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Resumo

A geleia real ¢ uma substancia com aspecto de pasta gelatinosa, de cor branca, ligeiramente amarelada,
secretada pelas glandulas hipofaringeanas ¢ mandibulares das abelhas operarias. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar o potencial antioxidante da geleia real, ao longo do tempo de armazenamento. Os parametros
fisico-quimicos utilizados foram: umidade, teor de acido ascorbico e de fenolicos totais. As amostras foram
submetidas ao processo de extragdo dando origem ao extrato alcodlico, que foi aplicado ao teste do 1,1-difenil-
2-picrilhidrazil (DPPH) para avaliagdo da atividade antioxidante in vitro. A geleia real apresentou baixos teores
de acido ascorbico (de 0,75 a 1,31mg.100g™! base umida) e de fendlicos totais (de 14,26 a 28,30mg EAG.100g"!
base umida). As porcentagens de descoloragdo do DPPH pelo extrato alcoolico das amostras ficaram acima de
50%, exceto aos 90 dias de armazenamento. A partir dos resultados obtidos, considerando-se os reduzidos teores
de acido ascorbico e de fenodlicos totais e, ainda, o baixo desempenho do extrato alcoolico das amostras no teste
de atividade antioxidante in vitro, conclui-se que a geleia real apresenta potencial antioxidante relativamente
baixo. O tempo de armazenamento ndo foi determinante nas alteragdes encontradas.

Palavras-chave: Acido Ascorbico; Compostos fendlicos; Umidade

Abstract

Evaluation of the antioxidant potential of royal jelly during storage. Royal jelly is a creamy substance
produced by young nurse worker bees, which has a color that ranges from white to slightly yellow, and is
secreted by the hypopharingeal and mandibular glands of the bees. The objective of this work was to assess
the in vitro antioxidant potential of royal jelly while in storage. The physical-chemical parameters analyzed
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were moisture, ascorbic acid and total phenolic content. Alcohol extracts were made and used to evaluate the
1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity. The ascorbic acid (to 0.75 from 1.31mg.100g™
wet base) and total phenolic content (to 14.26 from 28.30mg GAE.100g™"' wet base) of the royal jelly were low.
The percentages of DPPH discoloration of the samples were above 50%, except for the samples stored for 90
days. Considering the reduced ascorbic acid and total phenolic content, and the low alcohol DPPH scavenging
activity of the samples, it can be concluded that royal jelly presents relatively low antioxidant potential. The

storage time did not determine the changes found.

Key words: Ascorbic acid; Moisture; Phenolic content

Introducao

Segundo Krell (1996), a defini¢do exata de geleia
real esta relacionada ao método de produgdo, sendo,
portanto, o produto da secre¢dao do sistema glandular
cefalico (glandulas hipofaringeanas e mandibulares)
das abelhas operarias, coletado até 72 horas, depois
de ocorrida a transferéncia da larva (BRASIL, 2001).
Essas glandulas, situadas na cabega do inseto, t€ém a
producdo méaxima nas abelhas jovens, sendo aquelas de
idade entre trés e dez dias as mais produtivas. A geleia
real ¢ oferecida como alimento para as larvas de todas
as castas (operaria, zangao e rainha) até o terceiro dia
de vida, bem como para a rainha durante toda a sua vida
(MARCHINI, 1995).

A geleia real constitui o tinico alimento da abelha
rainha. O valor nutritivo potencial dessa substancia
evidencia-se pelo fato de ela produzir um individuo (a
rainha), anatomica e fisiologicamente diferente de outro
(a operaria), que pertence ao mesmo sexo (feminino)
e ¢ proveniente do mesmo tipo de ovo fecundado.
Além disso, deve-se considerar a grande longevidade
da rainha, que pode viver até cinco anos, enquanto a
operaria vive, em média, seis ou sete semanas (KERR;
AMARAL, 1960).

Por muitos anos a geleia real foi utilizada como
alimento exclusivo das abelhas, mas com o passar do
tempo o homem passou a utiliza-la como cosmético ou
suplemento alimentar, devido a crenca de que ela exerce
efeito similares em seres humanos (MARCHINI, 1995;
JAMNIK et al., 2007).

Por ser um produto de dificil obtencdo, uma vez
que € produzida em quantidades pequenas, e de grande
procura, devido aos beneficios que sdo atribuidos ao seu
uso, a geleia real alcanga prego consideravel no comérceio,
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sendo comuns os episodios de adulteragdo do produto,
por adi¢@o de substancias com o intuito de aumentar o
volume. Um dos adulterantes mais comumente utilizados
¢ a agua (AMOEDO; MURADIAM, 2002).

O potencial antioxidante da geleia real pode ser
expresso pela quantidade de substancias antioxidantes
presentes, como o acido ascorbico e compostos
fendlicos. A importancia dessas substancias para a
satide fundamenta-se na capacidade de inibir ou retardar
a formacdo e a acdo deletéria de certos compostos
oxidantes, provenientes do metabolismo do oxigénio
molecular, popularmente conhecidos como radicais
livres (ISHIMOTO, 2003).

Devido a perecibilidade, geralmente o produto ¢
armazenado e comercializado a baixas temperaturas.
Pelo fato de ndo haver uma determinagao especifica com
relagdo a validade comercial, persistem duvidas sobre a
preservagao do valor nutritivo e, principalmente, sobre
a manuten¢ao das propriedades antioxidantes da geleia
real ao longo do periodo de armazenamento.

Considerando-se o valor nutritivo da geleia real
e, ainda, a escassez de informagdes sobre o produto, a
presente pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial
antioxidante da geleia real, ao longo do tempo de
armazenamento.

Material e Métodos

Obtengao das amostras

As amostras de geleia real foram obtidas
junto ao apiario experimental do P6lo Regional de
Desenvolvimento Tecnologico dos Agronegdcios do Vale
do Paraiba, localizado na cidade de Pindamonhangaba
— SP (22°57’S, 45°27°W, 560m), 6rgdo pertencente
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a Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios
(APTA) da Secretaria de Agricultura e Abastecimento
do Estado de Séao Paulo.

A geleia real foi obtida a partir de um sistema de
producao comercial de abelhas rainhas, que teve como
base o método Doolittle (1899), com modificagdes.
Larvas de 24 a 36 horas foram transferidas, com auxilio
de uma agulha de enxertia articulada (tipo chinesa), para
ctpulas de cera fixadas, espagadamente, em barras porta-
ctipulas (20 ctpulas por barra). Os dois quadros contendo
as barras porta-cupulas (duas barras por quadro,
totalizando 40 cupulas) foram introduzidos em seis
colmeias recrias orfas (sem rainha), onde permaneceram
de 64 a 66 horas, ocasido em que a geleia real foi colhida.

Durante todo o periodo experimental, as colmeias
foram manejadas visando a manutencdo do status
populacional adequado a producdo de geleia real.
Desse modo, foi mantida a propor¢ao de quatro a cinco
quadros de cria operculada ou cria nascente (crias
que se encontram em células seladas, na fase final do
processo de metamorfose, proximo a emergéncia ou
nascimento), um a dois quadros de cria ndo operculada
(crias em fase larval, que ainda recebem alimentagao),
um a dois quadros de alimentos. Semanalmente, em
caso de necessidade de suplementagdo alimentar,
devido a escassez de alimento no campo, os enxames
receberam 3L de alimento energético (xarope de aguicar
a 60%) em alimentador tipo Boardman e 100g de
substituto protéico, elaborado com polen, farinha de soja
desengordurada (1:3) e xarope de agticar (1:1), colocado
sobre os quadros de cria, em sacos plasticos com fendas,
para facilitar o acesso das abelhas.

Em outra area, durante todo o periodo experimental,
foi mantido um apiario de apoio, com 30 colmeias, com
o objetivo de oferecer ou receber os quadros de cria
necessarios para permitir o manejo proposto.

A geleia real foi retirada das realeiras com o
auxilio de uma pequena espatula de plastico descartavel,
transferida para frasco de vidro protegido da luz e,
imediatamente, armazenada em freezer a —18°C.

Cada amostra foi constituida por dois lotes, sendo
cada lote composto da geleia real proveniente de dois
ciclos de produgao consecutivos, uma vez que em cada
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ciclo obtinha-se 37,5g do produto, a quantidade minima
para os procedimentos analiticos era 75g os 6 intervalos
de tempo propostos (12,5g de amostra para cada
intervalo de tempo). As amostras foram analisadas no
decorrer do periodo de armazenamento, considerando-se
os seguintes intervalos de tempo: 0, 15, 30, 60,90 ¢ 120
dias. O limite de 120 dias foi estabelecido em func¢ao
da quantidade de amostra necessaria para as analises e
considerando-se que foram efetuadas duas repetigdes,
para cada intervalo de tempo.

Analises fisico-quimicas

As amostras foram descongeladas em temperatura
ambiente, homogeneizadas e pesadas nas respectivas
quantidades para a realizacdo das diversas analises.

a) Umidade: foi determinada segundo protocolo
analitico da AOAC (1996, apud INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). Pesou-se 5g de amostra,
que permaneceu em estufa a vacuo a 70°C, seguido
de pesagem até peso constante. Os resultados foram
expressos em porcentagem de agua da amostra.

b) Teor de acido ascorbico: foi determinado segundo
protocolo analitico da AOAC (1984). Pesou-se
S5g da amostra de geleia real, a qual foi diluida
em 25mL de acido oxalico a 0,2%. Apoés agitacdo
para homogeneizacao, foi tomada uma aliquota
de 10mL, que foi transferida para erlenmeyer de
125mL e adicionado 10mL de acido oxalico, que
na sequéncia foi titulada com Reativo de Tillmans
(2,6 diclorofenol-indofenol), até a obtencdo de
uma coloragdo ligeiramente rosada e estavel
por 15 segundos. Os teores de acido ascorbico
das amostras foram calculados tomando-se por
base um padrdo de 4cido ascorbico, previamente
determinado. Os resultados foram expressos em
mg de acido ascorbico por 100g de amostra.

¢) Teor de fenolicos totais: foi realizada de acordo
com Singlenton e Rossi (1965). Para a obtengao dos
extratos, foram pesados 2,5g da amostra, ao qual
foram adicionados 35mL de etanol 70% (v/v). Em
seguida, agitou-se em homogeneizador magnético
por 45 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. A solugdo foi filtrada em papel filtro ¢ o
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volume completado até¢ 50mL com etanol 70%.
A etapa de extracdo foi realizada em triplicatas e,
o extrato, transferido para tubos de ensaio 2mL.
Em seguida, adicionou-se 10mL do reagente
Folin-Ciocalteau. Decorridos oito minutos e trinta
segundos a temperatura ambiente, adicionou-se
7mL de solug¢do saturada de carbonato de sodio.
Apds agitacdo, os tubos foram colocados em local
escuro por duas horas para desenvolvimento da
cor. Este método baseia-se na reducdo dos acidos
fosfomolibdico e fosfotingstico em solucdo alcalina,
sendo o mais utilizado para a determinagdo de
compostos fendlicos totais em alimentos. A cor azul,
produzida pela redugdo do reagente Folin-Ciocalteu
pelos fenolicos, foi medida em espectrofotometro
MICRONALB 34211, a 765nm. Os resultados foram
calculados com base na equacdo da reta obtida a
partir da curva padrao do acido galico (Figura 1). Os
resultados foram expressos em mg de equivalente de
acido galico (EAG) por 100g da amostra.

FIGURA 1: Curva padrio do acido galico.
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Transferiu-se 1mL de cada extrato etandlico para
béqueres devidamente tarados, que foram colocados
em estufa a 105°C até a evaporagao total do solvente.

Pesou-se até peso constante (AOAC, 1995). O resultado
foi expresso em mg.mL! do extrato.

Teste de Atividade Antioxidante in vitro

Os extratos etanolicos foram submetidos ao método
do DPPH, para avaliagdo da atividade antioxidante.
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Teste do DPPH: a capacidade das amostras de
sequestrar radicais livres foi medida utilizando-se o
método descrito por Brand-Willians et al. (1995), com
modificagoes. Este método baseia-se na remoc¢ao do
radical estavel DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)
do meio da a¢do dos antioxidantes presentes no
extrato da amostra. O grau de descoloracdo do radical
DPPH, ap6s 20 minutos da adi¢do do extrato em uma
solucdo metandlica foi medido em espectrofotdmetro
MICRONAL B 342 11, a 517nm.

A atividade de sequestro do radical DPPH foi
calculada pela Equagao:

[1-(Absorbancia da amostra—

pods _ Absorbancia do branco da mesma)]
Descoloragdo = — - x 100
DPPH Absorbancia do branco do ensaio do
DPPH
O padrao utilizado no teste foi o butil-hidroxi-
tolueno (BHT) a 0,2mg.mL"".

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de
Variancia (One way ANOVA) e ao Teste Tukey para
comparagao de médias, em nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao
Analises fisico-quimicas

Os resultados relativos ao teor de umidade, acido
ascorbico, fenolicos totais e atividade antioxidante das
amostras estdo reunidos na Tabela 1.

A amostra relativa ao tempo de armazenamento
zero apresentou teor de umidade baixo em relagdo aquela
armazenada por 30 dias. Para os demais resultados
observou-se que nao houve diferenga significativa
(p>0,05) entre as amostras.

Os teores de umidade estdo de acordo com os
resultados obtidos por Amoedo; Muradian (2001), que
obtiveram umidade média de 67,57% para a geleia
real, entre valores que variaram de 62,38 a 70,83%.
Desse modo, pode-se verificar que existe pouca
variabilidade no teor de umidade da geleia real, o que
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TABELA 1: Teor de umidade, 4cido ascorbico, fendlicos totais da geleia real e atividade antioxidante, expressa pela
porcentagem de descoloragdo do DPPH, do extrato alcodlico (concentragdo 6,5mg.mL™).
Tempo de armazenamento Unidade* AA¥* FT* Descoloragao do DPPH*
(dias) (%) (mg.100g!)** (mg EAG.100g")** (%)
0 67,45° 1,312 25,23 55,032
15 68,56 1,18 24.,64* 52,95b
30 69,08? 0,96 27,67 61,30%
60 68,35%® 0,96* 28,30° 54,73%¢
90 68,80 0,75° 23,17° 45,56¢
120 68,78® 1,01 14,26° 64,71°

*Os valores representam médias de seis determinacdes. **Resultados apresentados em base umida. Médias seguidas de mesma letra ndo
possuem diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade. AA: acido ascorbico; FT: fendlicos totais; EAG: equivalente de acido
galico. Valor de % de descoloragdo do DPPH pelo BHT a 0,2 mg.mL"'= 91,88 %.

ja era esperado, por ser um produto das glandulas
hipofaringeanas e mandibulares de abelhas operarias
da mesma espécie (Apis mellifera). De acordo com
Crane (1990), a composigdo da geleia real, pode ndo
ser diretamente afetada, mantendo-se relativamente
constante quando comparada com valores obtidos na
analise de diferentes colonias, subspécies, ragas, periodo
de producdo das abelhas e pela alimentagdo por se tratar
de uma substancia secretada por glandulas especificas,
ao contrario dos demais produtos apicolas, que sao
elaborados a partir de transformacgdes de compostos
coletados das plantas.

De acordo com os resultados apresentados na
Tabela 1, o teor de acido ascorbico da amostra aos 90
dias de armazenamento foi significativamente inferior
(p<0,05) ao das amostras armazenadas por zero e quinze
dias. Para os demais resultados ndo houve diferenca
significativa (p>0,05).

A geleia real apresentou baixo teor de acido
ascorbico, quando comparado aos valores encontrados
para amostras de polen. Oliveira et al. (2006) encontraram
teores de vitamina C que variam entre 53,7 a 56mg.100g™!
de polen. Nao foram encontrados dados na literatura
sobre o contetdo de acido ascorbico em geleia real.

Quanto aos teores de fenolicos totais (Tabela 1),
pode-se observar que a amostra armazenada por 90
dias apresentou menor quantidade em relag@o aquelas
armazenadas por 30 e 60 dias. A geleia real armazenada
pelo maior periodo de tempo (120 dias) apresentou teor
inferior de fenolicos totais em comparacdo as demais

amostras.

Este estudo revela que a geleia real ¢ um alimento
com baixo teor de fendlicos totais, quando comparado
ao polen. Carpes et al. (2008) avaliaram o potencial
antioxidante do polen apicola produzido na Regido Sul
do Brasil e obtiveram teores médios de fendlicos totais de
3000,77mg EAG por 100g de poélen. Segundo Ramadan
e Al-Ghamdi (2012), a atividade biologica da geleia real
¢ atribuida, principalmente, aos acidos graxos, proteinas
e compostos fendlicos.

Os valores de fendlicos totais e acido ascorbico da
geleia real, provavelmente, estdo relacionados a presenca
de polen, uma vez que tais substancias sdo oriundas do
metabolismo secundario de plantas. De acordo com
Krell (1996), agua, proteinas, lipidios e carboidratos sdo
0s mais importantes componentes da geleia real, mas
fragmentos de exuvias de larvas, cera ¢ os graos de polen
de plantas visitadas pelos operatrias constituem cerca de
5% do peso nas amostras da geleia real.

A contaminagdo da geleia real por poélen pode
ter ocorrido na propria colmeia, uma vez que as
abelhas forrageadoras continuam a coletar néctar e
pélen, materiais basicos para o crescimento larval, a
metamorfose e o desenvolvimento do adulto e as suas
atividades. Adicionalmente, ha ainda a possibilidade de
contaminacdo devido a presenga de graos de polen no
mel, alimento utilizado como recurso energético pelo
inseto, além da possibilidade de contaminacdo durante
o processo de regurgitamento, podendo esses graos estar
presentes no contetido do papo ou partes do aparelho
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bucal das abelhas jovens que a secretam. Barth (2005),
realizando analise polinica em geleia real, verificou
que amostras oriundas de colmeias instaladas em um
mesmo local mostram tipos polinicos semelhantes, mas
em diferentes porcentagens, indicando que as coldnias
buscam recursos floristicos preferenciais. Morgado et
al. (2008) concluiram, a partir de amostras de geleia
real produzidas na mesma localidade do presente estudo
(apiarios experimentais da APTA, em Pindamonhangaba),
que a identificacdo dos tipos polinicos presentes no
produto pode, inclusive, ser utilizada como indicativo
para adulteracdes e falsas indicagdes a respeito da
procedéncia da geleia real colocada no comércio.
Pelo reconhecimento da vegetacdo através da analise
polinica, ¢ possivel levantar associagdes fitogeograficas
que caracterizam determinada regido, estabelecendo
grupos de vegetacao indicadores através do tipo de polen
encontrado nas amostras, o que pode revelar a regido de
produgdo, considerando-se a composicao floristica do
local (MORGADO et al., 2008).

Teste de atividade antioxidante in vitro

Observou-se que houve diferenca significativa
entre as amostras no tempo de armazenamento de 15
e 120 dias, 30 e 90 dias, 90 e 120 dias (Tabela 1). A
porcentagem de descoloracdo do DPPH pelo extrato
alcoolico para a maioria das amostras ficou acima de
50%, exceto em 90 dias de armazenamento. Comparando
os resultados obtidos para os extratos da geleia real a
6,5mg.mL"' com o resultado do padrdo do ensaio (BHT)
a0,2 mg.mL", pode-se inferir que a geleia real apresenta
potencial antioxidante relativamente baixo.

Segundo Buratti et al. (2007), dentre os produtos
apicolas, a propolis tem a maior atividade antioxidante,
seguido da geleia real e do mel.

Pode-se inferir que o método utilizado para
conservacdo da geleia real (congelamento a —18°C) ao
longo dos 120 dias de armazenamento foi eficiente, pois,
apesar do potencial antioxidante relativamente baixo, os
resultados permaneceram sem alteragdes expressivas
ao longo do tempo de armazenamento. As diferencas
observadas devem-se, provavelmente, a diversidade
dos lotes utilizados para amostragem e ndo ao tempo
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de armazenamento. Tal procedimento justificou-se pela
impossibilidade de atender, com um mesmo lote de
produgdo, as quantidades do produto necessarias para
todas as replicatas analiticas. Considerando-se a pequena
quantidade que é naturalmente produzida pelas colmeias
e o grande numero de colmeias de apoio necessarias
para manutencao do status populacional das recrias de
produgdo, conforme ja exposto, ndo foi possivel proceder
de forma diferente, sendo adotando-se a estratégia de
repetigdes no tempo, mesmo em se tratando de utilizagao
de estrutura de um Sistema de Produg¢do Industrial de
abelhas rainhas. Ressalta-se que a quantidade necessaria
foi obtida no menor espago de tempo possivel.

Considerando-se os reduzidos teores de acido
ascorbico e de fenolicos totais e, ainda, o baixo
desempenho do extrato alcoolico das amostras no teste
de atividade antioxidante in vitro, conclui-se que a geleia
real apresenta potencial antioxidante relativamente
baixo. Considerando-se o tempo de armazenamento,
pode-se concluir que esse fator nao foi determinante das
alteragOes encontradas.
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