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COMPARISON OF METHODOLOGIES FOR ROYAL JELLY’S MOISTURE DETERMINATION. The aim of this paper was to

compare methods of moisture determination to choose the best one for the determination of this parameter in royal jelly samples.
Royal jelly is sensitive to high temperatures becoming dark and loosing volatiles in high temperatures. The methods were: vacuum
oven at 60 °C, 70 °C, conventional oven at 105 °C, Karl Fisher, dissecator with sulfuric acid and dryness with infrared light at
105 °C. Based on the results, the best method was the dissecator with sulfuric acid for moisture determination in royal jelly.
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INTRODUCAO

A geléia real é uma substancia viscosa, de coloracdo branco-
amarelada, ou branco-acinzentada, levemente opalescente, de odor
caracteristico e pungente, porém ndo desagradavel ou rancosot. Sua
composicdo quimicafoi determinada como sendo 63% de umidade,
1% de cinzas, 3,5% de lipidios, 13% de proteinas e 19,5% de
carboidratos.

Ela é secretada pelas glandulas mandibul ares hipofaringeas das
abelhas operérias jovens. E um dos produtos mais importantes para
acolméia, pois serve de alimento para as larvas em desenvolvimen-
to, e para a abelha rainha por toda a sua vida

Por ser um produto de dificil obtencdo (geralmente em quanti-
dades pequenas) e de grande procura, por conta dos beneficios que
sS40 atribuidos ao seu uso, tais como aumento defertilidade? atividade
antileucémica e contra tumores asciticos®, atividade antibidticet, e
hipocolesterolemiante®, alcanca preco consideravel no comércio,
sendo mesmo comuns os episodios de adulteracdo do mesmo, por
adicdo de substancias com o intuito de aumentar-lhe o volume. Um
dos adulterantes mais comumente utilizados é a agua.

Howe et al. em 1985° analisaram amostras de geléiareal obtidas
do comércio contraamostrasfrescas, cons derando estas Ultimas como
padr&o de qualidade, paraadeterminagdo dacomposi ¢io centesimal.
Foram determinados os teores de umidade, proteinas totais, lipidios
totais, a composi¢do dos aminoacidos e dos &cidos graxos. A carac-
terizac8o e composicéo da geléiarea também foram objeto de estu-
do de Karaali et al.” que estudaram a geléiareal turca e determina-
ram umidade, agUcares totais, lipidios, proteinas, aminoécidos, cin-
zas, minerais (ferro e célcio) e vitaminas (tiamina, riboflavina e
niacina).

Em 1992, Pamé&, baseando-se no fato de ndo haver um padréo
estabelecido que pudesse ser usado pelas agéncias regulatérias no
Brasil para controlar a adulteragdo nos produtos comerciais deriva-
dos de geléareal, iniciou um estudo para determinar a composi Gao
quimica da geléiareal de procedéncia brasileira. Analisou a umida-
de, proteinas, cinzas, lipidios, aglcares e acidez. O pesquisador veri-
ficou que sua composicdo é concordante com os valores descritos
por outros autores, emboraa gumas diferencas possam ser indicadas,
tais como o fato de as amostras brasileiras serem levemente mais

*e-mail: ligiabi @usp.br

Umidas que os exemplos citados naliteratura. Nalegislagdo brasilei-
rarecentemente publicada (Brasil®, 2001) afaixade umidade permi-
tidaparaageléareal frescaé de 60 a 70%, no entanto ndo é mencio-
nada qual a metodologia que deve ser utilizada para tal andlise. O
objetivo deste trabalho foi comparar diferentes metodologias para a
determinacdo de umidade em geléiareal.

PARTE EXPERIMENTAL
Material

Cada uma das amostras de geléiarea (total de 7 amostras, que
foram analisadas em triplicata cada uma) foi adquirida em um dos
apiarios ou entrepostos de comercializagdo de produtos apicolas
filiados A ABRACAM (Associacdo Brasileira de Apicultores Cria-
dores de Abelhas Mansas) ou aAPACAME (Associagdo Paulistade
Apicultores Criadores de Abel has Méeliferas Européias), ou ainda de
outros apicultores produtores de geléiarea no Estado de Séo Paulo.

Todas as amostras foram mantidas sob refrigeragdo a-18 °C eao
abrigo daluz, desde o recebimento até o momento da andlise. Cada
amostrade geléiarea foi proveniente de um apicultor fornecedor, e
correspondente a um lote de producgéo apicola. As amostras, foram
marcadas com letras, que serviram para identific&las nas citagoes,
sendo: A, B,C,D,E, FeG.

M étodos
Determinacdo da umidade

A determinagdo da umidade na geléiareal foi realizada por mé-

todos gravimétricos convencionais e por método volumeétrico.
Os métodos gravimétricos empregados tomaram por base a per-

da de massa da amostra, por dessecagdo até peso constante:

» em estufa avéacuo regulada para 60 °C 1 (Fanem, Brasil)

e em estufa a vécuo regulada para 70 °C %% (Fanem, Brasil)

» em estufa convencional regulada para 105 °C°!! (Fanem, Bra-
sil)

* em ambiente de baixa atividade de agua'®, utilizando-se
dessecador com &cido sulfdrico, e

»  por secagem sob infravermelho'®, em equipamento “Unidade de
secagem Mettler LTJ' (Mettler, Brasil) gjustando-se aintensida-
de daradiac&o emitida de modo que a amostra atingisse 105 °C.
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Em todos os casos, umaal iquota de cada uma das amostras (ana-
liticamente cerca de 1 g) foi submetida ao processo, até peso cons-
tante, e o teor de umidade foi calculado utilizando-se a equagdo (1):

% umidade = 100 - (((m’-t)/(m-t))x100) Q)

onde:

m = massa total do sistema (vidraria mais aliquota da amostra) no
inicio do processo

m’' = massatotal do sistema (vidraria mais aliquota da amostra) no
final do processo

t = massa da vidraria utilizada

100 = fator percentual de célculo

Para a determinag@o de umidade por submisso da amostra a am-
biente com baixa atividade de &gua, uma aliquota da amostrade cerca
de 1 g foi tomada em vidro de reldgio e imediatamente posta em um
dessecador com écido sulfurico, nele permanecendo por 15 h.

O equipamento para determinacdo de umidade por utilizacéo de
radiacdo infravermelho é composto por uma balanca que possui
acoplada uma fonte da radiacdo. Para a realizacdo da andlise, uma
aliquota da amostra foi aplicada a um suporte previamente tarado
(namaioria dos casos este suporte € um pegqueno prato de aluminio).
O conjunto suporte mais aliquota da amostra foi colocado na balan-
¢a, eamassainicia foi registrada. Em seguidafez-seincidir aradi-
acao sobre aamostra, e amassafinal (peso constante) apos o proces-
so foi novamente registrada.

A determinacdo de umidade pelo método volumétrico, baseou-
se na aguametria com reagente de “Karl Fischer” 1042,

O teor de umidade foi estimado tomando-se por base a quantida-
dedereagente (com seu respectivo fator de correcéo) necessariapara
titular adgua presente naaliquota da amostraensaiada. O célculo foi
feito utilizando a equagdo (2):

% umidade = ((v x fc )/AAE) x 100 (2

onde:

v = volume de reagente de “Karl Fischer” gasto paratitular a &gua
presente na aliquota de amostra ensaiada

fc = fator de corregdo do equivalente em agua capaz de ser neutrali-
zado pelo reagente de “Karl Fischer”

AAE = diquota de amostra ensaiada

100 = fator percentual de cdculo

Andlise estatistica

Foi realizada aandlise de variancia paraa comparagdo dos diver-
s0s métodos de determinagdo da porcentagem de umidade da geléia
real, utilizando-se um efeito bloco para controle da variagéo implici-
ta de cada amostra.

Devido a0 fato de que os métodos ndo forneceram resultados
semelhantes (médias iguais), utilizou-se a andlise de contraste®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os itens mais freqlientemente analisados em alimentos, o
teor de umidade € um importante dado de composicdo, e em aguns
casos é também um indicador da qualidade do produto.

Suadeterminagdo é norma mentefeitapor métodos gravimétricos,
também conhecidos como dessecagdo até peso constante; estes mé-
todos sdo indiretos, e determinam a umidade através da diferenca de
massa entre o0 alimento Umido e o seco.

Deacordo com as“NormasAnaiticasdo Instituto Adolfo Lutz" %,
0 aguecimento direto da amostraa 105 °C € o processo mais utiliza-

Comparagdo de Metodologias para a Determinagéo de Umidade em Geléia Real 677

do paraaandlise de alimentos em geral. Assim sendo, foi realizadaa
determinagdo do teor de umidade das amostras de geléia real, pri-
meiramente, em estufa convencional cuja temperatura foi regula-
dapara 105 °C.

Sob estas condi¢des de processo, os resultados obtidos foram
que as amostras apresentaram aspecto vitreo e coloragéo castanho-
escuro ao final do processo, 0s quais sdo caracteristicos de reacfes
de escurecimento. Originalmente, a geléiareal, que apresenta colo-
racdo amarel o-claro e aspecto cremoso, € muito diferente do produ-
to obtido apds a secagem a 105 °C.

As amostras tiveram uma perda de massa média de 69%, varian-
do entre 64,07 e 71,94%.

Quando as amostras se decompdem ou iniciam transformagdes a
105 °C (como ocorreu com as amostras de geléia real), o teor de
umidade deve ser obtido por processo semelhante, porém em estufa
avécuo com temperatura regulada para 70 °C™.

Os resultados obtidos sob essas condigdes também ndo foram
satisfatérios. As amostras continuaram apresentando modificactes
nacor. Em 70 °C, as amostras tiveram uma perda de massamédiade
67,57%, variando entre 62,38% e 70,83%.

Buscando ainda resolver a quest&o do escurecimento que se for-
madurante aandlise, as amostras foram ent&o submetidas ao proces-
so em estufa a vacuo regulada para 60 °C.

De forma idéntica ao ocorrido anteriormente, as amostras sub-
metidas a 60 °C a vacuo também apresentaram alteragdes na cor.

Ao comparar os resultados obtidos nos processos a 60 °C, a
70°C e a 105 °C, pode-se notar em todas as amostras, uma alteragdo
visivel da cor ocasionada, provavelmente, por reagdes de
escurecimento ndo enzimatico ( Reagdo de “Maillard”) e de
caramelizag@o formando HMF (hidroximetilfurfural)'®. As amostras
submetidas a 105 °C eram nitidamente mai s escuras que as amostras
submetidas a 70 °C, e estas, mais escuras que as submetidas a 60 °C.

Os aglcares e aminoacidos livres que existem naturalmente na
geléia real 16, podem ser apontados como os possiveis responsa
veis pelo escurecimento ndo enzimético. Os estudos realizados por
Chen e Chen'”, demonstraram que durante 0 armazenamento de ge-
Iéiareal em condigBes ambientes, j4 é possivel notar escurecimento,
devido areagdo de “Maillard”.

A partir destes resultados, experimentou-se um método aterna
tivo, que foi a determinagdo de umidade sob radiagcdo infravermelha.
Este método, embora exponha as amostras a um aumento de tempe-
ratura, o faz por periodos curtos, fato este, que poderia contribuir
para a preservacdo da integridade das mesmas.

Na determinagdo de umidade por exposi¢do a radiagéo
infravermelha, o teor médio obtido foi de 63,74%, variando entre
59,89 e 66,04%.

Ao final do processo, as amostras apresentavam-se claras e en-
durecidas, com aspecto resinoso, e com o odor caracteristico da ge-
|éiareal, porém mais acentuado.

Foram ainda utilizados métodos que ndo empregam o calor. As
amostras foram submetidas a um ambiente com baixa atividade de
agua (dessecador com &cido sulfurico), e também a aquametria por
titulagdo com reagente de “Karl Fischer”.

A aguametria por titulag8io com reagente de “Karl Fischer” reve-
lou resultado médio de umidade de 65,77%, entre um minimo de
60,92% e um maximo de 67,82%. Os valores obtidos no presente
estudo sdo proximos aos descritos por Serra-Bonvehi®® (66,40%) na
andlise de amostras de origem chinesa.

Durante a realizag8o destas andlises, foi possivel notar que ao
adicionar a amostra ao frasco de titulagdo, assim que ela entra em
contato com o metanol anidro, forma-se em sua superficie uma peli-
culaendurecida e de cor branca. Tal fato, levaacrer que o endureci-
mento produzido, possivelmente por denaturacdo protéica, aprisio-
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na o contelido de seu interior, tornando as trocas com o ambiente
mais lentas, 0 que torna o tempo necess&rio para a titulagdo maior
(cercade 20 min).

No processo em dessecador com &cido sulfurico, as amostras
apresentaram um aspecto fina semelhante aquele descrito quando
daandlise por radiacéo infravermelho: coloracdo clara, consisténcia
endurecida, como seformasse um filme plastico. Neste caso, asamos-
tras tiveram uma perda de massa média de 63,24%, variando entre
61,45 e 67,58%.

Na Figura 1 s8o apresentados os val ores médios de umidade de
todas as amostras, em relagdo aos métodos utilizados.

E possivel notar que de modo geral, nos processos nos quais o
calor é empregado, os valores de umidade s80 maiores que nos ou-
tros processos; excegdo deve ser feita a exposicao da amostraaradi-
acdo infravermel ho, onde ha aplicacdo de calor, porém por um curto
periodo de tempo. H& ainda que ressdltar, que nos processos que
envolvem o calor, outros componentes vol&teis das amostras podem
ser perdidos nas condicBes de andlise. Os acidos graxos de cadeia
curta, naturalmente presentes na geléia real’®, compostos voléteis e
agua provenientes de reagdo de escurecimento ndo enzimético, po-
dem ser exemplos dessas perdas durante a realizagdo das andlises.

Palma? a0 analisar amostras brasileiras de geléiareal, por aque-
cimento a 65 °C, encontrou valor médio de umidade entre 67,8 e
69,4%.

Foi redlizada a andlise de variancia das médias dos teores de
umidade obtidos através dos distintos processos, e concluiu-se que
em nivel de significancia de 5% estas sd0 estatisticamente diferen-
tes. A andlise de variancia esté apresentada na Tabela 1.

Nem todos os processos resultam no mesmo vaor de umidade.
Através do método de contraste pode-se obter quais destes resultam
valores ndo diferentes estatisticamente. Vide Tabela 2.
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Figura 1. Valores médios de umidade encontrados em amostras de geléia
real; comparagédo entre processos

60 °C = Determinag&o de umidade em estufa a vacuo regulada para 60 ° C
70 °C = Determinagéo de umidade em estufa a vacuo regulada para 70° C
105 °C = Determinagédo de umidade em estufa regulada para 105 °C

IV = Determinagdo de umidade por exposicdo da amostra a radiacao
infravermelha

H,SO, = Determinagdo de umidade por exposi¢do da amostra a ambiente
de baixa atividade de agua (dessecador de &cido sulfarico)

K F = Aquametria por titulagdo com reagente de “ Karl Fischer”

T Média + Desvio Padréo

* Média

== Médias iguais estatisticamente (ao nivel de 5%)

Tabela 1. Andlise de Variancia dos efeitos dos diversos métodos de andlise de obtengéo de porcentagem de umidade em amostras de geléiarea

obtidas no Estado de S&o Paulo
FONTE GRAUS DE SOMA DOS QUAI;)RADO ESTATISTICA  P-valor** CONCLUSAO *
LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F
Média (dp)
Efeito do Tratamento 5 507,1 101,42 62,28 0,000 rejeita HO
estufa 105 °C 69,00 (2,44)
estufa vacuo 70 °C 67,57 (2,97)
estufa vacuo 60 °C 65,91 (2,52)
Karl Fischer 65,77 (2,29)
Rad.Infravermelha 63,74 (1,97)
H,S0, 63,24 (2,12)
Efeito da Amostra (Bloco) 6 509,3 84,88 52,13 0,000 rejeita HO
Residuo ( Erro) 144 185,6 1,62
Total 125 1202,1 9,62

* - conclusdo ao nivel de significanciade 5% ; **P-valor - nivel descritivo ; dp - desvio padréo

MODELO
UMIDADE = p + tratamento + bloco + ¢
HIPOTESES DO TESTE
Ho : todas as médias sdo iguais
HA: pelo menos uma média é diferente
ESTATISTICA DO TESTE

FOBS > FCRITICO (ou equivalente se o nivel descritivo for menor que 0,050) rejeita a hipétese HO, ou seja, pelo menos
uma média difere e portanto existe efeito da fonte de variagdo
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Tabela 2: Andlises de contrastes (Método de Dunkan) entre os
diversos métodos de umidade paraamostras de geléiarea do Estado
de So Paulo.

diferencas entre médias d.m.s** concluséio a 5%
de significancia
105 -HSO, =576 0,884 rejeita HO
105 -1V =5,26 0,868 rejeitaHO
70 -HS0, =433 0,868 rejeita HO
105 -KF =324 0,849 rejeitaHO
70 -1V =383 0,849 rejeitaHO
60 -H,SSO, =267 0,849 rejeitaHO
105 -60 =3,09 0,821 rejeitaHO
70 -KF =181 0,821 rejeitaHO
60 -1V =217 0,821 rejeitaHO
KF -H,80, =252 0,821 rejeitaHO
105 -70 =143 0,780 rejeitaHO
70 - 60 =1,66 0,780 rejeita HO
60 -KF =0,15 0,780 aceita HO
KF -1V =2,02 0,780 rejeitaHO
IV -HSO, =050 0,780 aceita HO
CONCLUSAO GERAL*
H,S0, IV KF 60 70 105
* - médias estatisticamente iguais ao nivel de 5% de
significancia

** d. m. s.- diferenca média significativa ao nivel de 5%
HIPOTESES DO TESTE

Ho : asmedias A e B sdo iguais (ao nivel de 5%)

HA: asmedias A e B ndo sdo iguais (a0 nivel de 5%)
ESTATISTICA DO TESTE

médiaA - médiaB > d. m. s. rejeitaHO , ou seja, as médiasA e B
ndo sdo iguais ao nivel de significancia de 5%

Através destaandlise pode-se notar que em nivel designificancia
de 5%, possuem médias néo diferentes estatisticamente os seguintes
tratamentos:

* Aquametria por titulagdo com reagente de Karl Fischer e
gravimetria apds aguecimento em estufa a véacuo regulada para
60 °C.

*  Gravimetriaem aparelho para determinag&o de umidade por ex-
posi¢éo daamostraaradiacdo infravermel ho e exposicéo daamos-
tra a ambiente de baixa atividade de &gua (dessecador de &cido
sulfarico).

Conforme a indicagdo da andlise estatistica, 0 método que em-
prega ambiente de baixa atividade de dgua (dessecador de &cido sul-
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farico) se equivale ao método que utiliza Infra vermel ho, tendo obti-
do os menores valores de umidade, comparando-se aos outros méto-
dos.

No caso do método que que emprega ambiente de baixa ativida-
de de &gua (dessecador de &cido sulfarico), este tem a vantagem de
que sua execugdo ndo exige aparelhagem sofisticada e tem baixo
custo relativo, podendo ser indicado para a rotina do controle da
qualidade do produto, mesmo em laboratdrios menos equipados e
favorecidos.

Quanto ao método que utiliza infravermelho, este tem a vanta-
gem de ser maisrdpido e poderia ser mais vantajoso para as analises
de controle de qualidade de um laboratério mais equipado onde o
nimero de amostras geralmente € muito grande.

Como sd foi possivel a obtenggo de sete amostras de produtores
do Estado de S&o Paulo, considera-se uma amostragem pequena,
portanto os dados obtidos neste trabalho sdo maisindicativos do que
conclusivos, sugerindo-se uma continuagdo deste com maior nime-
ro de amostras.
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