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Resumo: O objetivo deste trabalho foi investigar, por um planejamento fatorial, se
fontes de variagio como origem floral, cristalizagio, método e operador influenciam
na determinagio refratométrica dos teores de umidade em mel. Os resultados sugeri-
ram que somente o fator operador nio interfere nesse tipo de determinagio. Foram
verificados efeitos de interagdo significativos de duas e trés variaveis entre origem
botanica, estado fisico e método. Entdo, pode ser sugerido que o método refrato-
métrico da Comissdo Européia de Mel poderia ser adotado pela legislagio brasileira
como uma alternativa ao método oficial da AOAC ja que ele independe da origem

floral dos méis, cristalizagio e operador.
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Abstract: The objective of this work was to investigate, by a factorial design,whether
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variation sources as floral origin, crystallization, method and operator influence in
the refractometric determination of moisture contents in honey. The results sugges-
ted that only factor operator not interfere in this type of determination. Significant
interaction effects of two and three variables between floral origin, crystallization
and method were verified. Thus, it can be suggested that the refractometric method
of the European Honey Commission could be adopted by Brazilian legislation as an
alternative to official method of AOAC, since it does not depend of floral origin of

honeys, physical state and operator.

Key words: factorial design; honey; moisture; refractometry.

1 Introdugio

O teor de umidade no mel tem um papel decisivo sob o ponto de vista da quali-
dade e estabilidade. A quantidade de 4gua presente no mel afeta propriedades fisicas e
sensoriais como cor, viscosidade, sabor, peso especifico, solubilidade, determinando,
dessa forma, seu valor comercial [1-3].

Normalmente, amostras de mel apresentam teores de umidade no intervalo de
13 a 25% que estdo relacionados as suas origens botanica e geografica e as condi¢des
climaticas as quais esse produto foi submetido durante sua elaboragio. O mel sendo
uma solugio saturada de aglicares, especialmente em frutose e glicose, é notavelmente
higroscopico e a adogdo de diferentes praticas de apicultura pode influenciar em seus
teores de umidade [1-3]. Sendo assim, a avaliagdo desse parametro na determinagio
da estabilidade de méis durante a estocagem (vida de prateleira) é de suma importan-
cia devido a sua relagio com a fermentagio e granulagio [2, 3].

A legislagdo em vigor para mel (Instrugdo Normativa n°® 11, 2000, MAPA) [4]
estabelece métodos oficiais para a avaliagio de parametros fisico-quimicos oriundos
do CODEX ALIMENTARIUS (1993) [5]. O teor de umidade do mel é mensurado
pelo método refratométrico de Chataway, que estabelece uma relagio da medida do
indice de refragdo com o teor de umidade. Essa técnica é considerada como um
método indireto de medida do teor de umidade.

Recentemente, a Comissio Européia de Mel (EHC) [6] prop6s uma modifica-
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¢do desse método. Tal modificagio baseia-se na realizagio de um pré-tratamento da
amostra quando ela se encontra cristalizada, que consiste na dissolu¢io dos cristais
em banho-maria a 50°C [6, 7].

Cano et al. [7] com o intuito de investigar a influéncia das variaveis: estado fi-
sico da amostra e dos métodos refratométricos da AOAC e da EHC nos teores de
umidade de méis aplicou um planejamento fatorial 22. Os resultados indicaram que
a cristalizagdo interferia na medida do indice de refragio e, dessa forma, o método
da AOAC era afetado pelo estado fisico dos méis, enquanto que o método da EHC
poderia ser adotado independentemente para amostras liquidas e cristalizadas. No
entanto, o método da Comunidade Européia ndo é adotado pelos 6rgios fiscalizado-
res brasileiros. Para que uma metodologia seja aceita como oficial, é necessario que
alguns requisitos sejam atendidos, tais como independéncia da composi¢io da amos-
tra, do instrumento de medida, do sistema de medicio e do operador, fundamentado
por um estudo de validagio [8].

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram investigar, pela aplicagdo de um
planejamento fatorial 2, se fontes de variagio como origem floral, cristalizagio, mé-
todo e operador interferem de forma significativa nos teores de umidade de méis e

estabelecer o método refratométrico mais adequado para essa determinagio.

2 Materiais e métodos

2.1 Materiais

Duas amostras de méis monoflorais de eucalipto e duas amostras de méis mono-
florais de laranja foram escolhidas aleatoriamente, estocadas em frascos plasticos de

polietileno e mantidas & -18°C até a realiza¢io das analises.

2.2 Métodos analiticos

2.2.1 Método refratométrico da AOAC

Os teores de umidade das amostras de mel foram determinados pelo método re-

fratométrico 969.38b da AOAC [9]. Os indices de refragdo foram obtidos em um
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refratometro de Abbé, termostatizado a 20°C.

2.2.2 M¢étodo refratométrico da EHC

Os teores de umidade das amostras de mel foram obtidos pelo método refrato-
métrico da Comissdo Européia de Mel (EHC) [6]. A unica diferenga dessa metodo-
logia em relagdo a da AOAC, descrita acima, € a aplicagdo de um pré-tratamento para

amostras cristalizadas com dissolugdo dos cristais em banho-maria a 50°C.

2.3 Planejamento fatorial

A influéncia das variaveis: origem floral, cristalizagio, operador e método anali-
tico nos teores de umidade de amostras de méis monoflorais foi investigada por um
planejamento fatorial 2%, cada fator sendo estudado em dois niveis [10, 11]. Os teo-
res de umidade foram determinados em duplicata e em ordem aleatoria para todas as
combinag¢Bes dos niveis dos fatores apresentados na tabela 1.

Os efeitos dos fatores do planejamento fatorial foram calculados por:

E;=(R*)=(R")

em que RT e R™ sdo as diferengas das médias dos niveis (+) e (—), respectivamente,

dos fatores envolvidos.

Tabela 1. Fatores e niveis do planejamento fatorial 2* para a determinacio do teor de
umidade em amostras de mel pela refratometria

Fatores Nivel(-) Nivel(+)
Origem Floral (A) Eucalipto Laranja
Cristalizagdo (B) Sem Cristais Com Cristais
Método Analitico (C) AOAC EHC
Operador (D) 1 2

Os efeitos das variaveis nos teores de umidade foram testados para a significancia

estatistica no nivel de 95% pelo calculo do erro padrio. Toda a analise estatistica
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dos dados foi realizada, usando o pacote estatistico Statistica and Statistica Industrial

System [Statsoft, Inc. (1995), Tulsa, USA] [12].

3 Resultados e discussiao

Em outro trabalho, os autores investigaram a influéncia da cristalizagio da amos-
tra e do método analitico nos teores de umidade por um planejamento fatorial 22
[7]. Para verificar se os métodos refratométricos estudados apresentavam também
independéncia com relagdo a composi¢do da amostra e operador, esse planejamento
foi ampliado para um planejamento fatorial 2*. Os resultados da aplicagio da técnica
estatistica sdo apresentados na tabela 2, na forma de média e desvio padrio e os efeitos

calculados sio listados na tabela 3.

Tabela 2. Teores médios e seus respectivos desvios-padrio para o planejamento fatorial 2*

Fatores
(A) (A) (C) (D) Teores Médios & Desvios Padrio
G 60 6 0 19,70 4 0,00
#6060 06 15,90 & 0,00
0 ®H 60 06 19,30 + 0,00
H +H 6 0 21,40 £ 0,14
OO NG S O] 19,70 & 0,00
H 6 H 6 15,50 + 0,28
A+ B 6 17,40 £ 0,14
+H *® 06 20,10 £ 0,28
6 6 @ 19,80 £ 0,14
@ 60 60 15,70 + 0,00
0 +H 60 ) 19,60 £ 0,14
H H 6 & 21,30 £ 0,00
660 @ @ 19,70 £ 0,0
H 6 @ &+ 15,60 £ 0,14
6+ H 17,55 + 0,21
H H B B 20,10 £ 0,00

A partir da andlise do teste-t e teste-F no nivel de 95% de confianga, foram consi-
derados como significativos os efeitos das variaveis: origem botanica, estado fisico da

amostra e método analitico, bem como as interagdes de duas variaveis - origem floral
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e cristalizagdo (A x B), origem botanica e método (A x C), cristalizagio e método ana-
litico (B x C) e de trés variaveis - origem botanica, cristalizagdo e método analitico
(A x B x C) (Tabela 3). A analise dos graficos de probabilidade normal (Figura ??-a) e
de Pareto (Figura ??-b) no nivel de 95% de confianga sugeriram que os efeitos de inte-
ragio de duas variaveis (A x C) e de trés variaveis (A x B x C) sdo pouco significativos

e podem ser explicados por ruidos embutidos nas medigbes [11].

Tabela 3. Efeitos calculados e seus erros padrio para o planejamento fatorial 2*

Efeitos Estimativas + Erro Padrio
Média Global 18,65 £ 0,02
Efeitos Principais:

Origem Floral (A) -0,89 +£0,05
Cristalizagio (B) 1,89 £ 0,05
Método Analitico (C) -0,88 £ 0,05
Operador (D) 0,05 £ 0,05
Efeitos de Interagio de dois fatores:

AxB 3,16 + 0,05
AxC 0,13 + 0,05
AxD -0,09 £ 0,05
BxC -0,73 £ 0,05
BxD 0,05+ 0,05
CxD 0,02 + 0,05
Efeitos de Interagio de trés fatores:

AxBxC 0,23 + 0,05
AxCxD 0,04 + 0,05
AxBxD 0,08 + 0,05
BxCxD -0,03 £ 0,05

De acordo com os resultados do planejamento fatorial, a origem floral dos méis
interfere nos teores de umidade (Figura 2). Isso estd relacionado ao fato dos méis mo-
noflorais de eucalipto apresentarem valores médios de umidade mais altos (0,89%) do
que os encontrados para méis monoflorais de laranja, como observado na Tabela 3.
Isso sugere que a umidade poderia ser utilizada como um parametro para a discrimi-

. .- . \ : A
nagdo de méis monoflorais quanto a sua origem botanica e corrobora os resultados
encontrados na literatura por outros autores em estudos de caracterizagdo de méis

[13-16].
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Grafico de Probabilidade Normal dos Efeitos Padronizados
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Figura 1. Grdfico de (a) Probabilidade Normal e de (b) Pareto dos efeitos padronizados do
planejamento fatorial 2* no nivel de 95% de confianca

O efeito principal mais importante foi de cristalizagdo da amostra, pois os méis
com cristais apresentaram teores de umidade mais altos (1,89%) do que os determi-
nados para as amostras sem cristais (Tabela 3, Figura 2). Esses resultados concordam
com os dados obtidos por Cano et al. [7]. Esse fato esta relacionado ao principio
de funcionamento do refratdmetro, utilizado para as determinagdes de umidade em

mel. Nesse equipamento, durante a leitura do indice de refragio ¢ alcangada maior
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eficiéncia na luz transmitida e refletida quando as amostras analisadas s3o transparen-
tes e isentas de sujidades e cristais irregulares [17]. Para amostras de mel sem cristais,
observa-se no refratometro uma divisio nitida entre os dois campos. No entanto,
para amostras com cristais, nota-se uma menor nitidez (dependente do tamanho dos
cristais presentes na amostra) no limite entre os campos claro e escuro, o que dificulta
o ajuste correto pelo analista desses campos. Isso resulta em valores de indice de re-
fragdo e, consequentemente, de umidade, superestimados e com maior variabilidade
[18]. Em outras palavras, sio minimizados os erros sistematicos decorrentes da lei-
tura do indice de refragio no refratdbmetro quando as amostras de mel se encontram

sem cristais.

Origem Horal Estado Fisico
19,5
. 19,04 '\
g
§. ] g
T 18,04
§ 17,5 . . r T
3 Eucalipto Laranja Liquido Cristalizado
k-] Método Operador
-
f 19,51
w
@ 19,04 \
g &
= 18,54 \-
18,0 4
17,5

AOAC EHC 1 2

Figura 2. Diagrama para interpretagio dos efeitos do planejamento fatorial 2* para a
determinacdo do teor de umidade em mel

O efeito principal de método analitico sugere que quando se aplica 0 método re-
fratométrico da AOAC sdo obtidos teores de umidade superiores (0,88%) em relagdo
aos determinados pelo método da EHC (Tabela 3, Figura 2). Isso esta relacionado ao
fato do método refratométrico da Comunidade Européia adotar um pré-tratamento
para amostras de mel cristalizadas, que consiste na dissolugdo dos cristais em banho-
maria, antes da realizagio das leituras do indice de refragdo. Somente o efeito prin-

cipal de operador nio foi significativo, sugerindo que existe independéncia deste em
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relagdo a cristalizagdo, aos métodos analiticos e as diferentes origens florais, das amos-
tras de mel investigadas neste trabalho (Tabela 3, Figura 2).

Além dos efeitos principais, foram observados também efeitos de intera¢io de
dois fatores significativos entre as variaveis estudadas (Tabela 3), ou seja, os fatores
nio podem ser analisados separadamente, pois os seus efeitos dependem dos niveis de

outras variaveis (Figuras 3a e 3b).
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Figura 3. Grificos dos efeitos de interacdo entre: (a) origem floval e cristalizagio e entre
(b) cristalizagio e método analitico
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O efeito de interagdo de dois fatores entre origem floral e cristalizagdo, ilustrado
na figura 3-a pelo cruzamento das linhas, indicou que os teores de umidade de méis
monoflorais de eucalipto e laranja dependem do nivel da variavel cristalizagdo (sem
cristais ou com cristais). Nos méis monoflorais de eucalipto pode-se observar uma
diminui¢do nos teores de umidade quando a amostra sem cristais passa a apresentar
cristais, enquanto que, nos méis monoflorais de laranja, verifica-se 0 comportamento
oposto. Esses fatos estdo relacionados as diferengas na composi¢do de carboidratos
desses tipos de mel, especialmente de frutose e glicose, que influenciam no processo
de cristalizagio e, consequentemente, nos respectivos teores de umidade [2, 3].

O efeito de interagio entre cristalizagdo e método analitico, apresentado na figura
3-b constatou que os teores de umidade nio sio afetados pelo método refratométrico
adotado, quando as amostras de mel se encontram sem cristais. No entanto, para
amostras de mel com cristais sdo observados teores de umidade mais altos quando
se utiliza o método refratométrico da AOAC em relagio ao método refratométrico
da EHC. Como ja descrito anteriormente, o método da AOAC nio faz uso de qual-
quer pré-tratamento das amostras de mel e, portanto sdo obtidos valores superestima-
dos para os teores de umidade em amostras cristalizadas, devido a erros sistematicos
na leitura do indice de refragdo. Esses resultados sdo corroborados pelos trabalhos
realizados por Cano e al. [7, 18], em que foram realizadas comparagdes dos dois
métodos refratométricos para diferentes amostras de méis (sem cristais e com cris-
tais) aplicando-se diferentes ferramentas estatisticas (ANOVA, teste-t pareado, teste-
F para variancias e respectivos intervalos de confianga para as médias e variancias)
com o intuito de avaliar a precisio dessas metodologias e identificar possiveis erros

sistematicos.
4 Conclusdes

Os resultados do planejamento fatorial aplicado neste trabalho sugeriram que
somente os fatores: origem floral, cristalizagio e método analitico sio importantes
para a determinagio refratométrica de umidade em mel e nio podem ser analisados
independentemente, pois apresentam efeitos de interacdo de dois e trés fatores.

O efeito de interagdo entre origem floral e cristalizagdo esta relacionado a varia-
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bilidade nos teores de umidade dos méis monoflorais de eucalipto e laranja, devido

\ . . ;. ;. . ,e .
as diferencas nas propriedades fisico-quimicas desses tipos de méis, especialmente

na composi¢do de aglicares. A presenca de cristais nas amostras de mel interfere

na medida do indice de refragio pelo método da AOAC, como foi observado pelo

efeito significativo de interagdo entre os fatores cristalizagio e método analitico, de-

vido & menor nitidez na leitura do indice de refragio. Sendo assim, sugere-se que

o método refratométrico da Comissio Européia de Mel (EHC) deveria ser adotado

pela legislagdo brasileira como um método oficial para analise de umidade em mel,

considerando-se que ele apresenta independéncia da composi¢do, da cristalizagio e

do operador.
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