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REesumo

O propolis € uma resina natural produzida por abelhas, que permite proteger as
colmeias de agentes externos que as possam colocar em perigo e contribui para a manutencao
da temperatura dentro da colmeia. E uma resina que, dependendo de vérios fatores como flora,
temperatura e localizacdo da colmeia, pode apresentar uma cor que pode ir do verde ao
castanho avermelhado. Tem um cheiro caracteristico, adocicado, e tanto pode ser rigida e
compacta como macia e granulosa. O prépolis tem sido estudado com diversos intuitos e

dados ja registados indicam esta resina como um forte antioxidante e antimicrobiano.

Ao longo deste trabalho foi avaliada a variagcdo da composi¢édo quimica do prépolis e da
sua atividade antioxidante consoante a data de colheita. Foram recolhidas amostras em trés
datas distintas (dezembro, marco e junho) de quatro apiarios (Casal Alvaro, Lagoas, S&o
Roque e Ouca) da zona do Caramulo, e de trés colmeias de cada um desses apiarios. Foram
feitos dois extratos etandlicos de cada amostra de prépolis (extratos A e B) e submeteram-se
0s extratos a trés testes distintos: Folin-Ciocalteu, sequestracdo do radical DPPH e atividade
redutora FRAP.

Verificou-se que, segundo os testes de Folin-Ciocalteu e FRAP, a concentracdo de
compostos antioxidantes quase duplicou de dezembro e marc¢o para junho. Quando ao teste de
DPPH, verificou-se um aumento gradual ao longo da data de colheita. Verificou-se que a
composicdo quimica do prépolis € variavel, de acordo com a data de recolha das amostras e

gue o seu poder antioxidante quase duplica de dezembro e marc¢o para junho.

Os extratos brutos das amostras de prépolis foram fracionados com acetato de etilo e
analisados por GC-MS. Verificou-se que a composi¢cdo quimica varia ao longo das datas de
colheita, especialmente para alguns componentes. Observou-se existirem correlacdes entre as

propriedades antioxidantes e a abundancia de alguns componentes fendlicos do prépolis.

E possivel verificar que, devido as suas caracteristicas antioxidantes, se torna cada vez
mais interessante caracterizar quimicamente o prépolis. A caracterizacdo do propolis podera
levar ao desenvolvimento de novos aditivos e suplementos alimentares bem como responder a
necessidades nas areas de microbiologia e da genética, permitindo a criacdo de novas drogas

comercializaveis para algumas patologias.

Palavras-chave: Resina natural, atividade antioxidante, GC-MS, composi¢ao quimica
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ABSTRACT

Propolis is a natural resin produced by bees, for protection of the hives from hazards
that may affect them and it helps to stabilize their internal temperature. It is a resin that,
depending on various factors such as flora, temperature and location of the hive, can display a
color that goes from green to reddish brown. It has a distinctive sweet smell and it may be
steaky or grainy. Propolis has been studied for many reasons and the data available shows that

this resin as strong antioxidant and antimicrobial activities.

In this work it was studied the variation of the chemical composition and antioxidant
activity of propolis as a function of the harvest date. Samples were collected on three different
dates (December, March and June) from four apiaries (Alvaro Casal, Lagoas, S40 Roque and
Ouca) of Caramulo zone, and three hives of each one of these apiaries. From each sample of
propolis were produced two ethanol extracts (extracts A and B) that were subjected to three
different tests: total phenolic compounds by Folin-Ciocalteu test, DPPH radical sequestration
and ferric reducing antioxidant power (FRAP).

For the tests of Folin-Ciocalteu and FRAP, it was found that, the concentration of
antioxidant compounds active on those tests almost doubled from December or March to June.
In the case of the the DPPH test, there was a gradual increase of active compounds in the
extracts with the increase of the harvest date. It was verified that the chemical composition of

propolis and its antioxidant activity is variable according to the date of sampling.

The crude extracts of propolis were fractionated with ethyl acetate and analyzed by GC-MS. It
has been found that the chemical composition of the extracts varies along the harvest dates,
particularly for some components of the extracts. Also it is possible to identify a correlation
between the concentration of some of the phenolic components of the extracts and their
antioxidant properties.

You can verify that, given its antioxidant characteristics, it becomes increasingly
interesting to characterize chemically propolis. The characterization of propolis may lead to the
development of new food additives and supplements. It may also respond to needs in the areas
of microbiology and genetic engineering, namely by contributing with new and natural medicines
for some diseases.

Key Words: Natural resin, antioxidant activity, GC-MS, chemical composition
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Capitulo | INTRODUGCAO

Enquadramento tedrico

Desde ha muitos anos que se conhecem diversas caracteristicas associadas ao
propolis, que se podem mostrar de grande valor em diferentes areas como a medicina,
farmacia, cosmética, alimentar, etc.

Desde cremes corporais a conservantes alimentares, o propolis tornou-se numa matriz
de grande interesse devido aos seus beneficios e as suas propriedades Unicas em diversos
estudos.

Conhecido como uma resina de aspeto e cheiro Unicos, esta substancia produzida por
abelhas para protegerem as suas colmeias tem sido amplamente estudada de modo a que seja
aplicada para diferentes fins, visto conter uma composi¢cdo quimica Unica que consegue reunir
moléculas organicas de grande interesse para 0s seres Vivos.

Por reunir caracteristicas tdo singulares que torna-se importante caracterizar o prépolis,
de modo a poder desenvolver novas aplicacbes do mesmo, nomeadamente na indudstria

alimentar.

1.1. Propolis, um subproduto das colmeias

A palavra “prépolis” é de origem grega, em que “pro” significa “em frente de” e “polis”
significa “cidade”, e traduz-se como “em frente da comunidade”, ou seja, a comunidade em

primeiro lugar.

Figura 3.1 — Imagem representativa de prépolis e abelha da espécie Apis melifera.

O propolis (Figura 1.1) é uma resina produzida por abelhas da espécie Apis melifera
(Figura 1.1) a partir de resinas e outros materiais ativos secretados pelas plantas ou expulsos
por feridas nas mesmas (gomas, resinas, etc.) de numerosas espécies de arvores como 0



choupo, bétula, pinho, amieiro, salgueiro e palma. Apéds a recolha desses materiais, as abelhas
misturam-nos com enzimas da prépria saliva (Pietta et al, 2002) e utilizam a resina resultante
para cobrir as paredes internas da colmeia, tapar fendas e buracos, matar insetos invasores
por embalsamento e envolver cadaveres das abelhas que morrem, impedindo a putrefacéo das
mesmas (Moreira et al, 2008; Mello et al, 2009; Pietta et al, 2002). E o prdpolis que permite

manter a temperatura e a assepsia da colmeia. (Castaldo et al, 2002; FNAP, 2010)

Ao longo de centenas de anos, o prépolis tem vindo a ser utilizado como um
medicamento natural. O povo egipcio conhecia bem as propriedades antissépticas desta resina
e utilizava-a para embalsamar os cadaveres (Sforcin, 2007; Castaldo et al, 2002). Fisicos
gregos e romanos como Aristételes, Dioscorides, Pliny e Galen reconheceram as suas
propriedades medicinais e aplicava-se o propolis para tratar feridas ou como desinfetante bocal
devido as suas propriedades antissépticas e cicatrizantes (Castaldo et al, 2002; Lustosa et
al,2008).

O propolis possui propriedades fisicas variaveis, como a cor, textura e cheiro. A sua cor
varia entre o verde, o vermelho e o castanho. O seu cheiro é caracteristico: intenso e
adocicado. Quanto a sua textura, o propolis demonstra propriedades adesivas, devido as fortes
interacdes entre os 6leos essenciais e as proteinas (Thirugnanasampandan et al, 2012). E uma
substancia rija e quebradica a baixas temperaturas, mas revela-se macio, pegajoso e maleavel
guando estd a temperaturas mais altas (Marcucci, 1994; Federacdo Nacional dos Apicultores
de Portugal, 2010). Estas propriedades podem variar de acordo com a sua composi¢ao
guimica, com idade do propolis, com a fauna que Ihe da origem, com o clima e com a ac¢éo

enzimética que os seus constituintes sofrem durante a sua producéo.

Em zonas de clima mais temperado, as abelhas recorrem ao choupo, no norte acorrem
mais a bétula e na zona equatorial a plantas do género Deschampia (Gregoris, 2009). O
propolis das zonas temperadas (Europa, América do Norte e regiées néo tropicais da Asia e da
Nova Zelandia) é essencialmente produzido a partir de resinas do freixo (Populus spp). No
norte da Russia, a bétula (Betula verrucosa) é a planta mais comum. Além do freixo e da bétula,
as abelhas das zonas temperadas também acorrem as coniferas (Pinus spp), castanheiro-da-
india (Aesculus hippocastanu), todas as espécies de Prunos (amendoeira, damasqueiro,
cerejeira, nectarina, pessegueiro ou ameixeira), salgueiro (Salix spp), amieiro (Alnus spp),
guercineas (Quercus spp), esteva (Cistus spp) e aveleira (Corylus spp). O prépolis de zonas
tropicais, como a Australia, Brasil e outros paises sul-americanos, tem origem, maioritariamente
em Acacia spp, Eucalyptus ssp, Xanthorrhoea spp e Araucaria spp (Falcdo 2013; Federagéo

Nacional dos Apicultores de Portugal, 2010).

Como a vegetacdo a qual as abelhas recorrem para recolha das resinas do propolis
varia ao longo do ano (de acordo com as espécies), em paises da Europa como Portugal,
Espanha, Italia e Grécia a recolha é feita desde a primavera até ao inicio do outono. Esta

época é ideal devido as temperaturas relativamente altas que tornam as resinas vegetais mais



faceis de recolher pelas abelhas e porque ha maior abundancia de plantas com 6éleos
essenciais e resinas que podem ser utilizadas na produgdo de propolis. Noutras zonas da
Europa e zonas temperadas, a recolha apenas ocorre no verdo, até inicio do outono. Caso o
propolis ndo seja recolhido pelo Homem, uma colmeia gera apenas entre 50 g a 150 g. No
entanto, devido as suas caracteristicas Unicas, criaram-se métodos que visam incentivar as
abelhas a produzir mais prépolis, nomeadamente a recolha do mesmo, recorrendo a malhas de
plastico colocadas imediatamente abaixo da tampa da colmeia. A sua remocao fara com que
as abelhas rapidamente recubram o local, de modo a manter a assepsia e seguranca da
colmeia. Outros métodos passam por simular a presenca de invasores na colmeia (Federagéo
Nacional dos Aicultores de Portugal, 2010).

Desde os tempos ancestrais que o propolis é utilizado para fins medicinais. Hoje sabe-
se gue esta substancia produzida pelas abelhas tem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatérias, antibacterianas, antivirais, citotoxicas, imuno-modulatérias e anti-proliferativas,
gue se devem a presenca de flavonoides, acidos fendlicos e respetivos ésteres (Guo et al,
2011; Popova et al, 2010; Kalogeropoulos et al, 2009; Mohammadzadeh. et al, 2006; Valente et
al, 2010). Alguns estudos apontam o prépolis como uma substancia eficiente em tratamentos
médicos em humanos e animais (Dias et al, 2012). Atualmente, o propolis € comercializado em
capsulas (forma pura ou combinada com extratos de plantas), sob a forma de extratos (hidro-
alcoolicos ou glicdlicos), higienizantes orais, pastilhas para a garganta, cremes, em pé, etc.

(Sforcin, 2007).

Devido as suas caracteristicas Unicas, o prépolis € encarado como um produto de
grande interesse para diversas industrias, ndo sé na area da medicina, mas também na
indUstria de aditivos alimentares, farmacéutica e cosmética, que cada vez mais procuram isolar
compostos bioativos a partir de produtos naturais, por extracéo e purificacdo (Moreira et al,
2008). Sendo a industria alimentar um sector de grande interesse humano, investe-se cada vez
mais na pesquisa de compostos alternativos aos compostos quimicos. Conhecidas as
caracteristicas do prépolis e trabalhando no isolamento e obtengc&o de compostos de interesse,
nomeadamente compostos fendlicos e terpénicos, podera ser possivel tornar esta substancia
uma fonte de inimeros produtos de uso diario (Mello et al, 2009). Estudos ja realizados por
Dias et al (2012), Mohammadzadeh et al (2006) e Choi et al (2005) mostram que ha, de facto,

bactérias sensiveis ao prépolis, nomeadamente bactérias Gram positivas no geral.

Devido as suas propriedades Unicas, o propolis tem vindo a tornar-se um produto de
grande interesse econdmico mundial, sendo que o0s seus maiores produtores sdo a Russia, a
China, os Estados Unidos da América, o Brasil e a Austrdlia. Na Europa, 0os maiores produtores
desta resina séo a Franca, a Bélgica, a Espanha, a Itdlia, a Alemanha e a Bulgaria (Federacéo

Nacional dos Apicultores de Portugal, 2010)



1.2. Composicao do propolis

Geral

Sendo o propolis um produto das colmeias que tem despertado muito interesse
cientifico devido as suas propriedades peculiares, sdo conhecidos, até a data, entre 300 e 400
constituintes do prépolis, sendo que a sua composi¢cao quimica varia, entre outros fatores, de
acordo com a variabilidade de plantas que crescem em redor da colmeia (Popova, 2010; Dias

et al, 2012; Gémez-Caravaca et al, 2006).

Embora a composicdo quimica exata do prépolis varie muito, este possui uma
composicdo quimica geral muito semelhante, independentemente da sua origem (Miguel et al,

2013; Pietta et al, 2002), como apresentado na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 - Composicdo genérica do prépolis (adaptado de Miguel et al, 2013, Pietta et al,

2002).

Componente Quantidade presente
Resinas = 50%
Ceras = 30%
Oleos essenciais = 10%
Pdlen = 5%
Outras moléculas organicas =~ 5%

Independentemente da origem, é 0 seu conteldo em compostos ativos que confere as
caracteristicas Unicas de cada tipo de prépolis. Embora ja tenham sido identificados muitos
compostos diferentes, os perfis quimicos do propolis diferem na sua composi¢do (Popova,
2010; Sforcin, 2007) e a sua atividade bioldgica depende da quantidade de compostos
polifendlicos, principalmente flavonoides, seguido de &cidos arométicos, ésteres de acidos

fendlicos, terpenos, etc. (Thirugnanasampandan et al, 2012).

O propolis € uma matriz que ndo pode ser analisada no seu estado puro, pois contém
muitas impurezas e a propria textura nem sempre o permite. Para tal, € necessario que as
amostras de propolis sejam purificadas por extracdes com solventes, de modo a remover 0s
materiais inertes (ex.: lixos), preservando a fracé@o fendlica e todos os restantes compostos de
interesse (Volpi et al, 2006; Pietta, 2002).



Ceras

Representando uma fragéo significativa da composicao geral do prépolis (cerca de 30%
da sua composicao), as ceras sdo constituidas por uma mistura de resinas provenientes das
plantas com ceras produzidas pelas abelhas (Salatino et al, 2011).

As ceras vegetais sdo uma mistura complexa de lipidos que as plantas utilizam para se
proteger das perdas de agua e de outros perigos do meio que as envolve. Sao essencialmente
hidrocarbonetos, éalcoois de acidos gordos e acidos organicos. Em menores quantidades

possuem cetonas, alcoois secundarios, diéis, aldeidos, terpenos e flavonas (Kolattukudy, 1969).

As abelhas também contribuem com uma cera propria para a composicdo total de
ceras no prépolis. As abelhas obreiras entre os 12 e os 18 dias de idade produzem, em oito
glandulas cerigenas localizadas no abdémen, cerca de 0,008 gramas de cera. Com o principal
objetivo de armazenamento do mel e do pdlen na colmeia, desenvolvimento da criacao,
regulacdo da temperatura e descriminacdo dos odores, estas ceras também sdo uma
substancia que integra uma boa percentagem do prépolis. Na sua composicdo tem
hidrocarbonetos, acidos gordos livres, monoésteres, diésteres, triésteres, deridados de ésteres

e de acidos gordos. (Manual de boas praticas na producao de cera)

Terpenos

Representando uma grande parte dos 6leos essenciais, 0s terpenos sao compostos
guimicos que contribuem significativamente para as caracteristicas Unicas do propolis. Estes
compostos sdo encontrados em Oleos essenciais de plantas no geral e contribuem para a
fragancia das mesmas. Considerados como moléculas naturais, os terpenos (ou terpendides)
possuem inumeras utilizagbes nos dias de hoje, sendo utilizados em repelentes de insetos,

inseticidas, desinfetantes, fungicidas, bactericidas, solventes e desengordurantes industriais.

Os terpenos sdo compostos lipidicos de férmula geral CioHie € desempenham um
papel importante nos organismos vivos, nhomeadamente a nivel das membranas celulares e
fisiologia das plantas (Bergamaschi,J.M.).

Os terpenos tém uma estrutura bésica com um ndmero definido de unidades

isoprénicas, com cinco carbonos (Figura 1.2)

H3C CH
C—C
/2
H,C H

Figura 1.2 - Unidade de isopreno, com cinco carbonos - Unidade estrutural dos terpenos.

(http://temasdebioquimica.wordpress.com/2008/08/01/biosintesis-de-colesterol-iii/)



Os principais componentes nos Oleos essenciais sao 0s monoterpenos e
sesquiterpenos. Outros terpenos sdo mais comuns em balsamos, resinas, ceras e borrachas.
Existe uma diversidade grande de moléculas naturais como alcaléides derivados indolicos,
quinonas (vitaminas K e E), vitamina A (obtida a partir do betacaroteno), fendis e outros alcoois
como terpindis ou poliprendis (Bergamaschi, J.M.).

Os terpenos (ou isoprenos) podem ser classificados de acordo com o ndmero de

unidades de isoprenos e o respetivo nimero de carbonos, como na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Unidade de isopreno, nimero de carbonos e respetiva classe.

Terpenos Unidades Isoprenos | Atomos de Carbono
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Cartenoides 8 40

Estes Oleos essenciais volateis sdo aqueles que se armazenam em Orgdos ou
estruturas como nas flores, folhas, cascas dos caules, madeira, raizes, rizomas, frutos e
sementes. Os Oleos obtidos a partir das plantas podem variar de composi¢cdo quimica,
caracteristicas fisico-quimicas e odores muito diversificados, dependendo do 6rgdo de onde

sdo extraidos bem como da época do ano, condi¢des climatéricas e do solo.

Embora sejam compostos biodegradaveis pois sao utilizados como substratos para
alguns microrganismos, algumas destas moléculas também apresentam toxicidade
contribuindo para prote¢do contra predadores e pragas. Alguns insetos, como as abelhas,
recolhem estes Oleos volateis e utilizam-nos para proporcionar protecdo das suas coldnias.
(Bergamaschi, J.M.)



Compostos fendlicos

7

A fracdo polifendlica é a que mais contribui para os efeitos terapéuticos desta
substancia natural produzida pelas abelhas (Gardana et al, 2006) e é a fracdo responsavel por
conferir ao propolis caracteristicas antioxidantes, antivirais e anti-inflamatorias

(Thirugnanasampandan et al, 2012; Pietta et al, 2002; Gémez-Caravaca et al, 2006).

Os compostos fendlicos sdo moléculas organicas que podem ser simples ou possuir
um elevado grau de polimerizacdo. Estdo presentes nos alimentos de origem vegetal na forma
livre ou ligados a proteinas ou acgucares. Estas moléculas podem dividir-se em varios grupos,
de acordo com a sua abundancia: pouco abundantes, polimeros e os muito abundantes
(Soares, S., 2002).

No grupo dos compostos fendlicos pouco abundantes estdo os fendis simples, o
catecol, a hidroquinona e o resorcinol. Podem englobar-se também nesta categoria os aldeidos
derivados dos acidos benzoicos, constituintes dos o0leos essenciais que sdo moléculas
encontradas com alguma frequéncia em vegetais embora em baixa concentracdo (Soares, S.,
2002).

Os compostos fendlicos poliméricos sdo aqueles que ndo se encontram sob a forma
livre nos vegetais, mas sim na forma de polimeros. A este grupo pertencem os taninos e as
ligninas. Os taninos sdo compostos de alto peso molecular, que conferem a sensacdo de
adstringéncia aos alimentos. As ligninas sdo polimeros complexos rigidos e de grande
resisténcia mecéanica. A hidrélise alcalina destes Ultimos origina uma grande quantidade de

derivados de acidos benzoico e cindmico (Soares, S., 2002).

No grupo dos compostos fendlicos simples mais abundantes estdo os flavonéides e

seus derivados e &cidos fendlicos e cumarinas (Soares, S., 2002).

Os flavonéides possuem uma estrutura basica do tipo Cg-Cs-Cg, originando a maior
diversidade de compostos no reino vegetal. Este grupo engloba moléculas como:
antocianidinas, flavonas, flavondis e, em menores quantidades, auronas, chalconas e

isoflavonas (Soares, S., 2002).
Os &cidos fendlicos dividem-se em trés subgrupos, apresentados na Tabela 1.3.

Tabela 1.3 - Classificacdo dos 4cidos fendlicos.

Tipo de &cido Estrutura quimica
Benzabico Cs-C,
Cinamico Cs-Cs3
Cumarinas Derivadas do acido cinamico




Além de se apresentarem na sua forma livre, estes acidos podem ainda conjugar-se

COm outros compostos.

Devido a processos de oxidacao lipidica ja estudados e conhecidos nos alimentos e
responsaveis pela deterioracdo dos mesmos conferindo sabores e odores desagradaveis, a
indastria alimentar tem investido na procura de compostos naturais que contrariem essa

tendéncia e atuem como antioxidantes (Atungulu. et al, 2006).

No corpo humano, as espécies reativas de oxigénio sao continuamente formadas pelas células,
devido a processos bioquimicos e fatores externos. Quando estes radicais estdo em excesso,
tornam-se toxicos para 0 organismo, sendo necessario elimina-los pois a sua producao
anormal pode desencadear inflamacdes, casos de isquemia ou presenca de iGes de ferro
catalitico. Os antioxidantes permitem prevenir este tipo de reacdes adversas, neutralizando e
eliminando os radicais livres formados por processos naturais no organismo (Kumazawa et al,
2003).

Os compostos considerados antioxidantes sdo todos aqueles capazes de inibir a
oxidacdo de diversos substratos, impedindo a formacdo de radicais livres ou eliminando os
radicais livres por doacdo de atomos de hidrogénio (Sousa et al, 2007).

Estudos cientificos (Thirugnanasampandan et al, 2012; Sarikata et al 2007) mostram
gue os compostos fendlicos sdo moléculas com grande poder antioxidante pois podem
funcionar como sequestrantes de radicais livres ou como quelantes de metais, atuando como
inibidores de formacdo de radicais livres ou eliminando-os (Russo et al, 2004). Devido a
presenca de um anel aromatico nos compostos fendlicos, as moléculas intermediarias
originadas sdo relativamente estaveis por ressonancia. Assim sendo, todos os compostos
fendlicos e os seus derivados atuam como excelentes antioxidantes, impedindo a oxidacéo
lipidica (Valente, 2010; Silva et al, 2005). No entanto, devido a toxicidade de uma grande parte
destas moléculas, nem todos sdo permitidos pela industria alimentar como aditivos (Soares,
2002; Mohammadzadeh et al, 2006).



Tabela 1.4 - Compostos fenélicos comumente encontrados em amostras de prépolis, método

de detecdo dos mesmos, respetiva gama de concentracfes e origem das amostras.

Método de Gama de i L
Composto . . Origem da amostra Referéncia bibliogréfica
detecdo |concentragcdes (mg/g)
Edipto. Europa. Turguia. Grécia GoOmez-Caravaca et al, 2006; Guo, et al,
_ _ GC-MS; Cgipre’ go'ﬁ a? Cepoo2011;  Markham et al  1996;
Pinocembrina HPLC 0,22 -99,7 N Zmina Aust‘;g“é Bulans |Kalogeropoulos et al, 2009; Falczo et al,
Hugn A » BUGA&15013; Pietta et a, 2002.; Kumazawa et al,
gria, 2003
. . . |Gémez-Caravaca et al, 2006; Markham et
; Egipto, Europa, Turquia, China, al, 1996; Falcao et al, 2013; Pietta et a
Galangina GC-MS 13,4-48,8 Argentina, Austrédlia, Bulgaria,| . """ ! ' '
. . 2002.; Kumazawa et al, 2003; Russo et al,
Hungria, EUA, Chile
2002
Edinto Europa Turauia Gomez-Caravaca et al, 2006.; Guo, et al,
isi GC-MS; Pgr[tJ al (;Jhinpay Ar l::-ncliunav 2011, Markham et al 1996
Crisina HPLC 0,10-138,6 AustLrlglia{ Bul é;ia I—?un riav Kalogeropoulos et al, 2009; Falcdo et al,
’ gana, gna, 2013; Pietta et al, 2002; Kumazawa et al,,
EUA
2003
) ) GC-MS; Gomez-Caravaca et al, 2006; Guo, et al,
Naringenina 0,07-12,30 Egipto, Chipre, Grécia 2011; Kalogeropoulos et al, 2009; Pietta et
HPLC
al, 2003
Acid GC-MS: Egipto, Turquia, Nova Zelandia, |[Gomez-Caravaca et al, 2006; Guo et al,
cido gl 0.07-77.71 Grécia, Chipre, Portugal, China,|2011.; Kalogeropoulos et al, 2009; Falc&o
p-coumarico HPLC ' ' Chile,  Argentina,  Austrdlia, |et al, 2002; Kumazawa et al, 2003; Russo
Bulgéria, Hungria, EUA et al, 2002
Egipto, Turquia, Nova Zelandia, |Gomez-Caravaca et al, 2006; Guo et al,
o o GC-MS; Brasil, Bulgaria, Chipre, Grécia,|2011, Markham et al, 1996;
Acido cinamico HPLC 0,04 -10,43 Portugal, China, Argentina,|Kalogeropoulos et al, 2009; Falc&o et al,
Austrdlia, Bulgaria, Hungria,|2013; Pietta et al, 2003; Kumazawa et al,
EUA 2003
GC-MS: Gomez-Caravaca et al, 2006; Guo et al,
Acido fellrico . ! 0.10 — 10.03 Egipto, Turquia, Brasil, Bulgaria,|2011; Mello et al, 2009; Karogeropoulos et
HPLC ’ ' Grécia, Chipre, Portugal, Chile |al, 2009; Falc&o et al, 2013; Russo et al,
2002
Catequina HPLC 0,06 — 24,43 Grécia, Chipre Guo, et al, 2011; Kalogeropoulos et al,
2009
‘. . . Egipto, Turquia, Brasil, Bulgéria,|Gémez-Caravaca et al, 2006; Guo et al,
Acido cafeico GC-MS; 0.15 - 33.94 Portugal, China, Argentina,|2011; Mello et al, 2009; Kalogeropoulos et
(ou ACPE?) HPLC ' ’ Austrédlia, Bulgaria, Hungria,|al, 2009; Falc&o et al, 2013; Kumazawa et
EUA al, 2003
Acido gélico HPLC 0,04 — 8,65 Chipre, Grécia Guo et al, 2011; Kalogeropoulos et al,
2009
Quercetina HPLC 0,05 —1,53 Chipre, Grécia Guo et al, 2011; Kalogeropoulos et al,
2009
G6 -C t al, 2006; G t al,
GC-MS; Grécia, Chipre, Portugal, China, omfez aravaca ¢t a u.o © ?
Caempferol 0,08 — 10,9 Argentina, Austrélia, Bulgéria 2011; Kalogeropoulos et al, 2009; Falc&o
HPLC o ' "|et al, 2013; Pietta et al, 2003; Kumazawa
Hungria, EUA
et al, 2003

*Acido cafeico prenetil éster (derivado mais comum do &cido cafeico)

Embora ndo seja uma tarefa facil estabelecer uma constituicdo padrdo do propolis,

existem compostos fendlicos que estdo presentes na maioria de amostras de propolis de

diferentes origens (Tabela 1.4), em concentragfes variaveis.




Estudos concretizados por diversos autores revelam que é possivel estabelecer uma
relacdo entre os compostos fendlicos e a qualidade do prépolis. Quando uma amostra possui
uma concentracao total de compostos fendlicos inferior a 11%, é considerado um propolis de
baixa qualidade enquanto todo o propolis que contenha mais de 17% de compostos fendlicos
serd classificado como prépolis de boa qualidade (Gardana et al, 2007; Marcucci, M. et al
(2011), Bonvehi, J.S. et al (2011))

1.3. PROPRIEDADES BIOLOGICAS
Propriedades antioxidantes

Como ja descrito, o propolis € um produto resinoso de origem nas colmeias, rico em

compostos fendlicos que lhe conferem propriedades antioxidantes.

Antioxidantes sdo todas as moléculas que conseguem prevenir, proteger ou reduzir a
extensdo dos danos oxidativos, e que estdo normalmente presentes em concentracdes

inferiores as do substrato que podera ser oxidado (Sousa et al, 2007).

Dado o grande interesse e importancia deste tipo de moléculas, tém sido realizados
ensaios no ambito do estudo do poder antioxidante do prépolis em diferentes amostras e por
diferentes métodos. Na Tabela 1.5, estdo apresentadas a origem geografica dos extratos, o

tipo de extrato utilizado, o método e a respetiva gama de resultados obtidos.

Tabela 1.5- Composicdo em fendlicos totais do propolis de diferentes origens, determinado por

diferentes métodos, de acordo com estudos de varios autores.

Origem Etrato Método Referéncia

geografica Folin-Ciocalteu DPPH FRAP bibliografica

Kumazawa et al,
528 — 2068 2003, Moreira et a,|,

Brasil | Etandlico 120 EAG! 30%I°

pmol Fe?*/g 2008.; Sarikaya et
al, 2007
Portugal |Metandlico| 151 —329 EAG' |6 —52 mg EAGY/L 0.009-0,055 | )\ ira et a, 2008
mg/ml ECso
Etandlico | 174 — 300 EAG" 80%° | Kumazena ctal
China
Aquoso |10,05-377,25 EAG'| 0,28—-3,29 IAA* | Guo et al, 2011
Pais . : o 2,312 — 4,669 ,
Basco Etandlico 200 — 340 EAG 19— 40 %l umol Fe2+/g Bonvehi et al, 2011
2,14 -3,35

0,45-1,11
mmol Trolox/g

6 Kalogeropoulos et

] T 2
Grécia Etandlico | 80,2 — 338,5 EAC al, 2009

mmol/g AAsc

EAG - Equivalentes de &cido gélico em mg/g.
2EAC - Equivalentes de &cido cafeico em mg/g
% | = Inibicso
*IAA — indice de atividade antioxidante
® ECso — Concentragéo do extrato que inibe 50%
® AAsc. — Acido Ascorbico
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Varios métodos analiticos permitem determinar quantitativamente a composi¢cdo em
compostos fendlicos de matrizes naturais. Os mais usuais sdo os métodos colorimétricos, em
gue é determinada a concentragdo deste tipo de compostos por formacao de complexos com
cor, a medicdo da respetiva absorvancia e a comparacdo com uma reta de calibracéo, efetuada
através da determinacdo da absorvancia de solucdes padrdo de concentracdo conhecida.
Entre os testes mais comuns encontram-se 0 método de Folin-Ciocalteu, método de reducao
do radical DPPH e de redugéo de ferro (FRAP).

O método de Folin-Ciocalteu € um método que envolve um reagente especifico
(reagente de Folin-Ciocalteu) que contém tungstato, molibdato e acido fosférico (Zaia et al,
1998). Este reagente tem uma cor amarela (forma oxidada) e, na presenca de compostos
fendlicos, reduz-se formando um complexo de cor azul (Roesler et al, 2007; Sousa et al, 2007).
Este € um método colorimétrico, em que é medida a intensidade de cor do composto reduzido
e compara-se este valor com o obtido com um padrdo. As solu¢des variam a sua cor de
amarelo para verde e depois para azul esverdeado, sendo a intensidade da cor proporcional a
concentracao de compostos fendlicos na amostra. A cor azul esverdeada resulta da mistura da

cor amarela do reagente com a cor azul do complexo formado.

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) € um radical livre estavel de azoto cuja cor muda de
roxo para amarelo quando este radical sofre reducéo, por doacdo de um atomo de hidrogénio
ou de um eletrdo, formando-se assim um complexo estavel. A presenca de compostos
antioxidantes leva a reducéo deste radical e, consequentemente, a mudanca de cor da solugéo.
Quanto maior for a concentracdo de compostos antioxidantes, menos roxa sera a solucdo pelo
gue a sua absorvancia sera menor (Falcao et al, 2013; Alves et al, 2010).

O método de FRAP, poder antioxidante de reducdo de ferro, mede a capacidade
antioxidante de uma matriz por reducdo de um complexo férrico, de Fe(lll)-TPZ a Fe(ll)-TPZ em
meio acido. O complexo de Fe(ll) tem cor azul e absorve a um comprimento de onda maximo
de 593 nm (Sucupira et al, 2012).

Propriedades antimicrobianas

Utilizado pelas abelhas para manter a assepsia dentro das colmeias, o propolis tem
sido testado devido as suas propriedades antibacterianas, diretamente relacionadas com a sua

composi¢do quimica e o seu teor em compostos fendlicos.

Varios testes in vitro tém sido realizados ao longo dos anos, para avaliar o efeito de
extratos de prépolis em determinadas espécies de microrganismos. Escherichia coli (Gram
negativa), Pseudomonas aeruginosa (Gram negativa), Staphylococcus aureus (Gram
positiva),Staphylococcus epidermidis (Gram positiva), Candida albicans (Fungo), Bacillus
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subtilis (Gram positiva produtora de esporos) sdo alguns dos microrganismos ja estudados
para os quais 0 propolis apresentou atividade antimicrobiana mesmo em extratos com baixas
concentracgdes (Silva et al, 2012; Mohammadzadeh et al, 2007; Popova et al, 2013; Marghitas
et al, 2013; Marcucci, 1994).

Sendo o propolis um produto natural produzido por abelhas, estas caracteristicas
tornam-se relevantes do ponto de vista cientifico no fabrico de conservantes alimentares,
medicamentos, produtos de higiene e de beleza, etc. visto atuar sobre um largo espetro de

microrganismos.

Propriedades anti-proliferativas e anti-tumorais

As propriedades anti-proliferativas de alguns compostos prendem-se com o facto de

atuarem sobre as células, impedindo que se multipliguem ou abrandando a sua taxa de divisao.

Dado a composicao quimica do prépolis, os extratos do mesmo tém sido estudados no

sentido de explorar as suas propriedades de retardamento ou inibicdo de proliferacéo celular.

Os estudos levados a cabo assentam em dois passos distintos: isolamento dos
compostos ativos do propolis e teste da acdo de cada um destes na multiplicacdo celular, em
diferentes gamas de concentracdo. Os testes séo realizados, maioritariamente, em linhas de
células cancerigenas devido a sua relevancia do ponto de vista médico e os resultados séo
apresentados em ECsy, ou seja, concentracdo necessaria para reduzir para metade a
proliferacéo celular (Banksota et al, 2001; Russo 2004).

Compostos ativos como a crisina, a galangina, a pinocembrina, o acido felarico e o
acido cindmico possuem capacidade antiproliferativa, sendo que o seu valor ECsg, varia de
acordo com o tipo de célula em questao (Banskota et al, 2001; Russo et al, 2004).

Essencialmente, os compostos ativos do prépolis atuam como inibidores da
incorporacdo de aminoacidos nas células cancerigenas, o que leva a inibicdo da sintese do
ADN impedindo, deste modo, a multiplicacdo celular. Alguns estudos focam-se na acéo de
ésteres fenilicos de acido cafeico (EFAC), que se mostram ser efetivamente citotdxicos para
células virais e tumorais, por inibicdo dos agentes promotores de tumores e/ou por estimulacéo

de anticorpos e ativacdo de macrofagos (Burdock, 1997; Lustosa et al, 2008).

Refor¢o do sistema imunitéario

Partindo de um conhecimento geral de que virus, bactérias e outros microrganismos

podem debilitar o sistema imunitario do organismo hospedeiro e dadas as caracteristicas
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Unicas do prépolis, tem sido estudada a acao desta resina no fortalecimento do sistema

imunitario.

Estudos sugerem que extratos de prépolis podem atuar como moduladores de uma
resposta imunitaria ndo especifica, por ativacdo de macrofagos (células de grandes dimensdes
existentes nos tecidos adiposos, responsaveis por processos de fagocitose). Alguns estudos
demonstraram que alguns compostos do propolis aumentam a motilidade e propagacao deste
tipo de células, facilitando a resposta a elementos intrusos; outros relatam o decréscimo da
producdo de peréxido de hidrogénio por parte de macréfagos, sob acdo de reduzidas

concentracdes de prépolis (Sforcin, 2007; Lustosa et al, 2008).

No entanto, e devido a variabilidade quimica do proépolis, é dificil estabelecer, com
exatidao, valores de concentracfes ativas. Ou seja, um extrato de propolis pode ser eficaz no
aumento da resposta imunitaria com uma concentragdo muito baixa, enquanto outro podera

apresentar o mesmo efeito apenas em concentragfes mais elevadas (Hegazi, et al; 2001).
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1.4. Trabalho proposto

Sabe-se que a localizagdo geogréafica e a época de colheita influenciam decisivamente
a qualidade do prépolis na medida em que condicionam as espécies vegetais disponiveis para
a sua producdo. O trabalho proposto no ambito da realizacdo desta tese foi efetuar uma
caracterizacdo quimica da variacdo da composicdo do prépolis bem como da sua atividade
antioxidante, em funcéo da data de colheita. Para tal, foram utilizadas amostras de prépolis
recolhidas em quatro apiarios diferentes da zona do Caramulo. Todas as amostras sao
originarias dos mesmos apiarios, das mesmas colmeias de cada apiario e foram todas
recolhidas no mesmo dia, em dezembro, margco e junho. As amostras foram extraidas com
solventes organicos e solugcBes aquosas para comparar a respetiva eficiéncia de extracdo de
compostos fendlicos. Os extratos etanodlicos foram submetidos a trés testes colorimétricos
diferentes, de modo a determinar a sua atividade antioxidante: quantificacdo dos compostos
fendlicos totais (método de Folin-Ciocalteu), determinagéo da capacidade de sequestracéo do
radical DPPH (atividade antiradicalar, método de DPPH) e determinacdo da capacidade
redutora do ido ferro (atividade antioxidante, método de FRAP). Os compostos fendlicos foram
isolados por extracdo com acetato de etilo e estas fracbes foram caracterizadas por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa. As diferencas significativas e as correlactes
entre resultados foram estatisticamente avaliadas recorrendo ao programa informético SPSS.
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Capitulo I P ARTE EXPERIMENTAL

Amostras

Na Tabela 2.1 apresentam-se imagens ilustrativas da diferenca do propolis da zona do

Caramulo, nas diferentes datas de recolha (as imagens sao correspondentes ao propolis

recolhido da colmeia n° 2 de cada apiério).

Tabela 2.1 — Amostras representativas de prépolis recolhido na zona do Caramulo nas

diferentes datas, em cada apiario.

Amostra

Dezembro

Marco

Junho

Casal Alvaro

Ouca

Sao Roque

Lagoas
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Na Tabela 2.2 apresentam-se descritas as amostras de propolis, nomeadamente a sua

origem (localidade e coordenadas geogréficas), caracteristicas fisicas e data e modo de

recolha do prépolis.

Tabela 2.2 - Descricdo das amostras: nome, origem, coordenadas geograficas, caracteristicas

fisicas, data de colheita e modo de recolha.

Nome da Origem Coorde,n'adas Caracteristicas fisicas Data Qe Modo de
amostra geograficas colheita recolha
Mealhada Amarelo acastanhado, Recolha em
M (Bucaco) N.D. pegajoso e compacto 04/2013 Tela
Acastanhado, maleavel e 15/12/2013
€gajoso, granuloso 16/03/2014
oA Casal 40,583846; pegajose. 9 ——
Alvaro -8,477809 _ pag
Vermelho, pegajoso e 25/06/2014
maleéavel
Amarelo acastanhado, 15/12/2013
4.505295: maleavel e pegajoso, arenoso 16/03/2014
(e} Ouca -é,64655.5_ Raspagem
Vermelho, pegajoso e 25/06/2014
maleéavel
Amarelo acastanhado, 15/12/2013
maleavel, pegajoso,
16/03/2014
= 40,502405; granuloso
SR S&o Roque -8.656613 Raspagem
Vermelho, pegajoso,
maleavel 25/06/2014
Castanho claro, maleavel, 15/12/2013
ranuloso, seco 16/03/2014
L Lagoas 40,500796; ° Raspagem
-8,776366
Vermelho, pegajoso, 25/06/2014
maleavel
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Na figura 2.1 apresenta-se a localizagcao geogréfica dos apiarios de Lagoas, Ouca, Sdo Roque

e Casal Alvaro, de acordo com as respetivas coordenadas geograficas.

ATV
s Nazare Aveiro
y

oy %)

lihavo

o

o

Figura 4.1 - Localizacdo geografica das amostras da zona do Caramulo: 1. Lagoas (Mira), 2.
S&o0 Roque (Vagos), 3. Ouca (Vagos), 4. Casal Alvaro (Agueda).
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Capitulo I PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1. Preparacao de extratos brutos de propolis com diferentes solventes

A preparagdo dos extratos brutos foi efetuada em duas etapas distintas. Na primeira
etapa, prepararam-se extratos com diferentes solventes a partir de uma Unica amostra de
propolis de forma a comparar o efeito do solvente de extracdo no teor de fendlicos extraido. Em
cada extracdo pesaram-se cerca de 5 g de préopolis (anotando o valor exato) aos quais se
adicionaram cerca de 100 mL de um destes solventes: etanol comercial a 96%, 80% e 70%
(Panreac®©) e acetona comercial pura, a 80% e 70% (Panreac®©). As misturas foram tapadas de
modo a evitar perdas de solvente por evaporagdo e colocadas no escuro a temperatura
ambiente por 24 horas. Apds esse periodo, homogeneizaram-se as misturas e filtraram-se os
extratos para baldes volumétricos de 250 mL com papel de filtro e perfez-se o volume com o
respetivo solvente. Os extratos brutos filtrados foram devidamente identificados e guardados no
frio. Os residuos resultantes da filtracdo dos extratos foram secos a temperatura ambiente,
ainda no papel de filtro, durante cerca de 24h, ap6s o que foram cuidadosamente raspados
para frascos de plastico com tampa, previamente tarados. Os frascos foram novamente
pesados com os residuos, determinando-se a quantidade de residuo insollivel de cada amostra
de prépolis. A massa de extrato foi calculada como a diferenca entre a massa inicial de propolis

e a massa de residuo insoltvel. Todos os extratos foram feitos em duplicado.

3.2. Preparacédo de extratos brutos de propolis com etanol 96%

Para este estudo, os extratos brutos foram preparados em trés etapas distintas. Na
primeira etapa, pesou-se cerca de 1 g de prépolis numa balanga analitica (Mettler Toledo
AB204-S) para um Erlenmeyer de 50 mL, anotando-se o valor exato de massa de prépolis. De
seguida, adicionaram-se cerca de 30 mL de etanol 96% (Panreac©) e, com uma vareta,
desfez-se o propolis 0 maximo possivel. Taparam-se e vedaram-se os bal6es de modo a evitar
perdas de solvente por evaporacdo e foram guardados no escuro a temperatura ambiente por

72 horas. Os extratos foram feitos em duplicado e designados como extrato A e extrato B.

Na segunda etapa de preparacao, filtrou-se a maior parte dos extratos para baldes de 50 ml e e
adicionou-se ao residuo sélido que ficou no Erlenmeyer o volume de solvente suficiente para o
cobrir. Os Erlenmeyers com o residuo foram novamente tapados e reservados por mais 24
horas no escuro a temperatura ambiente enquanto os papéis de filtro foram devidamente
identificados e guardados num local seco. Os extratos filtrados, foram devidamente

identificados e reservados no frio (a cerca de 4°C).
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Ap6s 24 horas, filtrou-se de novo o residuo utilizando os mesmos papéis de filtro e tanto os
Erlenmeyers como os papéis de filtro foram lavados com pequenos volumes de etanol para
maximizar a recuperagdo dos compostos fendlicos. Combinaram-se os extratos, aferiu-se o
volume com o mesmo solvente e reservaram-se os extratos no frio. Os papéis de filtro com o
residuo solido foram guardados em local seco, a temperatura ambiente. Apds estarem
completamente secos, o residuo foi raspado e foi determinada a sua massa. Tal como no caso
anterior, a massa de extrato foi calculada como a diferenca entre a massa inicial de prépolis e a

massa de residuo insoltvel.

3.3. Preparacdao das solucdes padréo de acido galico

O acido galico foi utilizado como padrdo antioxidante para os testes de de Folin-
Ciocalteu e do DPPH por ser um antioxidante natural (David et al, 2010). Pesaram-se 61,5 mg
de acido galico (Sigma-Aldrich®) para um baldo de 50 mL e perfez-se o volume com metanol
comercial (99,97%, Panreac®©), obtendo-se assim a solu¢cdo-mde com a concentracdo de 1,23
mg/mL. A partir desta solucao, fizeram-se varias diluicdes, obtendo-se as solugBes de trabalho
com as concentracdes de 184,5 mg/L, 123 mg/L, 61,5 mg/L, 30,75 mg/L e 12,3 mg/L. As

solucdes foram devidamente identificadas e reservadas no frio.

3.4. Determinacdo do conteudo em fendlicos totais pelo método de

Folin-Ciocalteu

As condicdes de aplicacdo do método de Folin-Ciocalteu foram as descritas por
Shinomura et al (2012), com algumas alteracdes.

Os extratos brutos foram equilibrados com a temperatura ambiente e alguns
precipitados formados durante o armazenamento no frio foram removidos por filtragdo. Uma
pequena fragdo do extrato filtrado foi diluida com metanol comercial, numa propor¢éo de 1:50.
Em tubos de ensaio, juntou-se 0,5 mL deste extrato diluido ou 0,5 mL de solu¢do padrdo, 0,5
mL de reagente de Folin-Ciocalteu (Chem-Lab®©) e 5 mL de carbonato de sddio a 2% (NaCOs).
Esta mistura foi colocada no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds este tempo,
determinou-se a absorvancia a 765 nm em célula de quartzo. Entre cada determinacéo, a
célula foi lavada abundantemente com metanol. Os ensaios foram feitos em triplicado para os
extratos A e B.

A concentragdo de compostos fendlicos foi avaliada utilizando curvas de calibracédo
construidas com soluc¢des padrdo de &cido gélico (Anexo 1), na gama de 12,3 mg/L a 184,5

mg/L e analisadas em condic¢des idénticas as utilizadas para os extratos de prépolis diluidos.
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3.5. Determinacdo do contetdo em compostos fendlicos pelo método de
reducéo do radical DPPH

Para a preparacgdo da solucdo mée de DPPH (Fluka®©), pesou-se cerca de 30 mg deste
padréo, transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume com metanol
comercial obtendo-se uma solucdo com a concentracdo de cerca de 300 mg/L. A solugcdo méae
foi reservada no frio, enrolada em papel de aluminio devido a sensibilidade do DPPH a luz e
preparou-se diariamente a solucdo de trabalho por diluicdo da solucdo mée, numa proporgéo
de 1:5, obtendo-se uma solu¢cdo com uma concentracdo aproximada de 60 mg/L. O volume de
solucédo diluida preparado em cada dia correspondeu ao que seria necessario utilizar no total
de ensaios desse dia.

O branco deste método € uma mistura de 0,5 mL de metanol com 5 mL de solucédo de
DPPH (diluida de 1:5). Mediu-se a absorvancia do branco a 517 nm.

Para a construcdo da recta de calibragdo utilizaram-se solug@es padrao de acido galico,
na gama de 12,5 mg/L a 46 mg/L (Anexo Il). Em cada ensaio, juntou-se 0,5 mL de cada
solugdo padrdo com 5 mL da solugéo diluida de DPPH e incubou-se esta mistura no escuro a

temperatura ambiente durante 15 minutos. A absorvancia foi lida a 517 nm.

Para determinacdo da absorvancia das amostras, juntou-se 0,5 mL de extrato diluido
numa propor¢cdo adequada, com 5 mL da solucdo diluida de DPPH, incubou-se no escuro por
15 minutos a temperatura ambiente e mediu-se a absorvancia ao mesmo comprimento de onda.
A diluicdo dos extratos teve de ser constantemente ajustada as diferentes amostras devido a

heterogeneidade das mesmas. Todas as determinacg6es foram efetuadas em triplicado.

3.6. Determinacdo do poder antioxidante de ferro pelo método de FRAP

As solucdes constituintes do reagente FRAP (poder antioxidante de reducgéo férrica),
nomeadamente o tampado acetato, a solucdo de cloreto de ferro e a solu¢éo &cida de TPTZ
foram preparadas de acordo com o Anexo lll e mantidas refrigeradas e ao abrigo da luz.

O reagente de FRAP foi preparado diariamente, a partir de 25 mL de tamp&o acetato, 2,5 mL
de cloreto de ferro e 2,5 mL de solucdo acida de TPTZ, ou mdltiplos destas propor¢des de

acordo com o volume total necessario em cada dia.

O padrao utilizado para construir a reta de calibracé@o foi o sulfato de ferro nas concentraces
de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 mM e o branco foi preparado com metanol (Anexo V).

Em cada ensaio adicionou-se a um tubo de ensaio 0,1 mL de solugéo padréo, ou de extracto

ou de metanol (branco) e 3 mL de reagente de FRAP previamente aquecido em banho de 4gua
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a 37°C; a mistura foi incubada a esta temperatura durante 20 minutos apés o que se mediu a

absorvancia a 593 nm.

Tal como no método do DPPH, a diluicdo dos extratos teve de ser ajustada a cada amostra,

por razdes de heterogeneidade. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicado.

3.7. Fracionamento dos extratos brutos

Num tubo de centrifuga colocaram-se 5 mL de extrato bruto de prépolis previamente
equilibrado com a temperatura ambiente; adicionou-se 1 mL de hexano puro (Fisher Chemical©)
e 3 mL de solucao salina saturada (cloreto de sddio 99,5%, Panreac®©). Agitou-se esta mistura
e levou-se a centrifuga (EBA20, Hettich) por um minuto a 1000 rpm. Com uma pipeta de
Pasteur, removeu-se cuidadosamente a fase superior (fase organica) para um tubo limpo e
devidamente identificado. A fase aquosa, adicionou-se mais 1 mL de hexano, homogeneizou-
se e colocou-se na centrifuga por mais um minuto a 1000 rpm. A fase superior foi novamente
removida cuidadosamente para o respetivo tubo.

A fase inferior (fase aquosa) adicionou-se 1,5 mL de acetato de etilo (99,8% Fisher
Chemical®) e 3 mL de solucdo salina saturada. Agitou-se e levou-se a centrifuga por um
minuto a 1000 rpm. A fase superior foi removida para um novo tubo e devidamente identificada.
A fase inferior adicionou-se 1,5 mL de acetato de etilo, levou-se & centrifuga nas mesmas
condicdes e fez-se uma nova separacdo das fases. Repetiu-se este processo até o volume

total de acetato de etilo ser de 4 mL.

Sempre que houve dificuldade na formagédo de duas fases completamente distintas com o
acetato de etilo em alguns extratos, adicionou-se uma pequena quantidade de cloreto de sddio

solido, aumentando a forca iGnica e promovendo uma rapida separacéo de fases.

Os tubos contendo as fases de hexano e de acetato de etilo foram reservados no frio. A

fase aquosa foi rejeitada.

3.8. Preparacdao das fracdes para GC-MS

As fragBes de acetato de etilo foram retiradas do frio e deixadas a equilibrar a
temperatura ambiente. Apés uns dias de repouso no frio, pequenas quantidades de agua ainda
restantes nestas fracdes depositaram-se no fundo do tubo. Essa fase formada por repouso foi
cuidadosamente removida com pipeta de Pasteur. De modo a remover toda a 4gua, adicionou-
se sulfato de sédio anidro puro (Labsolve®©) em quantidade consideravel. Com o auxilio de uma

proveta, mediu-se o volume final da frac@o de acetato de etilo. Filtrou-se (com algodao e sulfato
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de sédio anidro) cerca de 2 mL para um vial do mesmo volume. Encapsulou-se e reservou-se

no frio até a sua utilizacao.

3.9. Andlise das fracBes por GC-MS

Os extratos de acetato de etilo foram analisados num aparelho de cromatografia
gasosa e espectrometria de massa (GC-MS, PolarisQ e Focus GC AS 2000), equipado com
uma coluna DB5-MS com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de
espessura de filme. As amostras (2 pL) foram injetadas com um amostrador automatico
(AS2000), num injetor com reparticdo de fluxo, a 270 °C, mantendo a valvula de reparticdo

fechada durante 2 min. A interface foi mantida a 280 °C e a fonte i6nica a 240 °C.

O forno cromatografico foi programado a 40 °C durante 1 min seguido de 4 rampas de
aquecimento: até 120 °C a 20°C/min, até 160 °C a 15°C/min, até 200°C a 5°C/min e finalmente
até 280 °C a 2°C/min.

Os espectros foram adquiridos em modo de corrente idnica total e a identificacdo dos

compostos foi efectuada por comparacéo com as bibliotecas de espectros NIST e WILEY.
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Capitulo IV APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

4.1. Efeito do solvente na extragcdo dos compostos antioxidantes de
propolis da Mealhada

Como ensaio preliminar e de modo a estudar o efeito dos solventes na extracdo dos
compostos fendlicos de uma matriz de prépolis (da Mealhada), procedeu-se a extracédo destes
compostos com etanol e acetona em diferentes diluicdes (96%, 80% e 70% (v/v) em agua).
Posterior a extracdo, determinou-se o rendimento de extracdo segundo cada solvente,

utilizando o residuo s6lido restante no papel de filtro, apos a filtragcdo dos extratos puros.

Tabela 4.1 — Quantidade de propolis utilizado por extrato, peso do residuo seco, rendimento de
extracdo, rendimento médio de extracdo de extracdo e respetivo desvio padrdo, de acordo com

cada solvente utilizado para a amostra A (Mealhada, Bugaco).

L . . Rendimento Desvio
Solvente Prépolis (g) | Residuo (g) | Rendimento (%) médio (%) padréo
Etanol 70% (1) 54 1,1733 78,27
' 82,16 5,49
Etanol 70% (2) 54 0,7539 86,04
Etanol 80% (1) 55 0,7212 86,89
' 85,75 1,60
Etanol 80% (2) 55 0,8460 84,62
Etanol 96% (1) 54 0,6236 88,45
' 88,96 0,72
Etanol 96% (2) 5.4 0,5686 89,47
Acetona 70% (1) 56 0,9714 82,65
' 86,34 5,22
Acetona 70% (2) 57 0,5681 90,03
Acetona 80% (1) 56 0,5914 89,44
' 89,04 0,57
Acetona 80% (2) 56 0,6364 88,64
Acetona 96% (1) 55 0,5049 90,82
' 91,11 0,41
Acetona 96% (2) 55 0,4729 91,40

De acordo com os valores determinados e apresentados na Tabela 4.1, pode verificar-
se que todos os solventes sdo eficazes na separacdo da fase sollvel da insolavel (residuo)

pois os rendimentos sao elevados.
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Tendo em conta o rendimento médio, é possivel verificar que o rendimento é mais alto
guanto menor for a quantidade de agua no solvente. O coeficiente de variagao existente entre
os valores médios do rendimento variou entre 0,45 e 6,68%.

Posteriormente a determinacao dos rendimentos de extracdo e de modo a confirmar a
extracdo dos compostos fenolicos do prépolis e proceder a respetiva quantificagdo, efetuaram-
se dois métodos colorimétricos distintos: quantificacdo dos compostos fendlicos totais pelo
método de Folin-Ciocalteu e quantificacdo de compostos com capacidade antiradicalar, por

sequestracdo do radical DPPH.

Por medicdo da absorvancia foi possivel determinar a concentragdo dos compostos
fendlicos nos extratos, através de uma reta padréo previamente efetuada a partir de solucdes
de acido galico de concentracdo conhecida. Cada método requereu a sua propria reta de
calibracdo visto serem distintos, pelo que os valores determinados estdo de acordo com a
respetiva reta. Cada extrato foi feito em duplicado separadamente (1 e 2) e, por sua vez, cada
teste foi feito em triplicado para cada extrato. O teor em compostos fendlicos totais (teste de
Folin-Ciocalteu) e a concentracdo de compostos com atividade antiradicalar para o DPPH

apresentam-se em equivalentes de acido galico.

Tabela 4.2 — Concentracdo média de compostos fendlicos totais, determinada pelo método de
Folin-Ciocalteu, e concentracdo média de compostos com atividade antiradicalar para o DPPH,
para as amostras de propolis da Mealhada.

Folin-Ciocalteu DPPH
SieliEmiE Concentra(;z?lo:l Concentracdo média Concentral(;f?lol Concentragcdo média
(mg EAG/g) (mg EAG/g) (mg EAG/g) (mg EAG/g)

Etanol 70% (1) 206,70 £ 0,55 171,49+ 1,41
184,35 + 31,60 159,52 + 16,93

Etanol 70% (2) 162,01 £ 2,15 147,55 +£0,78

Etanol 80% (1) 172,06 £ 0,48 195,13 £ 1,60
174,85 + 3,95 199,75 £ 6,53

Etanol 80% (2) 177,65 + 1,55 204,37 1,51

Etanol 96% (1) 216,62 +1,48 218,48 £ 0,75
215,62 +1,41 217,67 £1,15

Etanol 96% (2) 214,62 + 2,64 216,85 + 2,28

Acetona 70% (1) 221,74+1,19 237,01 £5,46
203,65 *+ 25,58 214,10 £ 32,41

Acetona 70% (2) 185,56 + 3,55 191,18 £ 1,55

Acetona 80% (1) 183,94 + 1,00 194,03 £ 1,50
188,50 + 6,46 192,69 + 1,90

Acetona 80% (2) 193,07 £ 2,62 191,34 £ 2,25

Acetona 96% (1) 222,27 £ 2,09 167,07 £ 2,28
205,02 + 24,40 165,13+ 2,74

Acetona 96% (2) 187,77 £+ 4,53 163,19 + 2,08

Valores médios de concentrago.
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Embora os dois métodos aplicados permitam quantificar os compostos fendlicos
existentes numa matriz, cada um dos reagentes especifico de cada método interage de modo
diferente com estes compostos. Dado que todas as amostras foram previamente diluidas (de
igual modo) em metanol antes de qualquer um dos testes, as diferencas entre os valores
assentam no solvente de extrag&o utilizado.

Analisando os resultados obtidos para ambos os testes, é possivel verificar que o
solvente que permitiu extrair maior quantidade de compostos fendélicos da matriz de propolis foi
o etanol a 96%, apresentando um valor médio de 215,62 mg de compostos fendlicos totais por
grama de fragcdo solivel, pelo método de Folin-Ciocalteu e um valor médio de compostos com
atividade antiradicalar de 217,67 mg por grama de fracdo sol(vel. Sendo os extratos 1 e 2
duplicados entre si, foram considerados como um Unico extrato, e tem-se que o coeficiente de
variacdo dos resultados obtidos para as amostras varia entre 0,65% (extrato de prépolis em
etanol a 96%) e 17,14% (extrato de propolis em etanol a 70%) para o teste de Folin-Ciocalteu e
para o teste de sequestracdo do DPPH, o coeficiente de variacdo variou entre 0,53% (extrato
de propolis em etanol a 96%) e 15,14% (extrato de prépolis em acetona pura).

Analisando o rendimento obtido para cada solvente de extracdo em conjunto com 0s
resultados obtidos para os métodos colorimétricos, é possivel verificar que um rendimento mais
alto ndo implica, necessariamente, uma maior concentracdo de compostos extraidos da matriz,
pelo que o rendimento ndo estd diretamente relacionado com a quantidade de compostos

ativos extraidos do propolis (figura 4.1).

Concentracdo média vs Rendimento, de acordo com o
. solvente de extragéo
(2]
® 250 - - 100
S 205 ____—e——9® | o
g 200 - s §
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3 3
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0 - ; ; ; ; ; 0
Etanol 70% Etanol 80% Etanol 96% Acetona  Acetona  Acetona
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Figura 4.1 - Representacdo grafica da concentracdo média de compostos antioxidantes (mg

EAG/g) e do rendimento médio (%), em fun¢éo do solvente.
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4.2. Variagdo da atividade antioxidante do prépolis, de acordo com a data

de colheita

4.2.1. Rendimento de extracdo

O rendimento de extracdo é um parametro importante de estudo pois permite saber
qual a eficacia do método de extracdo e permite analisar as diferencas entre as diferentes
amostras de prépolis. Foram feitos dois extratos de cada amostra de propolis (extrato A e B) e
o rendimento apresentado na tabela 4.3 € um valor médio resultante de ambos, em

percentagem massa de fracao solavel por massa de propolis.

Tabela 4.3 — Rendimento médio de extracdo (média entre extratos A e B), de acordo com a
data de colheita do prépolis (zona do Caramulo), em percentagem (massa de propolis

extraido/massa prépolis total).

Rendimento (%m/m)
Apiario | Colmeia ["15 de Dezembro | Desvio | 16de Marco | Desvio | 25deJunho | Desvio
de 2013 Padréo de 2014 Padréo de 2014 Padréo
1 47,72%° 1,10 56,44°% 3,53 94,25 0,79
Casal = = 5
) 2 59,36 1,24 63,49 5,43 92,44% 0,36
Alvaro
3 59,61% 1,24 72,73" 0.88 84,78™n° 1,32
1 58,11°% 1,34 52,95 1,94 74,84" 1,18
Lagoas 2 44,94%° 0,83 51,14 1,48 73,75" 0,57
3 64,019 3,80 52,30™¢ 3,22 73,69" 0,48
1 63,71°9 1,53 61,81 0,16 85,52'm 0,05
Séao ,
2 53,42 1349 78,441 0,16 86,09™" 0,69
Roque
3 61,75% 6,17 75,73" 0,35 86,69 0,22
1 71,619 0,28 73,58" 1,56 77,61" 0,82
Ouca 2 79,06"™" 1,50 74,61" 0,04 95,40¢ 0,78
3 68,28"" 1,50 77,08" 0,45 84,20/mno 0,93

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Analisando os dados apresentados da tabela acima (tabela 4.3), verifica-se que o
rendimento médio das amostras colhidas em dezembro varia entre 44,94+0,83 mg EAG/g
(amostra da colmeia 2 do apiério de Lagoas) e 79,06+1,50 mg EAG/g (amostra da colmeia 2 do
apiario de Ouca). Tendo em conta os valores médios do rendimento obtido para as amostras
de propolis, verificaram-se diferengas significativas entre colmeias do mesmo apiario, a

excecdo do apiario de Ouca, em que os resultados obtidos tém semelhancas entre si. O desvio
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padrdo varia num intervalo de valores entre 0,28 e 13,49 mg EAG/g e o coeficiente de variagédo
das amostras apresentou valores compreendidos entre 0,39% (da amostra de propolis da
colmeia 1 do apiario de Ouca) e 25,26% (da amostra colhida da colmeia 2 do apiario de Sao
Roque).

Relativamente as amostras de préopolis recolhidas em marco, o rendimento médio de
extragdo encontra-se numa gama de valores entre 51,14+1,48%, da amostra da colmeia 2 do
apiario de Lagoas, e 78,44+0,16%, da amostra da colmeia 2 de S&o Roque. E possivel verificar
que o rendimento médio de extracdo da amostra da colmeia 3 do apiario de Casal Alvaro é
superior ao rendimento médio das outras duas colmeias do mesmo apiario. Os apiarios de
Lagoas e Ouca apresentam semelhanca entre os respetivos valores de rendimento médio de
extracdo. No apiario de Sdo Roque, destaca-se a colmeia 1 com um rendimento médio de
extracdo inferior ao das colmeias 2 e 3. Para esta data de recolha, o desvio padréo varia numa
gama mais pequena de valores (entre 0,04 e 5,43). O coeficiente de variagdo encontra-se
compreendido entre 0,06%, correspondente a amostra da colmeia 2 do apiario de Ouca, e

8,56%, correspondente & amostra da colmeia 2 do apiario de Casal Alvaro.

O rendimento médio das amostras recolhidas em junho varia entre 73,69+0,48%, da
amostra da colmeia 3 de Lagoas, e 95,40+0,78% da colmeia 2 de Ouca. Enquanto os apiarios
de Lagoas e Sdo Roque apresentam valores semelhantes entre as amostras das diferentes
colmeias do mesmo apiéario, a colmeia 3 de Casal Alvaro apresenta um rendimento médio de
extracdo inferior ao das restantes colmeias do mesmo local. Contudo, a colmeia 2 do apiério de
Ouca destaca-se por ser a amostra que apresenta maior rendimento médio de extracdo, quer
seja em comparacdo com as colmeias do mesmo apiario como em comparagdo com as
restantes colmeias dos outros apiarios. Tendo em conta as amostras colhidas em junho, o
desvio padrdo apresenta valores muito baixos (valores compreendidos entre 0 e 1,4) e 0
coeficiente de variaco variou entre 0,05% (relativo & amostra da colmeia 2 de Casal Alvaro) e

1,58% (relativo a amostra da colmeia 1 de Lagoas).

Observando o conjunto global de valores médios de rendimento de extracdo para as
trés amostras dos diferentes apiarios, verificou-se um aumento significativo nas amostras
colhidas em junho para alguns apiarios, nomeadamente Casal Alvaro e Lagoas. O apiario de

Sao Roque apresentou um aumento gradual dos valores médios de rendimento de extrac&o.
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Tabela 4.4 - Rendimento médio de extracdo (média entre extratos A e B), de acordo com o
local de recolha do prépolis, em percentagem (m/m), e o respetivo desvio padrao associado.

- Data de colheita
AT Dezembro 5:3;’;2 Margo ggjygilg Junho E;ds:/gilg
Casal Alvaro 55,56 6.15 64,22% 7.87 90,48¢ 4,55
Lagoas 55,68 8,92 52,14° 1,99 74,09 0,85
S&0 Roque 56,537 10,06 71,99° 7,86 86,10 0,62
Ouca 72,08° 5,03 75,06 1,79 85,74% 8,07

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Se os dados apresentados na Tabela 4.3 forem organizados de modo a se distinguirem
apenas pelas datas de colheita das amostras (Tabela 4.4), verifica-se que, para dezembro, o
apiario de Casal Alvaro apresenta menor valor médio de rendimento (55,56%), considerando
as trés colmeias como um todo, sendo Ouca que se mantém com um maior rendimento médio
de extracdo (72,98%), sendo significativamente diferente dos restantes apiarios. O coeficiente

de variacdo compreendeu-se entre 6,89% (apiario de Ouca) e 16,02% (apiario de Lagoas).

Para marco, o rendimento médio de extracdo mais baixo pertence ao apiario de Lagoas e o
mais alto pertence ao apiario de Ouca. O coeficiente de variacdo variou entre 2,37% (apiario de
Ouca) e 12,25% (do apiario de Casal Alvaro).

Para junho, o apiario de Lagoas apresenta menor rendimento médio de extracdo engquanto o
apiario de Casal Alvaro apresenta maior rendimento médio de extracdo. O coeficiente de
variagcdo variou entre 0,72% (do apiario de S&o Roque) e 9,41%, correspondente ao apiario de
Ouca.

Observando a tabela 4.4, verifica-se que existe um aumento significativo no rendimento
médio dos apiarios de Casal Alvaro e Lagoas; o apiario de S40 Roque apresenta um aumento
gradual do rendimento médio de extracdo ao longo das datas de colheita. O apiério de Ouca
apresentou sempre um valor médio de rendimento de extracéo relativamente elevado.

Organizando os dados anteriores apenas por localizacdo do apiario, tem-se que 0s
apiarios se apresentam, por ordem crescente de valor de rendimento médio global de extracao,
pela seguinte ordem: Lagoas, com 60,64%, Casal Alvaro, com 70,09%, S&o Roque, com
71,46% e Ouca, com 77,93%. N&o existe qualquer correlacdo entre os apiarios de Lagoas e
Ouca, no entanto cada um destes se relaciona com os restantes (Casal Alvaro e S0 Roque).

Segundo a andlise estatistica ANOVA, verificaram-sediferencas significativas.

Estabelecendo a média dos rendimentos de extracdo, de acordo com a colmeia de

colheita das amostras de propolis, obtém-se o0s seguintes resultados:
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Tabela 4.5- Rendimento médio de extracdo das trés datas de colheita, de acordo com a
colmeia de recolha do prépolis e respetivo desvio padrao.

Apidrio Colmeia Ren’di.mento Desvjo
médio (%) padrao

1 66,13% 22,19

Casal Alvaro 2 71.76% 16,31
3 72,37% 11,30

1 61,96% 10,30

Lagoas 2 56,612 13,58

3 63,34 9,82

1 70,34 11,80

S&o Roque 2 72,65 20,00
3 74,72 11,50

1 74,24 2,86

Ouca 2 83,02" 9,81

3 76,52 7,19

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)

Analisando os dados organizados (Tabela 4.5) segundo a colmeia de colheita da
amostra de propolis (ndo distinguindo datas de recolha), verifica-se que a colmeia 2 de Ouca
apresenta maior rendimento médio de extracdo sendo a colmeia 2 do apiario de Lagoas a que
apresenta menor valor de rendimento médio de extracdo. E possivel observar que todos os
valores médios de rendimento de extracdo se correlacionam entre si, & excecao dos valores
limite (inferior e superior).

O rendimento médio determinado por colmeia representa o rendimento médio que um
apicultor obteria da recolha do prépolis, independentemente da data em que o faria sendo que
obteria um valor médio de rendimento na ordem dos 70%, qualquer que fosse a colmeia de
recolha.

Como se verificou alguma variabilidade no rendimento de extragdo dos duplicados e na
sua composicdo, o tratamento do conjunto de resultados referentes aos extratos A e B iria
produzir conjuntos de resultados médios que poderiam néo corresponder de forma adequada a
composi¢do das amostras pelo que se optou por efetuar separadamente a analise destes dois

extratos de propolis.
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4.2.2. Extrato A
Anélise geral

A concentracdo de compostos fendlicos presente nas amostras de propolis analisadas
foi calculada por recorréncia a uma reta de calibracdo obtida através de solu¢des padréo de
acido galico e as concentracdes apresentadas sao representadas em miligramas de compostos
fendlicos (em equivalentes de acido gdlico) por grama de fracdo solivel de propolis.
Recorrendo ao software estatistico SPSS, foi possivel estabelecer algumas relagbes entre os
dados obtidos para o extrato A, nhomeadamente entre diferentes testes, diferentes datas e
diferentes apiarios.

Quantificacdo dos compostos fendélicos totais pelo método de Foli-Ciocalteu

Considerando todos os dados obtidos para o método de Folin-Ciocalteu, que permite
determinar a concentracdo total em compostos fendlicos nas diferentes amostras, foram

obtidos os seguintes valores médios de concentracéo organizados na tabela 4.6.

Tabela 4.6- Concentracdo média de compostos fendlicos totais (mg EAG/g) para as diferentes

amostras recolhidas nas diferentes datas, obtidos pelo método de Folin-Ciocalteu, para o

extrato A.
Amostra Folin-Ciocalteu
15 de Dezembro de 2013 16 de Marc¢o de 2014 25 de Junho de 2014
Apiario Colmeia Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média* (mg/g) padréo média* (mg/g) padréo média* (mg/g) padréo
Casal 1 162,64 9,35 171,81° 5,76 306,70%" 7,72
Alvaro 2 168,15 3,15 167,86 7,78 291,67¢ 2,51
3 167,03 18,90 158,66 1,68 304,19%" 8,15
1 137,30° 10,17 148,63% 10,35 308,899 3,75
Lagoas F
g 2 147,97*¢ 5,43 167,10 11,00 335,64 4,94
3 174,72 10,79 161,159 3,80 314,23" 4,34
1 160,454 3,70 170,96% 6,87 327,40 6,60
Sé&o Roque o de
2 180,62 5,41 168,14 3,58 287,229 3,90
3 142,29% 4,02 172,31 4,08 314,33" 5,75
1 173,65 3,84 166,41°% 6,82 308,019 7,94
Ouca cde ef k
2 168,24 6,72 174,89 3,75 352,02 2,71
3 194,34 5,76 168,45 2,58 309,139 1,22

*médis referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)
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Analisando os dados apresentados na tabela 4.6, é possivel verificar que os valores
das amostras colhidas em dezembro e em marco apresentam alguma semelhanca entre si. No
entanto, os dados referentes as amostras de junho revelaram-se mais elevados e relativamente
parecidos entre si, distinguindo-se muito dos dados de dezembro e marco. E possivel verificar
gue os valores determinados para as amostras de junho séo significativamente diferentes dos
valores determinados para as amostras colhidas em dezembro e marco. Os valores da
guantidade de compostos fendlicos totais determinados para dezembro e para margo revelam

algumas semelhancas entre si, sendo que os valores relativos a junho quase duplicam.

Relativamente aos resultados obtidos para as amostras recolhidas em dezembro,
verifica-se que existem diferencas significativas na quantidade de compostos fendlicos totais
entre colmeias do mesmo apiario. Os apiarios de Lagoas e Sdo Roque apresentam uma
colmeia que se mostra significativamente diferente das restantes quanto a quantidade de
compostos fendlicos totais. Para esta data, o coeficiente de variacdo estd compreendido entre
3,15% (amostra da colmeia 2 do apiario de Casal Alvaro) e 18,90% (da amostra 3 do apiario de

Casal Alvaro).

Observando os resultados obtidos para as amostras de marco, existe correlacdo entre a
concentracdo de compostos fendlicos totais determinada para as diferentes colmeias do
mesmo apiario. Para esta data de colheita do prépolis, o coeficiente de variacdo variou entre
1,68% (amostra da colmeia 3 do apiario de Casal Alvaro) e 11,00% (amostra de propolis da

colmeia 2 do apiério de Lagoas).

Quanto aos valores médios de concentracdo de compostos fendlicos totais das amostras
colhidas em junho, verificou-se que aumentaram para quase o dobro em relagdo as outras
datas de colheita do prépolis, existindo semelhancas entre os valores obtidos, quer para as
colmeias do mesmo apiario, quer entre apiarios. Os apiarios de Sdo Roque e Ouca mostraram
resultados significativamente diferentes entre colmeias quanto & sua composi¢cao de compostos
fendlicos totais. Os valores do coeficiente de variacdo diminuiram ligeiramente para um
intervalo de valores entre 1,21% (amostra de prépolis da colmeia 3 de Ouca) e 7,94% (amostra

da colmeia 1 do apiario de Ouca).

De modo a determinar qual o melhor apiario de recolha de prépolis no semestre
considerado (de dezembro a junho), organizaram-se os dados da tabela anterior por apiario de
recolha (Tabela 4.7) verificando-se que, neste periodo, Ouca é o apiario que contém prépolis

com maior concentracdo média de compostos fendlicos totais.

No entanto, se se agruparem os resultados médios de todas as amostras de acordo com a data
de recolha é possivel verificar que ha diferencas significativas entre a data de colheita do
propolis, sendo que em junho a matriz apresenta maior composicao total em compostos
fendlicos, 313,29 mg EAG/g (Tabela 4.8), tornando esta data a melhor para recolher prépolis

mais rico. No ultimo caso, os desvios padréo sao inferiores pois h4 menor disperséo entre os
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dados obtidos para amostras da mesma data, embora os valores médios obtidos serem

significativamente diferentes.

Tabela 4.7 - Apresentac@o da média das concentracBes de compostos fendlicos totais obtidas
(mg EAG/Qg) para os extratos A, segundo o apiario de recolha.

Apiario Concentracdo média* (mg EAG/g) | Desvio padrao
Casal Alvaro 210,97% 65,38
Lagoas 210,62° 79,78
S3ao Roque 213,75% 70,65
Ouca 223,91° 73,00

*médias referenciadas com letras distintas séo significativamente diferentes (p<0,05)

Tabela 4.8 - Apresentacdo dos valores médios de concentracdo de compostos fendlicos totais
obtidos (mg EAG/g) para extratos A, de acordo com a data de recolha e o respetivo desvio

padrdo.

Data de recolha Concentracdo média* (mg EAG/g) Desvio padrao

Dezembro 164,792 17,24
Marco 166,362 8,72
Junho 313,29° 17,98

*médias referenciadas com letras distintas séo significativamente diferentes (p<0,05)
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Quantificagdo dos compostos com atividade antiradicalar para DPPH

Considerando o segundo teste, atividade de sequestracdo do radical DPPH (para
determinar a atividade antioxidante e antiradicalar da matriz), obtiveram-se os resultados
organizados na tabela 4.9.

Tabela 4.9 - Concentracdo média (em mg EAG/g) dos compostos com atividade de
sequestracdo do radical DPPH, para o extrato A das amostras recolhidas nas diferentes datas.

Amostra DPPH
15 de Dezembro de 2013 16 de Margo de 2014 25 de Junho de 2014
Apiério Colmeia
Concentracéo Desvio Concentragéo Desvio Concentracéo Desvio
média* (mg/g) padréo média* (mg/g) padrao média* (mg/g) padrao
1 20,99% 0,39 52,02" 2,03 132,65° 1,95
Casal
] 2 46,36°9 1,24 75,73™ 3,00 168,29" 4,76
Alvaro
3 34,89% 0,80 67,26" 0,44 152,06 1,48
1 31,39" 1,16 87,31" 0,51 156,44 8,01
Lagoas 2 20,082 0,84 80,36™ 1,65 134,07° 4,58
3 45,62°%9 1,51 86,71" 0,85 109,18° 1,30
1 42,77% 1,33 70,184 1,05 162,38™ 3,00
Séao -
2 19,67° 0,59 64,53 0,77 142,07 5,62
Roque
3 21,94% 0,88 66,92 0,56 119,44° 5,49
1 33,23% 1,31 57,69" 0,30 162,59% 6,29
Ouca 2 46,02° 3.12 55,149 1,16 223,03" 4,27
3 38,05 0,76 55,259 0,18 202,39" 9,01

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Tendo em conta os dados presentes na Tabela 4.9, é possivel verificar que a
concentracdo de compostos antioxidantes (com capacidade antiradicalar) vai aumentando de
dezembro para junho, sendo mais elevados na Ultima data de colheita do propolis. E de notar

gue existem diferengas significativas entre colmeias do mesmo apiério.

Em relagdo a dezembro, a concentracdo de compostos antioxidantes € variavel, sendo
gue existem colmeias com valores elevados e outras com valores mais baixos dentro do
mesmo apiario. O coeficiente de variacdo oscilou entre 0,39% (colmeia 1 do apiario de Casal

Alvaro) e 3,12% (da colmeia 2 do apiario de Ouca).

Em marco, a concentracdo de compostos antioxidantes determinada entre colmeias do mesmo

apiario ja apresentam maior semelhanca entre si, com a excegdo do apiario de Casal Alvaro,
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no qual os valores médios de concentracdo de compostos antiradicalares sdo muito distintos
entre colmeias. O coeficiente de variacdo para cada amostra variou entre 0,18% (amostra da
colmeia 3 do apiario de Ouca) e 3,00% (amostra da colmeia 2 do apiario de Casal Alvaro).

Em junho, os valores da concentracdo de antioxidantes sdo superiores aos valores referentes a
dezembro e margo. Tal como nos casos anteriores, verificam-se diferengas significativas entre
colmeias do mesmo apiario para todos os apiarios. O coeficiente de variacdo, para as amostras
colhidas em junho, variou entre 1,30% (amostra da colmeia 3 de Lagoas) e 9,01% (da amostra

da colmeia 3 de Ouca).

Organizando os dados da tabela 4.9 de acordo com os apiarios de recolha das
amostras (Tabela 4.10), verifica-se que ndo existem diferencas significativas entre os diferentes
apiarios, pelo que qualquer um dos apiarios se torna um bom local de colheita de prépolis com
uma quantidade relativamente elevada de compostos com atividade antiradicalar. Como
esperado e devido a grande diferenca da concentracdo de compostos antiradicalares ao longo

do tempo, o desvio padrdo apresenta valores elevados, variando entre 44 e 74%.

Organizando os dados segundo a data em que as amostras foram recolhidas (Tabela
4.11), verifica-se que nenhuma relagéo pode ser estabelecida entre os valores médios de todas
as amostras recolhidas em cada uma das datas. E possivel, também, constatar que os valores
médios de concentracdo vdo aumentam consideravelmente de dezembro para junho. Junho
revelou-se a melhor época de recolha de prépolis com maior concentracdo de compostos

antioxidantes com acao antiradicalar.

Tabela 4.10 — Apresentacéo dos valores médios de concentragdo de compostos com atividade

antiradicalar para o DPPH (mg EAG/g) nos extratos A, segundo o apiario de recolha do proépolis.

Apiario Concentragdo média* (mg EAG/Q) Desvio padréo
Casal Alvaro 83,36° 51,85
Lagoas 83,46° 44,04
Sao Roque 78,88° 49,38
Ouca 97,04° 73,31

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabela 4.11 - Apresentacdo dos valores médios de concentracdo de compostos com atividade

antiradicalar para o DPPH (mg EAG/g) nos extratos A, de acordo com a data de colheita do

propolis.

Data de recolha Concentracdo média* (mg EAG/g)

Desvio padrao

Dezembro 33,42°% 10,38
Marco 68,26° 11,92
Junho 155,38° 31,88

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)

Quantificagdo de compostos com poder antioxidante de reducdo férrica (FRAP)

Foi realizado um terceiro teste aos extratos A, que permitiu quantificar a concentracédo

de compostos com atividade antioxidante por reducédo do ido ferro.

Tabela 4.12 — Concentracdo média (mmol/g) de compostos com poder antioxidante de reducao

férrica, pelo método de FRAP, para os extratos A das amostras recolhidas nas diferentes datas.

Amostra FRAP
15 de dezembro de 2013 16 de margo de 2014 25 de junho de 2014
Apiario Colmeia Concentragao Desvio Concentragao Desvio Concentragao Desvio
média* (mmol/g) padréo média* (mmol/g) padréo média* (mmol/g) padréo
1 3,71" 0,03 2,07°% 0,20 5,33 0,18
Casal
) 2 3,55™ 0,16 2,25¢0¢ 0,10 4,34" 0,13
Alvaro
3 2,76'" 0,07 2,27°% 0,17 5,00° 0,03
1 2,44°%9 0,03 1,99 0,17 3,74™ 0,08
Lagoas 2 2,86%" 0,18 2,38% 0,10 3,62 0,05
3 3,26" 0,25 3,02 0,03 3,42 0,06
1 2,18%% 0,04 2,21°% 0,17 6,21¢ 0,16
Séao
2 1,94 0,22 2,04°cde 0,15 5,61° 0,11
Roque
3 1,292 0,13 2,27°% 0,12 5,56° 0,05
1 2,28% 0,04 1,84 0,08 6,39¢ 0,24
Ouca 2 2,73"" 0,06 1,63% 0,08 5,25 0,22
3 2,07°% 0,08 2,29% 0,17 6,51¢ 0,07

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Observando os valores apresentados na tabela 4.12, € possivel verificar que existe

alguma dispersédo dos resultados obtidos entre colmeias do mesmo apiario. Observou-se que,

para as amostras colhidas em dezembro, a concentracdo média de compostos com atividade
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antioxidante variou entre 1,29 mmol/g e 3,71 mmol/g, sendo que o coeficiente de variacdo
oscilou entre 0,81% (amostra da colmeia 1 de Casal Alvaro) e 11,33% (amostra da colmeia 2
do apiério de S&o Roque).

Relativamente as amostras colhidas em marco, algumas apresentaram decréscimo da
concentracdo de compostos antioxidantes, comparativamente com as respetivas amostras
colhidas em dezembro. Contudo, existe maior dispersdo dos resultados obtidos para as
amostras desta data. O coeficiente de variagdo compreendeu-se entre 0,99% (amostra da

colmeia 3 de Lagoas) e 9,67% (amostra da colmeia 1 de Casal Alvaro).

Quanto as amostras de junho, verificou-se um aumento significativo da concentracdo de
compostos antioxidantes em relagdo as duas datas anteriores de colheita de propolis. As
amostras de prépolis provenientes do apiario de Lagoas foram aquelas que apresentaram
menor aumento, sendo que as amostras dos restantes apiarios quase duplicaram para esta
data. Para este conjunto de amostras, o coeficiente de variacdo situou-se em valores entre

0,61% (amostra da colmeia 3 de Casal Alvaro) e 4,18% (amostra da colmeia 2 de Ouca).

Organizando os valores da tabela anterior segundo os apiarios de recolha das
amostras de propolis, é possivel verificar que, pelo teste de FRAP, a concentracdo média de
compostos redutores do ido ferro é semelhante entre apiarios pois os valores obtidos sdo muito
préximos entre si (tabela 4.13), mostrando que qualquer um dos apiarios € um bom local de
colheita de prépolis com compostos com capacidade redutora de ferro. Organizado os dados
acima apresentados segundo a data de recolha dos mesmos (sem distincdo de apiarios),
verificou-se que junho se destaca das outras datas de recolha do propolis, apresentando um
valor de concentracdo média de compostos antioxidantes de quase o dobro dos restantes,

tornando-se a melhor data de colheita de propolis.

Tabela 4.13 — Apresentacdo dos valores médios de concentracdo de compostos com

capacidade de reducdo férrica (mmol/g) nos extratos A, segundo o apiario de recolha de

prépolis.
Apiario Concentracdo média* (mmol/g) | Desvio Padréao
Casal Alvaro 3,48° 1,18
Lagoas 2,97% 0,59
S&o0 Roque 3,26° 1,86
Ouca 3,44° 1,93

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabela 4.14 - Apresentacdo dos valores médios de concentracdo de compostos com
capacidade de reducao férrica (mmol/g) nos extratos A, de acordo com a data de colheita do

propolis.
Data de recolha Concentracdo média* (mmol/g) | Desvio padrao
Dezembro 2,59° 0,69
Margo 2,19% 0,35
Junho 5,08" 1,06

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)

Analisando os dados obtidos para o extrato A em conjunto (data de recolha, apiarios,
colmeias), é possivel verificar através do ANOVA (Tabela 4.15) que existem diferencas
significativas entre os grupos. No entanto, analisando de acordo com o apiario, verifica-se que
ndo ha diferencas significativas entre grupos para o teste de Folin e FRAP mas que ha para o
teste do DPPH. Quando organizados segundo datas de recolha, verifica-se que ha, de facto,

diferencas significativas, como constatado anteriormente.

Tabela 4.15 - Valores de significAncia, obtidos pelo ANOVA, considerando todos os dados

obtidos para os extratos A.

Grupos Teste de Folin (sig.) Teste do DPPH (sig.) Teste do FRAP (sig.)
Todos os dados 0,000 0,000 0,000
Apiério 0,282 0,021 0,585
Data de recolha 0,000 0,000 0,000

Observando o conjunto de resultados analisado até agora, € possivel estabelecer
relacdes entre os testes realizados. Considerando apenas os valores da correlagéo de Pearson
superiores a 0,6 (sendo 0,6 a 0,9 classificado como correlacao forte e 0,9 a 1 como correlacéo

muito forte), verifica-se que os testes possuem uma correlacao forte entre si.
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Tabela 4.16 - Coeficiente da correlacdo de Pearson entre os diferentes testes, para os extratos

A.

Folin | DPPH | FRAP
ol Valor 1 0,891 | 0,885
o Sig. (2-tailed) [ / /] 0,000 | 0,000
OPPH Valor o M 1 0,765
Sig. (2-tailed) %W 0,000

Sig. (2-tailed) ,7/4#"///}, M

A heterogeneidade dos resultados obtidos, quer entre localizagdes quer entre apiarios

e colmeias, demonstra a heterogeneidade do propolis.
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Andlise de resultados, segundo a data de colheita do prépolis

Dezembro

Tomou-se como grupo de andlise estatistica apenas os dados referentes as amostras

de propolis recolhidas em dezembro, nos quatro apiarios (trés colmeias de cada apiario). Na

tabela 4.17 apresentam-se os valores de concentracdo médios, obtidos para as amostras de

propolis colhidas em dezembro.

Tabela 4.17 — Extrato A de dezembro: Valores médios da concentracdo de compostos

antioxidantes, obtidos pelos diferentes testes e respetivo desvio padrao.

Teste
Apiéario | Colmeia Folin DPPH FRAP

Concentragao Desvio Concentragao Desvio Concentragao Desvio
média* (mg/g) padréo média* (mg/g) padrao média* (mmol/g) padrao

1 162,64 9,35 20,99° 0,390 3,71° 0,03

/Siz‘:‘c') 2 168,16 3,15 46,36° 1,24 3,559 0,16

3 167,03 ™ 18,91 34,89" 0,80 2,76% 0,07

1 137,30% 10,17 31,39° 1,16 2,44% 0,03

Lagoas 2 147,97%° 5,43 20,082 0,84 2,86° 0,18

3 174,72% 10,79 45,62¢ 1,51 3,26' 0,25

1 160,45% 3,69 42,77° 1,33 2,18 0,04

R‘Z’Zi’je 2 180,62 541 19,67 0,59 1,04° 0,22

3 142,29% 4,02 21,94% 0,88 1,29% 0,13

1 173,65% 3,84 33,23° 1,31 2,28 0,04

Ouca 2 168,24 6,72 46,02° 3,12 2,73% 0,06

3 194,34° 5,76 38,05° 0,76 2,07 0,08

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Analisando os dados é possivel verificar que ndo ha grande dispersédo dos valores

médios dentro do mesmo teste, para todas as amostras recolhidas. No teste de Folin-Ciocalteu,

destacam-se (por excesso) as colmeias 3 (194,34+5,76 mg EAG/g) do apiario de Ouca e

colmeia 2 (180,62+5,41 mg EAG/g) do apiario de S&o Roque; no teste de sequestracdo do

radical DPPH ha destaque para a colmeia 2 (46,36+1,24 mg EAG/g) de Casal Alvaro, colmeia 3
(45,62+1,51 mg/g) de Lagoas e colmeia 2 (46,02+3,12 mg EAG/g) de Ouca; no teste do FRAP,
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destaque para as colmeias 1 (3,71+0,02 mmol/g) e 2 (3,55+0,09 mmol/g) de Casal Alvaro e
para a colmeia 3 (3,26+£0,15 mmol/g) de Lagoas. Segundo a analise ANOVA, verificam-se
diferencas significativas entre o grupo de dados selecionado. A excegdo do apiario de Casal
Alvaro, todos os outros apiarios revelaram uma amostra significativamente diferente das

restantes.

E notavel o comportamento dos compostos para cada teste. Enquanto os valores se
mantiveram sem grandes dispersdes para 0os métodos de Folin-Ciocalteu e FRAP, o teste de
atividade antiradicalar para o DPPH revelou oscilagbes grandes entre os valores de

concentracdo média das diferentes colmeias.

Para o extrato A das amostras recolhidas em dezembro, podem comparar-se as
concentracdes médias de cada apiario. De acordo com a tabela 4.18, para o teste de Folin, o
apiario de Ouca continua a apresentar maior concentragdo média de compostos fendlicos totais.
O teste do radical DPPH confirma as conclusdes obtidas no teste de Folin, em que o apiario de
Ouca apresenta, em média, valores mais elevados. Para o teste de FRAP, o apiario de Casal
Alvaro destacou-se com o maior valor médio de concentracdo. Assim sendo, o prépolis do
apiario de Ouca mostrou-se mais rico em compostos antioxidantes, sendo um bom local de

colheita desta resina no més de dezembro (inverno).

Tabela 4.18 — Extrato A de dezembro: Valores médios de concentracdo de compostos

antioxidantes, para cada apiario de recolha do propolis e respetivo desvio padrao.

Teste
Apiario Folin* DPPH* FRAP*
Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg EAG/g) padréo média (mg EAG/Qg) padréo média (mM/g) padréo
Casal Alvaro 165,94% 10,96 34,082 11,03 3,34° 0,45
Lagoas 153,33% 18,47 32,362 11,13 2,85 0,39
S&o Roque 161,12% 17,04 28,132 11,06 1,80° 0,42
Ouca 178,74 12,86 39,102 5,86 2,36 0,30

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Tendo em conta o coeficiente de correlagdo de Pearson (tabela 4.19), ndo se verifica

correlag@es significantes entre os diferentes testes, para a mesma data de colheita.
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Tabela 4.19 - Coeficiente de correlagéo de Pearson, entre testes de Folin, DPPH e FRAP para
0s extratos A das amostras de dezembro.

Folin DPPH FRAP

Valor 0,315 0,071

Sig. (2-tailed) :’/// /| 0964 | 0,007
_— Valor / //A, 1 0,271
Sig. (2-tailed) WW 0,130
- Valor L //A:Y///A{ 1
Sig. (2-tailed) WM/ //A

Margo

Agrupando todos os dados referentes ao extrato A de margo, e determinando as
respetivas concentragdes meédias, obtiveram-se 0s seguintes resultados apresentados na
tabela 4.20:

Tabela 4.20 — Extrato A de marco: Valores médios da concentragdo de compostos

antioxidantes obtidos pelos diferentes testes e respetivo desvio padréo.

Teste
Apiério Colmeia Folin* DPPH* FRAP*
Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg EAG/g) | padrdo | média (mg EAG/g) | padrdo | média (mmol/g) padréo
1 171,81° 5,08 52,022 2,02 2,07™ 0,20
Casal 2 167,86 7,78 75,73° 3,00 2 25° 0,10
Alvaro
3 158,66% 1,68 67,26 0,44 2,27° 0,17
1 148,632 10,35 87,319 0,51 1,99%¢ 0,17
Lagoas 2 167,10 11,00 80,36' 1,65 2,38° 0,10
3 161,15% 3,80 86,719 0,85 3,02¢ 0,03
1 170,96" 6,87 70,18¢ 1,04 2,21 0,17
Sao 2 168,14° 3,58 64,53° 0,77 204> 0,15
Roque
3 172,31° 4,08 66,92% 0,56 2,27° 0,12
1 166,41% 6,82 57,68" 0,30 1,84% 0,08
Ouca 2 174,90° 3,75 55,14% 1,16 1,622 0,08
3 168,45" 2,58 55,25% 0,18 2,29° 1,17

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)
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Observando os valores médios obtidos em cada método, pode verificar-se que existe
maior dispersdo entre os dados no teste do radical DPPH, existindo diferencas sigificativas
entre colmeias do mesmo apidrio. Verifica-se uma grande homogeneidade nos valores médios
de concentracdo de compostos fendlicos determinados pelo teste de Folin. O teste de FRAP,

por seu lado, apresentou pequenas dispersfes pontuais.

Convertendo os resultados da Tabela 4.20 em valores médios de cada apiério (sem
distingdo entre colmeias), verifica-se que, nas amostras recolhidas em margo, Sdo Roque
apresenta maior quantidade média de compostos fendlicos totais (pelo teste de Folin). Contudo,
Lagoas apresenta maior poder sequestrante anti-radicalar (pelo teste do DPPH) e maior poder
redutor de ferro (pelo teste de FRAP) — Tabela 4.21. existem mais diferencas significativas

entre os resultados do teste de DPPH, relativamente aos outros dois testes efetuados.

Em marco, como é possivel verificar na tabela 4.21, Lagoas € um bom local de recolha
de propolis rico em compostos antiradicalares e compostos redutores. Contudo, se o objetivo é
recolher propolis rico em compostos fendlicos, o apiario mais indicado nesta altura (inicio da

primavera) é o de Sdo Roque.

Tabela 4.21 — Extrato A de marco: Valores médios de concentracdo de compostos

antioxidantes para cada apiario de colheita do propolis e respetivo desvio padréo.

Teste

Apiario Folin* DPPH* FRAP*
Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg/g) padréo média (mg/g) padréo média (mmol/g) padréo
Casal Alvaro 166,11% 7,51 65,00° 10,56 2,20% 0,17
Lagoas 158,96% 11,29 84,80° 3,47 2,46b 0,46
Sao Roque 170,47° 4,75 67,21" 2,56 2,17% 0,17
Ouca 169,92 5,61 56,03 1,39 1,92° 0,31

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)

Segundo a andlise ANOVA, marco apresenta dados significativamente diferentes entre
si. Estabelecendo a correlacdo de Pearson (Tabela 4.22), verifica-se que h&d uma fraca
correlagdo entre os dados obtidos pelos diferentes testes realizados, de igual modo, a todas as
amostras desta data de colheita.
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Tabela 4.22 — Coeficiente de correlacdo de Pearson entre os testes de Folin-Ciocalteu, DPPH e

FRAP, para os extratos A das amostras de margo.

Junho

Folin DPPH FRAP

Folin Sig. (2-tailed) N 0,534 0,500
- Valor N 1 . 0,544
Sig. (2-tailed) ﬁ\\\\:k\\\: 0,860

ERAP Valor k\\\:\‘k\\‘\\\\ 1 <
se 2. MRy

Tomando como grupo de estudo estatistico apenas os dados das amostras colhidas

em junho, podem apresentar-se 0s seguintes valores médios:

Tabela 4.23 — Extrato A de junho: Valores médios de concentracdo de compostos antioxidantes

obtidos pelos diferentes testes e respetivo desvio padrao.

Teste

Apiario | Colmeia Folin* DPPH * FRAP *
Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg/g) padréo média (mg/g) padréo média (mmol/g) padréo
1 306,70™ 7,72 132,65 1,95 6,42°% 0,21
/33‘::‘; 2 291,67 2,52 168,29' 4,76 5,23 0,16
3 304,19" 8,15 152,06% 1,47 6,03% 0,04
1 308,89° 3,75 156,44% 8,00 5,62 0,12
Lagoas 2 335,64° 4,94 134,07™ 4,58 5,45% 0,08
3 314,23% 4,34 109,182 1,30 5,15° 0,08
1 327,40 6,60 162,38° 2,99 7,50° 0,20
Rizze 2 287,22° 3,90 142,07 5,62 6,77 0,14
3 314,33% 5,75 119,44%® 5,49 6,71 0,07
1 308,01° 7,94 162,59 6,29 5,14° 0,19
Ouca 2 352,02' 2,71 223,03" 4,27 4,202 0,18
3 309,13° 1,22 202,39¢ 9,01 5,23% 0,06

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)
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Observando os dados apresentados na Tabela 4.23 é possivel verificar que, no teste
de Folin-Ciocalteu, a concentracdo de compostos fendlicos totais presentes nas amostras
desta data sdo muito superiores aos obtidos para 0 mesmo teste, nas datas anteriores
(dezembro e margo). Apenas o apiario de Casal Alvaro apresenta resultados com algumas
semelhancas sendo que os restantes apiarios apresentam uma colmeia que se destaca das

restantes, apresentando resultados significativamente diferentes.

No teste do DPPH ha uma maior diferenca entre as médias obtidas e verifica-se que
em todos os apiarios ha diferencas significativas entre médias das colmeia, pois hadispersao

dos resultados. Existem semelhancas pontuais entre colmeias de apiarios diferentes.

No caso do teste de FRAP, verifica-se uma dispersdo relativamente grande, havendo

colmeias do mesmo apiario significativamente diferentes.

Organizando os dados obtidos apenas segundo o apiario (sem distingdo de colmeias),
é possivel verificar que, para o teste de Folin-Ciocalteu se destaca o apiario de Ouca com
maior valor médio de compostos fendlicos totais, estando significativamente diferente apenas o
valor médio obtido para o apiario de Casal Alvaro. No teste do radical DPPH também se
destaca o apiario de Ouca mostrando diferencas significativas em relagdo aos restantes
apiarios. Para o teste de FRAP, os apiarios apresentam algumas diferencas significativas entre

Si.

Tabela 4.24 — Extrato A de junho: Valores médios de concentracdo de compostos antioxidantes

de cada apiario de colheita e respetivo desvio padréo.

Teste

Apiario Folin* DPPH* FRAP*
Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg/g) padréo média (mg/g) padréo média (mM/g) padréo
Casal Alvaro 300,86" 9,04 151,00° 15,68 5,90 0,54
Lagoas 319,58 12,83 133,23? 21,00 5,41% 0,22
S&o Roque 309,65% 18,39 141,30% 19,07 6,99° 0,40
Ouca 323,06° 22,14 196,00 27,25 4,86" 0,50

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)~

Segundo a andlise ANOVA, os resultados obtidos s&o, de facto, significativamente

diferentes, ndo havendo correlacdes entre os testes (tabela 4.25) como mostra a correlacéo de

Pearson.

46




Tabela 4.25 — Coeficiente de correlacédo de Pearson entre Foli-Ciocalteu, DPPH e FRAP para o
extrato A das amostras de junho.

Folin DPPH FRAP

Valor 0,329 -0,297

Sig. (2-tailed) N 0,058 | 0,630
- Valor ﬁ\\\\ 1 -0,466
Sig. (2-tailed) k\\\&:\\\\‘: 0,011
ERAP Valor :\NN 1 <
Sig. (2-tailed) ::k\\w\ﬁ\\\\k\\\\

Folin
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4.2.3. Extrato B

Analise geral dos resultados obtidos
Quantificacdo dos compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu

Analogamente ao extrato A, procedeu-se aos testes de quantificacdo e caracterizagédo
do extrato B. primeiramente realizou-se o teste de Folin-Ciocalteu que permite quantificar os
compostos fendlicos totais existentes num extrato, utilizando a colorimetria. Tragou-se uma reta
de calibracdo com solucdes de acido galico com concentracBes compreendidas entre 12,3
mg/L e 123 mg/L de modo a estabelecer uma relagéo direta entre a absorvancia medida e as
concentracdes, permitindo assim quantificar os compostos nas amostras. De modo a diminuir o
erro associado a medicao da absorvancia de cada amostra, os ensaios do extrato B, tal como
para o extrato A, foram feitos em triplicado, pelo que a Tabela 4.26 apresenta a média dos
resultados obtidos a partir dos triplicados, em miligramas de compostos fenélicos por grama de

fracdo sollvel de prépolis em cada extrato, apresentados em equivalentes de acido galico.

Tabela 4.26 - Valores de concentracdo médios de compostos fendlicos totais (mg EAG/Q) para

0 extrato B das amostras recolhidas nas diferentes datas, obtida pelo método de Folin-

Ciocalteu.
Amostra Teste de Folin-Ciocalteu
15 de Dezembro de 2013 16 de Marco de 2014 25 de Junho de 2014
Aplenle Colmeia Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média* (mg EAG/g) padréo média* (mg EAG/g) | padréo média* (mg EAG/g) padréo
1 187,169" 6,46 159,85 4,09 301,224 4,43
Casal 2 138,12 4,88 193,64 4,26 326,02™ 7.45
Alvaro
3 166,42°% 2,25 163,58 6,63 286,21 3,19
1 128,80° 6,31 136,10% 4,20 284,21* 1,60
Lagoas 2 160,67°% 11,11 148,27%° 7,56 281,08 4,08
3 181,48 5,86 151,22 2,85 334,67" 6,19
1 175,27°%9N 4,57 167,92%" 1,47 340,27" 6,10
Sao 2 167,08 3,56 169,941 5,77 314,71™ 4,24
Roque
3 166,01°% 9,52 178,72°%0N 7,54 320,91™ 5,37
1 176,53°%9" 3,05 180,94 4,82 289,74 12,63
Ouca 2 171,75°%9" 2,28 162,08 5,56 328,04™ 6,27
3 175,25°%9N 1,97 187,85" 3,71 321,33™ 11,15

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)
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Tomando a tabela 4.26 como objeto de analise, é possivel verificar que os valores
médios de compostos fendlicos variam mais entre datas do que dentro do grupo de resultados
da mesma data de colheita. Verificam-se diferencgas significativas para amostras de colmeias
dos apiaios de Casal Alvaro e de Lagoas. Para esta data de colheita das amostras de prépolis,
o coeficiente de variacdo entre amostras oscilou entre 0,32% (amostra da colmeia 3 de Ouca) e

1,34% (amostra da colmeia 1 de Lagoas).

Relativamente as amostras de propolis recolhido em margco, a concentracdo média de
compostos fendlicos totais variou entre 136,10+4,20 mg EAG/g (da colmeia 1 do apiario de
Lagoas) e 193,64+4,26 mg EAG/g (da colmeia 2 do apiario de Casal Alvaro). Neste caso,
apenas os apiarios de Casal Alvaro e Ouca revelaram diferencas significativas entre colmeias.
O coeficiente de variacdo compreendeu-se entre 0,18% (amostra da colmeia 1 de Lagoas) e
1,20% (amostra da colmeia 1 de S&o Roque).

As amostras de propolis colhido em junho apresentaram uma concentracdo média de
compostos fendlicos totais mais elevada do que o verificado nas datas anteriores. Para esta
data, a concentracdo média de compostos fendlicos totais compreendeu-se entre 281,09+4,08
mg EAG/g e 328,04+6,27 mg EAG/g, sendo que em todos os apiarios houve uma colmeia com
concentracdo média significativamente diferente das restantes. O coeficiente de variagdo das
amostras variou entre 0,56% (amostra da colmeia 1 de Lagoas) e 4,36% (amostra da colmeia 1
de Ouca).

Agrupando os valores anteriores segundo o apiério, verifica-se que a concentragao
média verificada para os quatro locais de colheita quase ndo variam entre si, estando
compreendidos entre 200,77+74,57 mg EAG/g do apiario Lagoas e 229,66+13,87 mg/g do
apiario de Sao Roque (Tabela 4.27). Sdo Roque revelou-se, assim, um bom apiario de colheita

de prépolis, considerando o seu teor em compostos antioxidantes.

Se se organizarem os dados da tabela acima segundo a data de colheita das amostras
de propolis, verifica-se entdo um aumento significativo da concentracdo média de compostos
fendlicos totais de dezembro e marco para junho, quase duplicando a quantidade de

compostos presentes no prépolis (tabela 4.28).
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Tabela 4.27 — Apresentacdo da média das concentracbes obtidas para os extratos

EAG/g), segundo o apiario de recolha.

Apiario Concentracdo média* (mg EAG/g) | Desvio padréo
Casal Alvaro 213,582 68,07
Lagoas 200,774 74,57
S&o Roque 222,312 74,74
Ouca 221,508 67,25

*médias referenciadas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05)

B (mg

Tabela 4.28 — Apresentacdo dos valores médios de concentragdo obtidos (mg EAG/g) para

extratos B, de acordo com a data de recolha e o respetivo desvio padréo.

Data de recolha

Concentracdo média* (mg/g)

Desvio padrao

Dezembro 166,212 25,21
Marco 166,68% 16,92
Junho 310,74° 21,25

Quantificacdo dos compostos com atividade antiradicalar para o DPPH

Tome-se agora como grupo de analise os dados obtidos para o teste do radical DPPH

(Tabela 4.29), que tem como finalidade determinar quantitativamente a capacidade de

sequestracdo do radical DPPH, por colorimetria. O padrdo usado foi, como anteriormente e

andlogo ao extrato A, o acido galico apresentando-se a concentra¢do de compostos com

capacidade antiradicalar em equivalentes de acido gélico.
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Tabela 4.29 — Concentragdo média (mg EAG/g) dos compostos com capacidade de

sequestracdo do radical DPPH para o extrato B das amostras recolhidas nas diferentes datas.

Amostra DPPH
15 de Dezembro de 2013 16 de Margo de 2014 25 de Junho de 2014
Apiério Colmeia — - = : = -
Concentracao Desvio Concentragao Desvio Concentragao Desvio
média* (mg/g) padréo média* (mg/g) padréo média* (mg/g) padréo
1 37,62% 1,10 48,273°cdef 0,84 167,53 6,15
,532 f(') 2 39,06°° 2.44 56,05°19" 222 150,34" 6,01
3 45,0434 1,45 53,02%¢0" 1,16 177,78 8,51
1 41,813 1,97 72,53 2,31 158,01™ 4,91
Lagoas 2 38,38%° 1,81 56,44°"" 1,48 125,95 3,74
3 56,10°%%" 1,81 81,67¢ 1,94 133,88™ 7,60
1 47,9030cdefs 1,44 64,97 1,36 162,57™ 12,80
Rizze 2 37,20° 0,63 45,9470c0ef 0,50 165,10% 7.76
3 36,022 1,19 41,853 0,83 115,60 1,78
1 49,2430cdef 0,85 61,13%" 0,76 149,34" 7,28
Ouca 2 50,9710 0,57 67,27 0,57 236,47" 5,94
3 51,84°defon 0,44 59,399" 0,34 185,03¢ 4,26

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)

Os valores médios de concentracdo de compostos com acgdo antiradicalar nas
amostras de prépolis, para dezembro, variam entre 36,02+1,19 mg EAG/g (extrato de Sao
Roque, colmeia 3) e 56,10+1,80 mg EAG/g (extrato de Lagoas, colmeia 3). Para as amostras
desta data ndo houve diferencas significativas. O coeficiente de variagdo variou entre 1,93%

(da amostra da colmeia 3 de Ouca) e 15,09% (amostra da colmeia 2 de Casal Alvaro).

Para margo, a concentragdo média de compostos com acdo antiradicalar variou entre
41,85+0,50 mg EAG/g (extrato da colmeia 3 de Sdo Roque) e 81,67+1,94 mg EAG/g (extrato
da colmeia 3 de Lagoas). Para esta data de colheita das amostras, houve diferencas
significativas entre os valores médios de concentragcdo das colmeias dos apiarios de Lagoas e
Sao Roque. O coeficiente de variagdo oscilou entre 0,18% (amostra da colmeia 1 de Lagoas) e
1,20% (amostra da colmeia 1 de S&o Roque). Verificou-se que ocorreu um aumento da

concentracdo média de compostos antiradicalares, em relacao a dezembro.

Para junho, a concentracdo média de compostos com atividade antiradicalar varia entre
115,60+1,78 mg EAG/g (extrato da colmeia 3 de S&o Roque) e 236,47+5,96 mg EAG/g (extrato
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da colmeia 2 de Ouca). Para este conjunto de amostras, verificou-se a existéncia de diferencas
significativas entre as amostras das colmeias dos diferentes apiarios. A concentracdo média
aumenta relativamente a marco. O coeficiente de variagdo das amostras estabeleceu-se entre
1,59% e 8,06%.

Analisando o conjunto de dados apresentados na tabela anterior, verifica-se que ha um
aumento gradual da concentracdo de compostos com atividade antiradicalar nas amostras, de
dezembro para junho.embora o aumento da concentracdo seja pouco acentuado nas amostras
de margo em relacdo as de dezembro As amostras de junho revelaram um grande aumento em

relacdo as outras datas apresentando, em alguns casos, valores trés vezes maiores.

Agrupando os valores da Tabela 4.29 de acordo com o apiario de recolha do propolis, é
notério que, embora os valores médios por colmeia sejam compreendidos entre 139,28+15,27
mg EAG/g e 190,28+38,28 mg EAG/g, existem médias significativamente diferentes nesta
pequena gama, nomeadamente entre os valores minimo e maximo de compostos com
capacidade antiradical (Tabela 4.30). O apiario de Ouca é o melhor apiario para recolher

propolis em margo, de modo a se obter uma maior concentragao de compostos antiradicalares.

Agrupando, desta feita, 0 mesmo conjunto de dados, por data de colheita, verifica-se que, de
facto, h& diferencas significativas entre os valores globais médios entre as alturas de recolha
do prépolis. Observa-se um aumento significativo ao longo das diferentes datas de colheita
(Tabela 4.31).

Tabela 4.30 — Apresentac@o da média de concentragbes de compostos com capacidade de
sequestracdo do radical DPPH (mg EAG/g) para os extratos B, de acordo com o apiario de

colheita do prépolis.

Apiario Concentracdo média* (mg EAG/g) | Desvio padrao
Casal Alvaro 165,18% 13,49
Lagoas 139,28° 15,27
S0 Roque 147,76% 25,29
Ouca 190,28" 38,28

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabela 4.31 — Apresentacdo da média de concentracdo de compostos com capacidade de
sequestracdo do radical DPPH (mg EAG/g) para os extratos B, de acordo com a data de
colheita do prépolis.

Data de colheita | Concentracdo média* (mg EAG/g) | Desvio padréo

Dezembro 42,262 14,54
Margo 59,04 21,35
Junho 156,63° 30,73

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Quantificacdo de compostos com capacidade antioxidante do ido ferro - FRAP

Por fim, procedeu-se ao teste de quantificacdo dos compostos com capacidade
antioxidante de ferro (FRAP), obtendo-se os valores médios apresentados na Tabela 4.32. A
concentracdo apresenta-se em mmol Fe** por grama de fragéo soltvel de prépolis.

Analisando os dados da referida tabela, constata-se que a concentracdo média de
compostos antioxidantes nas amostras recolhidas em dezembro varia numa gama de valores
entre 1,68+0,02 mmol/g (extrato de Sdo Roque, colmeia 3) e 2,47+0,10 mmol/g (extrato de
Ouca, colmeia 3). Para esta data, apenas se verificaram diferencas significativas entre as
colmeias do apiério de Ouca, sendo que h& muita semelhanca entre os valores médios de
concentracdo obtidos para todas as amostras. O coeficiente de variacdo das amostras variou
entre 0,50% (amostra da colmeia 3 de Casal Alvaro) e 8,69% (amostra da colmeia 1 de S&o

Roque).

Em marco os valores médios de concentracdo de compostos antioxidantes situam-se
entre 1,50+0,14 mmol/g (extrato de S&o Roque, colmeia 1) e 2,44+0,07 mmol/g (extrato de Sao
Roque, colmeia 3). Houve diferengas significativas entre as colmeias dos apiarios de Casal
Alvaro, S&o Roque e Ouca. Para o extrato B das amostras de marco, o coeficiente de variagéo
situou-se entre 1,37% (amostra da colmeia 3 de Lagoas) e 9,31% (amostra da colmeia 1 de

Sao Roque).

Quanto as amostras de junho, a gama de valores de concentracdo média € superior, variando
entre 4,24+0,17 mmol/g (extrato de S&o Roque, colmeia 3) e 5,66+0,32 mmol/g (extrato de S&o
Roque, colmeia 1). Comparando os resultados obtidos para todas as amostras, verifica-se
alguma semelhanca entre colmeias de apiarios diferentes; no entanto, existem alguns casos
em que existem diferengas significativas entre colmeias do mesmo apiério. O coeficiente de
variacio das amostras variou entre 0,22% (amostra da colmeia 1 de Casal Alvaro) e 8,45%

(amostra da colmeia 2 de Lagoas).
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Tabela 4.32 — Concentragdo média (mmol/g) de compostos com capacidade de reducao férrica,

para os extratos B das amostras recolhidas nas diferentes datas.

Amostra FRAP
15 de Dezembro de 2013 16 de Margo de 2014 25 de Junho de 2014
Apiério | Colmeia — - = : = -
Concentracao Desvio Concentragao Desvio Concentragao Desvio
média* (mmol/g) padréo média* (mmol/g) Padréo média* (mmol/g) Padréo
1 2,15C0efon 0,17 1,58%° 0,08 4,57" 0,01
Casal 2 2,002bcdefan 0,01 2,39%" 0,18 521™ 0,21
Alvaro
3 1,9gabcdefan 0,14 1,707 0,05 5,62™ 0,16
1 1,71%cd 0,04 1,750 0,11 5,23™" 0,32
Lagoas 2 2,219¢fn 0,18 1,850¢def 0,15 4,62 0,39
3 2,23°" 0,09 2,19¢defon 0,06 4,32 0,23
1 2,07Pcdefon 0,18 1,502 0,14 5,66™ 0,32
Sdo 2 1,7470cde 0,10 2, 2501 0,04 4,81 0,21
Roque
3 1,68%° 0,02 2,44" 0,07 4,24 0,17
1 1,97 3bcdefo 0,06 2,33f" 0,15 5,21™ 0,05
Ouca 2 2,18c0efon 0,04 1,8gabcdef 0,07 572" 0,15
3 2,47" 0,10 2,17¢¢efon 0,03 5,59™" 0,14

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)

Analogamente ao efetuado para os testes anteriores, comparam-se 0s dados segundo

o apiario de colheita das amostras de prépolis, verificando-se que os resultados obtidos deste

modo sdo todos semelhantes entre si (entre 2,90 mmol/g e 3,27 mmol/g) — Tabela 4.33 —

mostrando que qualquer um dos apiarios serd um bom ponto de colheita de propdlis durante o

semestre estudado (dezembro a junho).

Tendo em consideracdo apenas a data de recolha das amostras de prépolis, verifica-se

um pequeno decréscimo na concentragdo, de dezembro para margo, sendo que, para junho, a

concentracdo média €, aproximadamente, o dobro — Tabela 4.34, tornando esta altura na

época ideal de colheita de prépolis mais rico em compostos com capacidade redutora de ferro.
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Tabela 4.33 — Apresentacdo da média da concentracdo de compostos com capacidade de

reducao férrica (mmol/g) para os extratos B, de acordo com o apiario de recolha do propolis.

Apiario Concentracdo média* (mmol/g) Desvio padrao
Casal Alvaro 3,022 1,56
Lagoas 2,908 1,35
S&o Roque 2,932 1,49
Ouca 3,272 1,63

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)

Tabela 4.34 — Apresentacdo da média da concentracdo de compostos com capacidade de

reducdo férrica (mmol/g) para os extratos B, de acordo com a data de colheita.

Data de recolha

Concentracdo média* (mmol/g)

Desvio padrao

Dezembro 2,032 0,25
Marco 2,007 0,33
Junho 5,07 0,55

De modo a estabelecer uma relacdo entre os dados obtidos, procedeu-se a anélise de

significancia ANOVA. Primeiramente comparam-se 0s todos os valore médios obtidos segundo

cada teste, seguindo-se uma comparacao segundo 0s apiarios e, por fim, segundo as datas de

colheita (Tabela 4.35).

De entre todas as comparagOes feitas, apenas existe concordancia entre os dados

obtidos pelos testes de Folin e FRAP, quando analisados os valores médios de concentracdo

de compostos antioxidantes segundo o apiario. De acordo com esta analise, verifica-se que

existem diferencas significativas entre os valores meédios de concentracéo, quer se estudem os

dados globais como um grupo ou se agrupem os dados por data de colheita do prépolis.

Tabela 4.35- Valores de significAncia, obtidos pelo ANOVA, considerando todos os dados

obtidos para os extratos B.

Grupos Teste de Folin (sig.) Teste d.o DPPH Teste d.o FRAP
(sig.) (sig.)
Todos os dados 0,000 0,000 0,000
Apiéario 0,486 0,007 0,810
Data de recolha 0,000 0,000 0,000
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Anélise de acordo com a data de recolha do prépolis

Dezembro

Tomando como grupo de estudo estatistico apenas os dados correspondentes aos

extratos B das amostras de prépolis colhidas em dezembro (Tabela 4.36), verifica-se que, para

o teste de Folin-Ciocalteu, a concentragdo média de compostos fendlicos totais varia entre
126,80+6,31 mg EAG/g (extrato de Lagoas, colmeia 1) e 233,21+5,71 mg EAG/g (extrato de

S&o Roque, colmeia 2).

Para o teste de sequestracao do radical DPPH, os valores médios de concentragéo de

compostos com acdo antiradicalar se encontram entre 68,86 mg EAG/g (extrato de Sdo Roque,

colmeia 3) e 110,84 mg EAG/g (extrato de Lagoas, colmeia 3).

No teste do poder antioxidante do ferro (FRAP), os resultados obtidos situam-se entre

1,68 mmol/g (extrato da colmeia 3 de S&o Roque) e 2,47 mmol/g (extrato da colmeia 3 de Ouca)

Tabela 4.36 — Extrato B de dezembro: valores médios de concentracdo de compostos

antioxidantes obtidos pelos diferentes testes, e respetivo desvio padrao.

Teste
Apiério | Colmeia Folin* DPPH* FRAP*
Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg EAG/g) | padréo média (mg EAG/Qg) padrdo | média (mmol/g) | padrao
1 187,16 6,46 37,62% 1,10 2,15% 0,17
Casal 2 138,12° 4,88 39,06 2 44 2,00% 0,01
Alvaro
3 166,42 2,25 45,04% 1,45 1,997 0,14
1 128,80% 6,31 41,81 1,97 1,712 0,04
Lagoas 2 160,67" 11,11 38,38% 1,81 2,21 0,18
3 181,48% 5,86 56,10' 1,81 2,23% 0,09
1 175,27 4,57 48,90% 1,44 2,07 0,18
Sao 2 167,08" 3,56 37,20° 0,63 1,74 0,10
Roque
3 166,01 9,51 36,02% 1,19 1,682 0,02
1 176,53 3,04 49,24% 0,85 1,91%° 0,06
Ouca 2 171,75 2,28 50,91° 0,57 2,18% 0,04
3 175,25 1,97 51,84° 0,44 2,47° 0,10

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)
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Como é notério nos valores apresentados na tabela anterior, existem, para qualquer
um dos métodos, diferencas significativas entre colmeias do mesmo apiério, registando-se

ainda semelhancas entre colmeias de apiarios com localizac¢des distintas.

Organizando os dados referentes as amostras colhidas em dezembro de acordo com o
apiario de recolha das amostras de prépolis, nota-se que o apiario de Ouca apresenta uma
concentracdo média de compostos fendlicos totais superior aos restantes apiarios, sendo que
Lagoas € o apiario que detém o menor valor. Para o teste de DPPH, Ouca é o apiario que
apresenta maior concentracdo média de compostos com capacidade de sequestracdo do
radical DPPH e Sao Roque o local que apresenta menor valor. O apiario que apresenta maior
concentracdo média de compostos com atividade redutora € o de Ouca, sendo que Sédo Roque
apresenta menor quantidade de compostos antioxidantes, identificados pelo teste de FRAP —
Tabela 4.37. E evidente que, neste caso, os testes de DPPH e FRAP se assemelham, na
medida em que os apiarios de organizam do mesmo modo (de forma crescente dos resultados

obtidos: S&o Roque, Casal Alvaro, Lagos e Ouca).

Tabela 4.37 — Extrato B de dezembro: Valores médios de concentracdo de compostos

antioxidantes, para cada apiario de recolha de prdopolis e respetivo desvio padréo.

Teste
Apiério Folin* DPPH* FRAP*
Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg EAG/g) | padrdo | média (mg EAG/g) | padréo média (mmol/g) padréo
Casal Alvaro 163,902 21,73 40,572 3,73 2,04% 0,13
Lagoas 156,982 24,03 45,43% 8,30 2,05% 0,27
Sé&o Roque 169,452 7,09 40,382 5,75 1,832 0,21
Ouca 174,512 3,03 50,66" 1,27 2,19° 0,25

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Segundo a andlise de significAncia ANOVA, verifica-se que h4, de facto, diferencas
significativas entre os resultados obtidos para as amostras, segundo os diferentes testes. O
teste de correlagdo de Pearson confirma que ndo € possivel estabelecer uma correlacdo entre

os resultados obtidos com os diferentes testes (Tabela 4.38).
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Tabela 4.38 — Coeficiente de correlacdo de Pearson, entre os testes de Folin-Ciocalteu, DPPH

e FRAP para o extrato B das amostras de dezembro.

Marco

Sig. (2-tailed) N 0,753 0,976
i Valor \\‘\\\‘: 1 0,523
NN
- e Mt

Efetuando os diferentes testes colorimétricos de quantificacdo da atividade antioxidante

aos extratos B das amostras de prépolis colhido em marco, apresenta-se na Tabela 4.39 os

valores médios das respetivas concentracdes de compostos que cada teste identifica.

Tabela 4.39 — Extrato B de marco: Valores médios de concentracdo de compostos

antioxidantes obtidos pelos diferentes testes e respetivo desvio padréo.

Teste
Apiéario | Colmeia Folin* DPPH* FRAP*
Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg EAG/g) | padrdo | média (mg EAG/g) | padrdo | média (mmol/g) | padréo
1 159,85 4,09 48,27° 0,84 1,58 0,08
Casal 2 193,649 4,26 56,05 222 2 39° 0,18
Alvaro
3 163,58 6,63 53,02° 1,16 1,70% 0,05
1 136,102 4,20 72,53" 2,31 1,75% 0,11
Lagoas 2 148,28% 7,56 56,44 1,48 1,85 0,15
3 151,22%¢ 2,85 81,67 1,94 2,19%" 0,06
1 167,92% 1,47 64,97° 1,36 1,502 0,14
Sdo 2 169,94%" 5,77 45,04 0,50 2,25° 0,04
Roque
3 178,72°0 7,54 41,852 0,83 2,44 0,07
1 180,94 4,81 61,13% 0,76 2,33 0,15
Ouca 2 162,08 5,56 67,27° 0,57 1,88 0,07
3 187,859 3,70 59,39% 0,37 2,11%% 0,03

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)
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Pode, entdo, observar-se que, para o teste de Folin-Ciocalteu, a quantidade média de
compostos fendlicos totais esta estabelecida entre 136,10+4,20 mg EAG/g (extrato da colmeia
1 de Lagoas) e 193,64+4,26 mg EAG/g (extrato da colmeia 2 de Casal Alvaro). Verifica-se
também uma maior semelhanca entre os valores obtidos para os apiarios de Lagoas e de Sao
Roque. A colmeia 3 do apiario de Casal Alvaro destaca-se das outras colmeias do mesmo local
pois apresenta uma concentracdo média de compostos fendlicos significativamente superior .
Por sua vez, a colmeia 2 do apiario de Ouca destaca-se das outras duas do mesmo local por

apresentar uma concentracao significativamente inferior.

Para o teste de sequestracdo do radical DPPH, verifica-se que a gama de variacdo de
concentracdo média dos compostos com capacidade antiradicalar situa-se entre 41,85+0,83
mg EAG/g (extrato da colmeia 3 de S&o Roque) e 81,67+1,94 mg EAG/g (extrato da colmeia 3
de Lagoas). O apiario de Lagoas apresenta valores médios de concentracdo de compostos
antiradicalares ligeiramente superiores aos valores obtidos para as amostras dos restantes
apiarios; no entanto, para o apiario de Lagoas, existe uma colmeia que apresenta uma
concentracdo média inferior as restantes colmeias. A excecdo de Lagoas, os apiarios
apresentam valores médios de concentracdo mais proximos entre si, embora se verifique uma
grande dispersdo entre todos os valores obtidos, revelando diferencas significativas entre

colmeias do mesmo apiario.

De acordo com o teste de quantificacdo de antioxidantes de ferro (FRAP), a
concentracdo média de compostos com capacidade antioxidante compreende-se entre
1,50+0,14 mmol/g (extrato da colmeia 1 de Sdo Roque) e 2,44+0,07 mmol/g (extrato da colmeia
3 de Sdo Roque). Como € notério, os valores extremos (superior e inferior) pertencem a
colmeias diferentes de um mesmo apiario. Esta situacdo ocorre com todas as amostras
testadas, dos quatro apiérios: duas colmeias de cada apiario apresentam valores que se
relacionam entre si e uma colmeia apresenta uma concentragcdo média de antioxidantes

significativamente diferente das restantes.

Tabela 4.40 - Valores da concentracdo média determinados por cada método para os extratos

B, de acordo com cada apiario.

Teste
Apiario Folin* DPPH* FRAP*

Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg EAG/g) padréo média (mg EAG/Q) padréo média (mmol/g) padréo

Casal Alvaro 172,36" 16,65 52,45% 3,64 1,892 0,39
Lagoas 145,202 8,30 70,21° 11,19 1,932 0,22
Séo Roque 172,19b 6,91 50,92% 10,72 2,062 0,44
Ouca 176,96" 12,26 62,60™ 3,62 2,102 0,21

*médias referenciadas com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05)
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Na Tabela 4.40 estdo apresentados os valores médios de concentragdo obtidos, de

acordo com o apiério de colheita das amostras de prépolis no més de marco.

Verifica-se que Ouca é o apiario que apresenta maior concentracdo média de

compostos fendlicos totais (teste de Folin). Quanto a concentracdo média de compostos com

atividade antiradicalar, é o apiario de Lagoas que apresenta maior quantidade., Ouca é o

apiario que apresenta maior concentracao média de compostos com capacidade redutora.

De acordo com a analise de significancia ANOVA, verifica-se que apenas o teste de

FRAP ndo apresenta diferencgas significativas entre os valores obtidos. Através da correlacao

de Pearson, verifica-se que os testes se relacionam pouco entre si, sendo que o DPPH é o

teste que ndo revela qualquer correlacdo com os restantes testes, tendo em consideracéo 0s

dados obtidos para as amostras de propolis colhidas em marco (Tabela 4.41).

Tabela 4.41 - Coeficiente de correlacdo de Pearson, entre os testes de Folin-Clocalteu, DPPH

e FRAP, para os extratos B das amostras de marcgo.

Sig. (2-tailed) N: 0,236 0,001
_— Valor m 1 - -0,192
Sig. (2-tailed) h\\&:\\\\i\ 0,001
Sig. (2-tailed) mmm
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Junho

Analogamente as amostras de dezembro e marco, as amostras de junho foram
submetidas aos trés diferentes testes, obtendo-se os resultados médios apresentados na
Tabela 4.42.

Tabela 4.42 — Extrato B de junho: Valores médios de concentracdo de compostos antioxidantes

obtidos pelos diferentes testes e respetivo desvio padrao.

Teste
Apiéario | Colmeia Folin* DPPH* FRAP*
Concentracéo Desvio Concentragéo Desvio Concentracéo Desvio
média (mg EAG/g) padrdo | média (mg EAG/Q) padrao média (mmol/g) padrao
1 301,23 4,44 167,53 6,14 4,57 0,01
Casal 2 326,02% 7,45 150,24 6,01 5,210 0,21
Alvaro
3 286,21% 3,19 177,78% 8.51 5,62¢ 0,16
1 284,62% 1,60 158,01 4,91 5,22% 0,32
Lagoas 2 281,092 4,08 125,95° 3,75 4,62%° 0,39
3 334,66° 6,19 133,88% 7,60 4,322 0,23
1 340,27° 6,10 162,57 12,80 5,66¢ 0,32
Sdo 2 314,71 4,24 165,10 7,76 4,80°° 0,21
Roque
3 320,91°% 5,37 115,60% 1,78 4,242 0,17
1 289,74%® 12,63 149,34 7,28 5,21 0,05
Ouca 2 321,34% 6,27 236,47 5,93 5,72¢ 0,15
3 328,04% 11,15 185,03° 4,26 5,59¢ 0,14

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Tomando os valores do teste de Folin-Ciocalteu da tabela 4.42 como elemento de
andlise, verifica-se que a composi¢cdo média das amostras em compostos fendlicos totais varia
entre 281,09+4,08 mg EAG/g de fracdo soluvel (extrato da colmeia 2 de Lagoas) e 340,27+6,10
mg EAG/g (extrato da colmeia 1 de S&o Roque). Embora a variacéo entre o valor minimo e o
méaximo ndo seja muito elevada, é notdrio que existem diferencas significativas entre amostras
de um mesmo apiario. Contudo, é possivel constatar que, de cada apiario, apenas uma

colmeia apresenta um valor médio que se distingue significativamente dos restantes.
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Relativamente ao teste do DPPH, a concentracdo média de compostos com acao
antiradicalar nas amostras situa-se huma gama de valores compreendida entre 115,60+7,76
mg EAG/g de fracdo sollvel de propolis (extrato da colmeia 3 de S&o Roque,) e 236,47+5,94
mg EAG/g (extrato da colmeia 2 de Ouca,). Tal como aconteceu para o teste de Folin, também
neste caso ha destaque para uma colmeia de cada apiario, que revela um valor
significativamente diferente dos restantes.

Tendo em conta os valores obtidos relativamente ao teste de antioxidantes FRAP, a
concentracdo média nas amostras de propolis varia de 4,24+0,17 mmol/g de fragédo soluvel
(Extrato da colmeia 3 de S&o Roque) e 5,72+0,15 mmol/g (extrato da colmeia 2 de Ouca). Com
a excecado do apiario de Ouca, todos 0s outros apiarios tém uma colmeia que se destaca das

restantes.

Apresenta-se na tabela 4.43 a média entre os valores médios de concentracdo de

compostos antioxidantes obtidos, de acordo com apiario de colheita do prépolis em junho.

Tabela 4.43 — Extrato B de junho: Valores médios de concentracédo de compostos antioxidantes

para cada apiario de recolha de prépolis e respetivo desvio padrao.

Teste
Folin* DPPH* FRAP*
Apiério

. . Concentragao .

Concentracéo Desvio Concentracéo Desvio di Desvio
média
média (mg/g) padréo média (mg/g) padréo padréo
(mmol/g)

Casal Alvaro 304,48 18,01 165,18% 13,49 5,13% 0,48

Lagoas 300,122 26,23 139,28% 15,27 4,722 0,49

Sao Roque 325,302 12,42 147,76% 25,29 4,90alb 0,65

Ouca 313,042 19,86 190,28" 38,28 5,51° 0,25

*médias referenciadas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p<0,05)

Verifica-se, entdo, que o0s resultados obtidos para os diferentes apiérios séo
relativamente proximos e semelhantes para o teste de Folin, atribuindo-se a menor
concentracdo de compostos fendlicos ao apiario de Lagoas e a maior ao apiario de Sao Roque.
Quanto a concentracdo média de compostos com atividade antiradicalar, Ouca destaca-se
como sendo o apiario com maior concentracdo destes compostos, sendo Lagoas o apiario que
apresenta menor concentragdo. Os valores de concentracdo média de compostos com
atividade redutora variam do mesmo modo que os valores médios de concentracdo obtidos
para o teste de DPPH.
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Segundo a andlise do ANOVA, o Unico teste que apresenta diferencas significativas
entre os dados obtidos € o teste antiradicalar do DPPH. Estabelecendo correlagbes entre os
testes, apenas se verifica, como constatado anteriormente, relagéo entre os testes de DPPH e
FRAP (Tabela 4.44).

Tabela 4.44 — Coeficiente de correlacdo de Pearson, entre os testes de Folin-Clocalteu, DPPH

e FRAP, para os extratos B das amostras de junho.

Folin DPPH FRAP

Valor 1 0,162 0,040

Sig. (2-tailed) k\\‘«: 0352 | 0,813
oo Valor %\\ 1 0,700
Sig. (2-tailed) k\\\&:b\\\ﬁ 0,000
e Valor Nﬁ\\\\ 1 .
Sig. (2-tailed) NENN

Folin
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4.2.4. Comparagédo Extrato A vs Extrato B

Tendo sido feita a andlise de cada extrato (A e B) em separado, € essencial proceder a
comparacdo de ambos por serem extratos duplicados entre si, pertencentes ao apiario e as

mesmas colmeias (teoricamente iguais).

Em andlise geral dos resultados obtidos para o0 método de Folin-Ciocalteu, existem
diferencas visiveis entre os extratos de dezembro/marco e os extratos de junho. Verifica-se que,
embora existam pequenas diferencas entre extratos, ambos se comportam do mesmo modo,
guando comparados todos os extratos das diferentes datas de colheita. Quanto as amostras
recolhidas em junho, o extrato A do apiario de Lagoas apresenta maior concentracdo média de
compostos fendlicos totais. Para a mesma data, o extrato B de Sdo Roque é o que se destaca
por superioridade (Figura 4.2).

A concentracdo média de compostos fendlicos presentes nas amostras de dezembro
variou entre 128,80 mg EAG/g e 194,34 mg EAG/g; para as amostras de marco, a
concentracdo média de compostos fenodlicos oscilou entre 136,10 mg EAG/g e 193,64 mg
EAG/g e para as amostras de junho, a concentracdo média de compostos fenélicos apresentou
valores compreendidos entre 281,08 mg EAG/g e 352,02 mg EAG/g. Estudos realizados em
Portugal apontam uma concentracdo média de compostos fendlicos entre 87,15 mg EAG/g e
329 mg EAG/g (Moreira et al, 2008; Cruz et al, 2011, Silva et al, 2012), variando de acordo com
a localizacdo geogréafica e as respetivas datas de colheita. Comparando os valores obtidos
para o prépolis nacional com os mesmos valores determinados para prépolis de outros paises,
tem-se que a concentragdo média de compostos fendlicos no propolis do Brasil varia entre 48
mg EAG/g e 87 mg EAG/g (Sarikaya et al, 2007; Mello et al, 2009) e para o prépolis da China,
a concentracdo média destes compostos varia entre 10 mg EAG/g e 377 mg EAG/g (Choi et al,
2006; Guo et al, 2011).
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Figura 4.2 - Representagcdo grafica dos valores médios de concentracdo de compostos

fendlicos totais (mg EAG/g) para cada apiario, para os extratos A e B.

De acordo com o teste de DPPH, em que é feita uma quantificacdo de compostos com
capacidade antiradicalar, é possivel verificar que existem diferencas entre extratos A e B de
uma mesma amostra, embora assumam um comportamento semelhante. Independentemente
do valor médio da concentragdo de compostos antiradicalares presentes nos diferentes
extratos das amostras de margco e junho, a ordem crescente da concentragdo destes
compostos € a mesma. As amostras de dezembro mostram algumas diferengas na organizacéo

crescente do valor médio de concentragéo (figura 4.3).

Tendo em conta otipo de compostos identificados por esse método, verificou-se que as
amostras de dezembro apresentaram valores entre 19,67 mg EAG/g e 56,10 mg EAG/g, as
amostras de mar¢o apresentaram concentra¢cdes médias com valores entre 41,85 mg EAG/g e
87,31 mg EAG/g e as amostras de junho variaram entre 109,18 mg EAG/g e 236,47 mg EAG/g.
Cruz et al (2011) determinou, para o prépolis nacional, uma concentracdo média de compostos

com acao sequestrante do radical DPPH de 50,46 mg EAG/g.
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Figura 4.3 - Representagdo grafica dos valores médios de concentragdo de compostos com
capacidade de sequestracao do radical DPPH (mg EAG/g) para cada apiario, para 0s extratos

A e B das amostras recolhidas nas diferentes datas.

Considerando o teste de FRAP, que visa quantificar os compostos com atividade
redutora de ferro, verifica-se que o comportamento das amostras de assemelha ao teste de
Folin-Ciocalteu — valor médio da concentracdo de compostos quase duplica em junho,

relativamente a dezembro e mar¢o (como seria esperado).

Para os extratos de dezembro, verifica-se que o extrato B apresenta valores médios de
concentracdo relativamente mais baixos que o extrato A. Além disso, o apiario de Sdo Roque
apresenta uma concentracdo média de compostos redutores inferior aos restantes apiarios,
para o extrato A, enquanto para o extrato B, € o apiario de Lagoas que apresenta menor valor.
O extrato B apresenta valores mais proximos entre os diferentes apiarios, comparativamente

com o extrato A da mesma data.

Em relagcdo a marco, verifica-se que os valores médios da concentracdo de compostos
redutores sdo préximos, destacando-se Ouca ligeiramente superior. Para o extrato B, ndo se
verifica o destague de nenhum apidrio em particular, sendo que todos apresentam valores
proximos quanto a quantidade de compostos antioxidantes. Comparando ambos o0s extratos, €
notério que o extrato A apresenta valores médios de concentracéo superiores a B, sendo Ouca
0 apiario com valor mais elevado. Ndo se verifica unanimidade quanto ao apiario com menor

concentracdo média para esta data.

Para os extratos de junho, verifica-se um grande aumento na concentragdo média de
compostos com atividade antioxidante relativamente as amostragens de dezembro e margo. No

entanto, verificam-se algumas diferentes entre o extrato A e B do mesmo apiario. No caso
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desta amostragem, o apiario de Ouca apresenta menor concentracdo média de antioxidantes
para ambos os extratos. Porém, o extrato A do apiario de Casal Alvaro apresenta maior
concentracdo média de antioxidantes contra o extrato B do apiario de Lagoas (figura 4.4).

O método de FRAP permitiu determinar a concentracdo média de compostos com capacidade
redutora do ido ferro nos extratos de prépolis das diferentes datas. Para as amostras de
dezembro, obteve-se uma concentragdo média entre 2,33 mmol/g e 2,69 mmol/g; para as
amostras de margo, a concentracao média variou entre 1,99 mmol/g e 2,20 mmol/g e para as
amostras de junho, os valores variaram numa gama entre 4,16 mmol/g e 5,01 mmol/g de
extrato. Noutros paises como o Irdo, o propolis apresentou valores de concentracdo médios de
compostos com capacidade redutora compreendidos entre 31,5 pM/g e 1650 pM/g
(Mohammadzadeh et al, 2007). No Brasil, a concentracdo média destes compostos variou

entre 528 pmol/g e 2068 pmol/g.
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Figura 4.4 - Representacdo grafica dos valores médios de concentracdo de compostos com
capacidade de reducao férrica (mmol/g) para cada apiario, para os extratos A e B das amostras

recolhidas nas diferentes datas.
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4.2.5. Apresentacdo de resultados de cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa (GC-MS)

ApOs a quantificacdo dos compostos antioxidantes nas amostras dos diferentes
apiarios para as diferentes datas de colheita, verificou-se que, de fato, existe uma grande
variagdo destes compostos entre datas (nomeadamente de dezembro e margo para junho).
Procedeu-se ao fracionamento dos extratos brutos em acetato de etilo, de modo a analisar as

amostras e verificar a variagdo quimica do propolis.

Dado que existe uma grande variacdo na quantidade de compostos antioxidantes nas
amostras, aumentando de dezembro para junho, procedeu-se a analise espectroscopica das
amostras por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa de modo a identificar
0S compostos que mais se destacam e que S80 responsaveis por essa variacdo, ou seja,

identificacdo dos compostos antioxidantes da matriz.

Analisando um cromatograma representativo das fracBes de acetato de etilo das
amostras (Figura 4.5), verifica-se a existéncia de varios picos com relativa significancia e que

representam compostos responsaveis pelas caracteristicas antioxidantes do prépolis.
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Figura 4.5 - Cromatograma correspondente a fracao de acetato de etilo da amostra da colmeia
2 de Ouca, recolhida em Julho (cromatograma representativo das amostras de propolis

analisada), com indicacao dos picos identificados e caracterizados.
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Os picos de interesse, a janela de retencéo e respetiva identificacdo e o peso molecular

da estrutura estdo apresentados na Tabela 4.45.

Tabela 4.45 - Compostos tentativamente identificados na fracdo de acetato de etilo das

amostras analisadas.

) Janela de Peso )
Pico n° . ) Nome do composto Grupo Funcional
retencdo (min.) molecular
1 8,06-8,08 2-metoxi-4-vinilfenol 150 Derivado fendlico
2 11,43
3 11,94 Guaieno (e isdmeros) 204 Sesquiterpeno
4 12,40
5 22,02
6 23,54 Acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2- 262 Acido
7 23,94 propendico (e isdmeros) hidroxicinamico
8 25,62
9 27,56 Derivado fendlico
2,6-hidroxi-4-metoxi-chalcona 269
10 30,04 (chalcona)
S o Ester de acido
11 30,54 Cinamilcinamato (ou isémero) 269 .
cindmico
o o Derivado fendlico
12 34-34,28 Dihidrocrisina 256
(flavona)
13 35,25 o Derivado fendlico
Tectocrisina 268
14 36,53 (flavona)
Crisofanol Derivado fendlico
15 39,58 ] o 254
(isbmero da crisina) (flavona)
o Derivado fendlico
16 41,09 Crisina 254
(flavona)
1,3,8-trihidroxi-3-metil antraquinona Derivado fendlico
17 42,36 270

(derivado do crisofanol)

(flavona)

Os compostos listados na Tabela 4.45 foram identificados por recorréncia a uma

biblioteca on-line que permite aceder a uma base de dados com cromatograma de compostos

padréo (figuras 4.6 a 4.16). No entanto, € necessario considerar que a identificacéo feita ndo &

exata pelo que a identificacdo dos compostos foi feita por comparacdo mais semelhante do

cromatograma da amostra com os cromatogramas de padrdes da biblioteca digital.
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Figura 4.6 - Identificacdo do composto do pico 1 por comparagcdo com um cromatograma
padrdo da biblioteca digital.
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padrédo da biblioteca digital (exemplo de um composto possivel).
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Figura 4.8 - Identificacdo dos compostos dos picos 5, 6, 7 e 8 por comparacdo com

cromatogramas padrao da biblioteca digital (sugestao de um composto possivel).
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Figura 4.9 - Identificacdo do composto do pico 10 por comparacdo com um cromatograma

padrdo da biblioteca digital.
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Figura 4.10 - Identificacdo do composto do pico 11 por compara¢do com um cromatograma

padrédo da biblioteca digital.
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Figura 4.11 - Identificacdo do composto do pico 12 por comparacdo com um cromatograma

padrdo da biblioteca.
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Figura 4.12 - Identificagdo do composto do pico 13 por comparagdo com um cromatograma da

biblioteca.
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Figura 4.13 - Identificacdo do composto do pico 14 por comparacdo com um cromatograma

padrdo da biblioteca.
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Figura 4.14 - Identificacdo do composto do pico 15 por compara¢cdo com um cromatograma

padréo da biblioteca.
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Figura 4.15 - Identificacdo do composto do pico 16 por comparacdo com um cromatograma

padrdo da biblioteca.
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Figura 4.15 - Identificacdo do composto do pico 17 por compara¢cdo com um cromatograma

padréo da biblioteca.
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Soares (2002) identificou as flavonas, chalconas e cumarinas (derivados do acido
cindmico) como sendo derivados de compostos fendlicos, com atividade antioxidante. Assim
sendo, os compostos identificados podem dividir-se em trés grupos: terpenos, compostos

fendlicos (e seus derivados) e acidos cinamicos (e seus derivados).

Diversos autores identificaram compostos como crisina (e seus derivados fendlicos) e
acidos cinamicos (e seus derivados fendlicos) em amostras de prépolis de diversos pontos
distintos do globo como Portugal, China e Brasil. No entanto, e devido a grande diversidade e
heterogeneidade do prépolis, os derivados de compostos fendlicos e dos acidos cinamicos bem
como os terpenos existentes na matriz analisada podem variar muito de local para local, até

mesmo dentro do mesmo pais.

Observando a figura 4.17, é possivel observar que ha uma grande diferenca na
abundancia relativa dos compostos para as diferentes datas sendo que também se pode
observar que existem compostos que estdo sempre presentes e outros compostos que variam

entre as diferentes colheitas.
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Figura 4.17 - Cromatogramas representativos da variagdo quimica do propolis nas diferentes

datas de colheita. Amostra da colmeia 2 do apiario de Ouca (da esquerda para a direita:

dezembro, marco e junho).
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Capitulo V CONCLUSC)ES E TRABALHO FUTURO

O trabalho desenvolvido nessa dissertagdo foi de encontro aos objetivos inicialmente
estabelecidos, em que se pretendia estudar a variacdo do poder antioxidante e da composi¢éo

guimica do prépolis, de acordo com a sua data de colheita.

Primeiramente, estudou-se o efeito do solvente na extracdo de compostos
antioxidantes de uma matriz de prépolis, anteriormente estudada nos nossos laboratorios. Foi
escolhida uma amostra de propolis proveniente da Mealhada e, para os extratos brutos,
utilizaram-se etanol e acetona em diferentes graus de pureza (puro, 80% v/iv e 70% viv em
agua destilada). Determinou-se o rendimento de extragdo, a concentragdo em compostos
fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteu e a concentracdo de compostos antioxidantes pelo
método de sequestracdo do radical DPPH. Por analise dos resultados obtidos, conclui-se que,
guanto maior for a quantidade de agua no solvente, menor é o rendimento de extracdo. No
entanto, pelos testes colorimétricos efetuados aos extratos, verificou-se que o rendimento de

extracao ndo tem influéncia direta nos compostos extraidos da matriz de prépolis.

A variacdo da atividade antioxidante e da composi¢do quimica de acordo com a data
de colheita do prépolis foi estudada em amostras provenientes de quatro apiarios de
localidades distintas da zona do Caramulo: Casal Alvaro, Lagoas, Ouca e S&o Roque. Foram
recolhidas trés amostras de trés colmeias distintas de cada um dos apiarios, em trés datas
diferentes: dezembro de 2013, marco e junho de 2014. Foram feitos dois extratos etandlicos
(extratos A e B) a partir de cada amostra de propolis, que foram conservados no frio. Alguns
dos extratos (maioritariamente extratos de amostras de dezembro) necessitaram de filtragédo
antes da sua utilizagcdo por apresentarem um precipitado que se assumiu como sendo ceras e

outras moléculas organicas.

O estudo iniciou-se pela determinac¢é@o do rendimento de extracdo dos extratos etandlicos das
amostras do Caramulo. Verificou-se um aumento significativo nos valores médios do
rendimento ao longo do tempo, destacando-se mais as amostras de junho. Para as amostras
de dezembro, o rendimento médio de extracdo variou entre 44,94% e 79,06%; para as
amostras de margo, 0 mesmo parametro variou entre 51,14% e 78,44% e para as amostras de

junho, o rendimento médio de extracao oscilou entre 73,69% e 95,40%.

Seguidamente, determinou-se a concentracdo de compostos fendlicos nas amostras pelo
método de Folin-Ciocalteu, a concentragdo de compostos com atividade antiradicalar para o
radical DPPH e a concentracdo de compostos com capacidade redutora do ido ferro (FRAP).
Os trés métodos foram aplicados a todas as amostras e verificou-se que a concentracdo média

de compostos fendlicos e a concentragdo média de compostos com capacidade redutora quase
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duplicaram das amostras de dezembro e margo para junho. Contudo, a concentracdo média de

compostos com acdo antiradicalar foi aumentando gradualmente ao longo do tempo.

A atividade antioxidante do prépolis foi determinada por diferentes métodos colorimétricos, em
que cada um destes consiste na identificacdo de um determinado grupo de compostos
presentes numa matriz. Por analise dos conjuntos de resultados obtidos, verifica-se que os
mesmos sao consistentes entre si, ou seja, a evolugdo da concentracdo média de cada
conjunto de compostos €é idéntica nos diferentes testes para as diferentes datas de colheita do

propolis.

Tendo em conta os resultados obtidos, verifica-se que o rendimento médio de extracao
e a concentracdo de compostos antioxidantes aumenta das amostras de dezembro para as
amostras de junho.

O aumento do rendimento médio de extracdo pode dever-se ao aumento da quantidade de
compostos solUveis na matriz ou a diminuicdo da concentracdo de materiais inertes que
possam interferir na extracdo dos compostos fendlicos, impedindo a sua solubilizagdo. Como
apenas as amostras de dezembro formaram precipitado, pode concluir-se que o propolis

recolhido nessa altura do ano é mais rico em ceras.

O aumento da concentracdo de compostos com atividade antioxidante ao longo do periodo de
tempo estudado pode estar relacionado com diversos fatores. Um fator muito importante é o
facto de, de dezembro para junho, a flora se tornar mais abundante aumentando assim os
pontos de recolha de ceras, seivas e outros produtos utilizados na producao do prépolis (FNAP,
2010). A escassez de flora nas épocas mais frias podera ser uma condicionante a recolha de
resinas, diminuindo a variabilidade de compostos no prépolis. A espécie de abelhas
predominante em Portugal (e na Europa) é a Apis melifera, que possui diversas subespécies e
essas diferencas genéticas podem explicar as diferencas entre as amostras das mesmas
colmeias ao longo do tempo, as diferencas entre colmeias do mesmo apiario e as diferencas
entre apiarios da mesma zona geografica, quer para a mesma data, quer para datas diferentes
de recolha das amostras (Salatino et al, 2011).

Tendo em conta os dados bibliograficos recolhidos, pode verificar-se que, para o teste
de Folin-Ciocalteu, a concentracdo de compostos fendlicos totais determinada a partir das
amostras analisadas se encontra dentro da gama de valores identificados para o prépolis
portugués e da China. Contudo, as amostras analisadas mostram uma gama de valores
médios superior aos do Brasil (grande produtor mundial). Quanto ao teste de compostos
antiradicalares (DPPH), os resultados médios obtidos sdo superiores aos dados bibliogréficos
do prépolis portugués. A quantidade média de compostos com capacidade redutora de ferro
(método de FRAP) revelou-se superior nas amostras analisadas, comparativamente aos

resultados feitos em testes com prépolis do Iréo e do Brasil.
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De modo a analisar a variagdo da composicao quimica do propolis ao longo do periodo
de tempo estudado (de dezembro a junho), procedeu-se a andlise dos extratos por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GC-MS). Procedeu-se, entdo, ao
fracionamento de uma aliquota de cada extrato bruto com acetato de etilo. Apds o
fracionamento, as amostras foram analisadas por GC-MS. Tendo em conta o conjunto de
cromatogramas, verificou-se que existem diferencas na abundéancia relativa dos compostos nas
amostras. Os picos dos cromatogramas apresentaram tempos de retencdo muito semelhantes
(independentemente da data de colheita) pelo que se procedeu a andlise de um cromatograma
representativo (colmeia 2 do apiario de Ouca) no qual se identificaram 17 possiveis compostos
presentes, que se agruparam em trés familias diferentes de compostos conhecidos como
antioxidantes e ja identificados em amostras de propolis por todo o mundo: terpenos,
compostos fendlicos (e derivados) e acido cinamico (e derivados) (Soares, S. 2002; Guo, X. et
al 2011; Gomez-Caravaca et al 2007).

Perspectivando sobre um futuro préximo, sera de grande interesse estudar a variacao
da atividade antioxidante do prépolis e a avaliacdo da sua composicdo ao longo de um periodo
de um ano, com amostras recolhidas mensalmente, de modo a ser possivel uma
caracterizacdo mais pormenorizada do prépolis, podendo assim estabelecer uma composi¢cao
standart do propolis portugués. Devido a abundancia de compostos antioxidantes no prépolis,
podera proceder-se a uma caracterizacdo quimica desses compostos, podendo depois testa-
los quanto a outras propriedades dos mesmos, nhomeadamente contra microrganismos. O facto
de o propolis ser um poderoso antioxidante natural, ser4 de grande interesse desenvolver
conservantes alimentares a partir desta matriz, nomeadamente de fruta fresca, aumentando
assim 0 seu tempo de vida ap6s colheita, visto que o poder antiradicalar também se revelou

alto no prépolis analisado.
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Capitulo VI AneXOS

Anexo | — Dados obtidos com o teste de determinacdo da concentracdo de compostos

fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau, para todas as amostras analisadas

Tabela 6.6 — Apresentacéo dos valores de absorvancia medidos para as solu¢des-padrdo de

acido galico segundo o método de Folin-Ciocalteau, a 765 nm.

Concentragdo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média
(ppm)

12.3 0,088 0,096 0,089 0,091

30,75 0,176 0,193 0,203 0,191

61,5 0,321 0,363 0,373 0,352

100 0,548 0,538 0,538 0,541

123 0,752 0,682 0,725 0,720

184,5 0,995 0,993 1,108 1,032

200 1
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120 A
100 -
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40 -
20 A

Concentragao (ppm)

Reta padréo de Acido Galico n°.1

y = 181,42x - 3,1605
R2=0,9977

0,0

0,2 0,4

0,6

Absorvancia

0,8

1,0 1,2

Figura 6.1 - Representacdo gréfica dos valores de absorvancia em funcéo da concentragcéo

padrdo de acido galico. Reta de calibragdo para determinar concentracdo da amostra A

(Mealhada, Bugaco) e dos extratos A e B (zona do Caramulo).

Tabela 6.7 - Apresentacd@o dos valores de absorvancia medidos para as solu¢des-padrdo de

acido gélico para o teste de Folin-Ciocalteau a 765 nm.

Concentracéo (ppm) Abs 1 Abs 2 Média
12,3 0,089 0,093 0,091
61,5 0,321 0,314 0,331
184,5 1,052 0,997 1,025
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Figura 6.2 - Representacdo grafica da absorvancia em funcdo da concentracdo da solucéo-

padrdo de acido gdlico. Reta utilizada para determinacdo da concentracdo dos extratos A e B

de marco.

Tabela 6.8 - Apresentacdo dos valores de absorvancia medidos para as solu¢Bes-padrdo de

acido gélico, segundo o método de Folin-Ciocalteau a 765 nm.

Concentragéo (ppm) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs média
12,3 0,119 0,109 0,112 0,113
30,75 0,215 0,224 0,213 0,217
61,5 0,418 0,419 0,421 0,419
100 0,613 0,616 0,579 0,603
123 0,746 0,735 0,765 0,749
184,5 1,150 1,160 1,092 1,134
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Reta de calibraco de Acido Galico N°.3
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Figura 6.3 - Representacdo grafica da absorvancia em funcdo da concentracdo padrdo de
acido galico, pelo método de Folin-Ciocalteau. Reta utilizada para determinar a concentracédo
para os Extratos A e B de junho.
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Anexo Il — Dados obtidos com o teste de determinagdo da concentracdo de compostos

com capacidade de sequestragdo do radical DPPH, para todas as amostras analisadas

Tabela 6.9 - Apresentacdo dos valores de absorvancia medidos para as solu¢gbes-padrdo de

acido galico, segundo o método de DPPH (a 517 nm).

Concentracdo| 1 | Abs2 | Abs3 | AbsMédia
(ppm)
12,5 0,999 | 0,997 | 0,993 0,996
30,75 0,728 | 0,727 | 0,723 0,726
50 0,540 | 0,561 | 0,550 0,550
61,5 0,395 | 0,398 | 0,394 0,396
Branco 1,195 1,198 1,195 1,196

Concentragéo (ppm)

Reta de calibracéo de Acido Galico n.° 4

70 1

60 -

50 -

40 -

30 -

20 - y = -83,356x + 94,293
R2=0,9905

10 -

0,0 0,2

0,4 0,6

0,8

Absorvancia

1,0

1,2

Figura 6.4 - Representacdo gréfica da absorvancia em funcdo da concentragdo da solucéo-

padrdo de acido gdlico, utilizada para determinar a concentracdo dos Extratos A e B de

dezembro.
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Tabela 6.10 - Apresentacao dos valores de absorvancia medidos para as solu¢des-padréo de

acido galico, segundo o método de DPPH (a 517 nm).

Concentracdo Abs 1 Abs 2 Abs3 | Absmédia

(ppm)

25 1,072 1,092 1,08 1,081

30,75 0,991 1,002 1,003 0,999

50 0,744 0,756 0,747 0,749

61,5 0,587 0,6 0,595 0,594

75 0,424 0,429 0,434 0,429

92,25 0,301 0,291 0,302 0,298

Branco 1,320 1,323 1,327 1,323

100 +
90 -
80 -
70 A
60 -
50 ~
40 -
30 A
20 ~
10 -

Concentragéo (ppm)

Reta de calibracéo de Acido Galico N.°5

*

y =-82,781x + 113,01

R2 =0,9909

0,0

0,2

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Absorvancia

Figura 6.5 - Representacdo gréfica da absorvancia em funcdo da concentragdo da solucéo-

padrdo, utilizada para determinar a concentracdo da Amostra A (Mealhada, Bucaco) e dos

Extratos A e B de marco.
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Tabela 6.11 - Apresentacdo dos valores de absorvancia medidos para as diferentes
concentracdes de solucdo-padrédo de acido galico de acordo com o método do DPPH, a 517

nm.

Concentragao (ppm) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs Média

25 0,98 0,968 0,98 0,976

30,75 0,908 0,892 0,894 0,898

50 0,622 0,623 0,619 0,621

61,5 0,563 0,554 0,554 0,557

75 0,427 0,431 0,44 0,433

92,25 0,251 0,261 0,247 0,253
Branco 1,224 1,234 1,225 1,228

Reta de Calibrac&o de Acido Géalico N.°6
100 -
90 -
g 80 -
g 70
o 60 -
]
g 50 *
£ 40 -
S 30
5 20 - y =-93,372x + 113,92
O R2=0,9861
10 -
0 . ; ; ; ; .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Absorvancia

Figura 6.6 - Representac¢éo grafica da absorvancia em fun¢éo da concentracé@o de 4cido gélico.

Reta utilizada para determinar a concentracdo dos Extratos A e B de junho.
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Anexo lll - Preparacdo do reagente de FRAP

Preparacdo dos reagentes

Tampdao acetato

0,775 g NaCH3;COO.3H,0 (acetato de sodio)
4 ml CH3;COOH (&cido acético glacial)
100 ml de agua destilada

- Aferir com agua destilada para 250 ml

Solucéo de cloreto

de ferro

m=0,2705 g (FeCls.5H,0) para 50 ml de agua destilada

Solucédo de acido
cloridrico (40 mM)

0,4 ml de HCI - Aferir para 250 ml com agua destilada

Solucédo TPTZ

Reagente de FRAP

10 ml de FeCl;
10 mI TPTZ

- Colocar em frasco opaco de plastico e manter o frasco em banho quente a 37°C.

m=0,0776 g (TPTZ) em 25 ml de HCI 40 mM

100 ml de tampé&o acetato
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Anexo IV — Dados obtidos com o teste de determinagdo da concentracdo de compostos
com capacidade redutora do ido Fe® (FRAP), para todas as amostras analisadas

Dezembro

Tabela 6.12 - Apresentacdo dos valores de absorvancia das solugbes-padréo de sulfato de
ferro (FeSO,), segundo o método de FRAP, a 593 nm.

Concentragdo (mM) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs média
0,2 0,412 0,395 0,397 0,401
0,4 0,53 0,542 0,512 0,528
0,6 0,682 0,679 0,692 0,684
0,8 0,757 0,741 0,766 0,755

Reta de calibracdo de sulfato de ferron.° 1

0,9 ~
0,8 - 4
0,7 -
0,6 - y =1,6124x - 0,4547 L3
05 - R?=0,9806
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 T T T T T T T ]
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Absorvancia

Concentragdo (mM)

Figura 6.7 - Representacdo grafica da reta de calibracdo para o método de FRAP, da
absorvancia (média) em funcdo da concentracdo. Reta utilizada para determinacdo da
concentracdo dos extratos A e B de dezembro. O ponto correspondente & concentracédo de 1
mM foi rejeitado por sair da zona de linearidade.
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Marco

Tabela 6.13 - Apresentacdo dos valores de absorvancia das solu¢gbes-padréo de sulfato de
ferro, a 593 nm.

Concentrag¢ao (mM) Abs 1 Abs 2 Abs 3 | Abs média
0,2 0,296 0,323 0,273 0,297
0,4 0,449 0,415 0,421 0,428
0,6 0,614 0,624 0,617 0,618
0,8 0,75 0,753 0,746 0,750
1 0,922 0,905 0,93 0,919
Branco 0,182 0,171 0,181 0,178

Reta de calibracdo de FRAP para
extrato A
0,9 -
0,8 -
S 07
c 06 - y =1,2854x - 0,1728
5 R2=0,9942
] 0,5
On
S 04
S 03
e
S 02
O o1 -
0 . . . . . . . )
00 01 02 03 04 05 06 07 08
Absorvancia

Figura 6.10 - Representacao grafica da absorvancia em funcdo da concentracédo das solucdes-
padrédo de ferro segundo o método de FRAP a 593 nm. Reta utilizada para a determinacéo da
concentracdo dos extratos A de junho.
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Anexo V — Apresentacdo dos cromatogramas de GC-MS

RT: 0.00 - 57.66
30.45 NL:
550000 5.58E5
TICF: MS
500000 CA2A-12-
Ace-4-8-
450000 2014
400000
36.88
350000
300000
12.45

250000

200000

150000

100000

50000

0|||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 50
Time (min)

Figura 6.12 - Cromatograma de GC-MS da amostra de dezembro da colmeia 2 do apiario de
Casal Alvaro.

RT: 0.00 - 57.67
31.85 NL:
5.83E4
55000 TICF: MS
CA2A-03-
50000 L300 aco-5.8
45000 | 2014
40000
35000
30000 8.47
25000 35.89
20000 15.91
7.71
15000 n 3831
94 56.50

10000 6.98 16.26 26.97 50.9 5

5000

0 | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T
0 10 20 30 40 50
Time (min)

Figura 6.13 - Cromatograma de GC-MS da amostra de margo da colmeia 2 do apiario de Casal
Alvaro.
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RT: 0.00 - 56.68
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

05

8.08

7.30

6.35

12.41

I

15.25 24.05

20.73
19.95

34.69 NL:

6.06E6
TICF: MS
CA2A-06-
Ace26-7-
2014

36.85
30.24

IL)

10

20

30
Time (min)

Figura 6.14 - Cromatograma de GC-MS da amostra de junho da colmeia 2 do apiario de Casal

Alvaro.

Figura 6.15 - Cromatograma de GC-MS da amostra de dezembro da colmeia 2 do

RT: 0.00 - 57.69
26000

24000

22000

20000

18000
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12000

10000

8000
eoooé
4ooo§
2000%
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2014
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TT T T
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TT T T
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T
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RT: 0.00 - 56.69

1800000
1700000
1600000
1500000
1400000
1300000
1200000
1100000
1000000
900000
800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

66%J

12.41

8.10

15.24

b

30.39 NL
1.87E6
TIC F: MS
L2A-03-
Ace-1-8--
2014

36.65

25.73

53.82 55.45

J

5

10

15

20

(O T o o T T o T I S S

25 30 35 40 45 50 55
Time (min)

Figura 6.16 - Cromatograma de GC-MS da amostra de margo da colmeia 2 do apiario de

Lagoas.

RT: 0.00 - 56.69
18000000
17000000
16000000
15000000
14000000
13000000
12000000
11000000
10000000

9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

1

7.27 g.05
9.64 12,37

/

23.90

2343

13.68 15.19

s

34.21 NL

1.83E7
TIC F: MS
L2B-Ace-
Junho24-7-
2014_1407
25050053

30.10

36.49

39.53

25.59

4225

42.94

49.27 55.53

J

[0}

5

10

15

20

O B T T IR A I S T A T T I I

25 30 35 40 45 50 55
Time (min)

Figura 6.17 - Cromtagrama de GC-MS da amsotra de junho da colmeia 2 de Lagoas.
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RT: 0.00 - 57.70

35000

13.00

8.49

31.75 NL:
3.67E4

TICF: MS
SR1A-12-
ace-5-8-
2014

38.23
35.79

50.96 55.46

39.48

Time (min)

Figura 6.18 - Cromatograma de GC-MS da amostra de dezembro da colmeia 2 de S&o Roque.

RT: 0.00 - 57.67

60000
55000
50000
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

13.00

8.48

15.92

31.87 NL:

6.41E4
TICF. MS
SR2A-03-
ace-5-8-
2014

38.36

40.62 4501  55.01

Time (min)

Figura 6.19 - Cromatograma de GC-MS da amostra de margo da colmeia 2 de S&o Roque.
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RT: 0.00 - 56.69

13000000
12000000
11000000
10000000
9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

8.07

34.38

30.17

36.62

39.72

41.27

42.44

NL:

1.37E7
TICF: MS
SR1B-Ace-
Julho25-7-

201414072

5171640

53.35 5462

O~

Time (min)

Figura 6.20- Cromatograma de GC-MS da amostra de junho da colmeia 2 de S&o Roque.

RT: 0.00 - 57.67

10

20

31.75

30
Time (min)

40

NL:
7.00E4

TICF: MS

O2A-12-
ace-5-8-
2014

50

Figura 6.216 - Cromatograma de GC-MS da amostra de dezembro da colmeia 2 de Ouca.
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RT: 0.00 - 56.69

4000000
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Figura 6.22 - Cromatograma de GC-MS da amostra de margo da colmeia 2 de Ouca.

RT: 0.00 - 56.67
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Figura 6.23 - Cromatograma de GC-MS da amostra de junho da colmeia 2 de Ouca.
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