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Resumo

Para a determinacdo dos teores de umidade de mel, a legislacao brasileira adota o método refratométrico proposto pela AOAC. No entanto,
em outro trabalho, os autores observaram que a cristalizacao interferia na medida do indice de refracdo quando a amostra de mel se
encontrava cristalizada e, portanto, eram obtidos teores de umidade superestimados. A Comissao Européia de Mel (EHC) adota outro método
refratométrico, que usa um pré-tratamento da amostra quando esta estiver cristalizada. Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar a
precisao destes métodos refratométricos por diferentes técnicas estatisticas e estabelecer entao o procedimento mais adequado para a analise
de umidade em mel. Os resultados da analise dos teste t no nivel de 95,0% de confianca para os teores médios de umidade das amostras
de méis sugeriram que existiam diferencas significativas entre os dois métodos refratométricos (AOAC e EHC) somente para as amostras
cristalizadas. A analise dos desvios padrao pela aplicacao do teste F e construcao de intervalos de confianca mostrou que o método da EHC
foi mais preciso que o da AOAC para amostras de méis cristalizados. Desta forma, pode-se sugerir a adocao pela legislacao brasileira do
método refratométrico da EHC, como método oficial por este ndo apresentar erros sistematicos.
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Abstract

For the determination of the moisture contents of honey, the Brazilian legislation adopts the refractometric method proposed by AOAC.
However, in other work, the authors observed that the crystallization interferes in the refractive index measurement when the honey sample if
encountered crystallized and, therefore, moisture contents overestimated were obtained. The European Honey Commission (EHC), adopt other
refractometric method that use a pre-treatment of sample when this one was crystallized. So, the objective of this work was to compare the
precision of these refractometric methods by different statistical techniques and it establish thus the more adequate procedure for moisture
analysis in honey. The results of t-tests analysis in the 95% confidence level for the average moisture contents of the honey samples suggested
that there were significant differences between the two-refractometric methods (AOAC e EHC) only for the crystallized samples. The analysis
of standard deviations by application of F-test and building of confidence intervals shown that the EHC method was more precise than the
AOAC methodology for the crystallized honey samples. In this way, it may be suggested the adoption by Brazilian legislation of refractometric

method of EHC, as official method, by this one not present systematic errors.
Keywords: honey; refractometry; precision; physical state; statistical analysis.

1 Introducao

A determinacao de umidade em alimentos € normalmente
considerada um procedimento analitico simples. No entanto,
este tipo de determinacao envolve muitas complexidades, e os
métodos existentes para a sua avaliacdo sao raramente absolu-
tos. De um ponto de vista econémico, a determinacao rapida e
confiavel deste parametro fisico-quimico ¢ imprescindivel®!!.

Alegislacao em vigor para mel (Instrucao Normativan® 11,
2000, MAPA)> estabelece métodos oficiais para a avaliacao de
parametros fisico-quimicos oriundos do CODEX ALIMENTA-
RIUS’. O contetido de umidade do mel € mensurado pelo méto-
do refratométrico de Chataway, que estabelece uma relacao da
medida do indice de refracao com a porcentagem de umidade,
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num intervalo de 13 a 25%. Esta técnica € considerada como
um método indireto de medida do contetido de umidade. Para
méis cristalizados, a Comissao Européia de Mel (EHC)® sugere
um pré-tratamento da amostra, que consiste na dissolucao dos
cristais em banho-maria a 50 °C?4,

Em um trabalho anterior, os autores empregaram um pla-
nejamento fatorial para investigar a influéncia do estado fisico
(liquido e cristalizado) e do método refratométrico adotado
(AOAC e EHC) nos valores de umidade de amostras de méis,
com o intuito de escolher a metodologia mais adequada para
esta determinacao®. Os resultados sugeriram que a cristalizagao
interferia nas leituras do indice de refracao e conseqiientemente
nos contetidos de umidade quando se utilizava o método da
AOAC, enquanto que o método da EHC poderia ser empregado
para amostras nos dois estados fisicos. Estes fatos estimulam
o desenvolvimento de mais estudos sobre a precisdo destes
métodos analiticos, especialmente porque a metodologia pro-
posta pela EHC nao € ainda adotada pelos 6rgaos fiscalizado-
res brasileiros. Sendo assim, este trabalho teve o objetivo de
comparar a precisao dos métodos refratométricos da AOAC e
EHC, em termos de médias e desvios padrao, por diferentes
técnicas estatisticas e estabelecer entao o procedimento mais
adequado para a analise de umidade em mel.
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2 Material e métodos
2.1 Material

Amostragem

Trinta amostras de méis (liquidas e cristalizadas), produ-
zidas em diferentes regides do estado de Sao Paulo - Brasil,
foram coletadas de apicultores e entrepostos e estocadas a
-18 °C em recipientes plésticos.

2.2 Métodos analiticos

Método refratométrico da AOAC

O conteudo de umidade foi determinado em triplicata pelo
método refratométrico da AOAC (2000) - método 969.38b!, sem
qualquer pré-tratamento das amostras de mel em um refrato-
metro de Abbé, termostatizado a 20 °C. Para a determinacao
da umidade, as amostras de mel foram retiradas do freezer e
mantidas em repouso até atingirem a temperatura ambiente.

Método refratométrico da EHC

Simultaneamente, o conteido de umidade foi obtido em
triplicata pelo método refratométrico da Comissao Européia
de Mel (EHC)?. A tnica diferenca do altimo método é que ele
considera o pré-tratamento da amostra, quando ela se encontra
cristalizada. Para o estudo foi usado um refratometro de Abbé
termostatizado a 20 °C. O pré-tratamento aplicado consistiu no
aquecimento de uma pequena quantidade da amostra de mel
cristalizada em um frasco de vidro com tampa, em banho-maria
a 50 °C, durante 5 a 10 minutos até a dissolu¢ao completa dos
cristais. Apés o pré-tratamento, as amostras foram mantidas
em repouso até atingirem a temperatura ambiente. Em segui-
da, foram realizadas as medidas do indice de refracao para a
determinacao de umidade.

2.3 Anadlise estatistica

Para facilitar a comparacgao entre os métodos refratomé-
tricos, os contetdos de umidade sao apresentados como a
meédia, desvio padrao e diferencas entre médias. A comparacao
entre as variancias ponderadas (Sp?) de cada um dos métodos
analiticos foi realizada pela aplicacdo de um teste F apropriado
e pelo célculo de intervalos de confian¢a para a razao entre
variancias e para os desvios padrdo ponderados (Sp) no nivel
de confianca de 95%%%!2. Para verificar a presenca de erros
sistematicos nos conteidos de umidade determinados pelos
dois métodos refratométricos, foram aplicados teste t para as
diferencas médias dos contetdos de umidade obtidos de for-
ma pareada, e calculados intervalos de confianca no nivel de
95,0% de confianca®®!%. Toda a analise estatistica dos dados foi
realizada usando o pacote estatistico Statistica and Statistica
Industrial System [Statsoft, Inc. (1995), Tulsa, USAJ'*.

3 Resultados e discussao

Os valores de umidade obtidos pelos dois métodos re-
fratométricos (AOAC e EHC)'? sdo apresentados na Tabela 1

como médias, desvios padrao e diferencas entre médias. Esta
tabela apresenta também dados qualitativos sobre o estado
fisico (liquido e cristalizado) das amostras quando foram
realizadas as analises.

A andlise dos resultados contidos na Tabela 1 sugere que
o emprego do método refratométrico da AOAC resulta em
conteidos médios de umidade superiores aos determinados
pelo método da EHC quando as amostras se encontravam
cristalizadas, o que foi verificado também por CANO et al.® em
outro trabalho. O mesmo comportamento foi observado para
os desvios padrao e diferencas entre médias. Isto sugere que
a cristalizacao interfere na medida do indice de refracio pelo
método da AOAC, produzindo assim valores superestimados
para os conteudos de umidade.

Para avaliar se as diferencas entre os contetidos médios de
umidade, obtidos pelos dois métodos analiticos, para amostras
liquidas e cristalizadas, sdo significativamente diferentes, isto €,
se ha a presenca de erros sistematicos foram aplicados teste ¢
caracteristicos no nivel de 95,0% de confian¢a®!2. Os resultados
sao apresentados na Tabela 2.

A analise do teste ¢ bicaudal (Tabela 2) sugeriu que as
diferencas entre as médias dos contetidos de umidade deter-
minadas pelos dois métodos analiticos, somente para amostras
cristalizadas, sao significativamente diferentes, pois o valor
de t observado foi superior ao tabelado no nivel de 95% de
confianca. Em vista deste resultado foi investigada a presenca
de erros sistematicos positivos, ja que foram observadas dife-
rencas positivas entre as médias dos conteados de umidade
(Tabela 2), pela aplicacdo de um teste ¢t monocaudal no nivel
de 95,0% de confianga®!2. Novamente o valor de t observado foi
superior ao valor tabelado (Tabela 2), confirmando a hip6tese
levantada. Estes resultados mostram que o método da AOAC
produz de forma sistemaética, contetidos médios de umidade
superiores aos observados para o método da EHC, e que esta
variacao sistematica é causada pela cristalizacdo das amostras
de mel. Isto sugere também que o método da AOAC s6 poderia
ser adotado para amostras liquidas, enquanto que o método da
EHC poderia ser usado tanto para amostras liquidas quanto
para cristalizadas®.

No entanto, antes de sugerir que o método da EHC seja
adotado para a legislacdo brasileira, € preciso comparar sua
precisdao com a do método oficial da AOAC. A comparacio
entre as precisoes foi realizada pela aplicacao de um teste F,
que considera a razao entre as variancias amostrais dos dois
métodos analiticos no nivel de 95,0% de confianca'?, e os re-
sultados sao apresentados na Tabela 3.

A analise do teste F' (Tabela 3) sugere que os dois méto-
dos refratométricos investigados aqui apresentam precisoes
significativamente diferentes. Para verificar qual das duas
metodologias € mais precisa foi construido um intervalo de
confianca para a razao entre variancias, no nivel de 95,0% de
confianca®!>1314, O intervalo de confianca obtido (1,85 - 5,18),
por apresentar o limite inferior maior do que 1, indica que o
método da AOAC produz maior variacao do que o método da
EHC. Todavia, a razao entre variancias pode estar localizada
em qualquer ponto entre 1,85 e 5,18 no nivel de 95% de con-
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Tabela 1. Contetidos médios, desvios padrao e diferencas entre as médias dos contetidos de umidade obtidas pelos métodos refratométricos
da AOAC e EHC para as amostras de méis.

Amostras de mel

Estado fisico*

Meétodo refratométrico

Diferencas entre

AOAC as médias
2 13 Py (Xl - xz]
Média (x,) D.P** Média (x,) D.P**
01 C 16,9 0,21 16,2 0,06 0,8
02 C 16,4 0,55 15,5 0,20 0,9
03 C 17,3 0,29 16,0 0,12 1,3
04 C 18,9 0,47 17,8 0,12 1,2
05 C 18,1 0,40 16,8 0,12 1,3
06 C 18,2 0,81 15,4 0,12 2,9
07 C 17,8 0,23 16,7 0,20 1,1
08 C 16,8 0,06 16,9 0,00 -0,1
09 L 15,8 0,10 15,8 0,12 0,0
10 L 15,8 0,10 15,9 0,15 -0,1
11 L 15,5 0,06 15,6 0,17 -0,1
12 L 15,6 0,12 15,4 0,12 0,2
13 L 15,6 0,12 15,6 0,12 0,1
14 L 16,0 0,06 16,0 0,12 0,1
15 L 16,3 0,25 16,2 0,12 0,1
16 C 17,4 0,10 16,9 0,20 0,5
17 C 18,5 0,20 17,1 0,40 1,4
18 C 18,6 0,23 17,2 0,23 1,3
19 L 17,2 0,12 17,4 0,17 -0,2
20 C 19,9 0,21 18,4 0,31 1,5
21 C 19,4 0,23 17,2 0,10 2,2
22 C 18,7 0,20 17,0 0,23 1,7
23 C 20,1 0,38 17,2 0,15 2,9
24 C 18,6 0,50 16,6 0,10 2,0
25 C 18,9 0,25 16,9 0,26 2,0
26 C 19,7 0,06 17,4 0,12 2,2
27 C 20,2 0,26 18,1 0,06 2,1
28 C 19,6 0,31 17,7 0,06 1,8
29 C 19,0 0,31 16,5 0,06 2,4
30 C 20,4 0,43 18,3 0,35 2,1

*L = liquido; C = cristalizado; e **os desvios padrao foram calculados com medidas triplicadas dos contetidos de umidade para cada um dos métodos analiticos investigados.

Tabela 2. Resultados da comparacao pareada da diferenca entre os contetidos médios de umidade determinados pelos métodos da AOAC e EHC

para amostras de méis liquidos e cristalizados.

Estado fisico Diferencas entre médias (%)

Valor de t Intervalos de confianca a 95,0%

Liquido 0,0042 0,094 [(-0,100)-0,109]
Cristalizado 1,6136 10,075 (1,281-1,946)
Looosin = 1,895 para amostras liquidas: ¢, 4., = 1,721 para amostras cristalizadas; t_, , 4;5,,, = 2.080 para amostras cristalizadas.

Tabela 3. Comparacao da precisao de métodos refratométricos usados para andlise de umidade em méis.

Método analitico Graus de liberdade Sp? F,.*
AOAC 60 0,09344
0,09344/0,03014 = 3,10
EHC 60 0,03014
*significativo quando F,. > Fcrmo,ws.eo‘sm =1,67.

fianca. Para melhor avaliar as diferencas de precisao entre os
métodos da AOAC e EHC, foram construidos entao, intervalos
de confianca para os desvios padrao ponderados de cada
um dos métodos analiticos!®!4, os quais sdo apresentados na
Tabela 4.

A andlise dos dados da Tabela 4 concorda com os resul-
tados do teste F (Tabela 3), pois ndo se observa sobreposiciao

entre os intervalos de confianca para os dois métodos anali-
ticos'®!*. Isto € melhor visualizado nos graficos de Box-Plot,
mostrados na Figura 1. Além disso, pode-se sugerir também,
que o método da EHC apresenta maior precisao do que o mé-
todo da AOAC para a determinacao de umidade em mel.

A menor precisao do método da AOAC pode ser atribuida
também a cristalizacdo do mel, que dificulta a leitura correta
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Figura 1. Grafico Boxplot de comparacao entre os métodos refratométricos da AOAC e EHC dos contetidos médios de umidade, erros padrao
e desvios padrao das amostras de méis nos estados fisicos liquido e cristalizado.

Tabela 4. Desvios padrao ponderados e seus respectivos intervalos
de confianca no nivel de 95,0% de confianca dos métodos refratomé-
tricos.

Método analitico Sp (%) Intervalo de confianca
AOAC 0,298 (0,276-0,396)
EHC 0,177 (0,157-0,229)

= 83,30; 12, = 40.48 € gl. = 60.

2
X 0075

do indice de refracéo, o que influencia diretamente nos valores
de umidade. No refratometro de Abbé, a leitura do indice de
refracao € feita somente apds o acerto do campo claro e do
campo escuro'®16,

Para amostras de mel liquidas, observa-se no refratometro
uma divisdo nitida entre os dois campos. No entanto, para
amostras cristalizadas, nota-se uma menor nitidez (dependente
do tipo de cristalizacdo da amostra) no limite entre os campos
claro e escuro, o que dificulta o ajuste correto pelo analista
destes campos. Isto resulta em valores de indice de refracao e,
conseqiientemente, de umidade, superestimados e com maior
variabilidade.

4 Conclusoes

A comparacao pelo teste t para as diferencas entre as mé-
dias sugeriu que o método da AOAC produz sistematicamente
contetdos médios de umidade mais altos do que o método da
EHC para as amostras cristalizadas. Portanto, este € indicado
somente para amostras liquidas, enquanto que o ultimo pode
ser usado para amostras nos dois estados fisicos.

Os resultados da comparacao entre as variancias pelo
teste F mostraram que os métodos apresentam precisoes
diferentes, sendo o método da EHC mais preciso do que o mé-
todo da AOAC. Estes dados reforcam as conclusoes de CANO
et al.® de que a cristalizacao interfere na medida da umidade
por métodos refratométricos que nao fazem uso de qualquer
pré-tratamento da amostra como o da AOAC, ja que o refrato-
metro € construido para a leitura de amostras limpidas, sem
cristais ou sujidades.

Desta forma, recomenda-se a adoc¢ao do método da EHC
pela legislagao brasileira, considerando-se que de acordo com
os resultados desta investigacao, este método nao apresenta
erros sistematicos, pois mostra precisao superior a do método
oficial, pode ser usado para amostras liquidas e cristalizadas
e nao sofre influéncia do pré-tratamento da amostra.
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