reconhecimento de Odor

Nome: Data: [

RECONHECIMENTO DE ODORES BASICOS

Os frascos cobertos contém substancias odoriferas que se encontram normalmente em casa ou no local
do trabalho. Aproxime o frasco de seu nariz, tire a tampa, aspire 3 vezes brevemente e tente identificar o
odor. Se nao Ihe vier a memoria 0 nome exato da substancia, tente descobrir alguma coisa com o qual
vocé associe a esse odor.

cODIGO ODOR
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APENDICE F

Ficha para Reconhecimento de Gostos Basicos

Nome: Data: [

RECONHECIMENTO DE GOSTOS BASICOS

Prove, da esquerda para direita, cada uma das solug¢des. As solugbes podem ter um gosto doce, acido,
salgado, amargo ou umami. Entre as solu¢gdes com gostos basicos pode haver uma amostra que tem
apenas agua. ldentifique o gosto da solugdo de cada um dos copos codificados. Enxaguar a boca com
agua antes de degustar e também entre uma amostra e outra.

cODIGO GOSTO
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APENDICE G

Ficha para Levantamento dos Termos Descritores

Nome: Data: [

LEVANTAMENTO DE TERMOS DESCRITORES

Por favor, prove as duas amostras quanto a aparéncia, aroma, sabor e textura e indique em que elas sao
similares e em que sao diferentes.

Amostras: e

APARENCIA:

AROMA:

SABOR:

TEXTURA:



Espectros Ressonancia Magnética Nuclear

b)
c)
d)
e)
f)
g9)
h)
i)
)
k)

APENDICE H

a) Tempo Inicial
Amostra Pasteurizada
Maturacédo 1 — 15 dias
Maturacdo 1 — 30 dias
Maturacédo 1 — 45 dias
Maturacdo 1 — 60 dias
Maturacéo 1 — 75 dias
Maturacdo 1 — 90 dias
Maturacéo 1 — 105 dias
Maturacéo 1 — 120 dias
Maturacdo 1 — 135 dias
Maturacdo 1 — 150 dias
Maturacdo 1 — 165 dias
Maturacdo 1 — 180 dias
Maturacédo 2 — 15 dias
Maturacédo 2 — 30 dias
Maturacéo 2 — 45 dias
Maturacédo 2 — 60 dias
Maturacéo 2 — 75 dias
Maturacédo 2 — 90 dias
Maturacdo 2 — 105 dias
Maturacdo 2 — 120 dias
Maturacdo 2 — 135 dias
Maturacdo 2 — 150 dias
Maturacdo 2 — 165 dias
Maturacdo 2 — 180 dias

100
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Composicao dos meios para purificacdo da microbiota

BHI

YMA

MRS

MYP

Camada inferior:

Camada superior:

APENDICE |

Componente Quantidade/L
Caldo BHI Conforme o rétulo
Componente Quantidade/L

Extrato de levedura 39

Extrato de malte 39

Peptona bacteriolégica 59
Glicose 1049
Agar 20 g
Componente Quantidade/L

Meio MRS Agar

Conforme o rétulo

Componente Quantidade/L
Extrato de levedura 59
Manitol 25¢
Peptona 39
Agar (0,5%) 59

Componente Quantidade/L
Extrato de levedura 59
Manitol 25¢
Peptona 39
Agar (1,0%) 109
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APENDICE J

Cromatograma dos padrdes de acidos orgénicos

25000

20000 —

15000 —

10000 ~

5000

Oxdlico U

Acético

Malico |
Latico

Citrico

\
‘ \ Succinico

Propidnico

5.0

75 100 125

\
min

128



APENDICE K

Niveis de significancia para provadores em fung¢ao da discriminagdo das amostras (pPamestra) Para cada atributo
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Atributos
Julgadores Aparéncia Aroma Sabor Textura

Cor Brilho |[Transparéncia|Bolhas| Pontos | Acido | Doce |[Fermentado| Mel (;osto Gosto Sabor Sabor |Viscosidade|Arenosidade
1 0,2869 0,2560 0,5219| 0,1136| 0,0515| 0,0166|0,9714 0,0009( 0,4398|0,0289 0,1359 0,0766| 0,3572 0,0228 0,1600
2 0,6162 0,4478 0,6795| 0,4444| 0,1088| 0,2389|0,0116 0,0828( 0,0983|0,0492 0,0425 0,0127( 0,0006 0,9084 0,4444
3 0,4977 0,4444 0,3305 -| 0,0878| 0,5603|0,0439 0,1479( 0,7591|0,0719 0,5721 0,2863| 0,2912 0,8814 0,4444
4 0,2542 0,7656 0,7190( 0,1908| 0,2139| 0,1731|0,8676 0,0894( 0,1225|0,1037 0,6240 0,0110| 0,1254 0,6104 0,3356
5 0,4143 0,2500 0,4531 -|  0,4444] 0,8155(0,6136 0,3394( 0,5788/0,0938 0,4782 0,6229| 0,7741 0,4444 -
6 0,9456 0,2500 0,3990( 0,8622| 0,2942| 0,4685|0,2948 0,2629( 0,7511|0,1353 0,2247 0,3138| 0,7045 0,5701 0,4444
7 0,2691 0,7307 0,1952| 0,2178 0,2491( 0,4444|0,4722 0,6313| 0,6182|0,3577 0,9228 0,2302| 0,4810 0,7014 -
8 0,5662 0,9494 0,3029 -|  0,0278| 0,4976|0,2660 0,8738 0,0715|0,0114 0,1477 0,0099|( 0,4110 0,7756 -
9 0,6676 0,0198 0,7901| 0,4444| 0,2469| 0,4617|0,9326 0,5553| 0,2052|0,4132 0,6991 0,8446| 0,2536 0,4756 0,4444
10 0,2995 0,4967 0,4683| 0,0117( 0,2519| 0,6202|0,0049 0,0520( 0,2452(0,6901 0,4357 0,0914( 0,5898 0,7595 0,1622
11 0,1267 0,8206 0,5706| 0,1600| 0,7334| 0,1675|0,6155 0,0882( 0,6735|0,0582 0,1986 0,2951( 0,0118 0,5355 0,4166
12 0,0789 0,1232 0,0067| 0,1774 0,7175| 0,4858|0,9363 0,4292| 0,2520(0,4050 0,1192 0,0022( 0,4858 0,9499 0,1350
13 0,4191 0,4835 0,1138| 0,3519| 0,2391| 0,1650|0,0346 0,0849( 0,3063|0,3481 0,0356 0,0294( 0,0126 0,2974 0,2899
14 0,0122 0,4780 0,3038| 0,2137| 0,0878| 0,1259|0,6439 0,2171| 0,7277|0,1260 0,2302 0,1617| 0,9518 0,4014 0,0460
15 0,0298 0,6650 0,2510 -l 0,2096| 0,8586(0,9246 0,0345( 0,9102|0,3432 0,4620 0,0008| 0,6282 0,8573 0,2371
16 0,2149 1,0000 0,6614 -l 0,2245| 0,3997(0,4444 0,0691| 0,1855(0,7987 0,5289 0,1872| 0,2178 0,7028 0,4444

Valores em negrito indicam pamostra 2 0,50.




Niveis de significancia para provadores em fungdo da repetibilidade (prepeticso)
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Atributos
Julgadores Aparéncia Aroma Sabor Textura

Cor |Brilho [Transparéncia|Bolhas| Pontos |Acido | Doce [Fermentado| Mel |Gosto|Gosto Sabor Sabor |Viscosidade|Arenosidade

1| 0,2587(0,2733 0,1241| 0,2469| 0,6732|0,0554|0,5741 0,7160|0,8069|0,1349|0,4053 0,1011|0,0760 0,8352 0,4444
2| 0,8575|0,0328 0,1648| 0,4444| 0,7316|0,4389|0,2036 0,0717|0,7418|0,4330|0,3556 0,0406|0,0313 0,3109 0,4444
3| 0,7128|0,4444 0,0261 -| 0,2844(0,7612(0,1065 0,0191|0,1723|0,5349|0,0850 0,0991|0,1267 0,6667 0,4444
4| 0,8890(0,0089 0,2159| 0,4444| 0,5476|0,1185|0,0868 0,0218|0,0377|0,1328/0,1361 0,4552|0,0727 0,0738 0,4444
5| 0,1836|0,0012 0,9856 -| 0,4444(0,6568(0,2489 0,9198|0,5701|0,0472|0,4218 0,9507|0,3747 0,0179 -
6| 0,8622|0,2500 0,4444| 0,8622| 0,2844|0,6902|0,0427 0,8913|0,6922|0,4243|0,3086 0,8646|0,6522 0,9588 0,4444
7/ 0,8251|0,8605 0,7022| 0,4444| 0,1219|0,4444|0,3539 0,3736|0,6994|0,4927|0,3947 0,5634|0,2889 0,2347 -
8| 0,7416|0,0917 0,3774 -| 0,0554(0,0356|0,3482 0,0707|0,1175|0,6690|0,2275 0,6000/0,4122 0,2399 -
9| 0,7848(0,0001 0,0004| 0,4444( 0,3478|0,7519|0,0183 0,7048]0,0131|0,2663(0,0346 0,1722]0,0557 0,0003 0,4444
10| 0,1978|0,0067 0,0652| 0,6709| 0,9782|0,7086|0,2485 0,0794|0,1410|0,4304|0,8224 0,0570|0,8856 0,2695 0,4444
11| 0,3325|0,4734 0,4470| 0,4444| 0,1860(0,5419|0,7664 0,0435|0,5320|0,0562|0,4238 0,1508|0,0075 0,0897 0,9856
12| 0,2358|0,7264 0,0150| 0,0596| 0,5066|0,3532|0,6779 0,2258|0,2272|0,2500|0,7058 0,4862|0,4765 0,1789 0,4444
13| 0,0568|0,5786 0,5024| 0,5201| 0,4159|0,0617|0,0599 0,0448|0,2200|0,6622|0,4794 0,1629|0,3344 0,0538 0,4444
14| 0,1739|0,0322 0,3815| 0,5631| 0,3230(0,2716|0,0892 0,7723|0,0396|0,0997|0,0096 0,2545|0,0113 0,7672 0,3205
15| 0,6526|0,6650 0,5231 -| 0,7010(0,9769(0,9246 0,6514|0,0391|0,9219|0,5440 0,6432|0,5088 0,0002 0,4444
16| 0,2026|0,0001 0,9285 -| 0,2352(0,8954(0,3768 0,1451)|0,9106|0,3401|0,7901 0,1872|0,4444 0,8767 0,4444

Valores em negrito indicam pPrepetica0<0,05.




Médias da equipe e de cada julgador para os atributos de cada amostra
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Julgador/ Atributos
Aparéncia Aroma Sabor Textura
Amostra Cor |Brilho|Transparéncia|Bolhas| Pontos |Acido | Doce [Fermentado| Mel |Gosto|Gosto Sabor Sabor |Viscosidade|Arenosidade
11 1,13| 8,40 8,33 0,33 0,63 1,93 2,30 2,40 3,60/ 1,20 6,00 2,27| 5,90 1,17 0,00
1/2 1,30 8,50 8,47 0,27 0,33 2,07 2,10 4,43 2,33 1,43| 6,13 2,53| 6,03 0,83 0,00
1/3 2,00 8,47 7,93 0,17 0,17| 2,07 2,07 497\ 3,43| 1,07| 5,43 6,00 4,80 0,93 0,80
1/4 2,00] 8,43 8,07| 0,30 0,37| 1,53 2,00 3,83] 1,70 0,97 5,37 4,63 4,97 1,17 0,20
2/1 3,63| 8,40 8,40 0,20 0,23 2,03| 2,17 2,67 2,83 2,97| 3,60 2,00] 3,20 0,83 0,00
2/2 4,17 8,40 8,40 0,20 0,13| 2,20{ 2,03 3,77 2,87| 3,07 3,27 2,30 3,00 0,97 0,00
2/3 3,97 8,20 8,00 0,03 0,30 2,30 2,30 3,37 3,00, 2,73 3,00 2,30 2,87 1,03 0,13
2/4 447 8,37 8,17| 0,17 0,27| 1,97 2,43 3,93 3,17 3,80 3,37 2,771 3,00 1,10 0,17
3/1 2,57 5,30 6,53 0,90 1,07 3,07 5,37 2,97 5,73| 1,47 5,83 1,40 6,70 5,53 0,23
3/2 3,63| 5,23 577 1,17 0,47| 2,87 4,60 2,83 6,23 1,67 5,37 1,40\ 7,27 6,20 0,00
3/3 3,60 4,80 3,73 2,03 0,53| 4,63 4,47 3,70 4,13| 4,83| 4,93 5,33] 3,93 5,17 1,23
3/4 4,37 5,03 3,53 0,50 0,37 3,37 4,50 3,53| 5,30 4,40 4,23 4,20 4,50 5,13 0,13
4/1 5,00 6,87 5,93| 3,57 2,73| 4,97| 3,13 4,60 3,87 4,57| 3,73 3,33| 3,90 3,90 0,17
4/2 4,70| 6,67 6,07 3,47 1,80 5,07 3,07 4,10 3,80 2,87 5,33 3,00 5,63 4,57 0,00
4/3 5,90 6,57 447 5,40 1,30 4,23 3,70 3,23 4,83 4,70 3,90 3,60| 4,00 4,73 4,77
4/4 550/ 7,13 547 3,23 3,83| 4,13 3,87 533| 4,77 3,70 4,67 4,40| 3,83 3,13 2,17
5/1 5,20 8,30 8,33| 0,00 1,03 1,50| 8,10 1,63 8,13| 1,67 8,20 1,47| 8,23 2,60 0,00
5/2 517 8,10 8,27| 0,00 0,07 1,80( 7,80 1,53 7,87 2,27| 8,40 1,33 8,27 2,63 0,00
5/3 5,20 7,40 6,07| 0,00 0,00 2,17 8,23 5,93| 8,20 3,83| 8,27 7,07 8,17 2,73 1,60
5/4 5,27 7,90 7,23| 0,00 0,00 1,77 8,10 5,47 8,00 3,30 8,17 5,97 8,17 3,07 0,37
6/1 1,53| 8,50 4,60 0,07 0,07 2,03| 1,57 0,73| 1,57 2,30 7,60 1,13 1,30 2,73 0,00
6/2 1,47| 8,50 5,13 0,00 0,10 3,30 1,27 1,13 2,40| 3,20 7,50 0,90 1,67 2,03 0,07
6/3 1,47 8,50 0,97 2,67 0,00| 3,53 1,07 5,60| 0,93 4,53| 4,67 4,73 0,93 2,07 0,83
6/4 2,57 8,50 1,40 0,27 0,00| 4,20f 1,17 4,90 1,13| 5,70 4,83 6,47 1,23 2,57 0,73
71 2,53| 8,07 8,10| 1,50 1,37 5,97 5,70 6,37| 6,57 6,70 7,40 6,00] 7,13 2,63 0,03
7/2 2,70 8,40 8,33 1,13 0,90/ 6,30 5,80 597 6,37 6,43| 7,63 6,43| 7,27 2,23 0,07
7/3 2,40 7,73 6,73| 0,67 0,40| 6,23 5,77 6,10| 5,73| 6,47 6,87 6,70| 7,13 2,80 2,40
7/4 2,77 7,93 747 0,23 0,47 6,97 547 6,97| 6,33 7,50 7,53 6,60 7,37 1,83 1,17
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8/1 3,43| 3,73 3,70/ 0,27 0,07| 1,57| 1,07 1,63 1,17 1,27 3,03 1,73| 1,57 3,93 0,00
8/2 2,00 3,57 3,13 0,37 0,10 2,27| 1,87 2,000 1,63 1,40( 3,07 1,70 2,13 3,70 0,00
8/3 3,90 2,80 2,85 0,15 0,00/ 2,00[ 1,00 1,85 1,40 1,65/ 1,65 2,50| 1,40 3,20 0,35
8/4 433 3,67 2,33 0,10 0,07| 2,20] 1,70 2,27 1,03| 1,97 1,80 2,67| 1,47 4,20 0,10
9/1 5,20] 4,00 5,30/ 0,63 0,17| 1,43| 2,87 0,70 4,03| 063| 547 0,50| 5,17 0,87 0,00
9/2 4,87| 4,90 423 1,60 1,00 0,87 2,77 0,50 3,03| 0,60 5,10 0,50| 5,13 1,13 0,67
9/3 4,90| 4,13 3,37 1,27 0,40/ 0,83 2,57 2,00 3,30 0,73] 1,43 3,67| 3,67 0,97 4,80
9/4 547| 4,90 357| 0,93 0,73| 0,70[ 1,50 457 3,000 097 3,07 2,93 3,93 1,60 1,60
10/1 6,37| 8,03 7,57| 0,53 1,63| 2,557 5,47 1,20 6,13 2,77| 7,40 5,33| 7,27 5,43 0,00
10/2 563| 7,90 7,93 0,27 2,07| 1,87 587 1,23| 6,00 1,77 7,60 2,30| 7,30 6,00 0,00
10/3 6,90 7,40 523| 2,57 0,23| 4,40( 6,57 3,63| 6,70| 6,83 6,53 7,17| 7,20 6,60 7,47
10/4 6,23 7,70 7.17| 0,20 0,53| 2,47\ 6,07 1,23| 6,43 6,77 657 5,80 7,13 6,50 3,73
11/1 1,70 7,10 8,17| 0,27 0,33| 6,90 6,57 447 473 7400 717 517| 5,40 0,87 0,00
11/2 1,43| 7,40 8,17| 0,17 0,43 5,23| 6,60 2,53| 6,23 5,70 5,63 3,93 6,77 0,73 0,00
11/3 3,30 6,53 1,73| 0,57 1,83 6,73 4,17 7,60 3,67 7,30 4,47 7,67 4,87 0,77 3,30
11/4 3.43| 6,87 3,77 0,17 0,23| 6,47| 3,10 7,90 1,90 6,63 4,03 7,97| 4,97 0,90 0,73
12/1 1,67| 2,20 3,07 0,13 0,23 1,00[ 3,10 2,10| 4,07| 097 3,20 2,00| 4,07 1,00 0,00
12/2 2,00 2,63 417| 0,03 0,17| 1,07| 3,07 0,77 3,97 1,03 347 0,83| 4,30 1,33 0,00
12/3 2,40 2,60 3,20/ 0,00 0,10/ 1,60 3,10 1,57| 3,80| 2,47 3,40 1,63| 3,90 1,83 0,67
12/4 3,40| 3,43 3,23| 0,00 0,57| 2,07| 2,67 1,87 3,87 2,63 3,10 2,00 4,07 1,60 0,13
13/1 5,13| 8,27 547 0,07 0,40 7,63| 8,40 7,93 8,33 8,13 8,40 7,43| 8,37 4,87 0,07
13/2 553 8,37 547| 0,10 0,57| 7,43| 8,20 8,13| 8,27 7,13 833 7,73| 8,33 5,80 0,10
13/3 6,17| 8,27 3,83 2,17 0,30/ 7,60/ 8,30 8,13| 8,33 6,17 8,20 7,57| 8,13 5,13 3,63
13/4 5,80| 6,87 517| 0,67 0,07| 7,67| 8,33 8,13| 840 7,73| 843 7,60 8,10 4,70 1,03
Média da 347% 6,71° 6,42°| 0,65° 0,77% 3,28% 4,29* 3,03%| 4,67°| 3,23 5,93 3,06°| 5,25° 2,80' 0,04
equipe 3,43" 6,81° 6,43"| 067’ 063’ 326" 4,23° 2,99" 4,69* 297" 591° 2,68"| 5,62 2,94* 0,07°
4,01° 6,42 447" 1,36% 043" 3,72 4,10 4,44% 4,42° 410° 4,83 5,07%| 4,69 2,92° 2,46*

4,28 6,67 512°| 052" 0,58 3,50°| 3,92 461* 423" 4,31*| 5,012 4,92° 4,832 2,88° 0,94°

Valores em negrito indicam discordancia com a ordem das médias da equipe.
Amostra 1: Congelada

Amostra 2: Pasteurizada

Amostra 3: Maturada a 20£5°C
| Amostra 4: Maturada a 30+5°C




APENDICE L

Teores dos compostos identificados pela técnica de ressonancia magnética nuclear
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Tempo Inicial
Pasteurizada
Congelada
M1 15d
M1 30d
M1 45d
M1 60d
M1 75d
M1 90d
M1 105d
M1 120d
M1 135d
M1 150d
M1 165d
M1 180d
M2 15d
M2 30d
M2 45d
M2 60d
M2 75d
M2 90d
M2 105d
M2 120d
M2 135d
M2 150d
M2 165d
M2 180d

Etanol (mg/mL) Acido Latico (mg/mL) Glicose (mg/mL) Sacarose (mg/mL)

1,09
1,16
06
0,47
1,6
0,89
2,05
1,5
3,36
2,35
4,25
2,2
4,44
3,2
2,62
0,93
0,45
1,76
2,83
3,39
0,56
4,49
3,05
16,45
19,45
2,98
4,06

2,32
2,43
2,55
2,05
2,12
2,07
2,16
2,09
2,13
1,98
2,56
2,06
2
2,11
1,89
2,13
1,85
2,05
2,01
2,14
1,88
2,07
2,12
1,94
2,05
2,1
1,96

277,89
650,53
135,69
134,18
209,88
104,82
109,93
111,2
212,48
92,13
126,2
81,55
149,51
97,23
74,83
152,22
58,05
214,64
133,32
152,12
25,79
158,29
101,21
555,42
682,22
69,67
98,17

2,87
5,64
1,53
1,04
1,71
0,82
1,03
0,97
1,68
078

04
0,66
1,44
0,77
0,67
1,25
0,52
1,81
1,08
1,55
0,25
1,68
1,07
5,84
7,16
0,76
1,01






