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Resumo
A propolis é uma mistura complexa de material resinoso recolhido pelas abelhas

em ramos de arvores, arbustos e folhas e transportado para colmeia, onde sdo
adicionadas secregdes cera e polen. As abelhas usam esta mistura com finalidades
mecanicas ou biologicas nomeadamente para a reparacdo da colmeia, controlo da
humidade, mas também para reparar favos ou impedir a entrada de possiveis invasores.
A composi¢do quimica da prépolis depende da vegetacdo em redor do apiario e das
condicBes geograficas e climaticas, observando-se a preferéncia por fontes de resina
especificas. Nas regibes de climas temperados, como Portugal, as principais fontes
vegetais de resina para as abelhas sdo o choupo, carvalho, salgueiro ou acécias.

Este trabalho tem como objetivo analisar a influéncia da origem das abelhas na
qualidade da propolis produzida, por comparacdo dos pardmetros quimicos. As abelhas
utilizadas no ensaio foram provenientes da regido Sul de Portugal (Vila do Bispo) e
Norte (Braganga), bem como do Pais Basco, Espanha. A producdo de prépolis foi

efetuada em duas regides geograficamente distintas, Braganca e Vila do Bispo.

Os resultados demonstram uma variabilidade entre a prépolis recolhida nos
apiarios do norte e sul, observando-se um maior teor em ceras e cinzas nas amostras do
apiario a sul. No que se refere & composicdo fendlica os teores em fengis totais, e
flavonoides sdo superiores para as amostras da regido norte. JA no que se refere ao
impacto da origem geografica das abelhas, verifica-se que os parametros fisicos e a
componente fendlica € geralmente semelhante para um mesmo apiario ndo se
observando diferencas significativas entre a prépolis produzida no mesmo local por
abelhas oriundas do norte, sul ou Pais Basco.

Palavras-Chave: abelhas; prépolis; origem geografica;, propriedades quimicas;

composicao fendlica.




Abstract
Propolis is a complex mixture of resinous material collected by bees from tree

branches, bushes and leaves and transported to the beehive, where secretions, wax and
pollen are added. Honeybees use this mixture with mechanical and biological purposes,
namely, to repair the hive, moisture management, but also to repair honeycombs or to
prevent the entrance of intruders. The chemical composition of propolis depends on the
botanical source around the apiary but also on the geographical and climatic conditions,
with bees preferring specific resin sources. In temperate regions, such as Portugal, the

main botanical sources of the resin are poplar, oak, willow and acacia.

The main objective of this work is to analyze how the origin of the honeybees
cam influence the quality of propolis, comparing its chemical parameters. Honeybees
used on this assay came from the south region of Portugal (Vila do Bispo) and north
(Braganca), as well as from the Basque country, Spain. Propolis production was carried

out in two regions geographically distinct, Braganc¢a and Vila do Bispo.

The results showed variability between the propolis collected in the different
apiaries, observing a greater content on wax and ashes in the apiary samples from the
south. As regards to the phenolic composition, the content of total phenol and
flavonoids was higher on the samples from the north side. In respect to the impact of the
geographical origin of honeybees, it is found that the physical parameters and the
phenolic characteristics are similar within the same apiary and no significant differences
were observed considering the origin of honeybees from north, south or Basque

country.

Keywords: Honeybees; propolis; geographical origin; chemical properties; phenolic

composition;
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Capitulo I — Introducéo

1.1 Introdugéo

A apicultura é uma atividade de criacdo racional e gestdo de abelhas meliferas
para lazer ou fins comerciais, tendo como objetivo a producao de mel, geleia real, pdlen,
cera, apitoxina, propolis ou fornecimento de colonias de abelhas para a polinizacéo,

com perspetivas de maximizar a producéo de culturas agricolas.

Esta atividade tem dado respostas significativas de sustentabilidade, causando
impacto positivo no ambito social, econémico e ambiental.*®> No que se refere aos
aspetos econdémicos e sociais, a apicultura destaca-se como alternativa de geracdo de
rendimento, proporcionando a criacdo de postos de trabalho e contribuindo para a
melhoria da qualidade de vida e fixacdo de populagdes no meio rural. Na componente
ambiental, a importante atuacdo das abelhas como polinizadoras naturais de espécies
nativas, contribui para a manutencdo e preservacdo do meio ambiente, favorecendo o

equilibrio do ecossistema e a manutencéo da biodiversidade.

A polinizacdo tem sido apontada como o beneficio mais relevante das abelhas
para a Humanidade, sendo que a sua importancia e a sua dimensao real para a vida no
nosso planeta é quase sempre ofuscada por definicdes académicas pouco assimilaveis
para o publico, e pela baixa compreensdo geral de como ocorre e quais as suas
consequéncias nos ecossistemas silvestres e agricolas.® Estima-se que aproximadamente
73% das espécies vegetais cultivadas no mundo sejam polinizadas por algumas espécie
de abelhas, 27% sdo polinizadas por outros insetos e aves como moscas, vespas,

besouros, borboletas, passaros e morcegos.”

1.2 Produtos da colmeia

O mel € na generalidade o produto que de imediato se associa com as abelhas,
no entanto, a diversidade de produtos no interior da colmeia é bastante mais elevada e
distinta, fruto ndo apenas do néctar recolhido, mas de todas as substancias que as
abelhas recolhem e produzem para o seu desenvolvimento, sustentabilidade e defesa.
Para obter a energia as abelhas consomem o mel armazenado, rico em hidratos de

carbono, enquanto para o desenvolvimento das larvas € necessario recorrer a uma fonte

Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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de proteinas, obtida através do pélen recolhido nas flores, o polen apicola, que depois
de fermentado é transformado em p&o de abelha. Nos primeiros estados larvares, bem
como para a gestacéo e alimentacdo da rainha, as abelhas produzem nas suas glandulas
um alimento especifico, a geleia real, que permite diferenciar a producdo hormonal e o

Seu crescimento.

Toda a estrutura da colmeia estd organizada com base na cera produzida

diretamente pelas glandulas no abdomen das abelhas, e que as mesmas usam para
construir os favos que suportam a criacdo e as reservas. Esta mesma cera é também
utilizada para misturar com as resinas recolhidas nas plantas, e que quando combinadas
ddo origem a um produto capaz de manter um interior anti-séptico na colmeia e
excelente para a manutencdo e reparacdo do proprio espago, a prépolis. A colmeia é
assim um espaco Unico que garante a sustentabilidade da col6nia e que por isso as
abelhas defendem, muitas vezes com sacrificio do individuo, a injecdo do veneno de
abelha, através do seu ferrdo. Esta diversidade de recursos da coldnia é por isso uma
fonte de produtos da colmeia com potencialidades distintas, e com capacidade de

proporcionar ao apicultor uma fonte de rendimento diversificada.

1.3 Mel

O mel é um alimento natural usado pelo homem desde os tempos mais remotos,
produzido pelas abelhas, a partir do néctar recolhido de flores e transportado para
colmeia onde passa por transformacdes fisicas e quimicas até sua obtencdo.” E uma
solucdo supersaturada de agucares, principalmente glucose, frutose mas também outros
constituintes, tais como enzimas, aminoacidos, &cidos organicos, carotendides,
vitaminas, minerais e substancias arométicas.”® A presenca de flavondides e &cidos

fendlicos, que atuam como antioxidantes naturais,’ é associada a alguns efeitos

Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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bioldgicos. Outras caracteristicas como a cor, aroma e sabor, dependem, principalmente,

das fontes vegetais, das regides geogréficas e clima de onde o mel é produzido.

Para além das suas propriedades nutritivas, o0 mel é também reconhecido pelas
suas propriedades terapéuticas. Com grande utilizacdo na medicina tradicional, esta
referenciado como tendo acdo favordvel sobre varias perturbacdes do aparelho

respiratorio, circulatério e digestivo, o figado e denticéo das criancas.”®

1.4 Melada

A melada, um tipo especifico de mel, é uma substancia espessa, rica em acucar,
produzida por insetos que sugam a seiva das plantas adicionando-lhes enzimas
segregadas pelas glandulas salivares e pelo intestino dos mesmos, que ap6s eliminada
para o exterior é recolhida pelas abelhas.® Em funcdo da variacdo geogréfica e
climatérica, plantas como o abeto branco, abeto vermelho, pinheiro, carvalho e choupo
(ndo nectariferas) e ainda a tilia, salgueiro e castanheiro (plantas nectariferas), sdo as

mais relevantes para a producéo de melada.?

1.5 Pdlen apicola

O pélen, um dos produtos fundamentais para o desenvolvimento da colonia, é o
gameta masculino das flores das plantas, produzido pelas anteras e atraido pelo ovério,
com o objetivo de garantir a fecundacdo das mesmas e consequentemente garantir a
reproducdo da planta e a sobrevivéncia da espécie.” O pélen formado por mindsculos
grédos, é recolhido pelas abelhas nas flores e, apds agregado com secrec¢des salivares das

abelhas, é levado para a o interior da colmeia.

No interior da colmeia é usado como suplemento na preparacdo do alimento das
larvas jovens, sendo que na auséncia deste, as abelhas metabolizam alguns tecidos dos
seus organismos para prolongar sua existéncia. Por essa raz&o, a producao de mel, cera
e geleia real de um apiario, esta diretamente relacionada com a quantidade de polen

necessaria para a alimentacao das colmeias.’

Reconhecido por ser um dos alimentos com elevado valor nutritivo, é uma fonte
de proteinas naturais, sais minerais, tais como potassio, fosforo, enxofre, ferro, cobre,
magnésio, silicio, e vitaminas dos complexos B, C, D e E. Contém ainda uma

Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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percentagem de acucares derivados do néctar que as abelhas misturam aquando da
constituicdo das cargas polinicas que transportam nas suas patas. A composicdo fisico-
quimica do pdlen varia em funcdo da fonte botanica que lhe estd na origem, sendo
elevada a diversidade no pélen.*® Nos Gltimos anos tem se verificado um aumento no
consumo de poélen, devendo-se este facto as suas propriedades benéficas tais como a sua
contribuicdo para o bom funcionamento do sistema circulatério e imunoldgico,
prevencdo de infecBes bacterianas e promogéo da regulacdo do aparelho intestinal.’ E
ainda recomendada no tratamento de anemias, fadiga intelectual e prevencdo do

envelhecimento.®

1.6 Geleia real
A geleia Real, também conhecida por “Leite Real” é um dos produtos da
colmeia produzido pelas glandulas hipofaringeas das abelhas obreiras jovens, depois

destas se alimentarem do pélen das flores, sendo produzida por acdo enzimatica.>**

A abelha rainha e as operarias, apesar de terem uma origem similar, sofrem um
desenvolvimento diferente. A abelha rainha alimenta-se exclusivamente da geleia real
durante toda sua vida, conferindo-lhe um desenvolvimento diferenciado e
consequentemente caracteristicas e capacidades especiais em relacdo as operarias. A
rainha possui um corpo duas a trés vezes superiores ao das operarias e tem uma maior
longevidade (4 — 5 anos), produzindo diariamente 1500 — 2000 ovos.'* As operérias
alimentam-se da geleia real apenas nos primeiros trés dias de vida, tendo um menor
tempo de vida, cerca de 30 a 45 dias.'! Na colmeia a geleia real apresenta uma acgéo
antibidtica, bacteriostatica e antiviral, sendo capaz de fortalecer as defesas do organismo

das abelhas contra ataques de agentes patogénicos.*?

Da sua composicao quimica fazem parte a agua 66%, hidratos de carbono 13%,
proteinas 12%, lipidos 5%, enzimas e coenzimas, vitaminas, maioritariamente do
complexo B, sais minerais (cobre, zinco, ferro, célcio, manganés, potassio e sddio),

enzimas e coenzimas, ocupam 1% dessa composi¢éo quimica.’**

A partir da década de 50 a geleia real comecou a despertar interesse na
comunidade cientifica e a marcar posi¢cdo no mercado como complemento alimentar e

matéria-prima para a indistria cosmética.’* No ambito da apiterapia é usada como

Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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reconstituinte genérico para pessoas enfraquecidas, submetidas a cansaco e stress,

idosos, adoentados, criancas, desportistas e estudantes.™

1.7 Veneno de abelha

O veneno de abelha (apitoxina), é conhecida como o veneno segregado pelas
glandulas do veneno das fémeas de abelhas Apis, Figura 2, e usado na defesa da colmeia
contra predadores que vado desde outros artropodes a vertebrados. De composicéo
quimica complexa, € bastante valorizado em medicina tradicional, em particular na
apiterapia, para o tratamento de artrite, doencas auto-imunes, doencas de pele, dor,
infecdes e mais recentemente contra alguns tipos de cancro.’®'’ Além do mais, é
amplamente usado pela industria farmacéutica e cosmética, valorizando assim,

comercialmente, este produto.'®®

Figura 2 - Veneno de abelha

(fontes:https://www.google.pt/search?q=apitoxina&biw=1366&bih=636&sorvrce=Inms&tbm=i
sch&sa=X&ved=0ahUKEw)

Estas propriedades biolégicas devem-se a sua composicdo rica em proteinas
(fosfolipase A2, fosfolipase B, hialuronidase) e péptidos (melitina, apamina, adolapina,
péptido desgranulador de mastocitos, secapina, procamina, tertiapina e outros péptidos
pequenos), aminoacidos (acido aminobutirico e a-aminobutirico), assim como
compostos ndo peptidicos, tais como aminas biogénicas (histamina, dopamina e
noradrenalina), acUcares (glicose e frutose), fosfolipidos, compostos volateis e

minerais.®

Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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1.8 Cera
A cera € um produto da colmeia produzido a partir das glandulas ceriferas

localizadas no abdémen das abelhas operérias jovens, com idades compreendidas entre
0s 12 e os 18 dias. A cera tem mdltiplas utilizacbes, nomeadamente para a construgédo

de favos, para o armazenamento de pélen e mel e para a gestagdo das abelhas.™

A cera é maioritariamente composta por &cidos gordos livres (entre 12,0 a
14,0%), alcoois de cadeia longa contendo entre 28 a 35 carbonos, mono-ésteres,
hidroxi-mono-ésteres (35,0 a 45,0%), ésteres complexos (150 a 27,0%) e
hidrocarbonetos (12,0 a 16,0%), podendo esta composi¢ao variar consoante a idade das
abelhas e espécie. % Na apicultura, a cera tem um papel importante para o sucesso da
atividade, e é utilizada no maneio da colmeia para a renovacao dos quadros do ninho, ja
que com o decorrer do tempo a cera fica escura e o tamanho dos alvéolos vai
diminuindo, traduzindo-se na formacgdo de abelhas com menor tamanho provocando
menor produtividade.?® Na indGstria cosmética e farmacéutica, é um produto bastante
utilizado devido a presenca de substancia com diferentes propriedades bactericidas,

emolientes, cicatrizantes e anti-inflamatdrias na sua composicao. %

1.9 Propolis

A propolis é uma mistura complexa de material resinoso recolhido pelas abelhas
a partir de secrecdes e exsudados dos rebentos, folhas ou fendas da casca e partes de
plantas de certas arvores e arbustos, e transportada para colmeia nas patas traseiras das

abelhas, onde é mastigada e adicionadas enzimas salivares,”® Figura 3

Figura 3 — Técnicas de coleta e transporte de propolis, usando as mandibulas para raspar a
resina das plantas’

O material recolhido e parcialmente digerido é misturado com a cera e aplicado

na colmeia.? Por ser um material resinoso, adesivo e lipofilico as abelhas usam-no para
IMpacto aa proveniencia aa aneina na qualigade ga propons
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dois fins essenciais, um mecanico e outro biolodgico. A fungédo bioldgica associasse ao
embalsamar de invasores mortos pelas abelhas no interior das colmeias, mas que estas
ndo conseguem transportar para o exterior, evitando assim o processo de decomposicéo,
ou atuando como desinfetante, garantindo, desse modo, menor incidéncia de bactérias e
fungos no interior da colmeia.?* Adicionalmente as abelhas revestem todas as células,
antes da postura, com uma fina camada de propolis, supondo assim uma medida de
prevencdo das larvas contra infe¢cbes microbianas. A presenca de propolis na entrada da

colmeia serve também como repelente, reduzindo a atengéo dos invasores.>*

1.9.1 Composicao e origem vegetal

A propolis € uma resina rica em compostos fenolicos (50%), entre os quais,
flavondides e acidos fenolicos, cera (30%), 6leos essenciais (10%), polen (5%) e outros
compostos organicos (5%), entre os quais aminodcidos, vitaminas, sais minerais e
residuos insoltiveis.”® Mais de 300 compostos foram identificados até o momento em
diferentes amostras de prépolis.”® A composicdo quimica da prépolis depende das
fontes vegetais que se encontram em redor da colmeia bem como das condigOes
geogréficas e climaticas, determinando assim a sua diversidade quimica.”” Em funcéo
da diversidade das fontes vegetais utilizadas pelas abelhas na producéo da prépolis, ela
apresenta uma cor que pode variar desde verde, vermelha, amarela, castanho claro ou

escura.?’

A classe de compostos quimicos predominantes e a que a presenta maior
bioatividade sdo os compostos fendlicos, onde se incluem os acidos fendlicos
(derivados do acido benzéico e cinamico) e os flavonoides (flavonas, flavondis,
flavanonas, di-hidroflavondis, chalconas e di-hidrochalconas) e isoflavonéides %%

Figura 4.

COOH
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Figura 4 - Estruturas basicas dos compostos fendlicos mais comuns encontrados na préopolis. a)
derivados do &cido cindmico; b) derivados do &cido benzdico; c) flavondides.

Devido a sua elevada variabilidade quimica, torna-se fundamental o estudo da
composicdo da prépolis obtida a partir de diferentes regides.*® No caso das regides de
clima temperado, como a Europa, América do Norte e regides ndo-tropicais da Asia, em
que a principal fonte de resina se encontra nos rebentos de choupo (Populus spp.), a
prépolis apresenta uma composicao rica em acidos fendlicos e derivados, flavonoides e
derivados metilados ou esterificados. Em regiGes onde o género Populus ndo é nativo,
as abelhas apresentam preferéncias para as espécies Ulmus, Pinus, Quercus, Salix e
Acacia, também descritas como fontes da prépolis.2’” Em regides de clima tropical, as
abelhas recolhem principalmente a resina a partir de rebentos de alecrim do-campo
(Baccharis dracunculifolia).?’ Esta prépolis, de cor verde, tem maior predominancia no
sudeste Brasileiro e em termos comerciais, € a mais importante, por apresentar uma
composicao rica em derivados prenilados de &cido fenilpropanoico, como a artepilina C
e 4cidos cafeoilquinicos.>** A propolis vermelha recolhida por abelhas em Cuba,
México e Brasil, a partir de espécies de Dalbergia, é caracterizada pela presenca de

isoflavonodides, 132

enquanto que a resina exsudada pelas flores de Clusia fluminensis,
em Cuba e Venezuela, origina ainda outro tipo de prdpolis, onde os constituintes

maioritarios sdo benzofenonas polipreniladas, Figura 5.

Figura 5 - a) derivado de benzofenona poliprenilada; b) C-prenil-flavanona

No Mediterraneo, a propolis da Grécia e de Malta apresentam algumas
especificidades como uma composi¢do rica em diterpenos, com origem em plantas da
familia das Crupressaseae e da espécie Ferula communis.**** Também na Tunisia, o
exsudado de Cistus spp, esta descrito como origem floral da prépolis nessas regides.®*

Embora a flora local seja um aspeto determinante na composi¢cdo quimica da
resina, ha um outro fator também importante que &, a escolha feita pelas abelhas, sendo

desconhecidos os critérios de selecdo usados, mas evidenciando-se uma clara
Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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preferéncia por fontes florais especificas em redor do apiario.®**® De facto, além da
disponibilidade das plantas de uma determinada espécie prevalecer huma maior ou
menor extensdo, a preferéncia das abelhas por materiais mais resinosos devido as suas
propriedades fisica ou com maior bioatividade, poderdo ser fatores preponderantes na

selecdo das resinas.*®

1.9.2 Propriedades bioativas

Nos Ultimos anos, a propolis é associada a varias propriedades bioldgicas e
farmacéuticas. Estas propriedades estdo intimamente ligadas a sua composic¢ao quimica,
particularmente & predominancia de compostos fendlicos.®” A diversidade quimica
apresentada pela propolis leva a expectativa de que as propriedades bioldgicas de
diferentes tipos de propolis serdo diferentes, no entanto, na maioria dos casos, isso nao
se tem verificado.®® Entre as muitas propriedades biolégicas e farmacolégicas

3637 anti-viral,*®

apresentadas pela propolis, destacam-se as atividades antimicrobiana,
antioxidante, anti-hepatotéxico, anti-tumoral, anti-inflamatério,”® anti-HIV,** anti-
neurodegenerativo®” e anti-tuberculose.”® Além destas propriedades, a propolis
apresenta diferentes aplicacfes ao nivel da medicina tradicional, particularmente em
estomatologia e  odontologia, otorrinolaringologia, doencas  respiratérias,
gastroenterologia, cancro, no tratamento de lesdes da pele, feridas, queimaduras e

Glceras. 3

1.9.3 Critérios de qualidade da propolis

A prépolis é um produto da colmeia de origem vegetal, pelo que a sua
padronizacdo devera ser semelhante a usada para as plantas medicinais, isto €, baseada
na concentracdo dos constituintes bioativos.** Diferentes tipos de propolis s&o
caracterizados pelos seus perfis quimicos distintos, surgindo assim dificuldade na
definicdo de critérios de qualidade uniformes, pelo que até a0 momento ndo existe ainda
uma regulamentacdo internacionalmente reconhecida para este tipo de produto da
colmeia. Os critérios terdo de ser baseados na concentracdo dos metabolitos secundarios
de acordo com os tipos de propolis, j& que cada tipo apresenta um perfil quimico

especifico mas constante.”® A tipificacdo da prépolis com base no conhecimento das

Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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plantas que lhe estdo na origem poderd ser uma ferramenta importante na sua
padronizacdo, assegurando assim a qualidade e a seguranga necessarias para a sua

comercializagdo.”’

A propolis com origem no choupo (Populus sp.) e a propolis verde brasileira
(Baccharis sp.), s@o os dois tipos de propolis mais estudados e para os quais a Comissdo
Internacional do Mel ja propds valores para a concentracdo de constituintes
biologicamente ativos.*® Na Tabela 1 podem encontrar-se os valores propostos por esta
comissdo bem como os valores descritos na literatura a propolis portuguesa.?” Além da
composicdo em compostos bioativos, outros critérios de qualidade podem ser usados
como sensoriais (consisténcia, cheiro, sabor e cor).*” A prépolis para ser considerada de
qualidade elevada devera conter uma baixa percentagem de ceras, materiais insoluveis e
cinzas, ndo conter contaminantes e a sua origem boténica devera ser conhecida, com um

contetido elevado de compostos bioactivos.?"*®

Tabela 1 - Critérios de qualidade para a prépolis de choupo e prépolis verde.?” %

Prépolis Prépolis T T
Componentes portuguesa portuguesa Propolis de Propolis
tipo | tipo 11 choupo verde
Conteldo de cinzas (%) Méx 2 Méx 4 - Méx 5
Contelido de cera (%) Max 25 Max 31 Max 25 Max 25
Teor de agua (%) Méx 5 Méx 5 - -
L* Min 40 Min 23 - -
a* Min 2 Min 1 - -
b* Min 23 Min 4 - -
C*ab Min 23 Min 4 - -
Contelido balsamico (%) Min 65 Min 45 Min 45 Min 35
Fenois totais (% prdpolis bruta) Min 18 Min 6 Min 21 Min 5
Flavonas/flavondis (% prépolis bruta) Min 3 Min 2 Min 5 -
Flavanonas/di-hidrofavonois (% prépolis bruta) Min 5 Min 3 Min 4 -
ECso DPPH. (mg/mL) Maéx 0,02 Max 0,06 - -
Poder redutor (mg/g de extrato) Min 600 Min 96 - -
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1.9.4 Producéo de Propolis
1.9.4.1 Colheita da prdpolis pelas abelhas

A recolha de resina é feita apenas por algumas obreiras, com idade ndo inferior a
15 dias, especializadas no pastoreio da prépolis.* As abelhas recolectoras recolhem a
resina durante o periodo quente do dia, quando se apresenta mais flexivel e macia, a
partir de gotas que aparecem na casca de troncos ou membros das arvores, das
superficies de alguns frutos, ou mais tipicamente nos apices vegetativos (brotos e folhas

jovens), mostrando preferéncia pelos Gltimos, Figura 6.

Figura 6 - Abelha a recolher resina exsudada de um rebento de choupo
(fonte: http://teca.fao.org/read/8703)

Numa primeira fase, durante o processo de recolha, as abelhas extraem as
resinas dos tricomas e ductos das folhas precoces, fragmentando com as estruturas
vegetais com mandibulas. Os exsudados sdo entdo transferidos das patas dianteiras para
as patas do meio e pressionado contra as corbiculas das patas traseira. Esta sequéncia é
repetida até que haja uma carga de resina em ambas as corbiculas, o que leva cerca de
sete minutos.>® Ap6s o regresso & coldnia, as obreiras dirigem-se de imediato para os
locais onde € necessaria, permitindo que as abelhas propolizadoras retirem as resinas, as
comprimam e adicionem cera.’ Uma abelha recoletora recolne em média 10mg de
propolis por voo. A produgdo anual (10-300g / colmeia) varia de acordo com diferentes
fatores como a espécie de abelhas, o clima, a flora e 0 mecanismo de recolha utilizado
na pI’OdUQSIO.SG Em regiBes mais quentes da Europa, como Portugal, Espanha, Italia e
Grécia, tem-se observado abelhas a recolher as resinas desde a Primavera até ao inicio

de Outono.®” A sazonalidade na recolha da resina, com um aumento da producéo de
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propolis no final do Verdo, parece estar relacionado com a reducéo de polen e recolha
de pélen.®® Alguns autores sugerem que esse padrdo de comportamento é devido &
mudanga no comportamento de pastoreio em detrimento das mudancas climaticas,
sendo que algumas abelhas podem ser induzidas a recolher a resina em qualquer estagédo

do ano. %8

1.9.4.2 Tecnicas de producéo intensiva de propolis

A propolis pode ser recolhida das colmeias a partir de duas técnicas diferentes:
coletando o que as abelhas depositam espontaneamente dentro da colmeia ou
estimulando-lhe a producgdo, Figura 7.

Figura 7 — Colheita de prépolis com redes plasticas colocada no topo da colmeia (a, b).> c)
prépolis obtido por raspagem (fonte: http://teca.fao.org/read/8703)

A recolha natural é efetuada através de raspagem da resina depositada pelas
abelhas mos cantos, fendas, paredes interiores, nos pontos de apoio entre a colmeia e a
prancheta e nas extremidades dos quadros. A propolis obtida desta maneira contém
elevadas quantidades de cera, fragmentos de madeira, partes de abelha e outros tipos de
impurezas, diminuindo assim o seu valor comercial. Além do mais, este tipo de técnica
pode originar propolis de maltiplas estacGes, e assim diferentes idades, afetando a sua
qualidade. Para melhorar a qualidade, recomenda-se a raspagem no final no verdo apés

um fluxo melifero.®°
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Figura 8 - Tipos de redes comerciais disponiveis no mercado. A- redes em plastico mais
flexivel, com a malha de cerca de 4 mm; B — redes em plastico expesso mas maleavel, com
ranhuras de cerca de 2 mm. (fonte: http://montedomel.blogspot.pt/2011/01/propolis.html)

O recurso a redes de propolis € usado para estimular a sua producdo. No
mercado existem disponiveis dois tipos de redes de pléastico, uma constituida por uma
malha de cerca de 4 mm, Figura 8A, e outra, mais tradicional com uma série de
ranhuras de cerca de 2 mm, Figura 8B. Esta ranhura estimula as abelhas a depositar
mais resina e menos cera.®

As redes devem ser colocadas diretamente sobre o topo dos quadros da colmeia,

e coberta pela prancheta e pela tampa metélica, Figura 9.

Figura 9 - Esquema de colocagéo das redes comerciais para a recolha de propolis (fonte:
http://montedomel.blogspot.pt/2011/01/propolis.html)

Complementarmente € possivel estimular a producéo de prépolis colocando uma
cunha de madeira para manter a rede e a prancheta levantadas e desta da forma
aumentar o fluxo de ar e luz, obrigando-as a produzir mais propolis para selar esses
espacos.>® Para recolher a propolis das redes, apés removidas da colmeia devem
congelar-se de forma a tornar a propolis dura e quebradica, facilitando a extracéo. *°
Além das redes disponibilizadas no mercado podem ser usados outros tipos de materiais
para recolher a prépolis, tais como: sacos, 0s usados para armazenar milho e outras

culturas, redes metalicas ou de nylon, podendo no entanto condicionar a qualidade da
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propolis devido & introducdo de residuos dos materiais de suporte. E importante
certificar-se de que as abelhas ndo podem mastigar o material e que as lacunas séo
adequadamente dimensionadas para incentivar a deposi¢cdo de resina. Da mesma
maneira, estes materiais sdo colocados no topo dos quadros e a sua colheita é feita apos

refrigeracdo.”

Na literatura sdo ainda descritos outros sistemas que favorecem a producéo de
propolis e consistem em criar espagos vazios na colmeia distanciando os diferentes
elementos constitutivos, introduzir caixas ndo aplainadas, criar na parede interna
acanaladuras de 3 ou 4 mm de largura e 5 mm de profundidade, como os usados em

apiarios no Brasil, Figura 10.%%°*

Figura 10 - a) Coletor modelo lateral removivel; b) coletor modelo pirassununga.
(Fonte:https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/32166/1/ProducaoPropolis)

Na recolha da prépolis, € importante o uso de material e aco inoxidavel,
tomando o cuidado de ndo retirar pedacos de madeira ou do plastico nessa operacdo. A
prépolis apos recolhida deve ser acondicionada em recipientes ndo toxicos para evitar a
sua contaminacdo, devendo-se fazer registo da data e local de colheita.”"® Para
armazenamento a propolis deve ser guardada a temperaturas baixas e protegida da luz

até a sua utilizacio ou comercializagéo.®*®

1.9.4.3 Fatores que influenciam a producéo e qualidade da propolis

A qualidade da prépolis obtida pelas abelhas pode depender de véarios fatores

como o maneio das colmeias, a localizacdo do apiario e densidade de colmeias, a
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linhagem ou raca de abelhas, as especies de plantas fornecedoras de matéria-prima, a

época do ano, bem como dos materiais e ferramentas utilizadas.*

O maneio da colmeia é um fator de producdo que influencia de forma qualitativa
e quantitativa a propolis. Uma colmeia forte com elevada densidade populacional e
disponibilidade de alimentos permite uma boa ocupacdo do espaco o que induz as
abelhas a propolizar com maior intensidade. No que se refere a localizagdo do apiério e
densidade de a influéncia esta maioritariamente associada a flora disponivel e a sua
densidade e diversidade. Para a selecdo do local mais adequado para a instalacdo de um
apiario é importante a identificacdo da origem botanica da matéria-prima usadas pelas
abelhas para producdo de prdpolis, com vista a obtencdo do produto com melhor
qualidade. A época do ano é também um fator a considerar visto que em algumas

épocas do ano a disponibilidade de vegetacéo e reduzida.

Alguns dos trabalhos de investigacdo com diferentes racas de abelhas e
utilizando colmeias aparentemente iguais (populacdo, espaco disponivel, reserva de
alimento, etc), apresentam resultados de producdo de prépolis significativamente
diferentes, atribuindo assim a possibilidade de fatores genéticos poderem influenciar
tanto no tipo, como na quantidade de prépolis. Por outro lado, esta também descrito que
colodnias de abelhas meliferas produzem mais propolis que outras, caracteristica esta que
pode ter um controlo genético.%® Alguns artigos revelam ainda que as abelhas africanas
sdo conhecidas com alto potencial de producdo e agressdo, fator esse que tem sido
explorado para a implementacdo de melhoramento genético, com selecdo de rainhas

para aumentar a producdo de propolis.®*

1.10 Objetivos

A producdo de prépolis é uma atividade que muitos apicultores tém descurado,
mas que tem ganho cada vez mais interesse devido a procura crescente deste produto
apicola nos mercados internacionais. Um fator preponderando na sua valorizacdo é a
sua qualidade, pelo que se torna importante compreender alguns dos aspetos que podem

contribuir para a definigdo das melhores condigdes de producao.

Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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No ambito deste trabalho pretendeu-se avaliar a influéncia que o ambiente e as
carateristicas genéticas poderdo causar na selecdo das resinas recolhidas pelas abelhas,
nomeadamente utilizando abelhas com proveniéncias geogréficas distintas, colocadas

em apiarios com condicdes de flora e clima diferenciados.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas as condi¢bes apicolas
proporcionadas pela execugédo do projeto BEEHOPE - Honeybee Conservation centers
in Western Europe: an innovative strategy using sustainable beekeeping to reduce
honeybee decline. 138573 - BiodivERsA/0002/2014. No ambito deste projeto foram
criados dois apiarios experimentais com condicdes de clima e flora bastante distintos,
especificamente, no interior norte de Portugal, Braganca, e no litoral sul, Vila do Bispo.
Em ambos os apiarios foram colocadas colonias de abelhas provenientes das duas
regibes, transferindo-se colmeias do sul para o norte e vice-versa. Adicionalmente, foi
colocado no apiario de Braganca um conjunto de colmeias provenientes do Pais Basco,

Espanha.

Para a producdo de propolis foi utilizada a estimulacdo das colmeias com
colocacdo de redes de propolis, permitindo posteriormente a sua recolha. Para aferir a
influéncia do ambiente e da proveniéncia das abelhas na qualidade da propolis
efetuaram-se ensaios analiticos para a determinacdo do teor em ceras e cinzas, bem
como a composicdo em compostos bioativos, atraveés da determina¢do do conteudo
balsdmico, do teor em fendis totais, bem como a quantificacdo de flavonoides

(flavonas/flavonois e flavanonas/di-hidroflavonois).
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Capitulo 11
Materiais e métodos
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2.1 Materiais e métodos

Neste capitulo estdo descritos 0s solventes e reagentes utilizados na realizacéo
deste trabalho, bem como os ensaios para a analise das caracteristicas fisico-quimicas da
propolis, como o teor de cinza ou teor de cera. Descreve-se ainda os procedimentos
seguidos na preparacdo dos extratos etandlicos e quantificacdo dos compostos fenélicos
totais, flavonas/flavondis e flavanonas/di-hidroflavonois por espectrofotometria de UV-

Vis. Todas as analises foram realizadas em triplicado.

2.2 Solventes e reagentes
Os diferentes padrdes fendlicos usados, naringenina, quercetina, &cido galico,
foram adquiridos a Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA).

Na execucdo experimental, utilizou-se como solventes, metanol, etanol e éter de
petréleo adquiridos a Panrec (Barcelona, Espanha). Utilizaram-se como reagentes,
carbonato de sodio, reagente de Folin-Ciocalteau e &cido sulfurico adquiridos a Panrec
(Barcelona, Espanha). O cloreto de aluminio foi adquirido & Riedel-de-Haen (Germany)
e 0 2,4-dinitrofelhidrazina (DPN) foi a Fluka (Buchs, Switzerland). A agua utilizada
neste estudo foi de tipo I, obtida através de um sistema de purificacdo Mili-Q (TGI Pure
Water Systems, USA).

2.3 Amostragem

.Bragan@a

Vila do:Bispo "

Figura 11 - Mapa de Portugal e localizacdo da origem das amostras de prépolis

As abelhas utilizadas no ensaio provieram da regido Sul de Portugal (Vila do

Bispo) e Norte (Braganca), bem como do Pais Basco, Espanha. A producéo de prdpolis
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ocorreu em duas regides geograficamente distintas, Braganca e Vila do Bispo, Figura
11, deslocando-se colmeias de uma localidade para outra: 5 colmeias de Braganga
foram transferidas para Vila do Bispo e vice-versa. Adicionalmente foram colocadas em
Braganca 5 colmeias provenientes do Pais Basco. A propolis foi recolhida com redes
plasticas apds um periodo de producdo de 3 meses, mediados entre Maio e Julho de
2016. Apds a producédo a prépolis foi separada das redes e guardada a -20°C até a sua

analise.

Considerando a quantidade de propolis produzida em cada colmeia, ver 3.1, e 0
valor de massa minimo para a realizacdo das andlises foi necessario agrupar algumas

amostras, em particular na regido de Vila do Bispo onde a produgéo foi menor.

2.4 Parametros quimicos

2.4.1 Teor de cinzas

A partir do procedimento AOAC® determinou-se o teor de cinzas da prépolis em
fresco. Inicialmente colocou-se os cadinhos a secar numa estufa durante 30 minutos,
removidos posteriormente para um exsicador. ApOs atingir a temperatura ambiente,
pesou-se 1g da amostra de prépolis em bruto (w2) no cadinho previamente pesado (w1).
Em seguida, as amostras foram incineradas numa mufla (Lenton Thermal Designs
LTD), Figura 12, a uma temperatura de 600+15°C durante 3 horas, até as cinzas ficarem
de cor branca ou cinzenta. Os cadinhos foram depois arrefecidos num exsicador e de
seguida pesados (w3). O processo de incineracdo e pesagem foi repetido por mais 30

min até a obtencdo de peso constante.

Figura 12 — Mufla utilizada para incineragéo das amostras
Impacto da proveniéncia da abelha na qualidade da propolis
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O valor em percentagem do conteudo em cinza foi calculado pela seguinte
equacdo: [(w3-w1l)/(w2-w1)]*100

2.4.2 Teor de ceras

O contetido em ceras foi determinado segundo o método descrito por Woiski e
Salatino com algumas modificacdes.®® Uma amostra de prépolis 2g (w1) foi extraida
por soxhlet, com éter de petréleo durante 6h. O extrato foi evaporado sob pressdo no
evaporador rotativo (Heidolph), a temperatura de 40°C até peso constante (w2). Em
seguida, ao residuo previamente seco, foram adicionados 80mL de metanol quente e
aqueceu-se a mistura até se formar uma solucdo limpida no topo e um pequeno residuo
oleoso no fundo do bal&o. Filtrou-se esta mistura em papel de filtro (p1) Whatman n°4,
tendo o cuidado de ndo transferir o residuo oleoso, para um matraz de 15mL, ambos
previamente pesados (f1). Colocou-se 0 matraz a 0°C e o conteudo foi novamente
filtrado. De seguida, o frasco e o residuo do frasco foram lavados com 25mL de metanol
frio Apds secar para uma massa constante, 0 matraz (f2) e o papel de filtro (p2) foram
pesados e 0 contetdo em ceras finais expresso em percentagem de massa. Os valores

em percentagem do contedo em ceras foram calculados pelas seguintes equagoes:
12 parte (w2/w1)*100

28 parte [(f2-f1)+(p2-p1)]*100/wl

2.5 Contetido balsamico

2.5.1 Extracao

A amostra de propolis (1g) foi extraida com 30mL de uma mistura de
etanol/agua a 70%, a temperatura ambiente, com agitacdo, durante 24h, Figura 13. Em
seguida, a mistura foi filtrada e o residuo foi re-extraido nas mesmas condi¢des. Apos a
terceira extracdo, foi confirmada a auséncia de compostos fendlicos no residuo sélido
através da adigdo de algumas gotas de cloreto de ferro (FeCls, 5% em metanol). Néao
havendo desenvolvimento de cor, os trés extratos etandlicos foram combinados num

baldo de 100mL, ajustando o volume final com etanol/agua a 70%.
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Para avaliacdo do contetdo balsdmico, efetuou-se uma combinacdo das trés

repetices (3x2mL) evaporando-se a mistura até a secura, pesando até peso constante.

Figura 13 — Processo de extracéo

2.5.2 Teor em fendis totais

O contetudo em fenois totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
descrito por Singleton.®” Pipetou-se 0,5mL de cada solucdo para um baldo de 10mL e
dilui-se para o volume final com 70% de etanol/agua. A uma aliquota (0,2mL) de
solucdo de trabalho foi adicionado &gua (1,5mL) e reagente de Folin-Ciocalteu’s
(0,4mL). Em seguida, adicionou-se uma solucdo de carbonato de sddio a 20% (CaCOsg,
0,6mL) e o volume final foi ajustado a 5mL com &gua desionizada. A solucdo foi
mantida a temperatura ambiente, no escuro, durante 2h e a absorvancia foi medida a
760nm (Analytikijena 200-2004 spectrophotometer). Para a medicdo do branco
efetuou-se 0 mesmo procedimento usando 0,2mL de 70% de etanol/Agua em vez da
amostra. Para o tracado da curva de calibracdo usou-se uma solucdo de &cido galico
num intervalo de concentracdes de 0,300 a 0,025mg/mL, equivalente em &cido gélico,
tendo-se obtido a seguinte reta de calibracdo de y = 4,1765x+0,0044; R? = 0,9996.

2.5.3 Conteudo em flavonas e flanonois

O contetdo em flavonas e flavondis, foi determinado espetrofotometricamente
seguindo 0 método de Cvec et al.?® Pipetou-se 1.5mL de extrcto de prépolis (0,5mL de
cada solucdo) para um baldo de 10mL e dilui-se para o volume final com 70% de
etanol/agua. Em seguida, num baldo volumétrico de 25mL, a uma aliquota (1mL) da
solugéo de trabalho misturou-se com metanol (10mL) e uma solugdo de cloreto de
aluminio a 5% (AICl3, 5 em 100mL de metanol; 0,5mL), sendo o volume final

ajustado com metanol. A solucéo ficou 30min, no escuro, a temperatura ambiente. De
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seguida a absorvancia foi medida a 425nm. Para a medicdo do branco efetuou-se o
mesmo procedimento usando 1mL de metanol em vez da amostra. Como padrdo, para o
tracado da reta de calibracdo, usou-se uma solucdo de quercetina, num intervalo de
concentracdes de 0,250 a 0,005mg/mL, equivalente em quercetina, tendo-se obtido a
reta de calibracéo de y = 2,8249x+0,0028; R* = 0,9996.

2.5.4 Conteudo em flavanonas e di-hidroflavonois
Para a determinagdo das flavanonas e di-hidroflavondis usou-se o método

descrito por Papova et al,*® com modificagdes. Pipetou-se 9mL da soluco de extrato de
prépolis para um baldo volumétrico de 10mL e ajustou-se o volume final com 70% de
etanol/agua. A uma aliquota (1mL) desta solu¢do misturou-se com 2mL de uma solugéo
de 2,4-dinitrofenilhidrazina (1g de DNP em 2mL de &cido sulfarico a 96 %, perfazendo
com metanol para um volume final de 100mL) Esta solucdo foi aquecida num banho
termostatizado a 50°C durante 50 min, a 100 rpm. Ap6s 50 min, a solucéo foi colocada
no escuro, a temperatura ambiente. Apos esse periodo de arrefecimento, a solucdo foi
diluida num baldo volumétrico de 10mL com uma solucéo de 10% de KOH em metanol
(w/v). A uma aliquota desta solu¢do (0,5mL), adicionou-se 10mL de metanol e perfez-
se 0 volume final de 25mL com metanol. A absorvancia desta solucdo foi medida a
486nm. Para a medicdo do branco efetuou-se 0 mesmo procedimento usando 1mL de
metanol em vez da amostra. Como padrdo foi usada uma solucdo de naringenina para
tracar a reta de calibracdo numa game de concentragdes de 2,50; a 0,10mg/mL,
equivalente em naringerina, obtendo-se a seguinte reta de calibragcdo y = 0,1128x -
0,0013; R* = 0,9995
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3. Resultados e discussao

A prépolis é uma mistura complexa, de material resinoso colhida pelas abelhas
em ramos de arvores, arbustos ou folhas e transportados para colmeia, onde séo
adicionadas secre¢@es. A composicdo quimica da prdpolis depende da vegetacdo em
redor do apiario e das condi¢cdes geograficas e climaticas, observando-se a preferéncia

por fontes de resina especificas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da origem geogréafica das
abelhas na selecdo das fontes florais utilizadas para a producdo de propolis,
comparando-se os seus parametros de qualidade, nomeadamente o teor de cinza, cera e

compostos fenolicos.

3.1 Producéo de prépolis

Na tabela 2 apresenta-se a massa de prépolis obtida por colmeia, em cada uma
das duas regides. No apiario de Braganca produziram-se 251g de prépolis nas 15
colmeias, com um valor médio por colmeia de 17g. J& em Vila do Bispo este valor for
inferior obtendo-se uma producdo média por colmeia proxima das 7g, obtendo-se no
total do periodo 66g. Os fatores de producdo associados a estas diferencas, ndo sendo
alvo do estudo, poderéo estar relacionados com a disponibilidade da resina em redor de
cada um dos apiarios, mas também com diferencas na vitalidade das colonias, ou
diferencas no periodo de producdo, uma vez que apesar da data de producdo ser
idéntica, o estado da flora e da coldnia é distinto, como consequéncia das condi¢Bes
climaticas proprias de cada um dos locais.

Considerando a origem geografica das abelhas, verifica-se que em ambos 0s
apiarios, as abelhas oriundas de Vila do Bispo apresentam uma produgdo media mais
elevada, no entanto, esta diferenca apenas € estatisticamente significativa no apiario de

Vila do Bispo.
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Tabela 2 — Quantidade de propolis, por colmeia, nos diferentes apiarios

Origem
daabelha  Local de producéo Amostra Pesoemg
VB B Ad 22,45
VB B Al5 21,78
VB B A5 8,18
VB B A6 20,35
VB B A34 22,42
PB B B31 7,32
PB B B41 19,50
PB B B24 20,71
PB B B27 17,37
PB B B12 11,86
B B B14 18,86
B B B15 13,60
B B B37 21,39
B B B40 17,01
B B B45 8,15
B VB B1 472
B VB B6 1,89
B VB B 17 1,84
B VB B 28 8,12
B VB B 32 36
VB VB All 1,11
VB VB A22 14,09
VB VB A26 8,32
VB VB A 38 10,38
VB VB A42 11,85

Nota: B- Braganca; PB — Pais Basco; VB — Vila do Bispo

3.2 Teor em cinzas

O teor em cinzas € um parametro qualitativo que expressa a mineralizacdo e
muito particularmente a presenca de impurezas que aparecem nas amostras devido ao
processo de producdo, tais como restos de madeira, abelhas ou outros insetos, terra, o

que podera resultar num aumento dos valores das cinzas."
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Na Tabela 3 apresentam-se os resultados obtidos para as diferentes amostras
agrupadas com base no local de producéo e na origem das abelhas. De uma forma geral
verifica-se que as amostras de prépolis obtidas em Braganca, independentemente da
origem das abelhas, apresentam um teor de cinzas mais reduzido que a propolis
produzida em Vila do Bispo, observando-se o teor mais elevado, 2%, para as amostras
VV e 0 mais baixo, 1%, para as amostras BB. As amostras de prépolis de Braganca
produzidas pelas abelhas oriundas do Pais Basco, PB, e as amostras de prdpolis de Vila
do Bispo produzidas pelas abelhas oriundas de Braganca, VB, sdo as que apresentam

uma dispersdo dos resultados mais elevada.

Para o teor de cinzas, podemos encontrar na literatura valores médios em redor
dos 2%,% estando definido pela legislacdo Brasileira um valor maximo de 5% para a
propolis verde de Baccharis.®® Para a propolis de regides temperadas, ndo esta
regulamentado um valor especifico, mas alguns autores propdem para a propolis
Portuguesa valores maximos entre 2 e 4%, dependendo do tipo de prépolis.?® Os valores
obtidos neste trabalho encontram-se dentro destes limites, confirmando-se inclusive que
o0 teor mais elevado de cinzas encontrado na propolis proveniente de Vila do Bispo, se

enquadra na prépolis tipo 1, definida na literatura para a propolis da regido sul.

Tabela 3 — Teor de cinzas por regido e origem das abelhas

Intervalo de

Estatisticas Descritivas confianca a 95%

Cinzas

v Mmoo wed AT g Deedo Lmle Lk
A\AY 8 1,68 2,36 2,00 0,40 2,01 0,22 1,83 2,19
VB 15 0,50 1,90 1,27 0,31 1,26 0,32 1,08 1,44
BV 9 0,77 1,94 1,31 0,99 141 0,47 1,04 1,77
BB 15 0,51 1,59 0,99 0,57 1,04 0,28 0,89 1,20
PB 15 0,14 1,80 1,07 1,15 1,05 0,55 0,75 1,35

Nota: VV — Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Vila do Bispo; VB - Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Braganca; BV -
Abelhas de Braganca/produzido em Vila do Bispo; BB - Abelhas de Braganca/produzido em Braganga; PB - Abelhas Pais
Basco/produzido Braganca.

3.3 Teor em ceras

A presenca de ceras e acidos gordos na prépolis, tem origem ndo s a cera de
abelha adicionada pelas abelhas durante o fabrico da propolis, mas provém também das
ceras recolhidas nas plantas.” O seu teor é dependente do método de recolha, do estado

da col6nia, mas também da época de producdo, particularmente devido a
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disponibilidade de resinas. Uma elevada percentagem destas substancias,
biologicamente inertes, na composicdo da propolis, implica uma baixa percentagem de
compostos farmacologicamente ativos, pelo que o seu teor pode afetar o valor comercial
da prépolis. De acordo com os dados disponiveis na literatura,*’ para a prépolis de
origem Europeia, o0 teor em ceras ndo devera ultrapassar os 25 a 31%, dependendo da

origem floral.

Na Tabela 4 apresentam-se os resultados obtidos para as diferentes amostras,
agrupadas de acordo com o local de producdo e a origem das abelhas. Pelos valores,
verifica-se que a propolis recolhida em Braganca, independentemente da origem das
abelhas, apresenta um teor médio em ceras inferior a prépolis produzida em Vila do
Bispo, observando-se o valor mais baixo para as amostras de Braganga produzidas pelas
abelhas da regido sul (VB) 2,4%. Ja o contedo médio mais elevado em cera, apesar de
relativamente baixo, foi observado para as amostras recolhidas em Vila do Bispo e
produzido pelas abelhas oriundas de Braganca (BV), 7,2%. De registar ainda as
diferengas observadas entre os valores obtidos para as medianas das amostras: observa-
se que 50% das amostras BV tem pelo menos 8% de ceras, enquanto 50% da amostra
VB tem no maximo 2,3% de ceras. Estes valores refletem uma clara diferenca na
composicdo das amostras, matriz essa que aponta para uma melhor qualidade da
propolis produzida em Braganca, resultado de uma maior quantidade de compostos

biologicamente ativos.

Tabela 4 - Contetdo em ceras por regido e origem das abelhas

- . Intervalo de
Estatisticas Descritivas confianca a 95%
L Minimo  Méximo Mediana AMPlitude o Desvio  Limite  Limite
interquartil padrdo inferior  superior

\AY 8 4,80 7,90 6,50 1,95 6,44 1,08 5,53 7,34
VB 15 0,90 5,90 2,30 1,50 2,41 1,31 1,69 3,14
BV 9 4,40 10,50 8,00 0,50 7,24 1,98 5,72 8,77
BB 9 3,20 7,10 3,90 2,20 4,37 1,33 3,35 5,39
PB 12 2,00 5,80 4,00 1,53 3,72 1,09 3,02 4,41

Nota: VV — Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Vila do Bispo; VB - Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Braganca; BV -
Abelhas de Bragan¢a/produzido em Vila do Bispo; BB - Abelhas de Braganca/produzido em Braganca; PB - Abelhas Pais
Basco/produzido Braganca.
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3.4 Conteudo balsamico

A propolis é uma resina rica em compostos fenolicos, responsaveis pela elevada
atividade bioldgica desta matriz. A complexidade destes compostos esta relacionada
com a diversidade das resinas vegetais, oriundas de diferentes plantas visitadas pelas
abelhas, principalmente em locais de grande diversidade fito-geogréfica.”> O processo
de extracdo dos mesmos é dependente de condi¢cdes experimentais, como a temperatura
ou diferencas de polaridade do solvente, denominando-se 0 extrato como conteudo
balsdmico. Sawaya et al 2011 descrevem que para a propolis verde do Brasil, obtida a
partir da resina de Baccharis, o conteddo balsdmico devera apresentar um valor minimo
de 35%, enquanto para a propolis comum nas regiGes temperadas, proveniente das
resinas de choupo®! o valor devera ser superior a 45% o que vai ao encontro dos valores

obtidos neste trabalho.

Na Tabela 5 apresentam-se o0s resultados encontrados para as diferentes
amostras, agrupadas de acordo com o local de producédo e a origem das abelhas. Pelos
valores obtidos, verifica-se que a prépolis recolhida em Braganga, independentemente
da origem das abelhas, apresenta um teor médio superior a propolis produzida em Vila
do Bispo, observando-se o valor mais elevado para as amostras de Braganca produzidas
pelas abelhas da regido sul (VB) 74% e pelas abelhas do Pais Basco (PB), 73%. Ja para
as amostras de Braganca produzidas por abelhas de Braganca (BB), os resultados
estatisticos ndo diferem das amostras de prdpolis obtidas na regido sul. O conteido mais
baixo do teor balsamico foi observado para as amostras recolhidas em Vila do Bispo e
produzido pelas abelhas oriundas de Braganca (BV), 62%. Esta tendéncia para um teor
mais baixo na propolis da regido sul corrobora as observacdes efetuadas por Falcdo et al
2013.%" De registar ainda as diferencas observadas entre os valores obtidos para as
medianas das amostras: observa-se que 50% das amostras VB tem mais de 76% de
compostos balsdmicos, enquanto 50% da amostra VV tem no méaximo 65% de
compostos balsdmicos. Estes valores refletem uma clara diferenca na composicdo das
amostras, apontando para uma melhor qualidade da propolis produzida em Braganca,

resultado de uma maior quantidade de extrato etandlico.
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Tabela 5 — Conteudo balsdmico por regido e origem das abelhas

Contetido Estatisticas descritivas CO:}?}:;ZZ'; gg%
T Minmo waxmo weda AP s DS Lime  Lie
A% 7 50,20 83,80 64,80 22,60 65,09 12,27 53,74 76,43
VB 15 55,10 81,30 75,90 8,80 74,13 6,76 70,38 77,87
BV 5 48,80 71,50 71,20 22,70 62,36 12,38 46,99 77,73
BB 12 48,80 77,40 67,40 18,68 64,12 8,56 59,72 68,52
PB 15 68,70 76,10 73,20 3,02 73,31 2,36 72,00 74,61

Nota: VV — Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Vila do Bispo; VB - Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Braganga; BV -
Abelhas de Braganga/produzido em Vila do Bispo; BB - Abelhas de Braganca/produzido em Braganga; PB - Abelhas Pais
Basco/produzido Braganca.

3.5 Teor em fenois totais

A avaliacdo dos fendis totais, realizada por espectrofotometria, reflete a
composicdo da resina no conjunto dos &cidos fendlicos, flavonodides e todos os
derivados metilados/esterificados. Popova® propde para a prépolis de resina de choupo
um minimo de 21% em fendis totais. Ja a propolis verde brasileira, devera apresentar
um valor bem mais reduzido, de 4%, de acordo com os resultados apresentados por

Sawaya. *

A quantificacdo do teor em fendis totais € uma analise comparativa, utilizando-
se frequentemente na analise da prépolis o acido galico como padrdo de referéncia. Na
Figura 14, apresenta-se o reta de calibracdo obtida, para este padrdo, no ambito deste
estudo. Como se pode verificar, 0 comportamento € linear dentro do intervalo de

concentracgdes utilizado.

147 y=41765x+0,0054
1.2 - R? = 0,9996

0,8 -
0,6
0,4 -
0,2

Absorvancia

0 0,1 0,2 0,3 04
Conc. &c. galico ( mg/mL)

Figura 14 - Reta de calibracdo para a determinacdo do teor em fenais totais
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Os resultados para o teor em fendis totais das diferentes amostras é apresentado
na Tabela 6 e mostram uma clara diferenca entre as amostras produzidas na regido sul
de Vila do Bispo e as amostras da regido norte, Braganca, as quais sdo independentes da
origem das abelhas. Em qualquer uma das situacdes, os valores estdo abaixo do descrito
na literatura para a propolis das zonas temperadas,® sendo essa diferenca mais evidente
no caso das amostras do sul. Estas diferengas poderéo ser justificadas por variagdes nas
condicBes experimentais utilizadas no processo de extracdo, mas também pelo recurso a
diferentes padrdes de calibragdo na quantificacio.? No que se refere as diferencas entre
as amostras do norte e sul, a menor quantidade de compostos fenolicos encontrada no
sul de Portugal foi também observada por outros autores,” e atribuida & especificidade
das carateristicas florais das resinas disponiveis em cada uma das localidades.

Tabela 6 — Teor em fendis totais por regido e origem das abelhas

Fenis Estatisticas Descritivas 00:1?;[:;\(;2'2 g‘; %
U winmo o Medams  ATOWE s D Lk Ll
\AY 9 2,20 9,60 4,80 1,70 5,34 2,31 3,67 7,12
VB 15 13,70 19,90 18,00 1,95 19,91 2,06 16,77 19,05
BV 6 1,30 6,90 3,20 4,90 3,85 2,47 1,25 6,45
BB 12 14,80 18,10 16,40 1,65 16,50 1,09 15,81 17,19
PB 15 14,70 19,30 17,70 1,10 17,79 1,12 17,17 18,41

Nota: VV — Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Vila do Bispo; VB - Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Braganga; BV -
Abelhas de Braganga/produzido em Vila do Bispo; BB - Abelhas de Braganca/produzido em Braganga; PB - Abelhas Pais
Basco/produzido Braganca.

De registar ainda as diferencas observadas entre os valores obtidos para as
medianas das amostras: observa-se que 50% das amostras VB tem mais de 18% em

fendis totais, enquanto 50% da amostra BV tem no méximo 3% de fendis.

3.6 Teor em flavonas/flavondis
As flavonas e flavondis engloba um conjunto de compostos fendlicos

responsaveis por varias atividades biologicas da propolis, como antioxidante,
antifingica e anti-viral.”* De acordo com o descrito na literatura a composicio da
prépolis neste compostos pode variar entre um minimo de 4%, na prépolis de choupo,®

e um minimo de 0,5% para a propolis verde do Brasil, pobre em flavondides.
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Figura 15 - Reta de calibragdo para a determinag&o do teor em flavonas/flavonois

A quantificacdo  deste conjunto de substancias  foi  realizada
espetrofotometricamente utilizando como padrdo uma solugdo de quercetina, medindo-
se a absorvancia a 425 nm. A Figura 15 apresenta o comportamento linear observado na
gama de concentragOes utilizada neste estudo, permitindo apresentar os resultados em

equivalentes de quercetina por 100 g de propolis.

Tabela 7 — Teor em flavonas/flavondis por regido e origem das abelhas

Flavonas/ Estatisticas Descritivas Corl]?it:;\églg gg%
Flavonois n Minimo  Maximo  Mediana _Amplitud(_e Meédia Desvio _Limi_te Limi_te
interquartil padrdao inferior  superior

\AY 9 0,60 1,80 0,80 1,00 1,02 0,52 0,63 1,42

VB 15 4,40 7,10 5,90 1,00 6,01 0,89 5,51 6,50

BV 6 0,20 4,10 2,00 3,70 2,07 2,05 -0,08 4,21

BB 12 4,80 6,10 5,75 0,50 5,63 0,41 5,38 5,89

PB 15 4,60 6,50 6,00 0,85 5,79 0,68 5,42 6,17

Nota: VV — Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Vila do Bispo; VB - Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Braganca; BV -
Abelhas de Braganca/produzido em Vila do Bispo; BB - Abelhas de Braganca/produzido em Braganga; PB - Abelhas Pais
Basco/produzido Braganca.

Os resultados da quantificacéo, agrupados de acordo com o local de producéo e
a origem das abelhas, estdo apresentados na Tabela 7 e demonstram uma vez mais que
as caracteristicas da prépolis produzida estd mais dependente da area geogréafica do que
da origem das abelhas. Como se pode verificar, os valores médios observados para as
amostras produzidas na regido norte, (VB), (BB) e (PB) apresentaram teores em
flavonas e flavonois proximos de 6%, valor que encontra-se acima do minimo descrito
para a propolis das regides temperadas. J& as amostras produzidas na regido sul,
apresentaram valores muito abaixo do minimo descrito, com destaque para a amostra

produzida por abelhas de Vila do Bispo (VV) com 1% de teor em flavonas, estando de
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acordo com o encontrado por outros autores para as amostras de propolis desta regido,

associado a resina de esteva (Cistus ladanifer).”>"

3.7 Teor em flavanonas/di-hidroflavonois

O teor em flavanonas e di-hidroflavondis na propolis portuguesa é
frequentemente mais elevado que para o conjunto de flavondides anteriormente
referidos,® no entanto, para a prépolis de choupo predominante em regides com clima

temperado, o valor minimo proposto é também de 4%.

Para a identificacdo do teor em flavanonas e di-hidroflavondis utilizou-se como
padrdo de referéncia a flavanona naringenina, a qual apresentou também um
comportamento linear na gama de concentragdes utilizada, como se pode constar pela

Figura 16.
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o
[EEN
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Figura 16 - Reta de calibracdo para a determinag&o do teor em flavanonas/di-hidroflavondis

Os resultados obtidos para as diferentes amostras, agrupadas de acordo com o
local de producdo e a origem das abelhas estdo apresentados na Tabela 8. Como se pode
verificar os teores médios para todos os conjuntos de amostras, ultrapassa o limite
minimo de 4% referido na literatura, no entanto, foram encontradas algumas amostras
de propolis, em particular na regido sul, onde os teores surgem abaixo desse valor, o que

esta de acordo com o descrito na literatura.*’

De uma forma geral verifica-se que a propolis recolhida em Braganca,
independentemente da origem das abelhas, apresenta um teor médio em flavanonas/di-
hidroflavondis superior a propolis produzida em Vila do Bispo, observando-se o valor

mais alto para as amostras de Braganca produzidas pelas abelhas da regido sul (VB)
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10%. Ja o conteddo médio mais baixo em flavanonas, com diferenca consideravel, foi

observado para as amostras recolhidas em Vila do Bispo e produzido pelas abelhas

oriundas da regido sul (VV) 5%. Quanto as diferencas observadas entre os valores

obtidos para as medianas, observa-se que 50% das amostras VB tem pelo menos 10%

de flavanonas, enquanto 50% da amostra BV tem no maximo 6%.

Tabela 8 — Teor em flavanonas/di-hidroflavonois por regido e origem das abelhas

Flavanonas/

Estatisticas descritivas

Intervalo de
confianca a 95%

di-hidroflavondis . - . Amplitude - Desvio  Limite Limite
n Minimo  Maximo  Mediana interpquartil Meédia padrdo inferior  superior

\YAY 9 2,70 7,10 5,30 3,40 4,99 1,79 3,61 6,36

VB 15 3,60 14,40 10,50 5,30 9,84 3,72 7,78 11,90

BV 6 1,50 10,30 5,65 7,90 5,87 4,27 1,38 10,35

BB 12 5,10 11,90 9,10 1,25 8,70 1,86 7,52 9,88

PB 15 6,90 11,30 9,60 2,05 9,19 1,27 8,48 9,89

Nota: VV — Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Vila do Bispo; VB - Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Braganca; BV -
Abelhas de Braganga/produzido em Vila do Bispo; BB - Abelhas de Braganca/produzido em Braganga; PB - Abelhas Pais

Basco/produzido Braganca.

3.8 Analise estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados foi

realizada utilizando o teste ndo

paramétricos de Kruskal-Wallis, para verificar a existéncia de diferencas entre 0s grupos

de amostras de prépolis, em cada um dos parametros analisados (recorreu-se ao teste

ndo paramétrico em consequéncia da violacdo dos pressupostos da Anova). Na Tabela 9

apresentam-se o0s resultados do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Como se pode

observar verifica-se que os resultados obtidos sdo significativamente diferentes em

todas as variaveis.

Tabela 9 — Resultados do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

Variavel Teste Kruskal- Valor Conclusio
Wallis prova (p)
Cinzas 22,927 0,000 Existem diferencas significativas entre grupos
Ceras 35,434 0,000 Existem diferencas significativas entre grupos
C. Balsamico 19,951 0,001 Existem diferengas significativas entre grupos
Fenois totais 36,821 0,000 Existem diferencas significativas entre grupos
Flavonas 34,135 0,000 Existem diferencas significativas entre grupos
Flavanonas 17,549 0,002 Existem diferencas significativas entre grupos
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Para identificar especificamente quais 0s grupos entre os quais se verificam as
diferengas significativas, considerando que ndo existem testes de comparag6es multiplas
a posteriori para as estatisticas ndo paramétricas, aplicou-se o teste de Mann-Whitney,
ajustando o erro de tipo | (erro de significancia fortuita) através da correcdo de
Bonferroni (consideram-se diferencas estatisticamente significativas se, p<0,05%). Os
resultados obtidos para cada uma das variaveis encontram-se descriminados no anexo |

e resumidos na Tabela 10.

Os resultados da tabela permite evidenciar as diferengas encontradas entre
apiarios (regides) e origem das abelhas. Para todos os parametros analisados, com
excecdo do contetdo balsdmico, € evidente a diferenca entre a propolis produzida na
regido de Braganca e em Vila do Bispo, encontrando-se 0s valores de cinzas e ceras
mais elevados na regido sul, enquanto para a composicdo fendlica, os teores mais
elevados encontram-se na regido sul. No contetdo balsdmico, esta diferenca ja nédo é
distinta, verificando-se que para uma mesma regido encontram-se ora valores elevados

ou mais reduzidos.

Tabela 10 — Resumo da caracterizacdo das matrizes estudadas

Cinzas Ceras g;g;?#gg Fendis Totais Flavonas Flavanonas

- Mediana Mediana - Mediana Mediana Mediana

Cadigo : - Mediana . - -

(Amplitude (Amplitude (Amplitude (Amplitude (Amplitude (Amplitude
interquartil) interquartil) interquartil) interquartil) interquartil) interquartil)
\AY; 2,00 (0,40)? 6,50 (1,95) 64,80 (22,60)® 4,80 (1,70)° 0,80 (1,00)° 5,30 (3,40)°
VB 1,27 (0,31)° 2,30 (1,50)° 75,90 (8,80)* 18,00 (1,95)? 5,90 (1,00) 10,50 (5,30)*
BV 1,31 (0,99)® 8,00 (0,50)° 71,20 (22,70)® 3,20 (4,90)° 2,00 (3,70)° 5,65 (7,90)®
BB 0,99 (0,57)° 3,90 (2,20)° 67,40 (18,68)° 16,40 (1,65)? 5,75 (0,50)? 9,10 (1,25)
PB 1,07 (1,15)° 4,00 (1,53)™ 73,20 (3,02)® 17,70 (1,10)* 6,00 (0,85)* 9,60 (2,05)

Nota: VV — Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Vila do Bispo; VB - Abelhas de Vila do Bispo/produzido em Braganca; BV -
Abelhas de Braganca/produzido em Vila do Bispo; BB - Abelhas de Braganca/produzido em Braganga; PB - Abelhas Pais
Basco/produzido Braganca. Em cada coluna, letras diferentes significam diferencas significativas (P <0,05).

As diferencas entre regides sdo de uma forma geral observadas na prépolis
independentemente da origem das abelhas, com excec¢do do teor em ceras. Para este
parametro os resultados apontam para uma diferenca estatisticamente significativa entre
a propolis produzida em Braganca pelas abelhas oriundas de Vila do Bispo (VB), e a

propolis produzida em Braganca pelas abelhas provenientes de Braganca (BB). J& a
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prépolis produzida nesta regido pelas abelhas oriundas do Pais Basco, nao se distingue
das anteriores. Esta diferenca ndo parece ser suficiente para demarcar as caracteristicas

desta prdpolis, uma vez que para 0s restantes parametros ndo se verifica.
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4. Concluséo
A propolis € um produto apicola, que devido a sua origem, reflete as

carateristicas botanicas na vizinhanca da colmeia, no entanto, é desconhecido qual o
impacto da abelha nas especificidades do produto obtido. Este trabalho teve assim como
objetivo avaliar a influéncia da origem geogréfica das abelhas na sele¢do das fontes
florais utilizadas para a producdo de prépolis, comparando-se 0s Seus parametros de

qualidade, nomeadamente o teor em cinzas, ceras e compostos fendlicos.

Alguns dos estudos anteriores realizados sobre a qualidade da préopolis em
Portugal® " evidenciaram diferencas significativas entre a prépolis produzida na regido
norte e sul, em particular devido a disponibilidade das resinas existentes em cada um
dessa regiGes. Na regido norte, o choupo surge como a fonte floral utilizada pelas
abelhas, enquanto no sul, as resinas de esteva sdo a principal marca encontrada. Para
explorar esta diferenca, foram utilizados dois apiarios em areas geograficamente
distintas, Braganca e Vila do Bispo, efetuando-se a transuméancia de colmeias entre os
apiarios: 5 colmeias de Braganca, num total de 10, foram transferidas para Vila do
Bispo e vice-versa. Adicionalmente foram transferidas para o apiario de Braganca 5
colmeias oriundas do Pais Basco. A produgdo de prépolis nestes dois apiarios foi
efetuada durante um periodo de 3 meses, entre maio e julho de 2016, utilizando-se redes
plasticas comerciais colocadas diretamente sobre o topo dos quadros da colmeia. O

controlo da producéo efetuou-se por pesagem quinzenal das redes.

A maior quantidade de propolis produzida ocorreu no apiario localizado na
regido norte atingindo-se um valor médio por colmeia de 17g, bastante mais elevado
que as 7g obtidas nas colmeias do apiario de Vila do Bispo. As razdes associadas a esta
diferenca poderdo estar relacionadas com multiplos fatores, como a disponibilidade da
resina em redor de cada um dos apiarios, o estado da flora e de desenvolvimento da
colonia no periodo, bem como as condicfes climéticas proprias de cada um dos locais.
Comparando as diferentes origens geograficas das abelhas, ndo foi possivel estabelecer
uma correlacdo da quantidade de prépolis produzida e a sua proveniéncia no apiario de
Braganca. Ja para o apiério da regido sul, as abelhas de Vila do Bispo apresentaram uma
maior produtividade, o que podera estar associado com um melhor reconhecimento das

fontes florais existentes na regiéo.
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A avaliacdo da qualidade da propolis obtida neste trabalho foi efetuada através
da andlise de alguns parametros fisico-quimicos, nomeadamente o teor em cinzas, ceras
e conteldo balsdmico, bem como através do estudo da composi¢cdo fendlica, por

avaliacdo do teor em fenois e flavonoides.

A analise das cinzas revelou a presenca de teores baixos entre 1 e 2%,
significativamente menores que 0os maximos recomendados na literatura. As amostras
analisadas ndo revelaram a existéncia de diferencas, para este parametro, associadas
com a origem das abelhas, no entanto, a quantidade de cinzas nas amostras produzidas
em Braganca é estatisticamente inferior as produzidas em Vila do Bispo, provavelmente

associado a proveniéncia botanica das resinas.

O teor em cera das amostras de prépolis no ambito deste estudo apresentou uma
variacdo idéntica a encontrada para as cinzas, observando-se diferencas significativas
principalmente entre os locais de producdo e ndo associadas a origem das abelhas. Os
valores encontrados para este parametro oscilam entre 0s 7% para a propolis produzida
em Vila do Bispo e os 3% verificados para as amostras de Braganca. Em qualquer
destas situacdes, o valor é significativamente inferior ao maximo recomendado para a

propolis de regides temperadas.

A quantidade de compostos fenodlicos é um fator importante nos padrBes de
qualidade da propolis, pois determina frequentemente o seu valor comercial. Neste
trabalho, o processo de extracdo resultou num teor balsdmico com valores acima do
minimo recomendado para este tipo de propolis (45%), oscilando entre os 65 e 76%.
Estes valores, associados aos baixos teores de cinzas e ceras anteriormente referidos,
confirmam a boa qualidade da propolis Portuguesa. Neste parametro, considerando a
variabilidade observada para os diversos grupos, os teores obtidos nos dois locais de
producdo, pelos diferentes grupos de abelhas, ndo apresentaram diferencas
significativas. O mesmo n&o se verificou ao nivel do conteudo especifico do extrato,
observando-se uma diferenca evidente entre as amostras de propolis produzidas no
apidrio de Braganga comparativamente as amostras de Vila do Bispo,
independentemente da origem das abelhas. Para o teor em fendis totais, as amostras de
Braganca apresentam valores em redor dos 17%, quatro vezes superiores as encontrados
nas amostras de Vila do Bispo. No que se refere ao teor em flavonas/flavonois e

flavanonas/di-hidroflavondis os valores obtidos para as amostras de Braganga foram de
11pavlu uad prouvelliiciivia ua aveliia lid yudliuaue ud Prupulis
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6 e 9%, respetivamente, enquanto que para as amostras de Vila do Bispo este valores
rondaram os 1 e 5%, respetivamente. Estas observacfes confirmam outros estudos ja
realizados nas amostras de propolis Portuguesas, onde as amostras da regido norte de

Portugal apresentam uma composicdo em compostos fenoélicos mais elevada.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que as maiores
diferencas encontradas entre as amostras de propolis estdo associadas as carateristicas
florais em redor do apiério, ndo se verificando uma diferenca significativa na qualidade
da préopolis em fungdo da proveniéncia da abelha na qualidade da prépolis. Assim,
pode-se afirmar, que as abelhas efetuam uma selecdo das resinas mediante a
disponibilidade em redor do apiario, adaptando a sua selecdo quando colocadas em

ambientes distintos.

Na continuacdo deste trabalho sera importante, ao nivel da qualidade da propolis
avaliar a origem floral das amostras, bem como aumentar o nimero de amostras para

uma avaliag&o do perfil fendlico.

Este trabalho resultou na elaboracdo de um poster apresentado no IV Encontro

de Jovens Estudantes Investigadores, anexo II.
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significativas.

Capitulo VI - Anexos

Teste de Mann-Whitney para especificar quais 0s grupos verificam as

Por analise da Tabela 11 conclui-se que relativamente as cinzas as diferencas

estatisticamente significativas nos resultados obtidos ocorreram entre VV e VB, BB e

PB.

Tabela 11 - Resultados dos testes ndo paramétricos Mann-Whitney para as
comparacBes multipla das cinzas

. Estatistica teste Valor x

Cinzas Mann-Whitney prova (p) Concluséo

VV-VB -3,713 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-BV -2,648 0,006

VV-BB -3,875 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-PB -3,680 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-BV -0,596 0,558

VB-BB -1,971 0,050

VB-PB -1,017 0,325

BV-BB -1,939 0,055

BV-PB -1,820 0,073

BB-PB -0,187 0,870

Por anélise da Tabela 12 conclui-se que relativamente as ceras as diferencas

estatisticamente significativas nos resultados obtidos ocorreram entre VV e VB, BB e
PB; entre VB e BV e BB; entre BV e BB e PB.

Tabela 12 - Resultados dos testes ndo paramétricos Mann-Whitney para as
comparag6es multiplas das ceras

Estatistica teste

Valor

Ceras Mann-Whitney prova (p) Conclusao

VV-VB -3,746 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-BV -1,013 0,321

VV-BB -2,792 0,004 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-PB -3,518 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-BV -3,849 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-BB -3,250 0,001 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-PB -2,713 0,005

BV-BB -2,918 0,002 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
BV-PB -3,526 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
BB-PB -0,854 0,422
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Por andlise da Tabela 13 conclui-se que relativamente ao composto balsdmico as
diferencas estatisticamente significativas nos resultados obtidos ocorreram entre BB e
VB e PB.

Tabela 13 - Resultados dos testes ndo paramétricos Mann-Whitney para as
comparacgdes multipla dos contetidos balsémicos

Contetdo Estatistica teste Valor

Balsédmico Mann-Whitney prova (p) Conclusdo
VV-VB -1,799 0,072
VV-BV -0,408 0,683
VV-BB -0,223 0,824
VV-PB -1,586 0,113
VB-BV 0,000 0,024
VB-BB -3,251 0,001 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-PB -1,680 0,098
BV-BB -2,490 0,999
BV-PB -2,229 0,013
BB-PB -3,741 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos

Por anélise da Tabela 14 conclui-se que relativamente aos fendis totais as
diferencas estatisticamente significativas nos resultados obtidos ocorreram entre VV e
VB, BB e PB. E também entre BV e VB, BB e PB.

Tabela 14 - Resultados dos testes ndo paramétricos Mann-Whitney para as
comparag6es multipla dos fendis totais

Fené_is Estatl'stica_teste Valor Conclusio

totais Mann-Whitney prova (p)

VV-VB -4,029 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-BV -1,179 0,239

VV-BB -3,840 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-PB -4,026 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-BV -3,509 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-BB -2,052 0,041

VB-PB -1,079 0,236

BV-BB -3,375 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
BV-PB -3,504 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
BB-PB -2,612 0,007

Por andlise da Tabela 15 conclui-se que relativamente as flavonas as diferencas
estatisticamente significativas nos resultados obtidos ocorreram entre VV e VB, BB e
PB. E também entre BV e VB, BB e PB.
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Tabela 15 - Resultados dos testes ndo paramétricos Mann-Whitney para as
comparacGes multipla das flavonas/flavonois

Estatistica teste

Valor

Flavonas Mann-Whitney prova (p) Concluséo
VV-VB -4,034 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-BV 0,000 0,999
VV-BB -3,849 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-PB -4,034 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-BV -3,514 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
\VB-BB -1,446 0,148
VVB-PB -0,706 0,480
BV-BB -3,386 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
BV-PB -3,514 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
BB-PB -1,273 0,203

Por andlise da Tabela 16 conclui-se que relativamente as flavanonas/di-

hidroflavondis as diferencas estatisticamente significativas nos resultados obtidos
ocorreram entre VV e VB, BB e PB.

Tabela 16 - Resultados dos testes ndo paramétricos Mann-Whitney para as
comparag6es multipla das flavanonas/di-hidroflavondis

Flavanonas Estatl'stica.teste Valor Conclusio
Mann-Whitney prova (p)
VV-VB -3,012 0,002 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-BV 0,000 0,999
VV-BB -3,202 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VV-PB -3,908 0,000 Diferencas estatisticamente significativas entre grupos
VB-BV -2,025 0,045
VB-BB -1,270 0,204
VB-PB -1,709 0,281
BV-BB -1,032 0,302
BV-PB -1,289 0,197
BB-PB -0,855 0,392
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Anexos |1

IMPACTO DA PROVENIENCIA DA ABELHA NA QUALIDADE DA PROPOLIS

GOMES CAHANGO, ANDREIA TOMAS, SORAIA FALCAO, MIGUEL VILAS-BOAS

Centro de Investigagdo da Montanha (CIMO), Instituto Politécnico de Braganga, Campus de Sta. Apoldnia, 5300-253 Braganga, Portugal.

Introducao
A prépolis € uma mistura complexa, de material resinoso colhida pelas abelhas em ramos de arvores, arbustos ou folhas e transportados
para colmeia, onde sdo adicionadas secre¢des salivares!. As abelhas usam esta mistura com finalidades mecanicas ou bioldgicas
nomeadamente na reparagdo da colmeia, gestdo de humidade, mas também para reparar favos ou impedir a entrada de possiveis
invasores?. A composi¢do quimica da prépolis depende da fonte vegetal em redor do apidrio e das condigdes geograficas e climaticas,
observando-se a preferéncia por fontes de resina especificas. Nas regides de climas temperados, como a Europa, as principais fontes
vegetais de resina para as abelhas sdo choupos, carvalho, salgueiro e acacia3.

Este trabalho tem como objetivo analisar a influéncia da origem da abelha na qualidade da prépolis, comparando os parametros fisicos-
quimicos.

Metodologia Resultados

Para o trabalho foram avaliadas 25 amostras de propolis, de [l Tabela 1- Resultados obtidos da aplicagdo das metodologias de andlise
abelhas de diversas origens, da regido Sul (Algarve) e Norte [llda prépolis, no Laboratério da ESA, Braganga.
(Braganga), bem como do Pais Basco, Espanha. A produgdo de

" Lo N . . Parametros fisico-quimicos
propolis foi efetuada em duas regides geograficamente T C.
distintas, Braganca e Vila do Bispo, que apds recebidas no T.Cinza  Mediapor  Cera  Mediapor  Balsamico  Média por
L ’ . N . ID__Origem/Local % Regi&o % Regiao % Regido
laboratério, foram armazenadas a -20°C até posterior analise. 22 vy 210 2:0 730 652 G 65415
A24 AA 2+0 4£2 650
T c. . . ~ . . A26 AA 240 6+1 8015
eor em Cinzas: Incineracdo das amostras de prépolis. A4 AB 110 120 150 281 751 7416
AS AB 10 310 T7£2
Teor em Ceras: Extragdo por Soxhlet com éter de petréleo. | As AB 1:0 452 6417
Numa segunda etapa foi aplicado um procedimento de extraggofl 12> %° = 20 st
adicional com metanol. B1 BA 210 121 8:3 741 710 60+16
B28 BA 10 62 -
Contetido Balsamico: A amostra de prépolis (1g) foi extraidaf§ 838 84 120 811 4910
a o . B14 BB 1:0 10 4£1 4x1 7315 6945
com 30mL de 70% de etanol/agua, a temperatura ambiente, § g5 BB 150 612 610
com agitagdo, durante 24h. Em seguida, foi filtrada e o residuo ff 837 BB 1:0 3+1 720
foi re-extraido nas mesmas condigdes B = o a0 oo
G - B24 PB 00 212 412 41 75£2 742
. , . B27 PB 210 31 743
Composicdo Fendlica: Efetuou-se através da avaliagdo doff e31 PB 5:0 7451
contetdo em fendis totais (método Folin-Ciocalteu), 24 PB 210 420 7124
flavonas/flavonéis (método cloreto de aluminio) e flavanonas/
ihi Ai A Compostos fenélicos: Fendis totais, Flavonas e Flavanonas
dihidroflavondis (método DNP). Fenois Médiapor  Flavonas  Médiapor  Flavanonas  Média por
ID__ Origem/Local _totais % Regiao % Regido % Regido
A22 AA 5£1 62 110 1£1 310 5£2
c I = A24 AA 5:0 10 61
onc usao A26 AA 9+1 2+0 7+0
PRI < . A4 AB 1841 18+2 7+0 6+1 91 1044
Os resultados demonstram uma variabilidade entre a prépolis§f ¢ aB 201 620 11
recolhida nos apidrios, observando-se um maior teor em ceras eff As AB 1451 5+0 420
i Py 2 A1l5 AB 200 70 14£1
cinzas nas am(n‘sFras do apidrio a suI NO. que se r.efere~a oot s 1810 jovs 1300
composigao fendlica os teores em fendis totais e flavonoides sdoff &1 BA 7:0 544 420 243 1041 66
superiores para as amostras da regido norte. J4 no que se refere :ii :’; f;ol e glg oo ;té 101
. N e e = + x + -+ +
ao impacto da origem geografica das abelhas, verifica-se que asf§ ;15 88 1651 610 011
carateristicas fisico-quimicas e fendlicas sdo semelhantes parafj 837 8B 1740 60 10:0
um mesmo apidrio ndo se observando diferengas significativas
entre as abelhas oriundas do norte, sul ou Pais Basco.
B27
B31

B41
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