Harmonizacao de metodologias de analise da prépolis
Harmonization of standard procedures for propolis analysis
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RESUMO

A proépolis é um produto da colmeia resinoso utilizado pelo homem desde dos tempos antigos e explorado pelas suas
propriedades farmacoldgicas. A variabilidade da sua composi¢ao quimica, associada com a diversidade floral de onde
provém, requer a analise de diversos parametros de qualidade. Ao nivel Europeu, para além da inexisténcia de regula-
mentagao que defina esses parametros de qualidade, tdo pouco se encontram estabelecidas as metodologias de analise
deste produto, observando-se uma variedade de métodos descritos na literatura, muitas das vezes nao comparaveis.

A International Honey Commission (IHC), uma rede mundial que visa o desenvolvimento de novos e eficazes processos
analiticos de controlo da qualidade dos produtos apicolas bem como a defini¢ao de critérios de qualidade, através do
seu grupo de trabalho da proépolis, definiu como prioritario a harmonizagao das metodologias de analise da qualidade
da proépolis, particularmente o teor em cinzas, teor em ceras (utilizando duas metodologias alternativas), contetdo
balsamico apds extragao por ultrassons ou agitagdo mecanica, bem como a andlise da sua componente fenolica através
da quantificacdo de fendis totais, flavonas/flavonois e flavanonas/di-hidroflavonois. Neste projeto colaborativo, partici-
param 15 entidades, incluindo 14 laboratérios e uma empresa internacional de laboragao de prépolis.

Os resultados obtidos no laboratério da Escola Superior Agraria de Braganga permitem-nos efetuar uma primeira abor-
dagem da aplicacao dos protocolos, concluindo-se da sua facil implementagao, com excecao da avaliacao do contetdo
em ceras, para o qual o procedimento se mostrou laborioso e de implementagao mais limitada em analises de rotina.
Comparando os dois métodos de andlise de ceras, os valores obtidos demonstraram concordancia, independentemente
do teor de cera nas amostras.

Relativamente ao procedimento de extragao (contetido balsamico), as amostras revelaram valores compreendidos entre
43% e 70%, independentemente do recurso a agitagdo mecanica ou ultrassons, o que revela a vantagem deste segundo
método, considerando a redugao significativa do tempo utilizado.

De uma forma geral, os resultados obtidos através dos métodos testados para os diferentes parametros, para além de
oscilarem de acordo com a sua origem botanica, demonstram um desempenho constante independentemente da gran-
deza do valor absoluto.
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ABSTRACT

Propolis (bee glue) is a resinous bee hive product used by man since ancient times due to its pharmaceutical properties.
The variability of its chemical composition, linked with the floral origin, requires the analysis of several quality parame-
ters. Nevertheless, at the European level, in addition to the inexistence of legal requirements for quality control, there is
also a lack of analytical procedures, despite the presence in the literature of several methodologies, which are often not
comparable.

The International Honey Commission, an worldwide network aiming to implement and develop new analytical methods
for the control bee products and the establishment of quality standards, defined as a priority, within the propolis working
group, the harmonization of analytical procedures for propolis quality evaluation, particularly in respect to ash, wax
(using two alternative methods), balsamic content after extraction with ultrasonic or mechanical agitation as well as
the analysis of its phenolic composition through the assessment of total phenolics, flavones/flavonols and flavanones/
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di-hydroflavonols. This collaborative study was engaged by 15 entities, including 14 laboratories and an international
company working with propolis.

According to the results obtained in our laboratory it is possible to draw a first evaluation on the applied methods,
in particular the simplicity on the protocol implementation, with exception for the wax content, which proved to be
laborious and non-adapted for routine analysis. Nevertheless, the wax values from both methodologies seems to agree,
independently of its level in the samples.

For the extraction procedure (balsamic content), the samples showed values between 43% and 70%, independent of the
use of mechanical stirring or sonication, which shows the advantage of this second method, which enables a significant
reduction in labor time, regardless of the absolute value.

Overall, the results found for the tested protocols, for the different parameters, revealed a constant performance, besides

de natural oscillation associated with the floral origin.

Keywords: Propolis, harmonization of methodologies, International Honey Commission, collaborative study.

INTRODUCAO

A propolis ¢ um material viscoso elaborado pelas
abelhas, usado como material de construgao para
selar as fissuras da colmeia, mas também para
controlar a contaminagdo biologica na coldnia
(Zhang et al., 2014). As abelhas preparam esta subs-
tancia recolhendo com as suas mandibulas os exsu-
datos resinosos de rebentos, folhas, flores, frutos,
galhos e cascas de diferentes plantas presentes nas
proximidades da colmeia, as quais adicionam, ja
no interior da colmeia, cera e secre¢des salivares,
a fim de produzir a propolis (Falcao et al., 2013a).
Esta mistura apresenta um cheiro agradavel e uma
cor que pode variar entre o creme, amarelo, verde,
vermelha, castanho ou quase preto, dependendo
muito da planta de onde provém a resina e da sua
conservagao. Algumas amostras tém uma textura
fridvel, dura, enquanto outras exibem uma textura
elastica e pegajosa.

Nas regides temperadas, onde os rebentos de
choupo sao a principal fonte para resina, a prépolis
apresenta uma composi¢ao rica em acidos feno-
licos e flavonoides simples, bem como derivados
metilados e/ou esterificados (Falcao et al., 2010 e
2013a, b). Nas regides tropicais, onde os choupos
ndo sao abundantes, as abelhas procuram outras
fontes florais alternativas para a producao da
resina. A propolis de regides tropicais, em parti-
cular a propolis verde Brasileira, é objeto de muitos
estudos cientificos devido a sua atividade biolo-
gica elevada, com uma composicao rica em deri-
vados prenilados do acido fenilpropanoéico, como
a artepilina C e acidos cafeoilquinicos (Kumazawa

et al., 2005; Coelho et al., 2017). O teor de compostos
fendlicos vai-se refletir na sua elevada bioativi-
dade cuja variabilidade esta relacionada com a sua
origem fitogeografica (Bankova, 2005; Falcao ef al.,
2014; Kujungiev et al., 1999).

A recolha da prépolisna colmeia é realizada através
daraspagem da resina colocada pelas abelhas sobre
as paredes da colmeia para fixagao dos quadros ou
através da colocagdo de redes especificas no inte-
rior da colmeia. Estas redes possuem orificios com
didmetros especificos, os quais induzem as abelhas
a sua selagem com propolis, podendo assim ser
recolhido pelo apicultor. As épocas de maior
produgao ocorrem na primavera e no outono, asso-
ciado com as fases de maior desenvolvimento da
colénia e com a preparagao para o inverno.

A variabilidade quimica desta mistura é muito
elevada, e por esta razdo € frequentemente neces-
sario avaliar a sua composicdo para aferir o seu
valor comercial (Falcao et al., 2013c). Deste modo, e
para permitir a comparabilidade entre amostras, é
importante utilizar metodologias analiticas padro-
nizadas. Este projeto tem como objetivo definir
internacionalmente metodologias para avaliagao
de alguns parametros fisico-quimicos, com base
num estudo colaborativo realizado pelo grupo
de trabalho da propolis da International Honey
Commission, IHC. Neste ambito, participaram no
ensaio 15 entidades de 11 paises diferentes, envol-
vendo 14 laboratorios de controlo de qualidade de
produtos da colmeia e uma empresa internacional
com interesses na laboracdao de prépolis. A sua
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participacdo no ensaio focou-se na disponibili-
zacao de amostras, mas essencialmente na recolha e
homogeneizacao das diferentes propolis a ensaiar,
bem como o seu seccionamento, codificacdo e
distribuicao pelos laboratérios participantes.

Os parametros/métodos analiticos, objeto de
harmonizagao, definidos previamente no ambito
da ultima reunido do grupo propolis da IHC
decorrida na Crodcia em 2014, foram os seguintes:
teor em cinzas, teor de ceras, contetido balsamico
(extracao de compostos fenolicos), fendis totais,
flavonas/flavonois e flavanonas/ di-hidroflavonois.

A definicao dos protocolos a aplicar foi baseada
num levantamento prévio dos procedimentos
usados em cada um dos laboratdrios, os quais apos
discussao entre os participantes, permitiu definir
um conjunto de protocolos finais a aplicar por
todos os participantes. Para alguns parametros
foram estabelecidos protocolos alternativos, os
quais serdo alvo de andlise e comparagao de modo
a estabelecer o método harmonizado. A execugao
de todos os métodos e das alternativas foi faculta-
tiva, dependendo das disponibilidades de equipa-
mento dos diferentes laboratorios.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Para o trabalho foram avaliadas 15 amostras de
propolis, de origem diversa, disponibilizadas pelos
participantes. As amostram foram recolhidas por
uma das entidades participantes, a qual aplicou,
individualmente a cada amostra, um processo de
trituragdo e homogeneizacdo, seccionando o seu
contetdo em 14 aliquotas. Cada laboratério parti-
cipante no ensaio recebeu uma aliquota de cada
amostra, devidamente codificada, a qual foi arma-
zenada a -20°C até posterior analise.

Cinzas

Para a avaliacdao do teor de cinzas efetuou-se uma
incineracao de 1 g de prépolis (A2) numa mufla a
600°C durante 3 h, até obter cinzas de cor branca ou
cinzenta. Apods a incineragao colocou-se o cadinho,
previamente pesado (Al), em arrefecimento num
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exsicador, determinando-se de seguida a sua
massa. Posteriormente aplicou-se uma incineragao
adicional de 30 minutos, repetindo-se o procedi-
mento até obter um peso constante (A3). A quanti-
dade de cinzas é expressa em % e calculada através
da seguinte formula:

% Cinzas = [(A3-A1)/(A2)]x100

Ceras

Para a determinacgao do teor de ceras foram testados
dois protocolos diferentes, possuindo cada um
deles duas fases complementares. Para a realizagao
do primeiro procedimento utilizou-se um sistema
de Soxhlet, extraindo-se 2 g de prépolis (W1) com
éter de petrdéleo durante 6 h, levando-se o extrato a
secura até peso constante (W2).

Para o segundo procedimento aplicou-se um
processo de extragao por ultrassons, colocando-se
2 g de propolis (W1) em 100 mL de éter de
petrdleo, durante 30 minutos. Apds este periodo,
arrefeceu-se a solugao e filtrou-se, levando-se o
filtrado a secura até peso constante (W2). A quan-
tidade de ceras em ambos os casos é expressa em %
e calculada através da seguinte formula:

% Wax1=(W2/W1)x100

Para ambos os protocolos anteriormente descritos
foi aplicado um procedimento completar, com o
objetivo de remover do extrato etéreo substancias
pouco polares. Com este objetivo adicionou-se
ao residuo seco obtido na primeira fase, 80 mL
de metanol, levando-se a mistura a ebulicdo até
se obter uma solucao limpida com um residuo
oleoso no fundo do baldo, o qual solidifica com o
arrefecimento. Em seguida, com a solucao quente,
filtrou-se a fase metandlica através de um papel
de filtro previamente pesado (P1) para um matraz
(M1), arrefecendo o matraz a 0°C, e filtrando o seu
contetido através do mesmo papel de filtro. Apos
a secagem ao ar, o frasco e o papel de filtro com
o residuo sdo transferidos para um exsicador até
peso constante (M2 e P2). A quantidade de ceras
e é expressa em % e calculada através da seguinte
férmula:

% Wax2= [(F2-F1)+(P2-P1)/W1)]x100



Conteitido Balsdmico (extragdo fendlica)

Para a determinacao do conteudo balsamico foram
testados dois métodos alternativos de extracao:
agitacdo mecanica e aplicacdo de ultrassons.
Em ambas as situagdes pesou-se 1 g de prépolis e
adicionou-se em 30 mL de etanol a 70%. Num dos
procedimentos a extracdo decorreu com agitagao
mecanica a temperatura ambiente durante 24 h.
Ap0s este periodo a mistura foi filtrada e o sélido
re-extraido nas mesmas condi¢des. Para confirmar
a auséncia de fendis no solido adicionou-se uma
solucao de FeCl, a 5% em metanol, sendo que o nao
desenvolvimento de cor confirma a auséncia destes
compostos. Apos a ultima extragdo, os filtrados
sao combinados, perfazendo o volume final da
solucao a 100 mL com etanol a 70%. Para o calculo
do conteudo balsamico retira-se uma aliquota do
extrato evaporando-se a secura, apresentando os
resultados em percentagem. O processo de extragao
alternativo é semelhante, diferindo apenas na colo-
cagao da amostra em banho de ultrassons, durante
um periodo de 20 minutos, em detrimento da
agitacdo mecanica.

Composicio fendlica total

A determinacdo da componente fendlica foi
efetuada através da identificacdo colorimétrica
do teor em fendis totais (método Folin-Ciocalteu)
utilizando-se como padrdo uma curva de quanti-
ficacdo obtida para o acido gélico, numa gama de
concentragdes 0.025 a 0.3 mg.mL-. Inicialmente
preparou-se umasolu¢do diluindo 1,5mL doextrato
em 10 mL de solvente. De seguida, retirou-se uma
aliquota de 0,2 mL desta solugao e misturou-se
com 1,5 mL de agua e 0,4 mL de reagente de
Folin, completando-se o volume com a adigao de
0,6 mL de carbonato de sédio a 20% e 2,3 mL de
agua desionizada, perfazendo um volume final de
5 mL com dgua desionizada. Apos duas horas no
escuro avaliou-se a quantidade de compostos feno-
licos através da medigao da absorvancia a 760 nm,
exprimindo-se o resultado em % de fendis (equi-
valentes de acido galico) por grama de prépolis.
O branco foi preparado nas mesmas condi¢des mas
substituindo a quantidade de extrato por idéntica
quantidade de solvente.

Flavondéides

O contetido em flavonoides foi avaliado através da
aplicagao do método do cloreto de aluminio para a
identificacao de flavonas e flavondis, e pela comple-
xagao com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNP), para a
identificacao de flavanonas e di-hidroflavonois.

Para a quantificagdo de flavonas/flavondis,
preparou-se inicialmente uma solucdo diluida do
extrato através da dissolugao de 1,5 mL de extrato
balsamico em 10 mL de solvente (etanol a 70%).
Posteriormente preparou-se uma nova solugao
diluindo 1 mL da solug¢ado anterior em 10 mL de
solvente e 0,5 mL de AICIl, a 5%, ajustando-se o
volume final para 25 mL. Apos 30 minutos no escuro,
a absorvancia foi medida a 425 nm utilizando como
branco uma solucao preparada nas mesmas condi-
¢Oes mas utilizando 1 mL de solvente em substi-
tuicao da amostra. Os resultados foram expressos
em % de flavonas por grama de propolis, utilizando
para a quantificacdo uma reta de calibracao de quer-
cetina com concentragoes entre 0,005 e 0,250 mg.mL-.

Para a quantificagdo de flavanonas/di-hidrofla-
vondis preparou-se previamente uma solugdo
diluindo 1 mL de extrato em 2 mL de DNP (1 g de
DNPem2mlL deacido sulfuricoa96% numasolugao
de 100 mL de metanol). De seguida aqueceu-se
a solucdo em banho-maria, com agitacdo, a
50°C durante 50 minutos. Apos arrefecimento,
adicionou-se uma aliquota de 0,5 mL da solucao
anterior a 10 mL de solvente, completando-se para
um volume final de 25 mL. A quantidade de flava-
nonas/di-hidroflavondis, expressaem percentagem,
foi determinada medindo a absorvancia a 486 nm
e utilizando-se uma reta de calibragdo de naringe-
nina com concentracoes entre 0,10 e 2,5 mg.mL-.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as diferentes amos-
tras, aplicando os protocolos estabelecidos entre
os participantes, sdao apresentados no Quadro 1.
Estes resultados permitiram avaliar a dificuldade
na aplicagao dos diferentes métodos em fungao das
carateristicas especificas das amostras de prépolis
em analise e avaliar a sua aplicabilidade em ensaios
de rotina. Adicionalmente foi possivel identificar
a comparabilidade e adequabilidade dos métodos
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para as situagdes em que foram testados protocolos
diferentes. Para a avaliagdo da reprodutibilidade e
repetibilidade dos ensaios sera necessario efetuar a
comparacao dos resultados inter-laboratoriais.

A aplicacdo do protocolo de avaliacao do teor
em cinzas revelou ser bastante robusto e simples,
obtendo-se para as amostras valores que oscilaram
entre os 0,4 e os 3,2%. A repetibilidade destes
ensaios é razoavel obtendo-se um desvio padrao
relativo médio de 5%, o qual varia inversamente
com a quantidade de cinzas na amostra.

Para a avaliacao do teor de ceras foram testadas
as duas opgOes propostas (extragao por Soxhlet ou
ultrassons), bem como realizada as duas fases de
extragao para cada um dos protocolos ensaiados.
Os teores em cera obtidos para as amostras apre-
sentam uma grande variabilidade caracteristica
de cada amostra, oscilando entre 12 e 44% para
a extracao de Soxhlet e entre 10 e os 47% para a
extragdo por ultrassons. O mesmo se verificou para
a segunda fase, com valores entre 2 e 7%, e 2 € 6%
para cada um dos referidos métodos, respetiva-
mente. A precisao dos dois métodos de extragao,
baseada no desvio padrao relativo das amostras, €

adequada e bastante similar, aproximadamente de
4% para a extracao por Soxhlet e 3% para o proce-
dimento por ultrassons. Ja no que se refere aos
valores absolutos, verifica-se uma grande variabili-
dade obtendo-se, na primeira fase, diferengas para
a mesma amostra que oscilam entre os 11 e 46%.
Para a segunda fase, os resultados sao também
significativamente diferentes com uma variagao
média entre os métodos de 25%.

Numa primeira analise, e comparando os niveis de
cera obtidos por aplicagdo da primeira e segunda
fase de extragdo das ceras, é evidentemente neces-
sario equacionar a representatividade dos resul-
tados e a sua validade, pois os teores determinados
pelas duas fases terao significados fisicos distintos.
Sera importante, neste caso, aferir a composigao dos
extratos e ponderar se os compostos eliminados com
a segunda extracdo em metanol devem ou ndo ser
considerados no teor total de ceras. Por outro lado,
sera também de equacionar a aplicabilidade da
segunda fase de extracdo em analises de rotina, dada
a complexidade do procedimento. Considerando
os dois processos de extragao, os resultados exclu-
sivos de um laboratério permitem apenas concluir
que os valores obtidos pelos dois processos (Soxhlet

Quadro 1 - Conteldo em cinzas e ceras das 15 amostras de prdpolis

Teor ceras (%)
Amostra Teor cinzas (%) Opgao 1_Soxhlet Opgdo 2_ultrassons
Fasel Fase 2 Fase1 Fase 2
S01 1,03 +0,08 22,8+0,5 2,8+0,6 20,5+0,8 3,0+0,6
S02 1,29+ 0,00 20,6 £0,2 2,7+0,1 17,1+1,1 2,4+0,2
S03 1,29 + 0,06 343+1,1 35+0,2 27,0+04 44+05
S04 0,89 £0,04 27,8 +0,6 2,8+0,1 23,0+0,8 31+0,8
S05 1,61+0,09 41,7+3,1 8,5+0,8 44,4 +0,7 58+0,6
S06 3,17+ 0,01 17,4+0,3 29+0,8 11,6 +£0,2 2,8+04
S07 1,82+0,01 25,8+1,3 4,0+0,5 20,1+0,1 3,6+0,6
S08 2,34 + 0,06 383+14 39+0,5 31,2+0,9 3,7+0,4
S09 1,04 +£0,08 30,8+1,0 3,0+04 30,5+£0,5 43+04
S10 0,40 £0,02 11,6 +2,0 2,0+£04 9,7+0,7 1,6+0,3
S11 1,61 +0,02 18,6 £0,5 3,7+0,6 16,9 £0,6 2,8+04
S12 1,49 £ 0,09 279+2,1 4,8+0,6 24,5+0,0 3,2+0,1
513 0,75+0,08 19,2+0,7 3,8+0,3 21,3+£0,3 2,0+0,2
514 0,36 £ 0,04 16,2+0,9 34+0,7 19,7+0,9 1,6 0,2
S15 0,76 +£0,03 444+1,0 6,804 46,8 +0,1 6,2+0,9
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ou ultrassons), ndo sao equivalentes, dadas as dife-
rencas significativas encontradas entre ambos.

Para a avaliacdo do conteudo balsamico nas
amostras de propolis efetuaram-se dois proto-
colos alternativos: com agitacdo mecanica a
temperatura ambiente e agitagdo por ultrassons.
Em ambas as situagdes, verificou-se o desenvolvi-
mento de cor com a aplicagao de FeCl, a 5% apds
a primeira extracgdo, pelo que foi necessario repetir
o procedimento trés vezes, para todas as amostras.
Os valores obtidos para o contetido balsamico das
amostras de prépolis, Quadro 2, variam entre 43
e 70%, para ambos os métodos, com valores de
precisdo elevados, apresentando um erro relativo
médio de 1%. Comparando os valores de cada
amostra, obtidos pelos dois métodos, o contetido
balsamico é muito semelhante, com uma diferenga
média relativa de 3 a 4%, podendo-se considerar
os métodos equivalentes. Com base nestes resul-
tados, e considerando o decréscimo significativo
de tempo de analise sugere-se, como melhor alter-
nativa para analise de rotina, a aplicacdao do proto-
colo de extracgao por ultrassons.

A composicao fendlica € um dos parametros
mais relevantes para a valorizagdo comercial da

Quadro 2 - Contelido em fendis das 15 amostras de prépolis

propolis, pelo que a utilizagdo de métodos rapidos
de avaliagdo destes compostos é fundamental.
Para a quantificacdo do teor em fendis foi utili-
zado a metodologia de Folin-Ciocalteu, obtendo-se
valores que oscilaram entre os 6 e os 21%, muito
semelhantes (diferencas relativas inferior a 10%)
entre os extratos balsamicos obtidos por agitagao
mecanica e ultrassons. Esta semelhanga foi também
verificada para o teor em flavonodides (4% para
flavonas/flavonois e um pouco superior para flava-
nonas/di-hidroflavonéis, 13%), confirmando uma
vez mais a equivaléncia entre os dois protocolos
de extragao. O método de Folin-Ciocalteu aplicado
nas amostras de propolis de acordo com o proto-
colo definido apresenta uma boa precisdao com um
erro relativo inferior a 3%.

A andlise de flavonas e flavondis, apresentou
também um bom desempenho, com uma elevada
precisdo, verificada através de um desvio médio
relativo de 1%, para teores observados entre 1 e
9%. Para o conjunto de flavanonas e di-hidro-
flavondis, os teores sdao mais elevados, osci-
lando entre 7 e 17%. Para este procedimento
observou-se uma menor precisdo, no entanto com
valores para o desvio médio relativo razoaveis e
inferiores a 5%.

Conteudo balsamico Fenois totais (%) Flavonas/Flavonois (%) | Flavanonas/Di-hidroflavonoéis (%)
Amostra Op¢iol_ | Opcdo2_ | Opciol_ | Op¢io2_ | Opgaol_ Opg¢ao2_ | Opcdo 1_temp. Opcdo 2_
temp. amb. | ultrassons | tem.amb. | ultrassons | temp.amb. | ultrassons amb. ultrassons
501 632+1,1 | 641+0,7 | 13,7+0,7 | 146+0,0 | 2,45+0,05 | 2,26 0,01 11,4+1,1 10,1+0,3
S02 67,2+0,8 | 658+03 | 145+0,6 | 162+0,5 | 490+0,06 | 503 +0,07 14,3+0,1 13,5+0,5
S03 52,3+0,3 | 49608 | 11,3+04 | 125+0,3 | 3,32+0,09 | 3,37 +0,05 10,8 0,6 9,7+0,7
S04 581+0,8 | 57,8+0,9 | 94+0,3 11,8+0,2 | 2,43+0,04 | 2,60 0,01 10,5+0,8 9,4+0,9
S05 42,7+09 | 43,103 | 106+0,5 | 124+0,2 | 410+0,07 | 421 +0,11 9,7+0,7 9,1+0,4
506 539+13 | 470+£04 | 92+04 104+0,1 | 3,23+0,04 | 3,06 0,02 87+0,4 72+0,3
507 50,3+0,7 | 45,0+0,5 75+0,1 6,1+0,7 | 1,56+0,08 | 1,41+0,03 12,1+0,8 11,2+0,6
S08 569+1,2 | 530+04 | 102+04 | 96+04 | 3,01+0,07 | 2,83+0,04 7,7+0,5 84+04
509 614+01 | 585+04 | 13,8+0,1 | 155+04 | 571+0,04 | 5,69+0,09 9,1+0,1 11,7+0,7
510 676+08 | 66,6+0,2 | 148+0,1 | 142+09 | 646+0,01 | 620+0,08 11,8 0,9 12,4+0,6
511 66,5+0,6 | 653+0,7 | 172+0,3 | 166+0,8 | 7,15+0,03 | 6,63+0,03 134+0,5 14,6 £ 0,6
512 60,1+05 | 621+04 | 153+04 | 143+04 | 611+0,02 | 620+0,03 10,8 £0,3 13,9+0,5
S13 658+10 | 681+0,1 | 17,3+0,0 | 169+0,1 | 7,01 +0,04 | 7,00+0,05 12,4+0,9 155+0,1
514 699+03 | 701+0,7 | 20,6+0,2 | 193+0,5 | 861+0,01 | 843+0,01 15,1+0,0 16,6 £0,8
515 51,1+0,8 | 51,1+0,2 | 128+04 | 12,5+0,3 | 3,89+0,09 | 3,95+ 0,03 92+0,6 11,4+0,6
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CONCLUSOES

Os protocolos definidos através do ensaio cola-
borativo da International Honey Commission para
a analise de prépolis demonstraram ser de imple-
mentagdo simples, com excecao da avaliacao do
conteido em ceras, o qual se mostrou laborioso
e de implementacdo mais condicionada para
analises de rotina. Este procedimento foi também
o que demonstrou pior desempenho em termos
de precisdao dos resultados, reforcando a necessi-
dade de melhorar o protocolo, bem como identi-
ficar a composicao dos extratos obtidos sem e com
extracdo metandlica.

Para os restantes métodos, a precisao dos resul-
tados é elevada, nao demonstrando sensibilidade
especifica as carateristicas e teores das amostras de
propolis.

Relativamente ao procedimento de extragao
(conteudobalsdmico), verificou-se uma semelhanca
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