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ESTHER MARGARIDA A F BASTOS I

. Las abejas y la
produccion de propoleos

El término propdleos se deriva del griego «pro» que significa defensa y «polis» que significa ciudad, es
decir, «defensa de la ciudad de las abejas» (CASTALDO & CAPASSO, 2002). Es una resina natural
producida por las abejas de diversas partes de las plantas, como brotes, capullos, cortezas y exudados
resinosos. Estos componentes son biotransformados, mezclados con cera y la enzima 13 - glucosidasa,
producida en las glandulas salivales de las abejas, causando hidrélisis de flavonoides glucosilados a sus
respectivos aglicones. (PARK et al.,1997). Luego se deposita en las colmenas, donde juegan un papel
importante en el sellado de grietas, en la cobertura del cuerpo de los animales muertos dentro de la col-
mena y en la proteccion contra la proliferacion de microorganismos (GHISALBERTT, 1979).

El propdleos ha sido utilizado desde la antigliedad por practicamente todas las civilizaciones antiguas
como China, Tibetano, Egipto y Grecorromana para diversos fines: alimentos, cadaveres de embalsama-
miento, enjuague bucal, curacion y por su reconocida actividad antimicrobiana, incluyendo informes de

su uso por la civilizacién Inca (CASTALDO & CAPASSO, 2002).

El primer trabajo cientifico sobre propdleos aparecié en 1908 y describié sus propiedades quimicas y
su composicion (HELFENBERG, 1908 apud GHISALBERTT, 1979). En 1968 lleg6 el resumen de la
primera patente que usaba propdleos en Chemical Abstracts (rumano, para la produccién de lociones
de bafio) (IULIU, 1965 apud PEREIRA et al, 2002). Hasta la fecha, el nimero de obras supera las 450,
procedentes de los cinco continentes, y mas de 239 patentes (PEREIRA et al, 2002). En Brasil, la primera
publicacién sobre propéleos en 1994 presentd un estudio comparativo entre el efecto del extracto de
propoleos y los antibidticos sobre la inhibicion de Staphylococcus aureus (PEREIRA et al, 2002).

En Brasil, el interés por el propdleos llego solo en la década de 1980 con el trabajo pionero de Ernesto
Ulrich Breyer (1981), que demostré en su libro, Bees and Health, las propiedades terapéuticas del pro-
poleos y su uso como antibidtico natural. Acostumbrado a vender miel, el apicultor de Minas Gerais
encontrd en el propdleos, precisamente algo que practicamente fue desechado, otra fuente importante
de ingresos en su actividad.

Inicialmente, el propdleos se obtuvo raspando la tapa y las cuchillas (entrada de la abeja en la colmena)
y durante el reemplazo de cajas viejas por otras nuevas. La calidad era pobre y la productividad baja, no
excedia de 100 a 300 gramos por afo y, a menudo, el apicultor no tenia conocimiento de este producto
de la colmena.

La fuerte demanda llevé a la aparicion de un coleccionista que facilité y aumentd el trabajo de los api-

cultores (GRESSLER, 2003; MENDENSON, 2004).

Los coleccionistas desarrollados tenian el principio basico de abrir las grietas en las colmenas. Abrir
grietas altera el control térmico dentro del nido, compromete el flujo de informacién quimica y expone a
las abejas adultas, las larvas y los alimentos almacenados a la depredacion y al saqueo. Con la instalacion
de colectores, las abejas son inducidas a producir propéleos para sellar los trastes, estableciendo asi las
condiciones internas ideales de temperatura, comunicacion y defensa de la colonia.
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I MANUAL DE PRODUCCION DE PROPOLEO

El primer método desarrollado por los apicultores de Parana en 1993 fue el Sistema Batten, que con-
sistia en intercalar las partes méviles de la colmena con trozos de madera o «palos», creando grietas
e induciendo la recoleccién de resina y la preparacién de propdleos por las abejas. Poco después, en
1996, surge el CPI (colector inteligente de propdleos), con las paredes laterales del nido formadas por
listones superpuestos y extraibles (Adomar César de Carvalho (MG), comunicacién personal). También
surgieron otros métodos y los mas populares fueron el coleccionista Piracununguense (Anénimo, 1998)
o Tamprépolis (Anénimo, 1999).

El uso de estos recolectores racionales ha resultado en una serie de ventajas para el productor. Lo mas
notable fue el rendimiento promedio que aumentd de 100 a 300 gramos a 700 a 1000 gramos / colmena
/ aflo, aunque hay colmenas con una produccién anual de 5,000 gramos. La recoleccion de propdleos se
ha facilitado y ya no causa estrés a las abejas como método de raspado. La calidad del propéleo también
ha mejorado porque ahora se produce en piezas grandes, en forma de cintas o placas, que se recogen con
un minimo de impurezas. Ademas, el propdleos se retird en un promedio de 8 dias entre cada recolec-
cion y ahora se sabe que los niveles de sustancias bioactivas en el propdleos viejos son aproximadamente
un 20% mas bajos que en los propdleos frescos (Bonvehi y Coll, 2000). Sin considerar la eficiencia de
cada tipo de recolector, lo que se evidenci6 fue un cambio en la actitud de los apicultores. En las princi-
pales regiones productoras del estado de Minas Gerais / Brasil, el propdleos se convirti en el principal
producto de la colmena.

. Método de produccidn

ll-a/ Material de apicultura

# Colmenas de produccién instaladas en cajas de
madera sin pintar.

% Colmenas pobladas;
“# Caballetes y cubiertas apropiadas;

“# Colectores de propéleos (marcos modificados con
marco lateral o marco mévil) Figura 1.

“# Ropa de apicultura;
“# Fumigante;
“# Cincel, plumero, coleccién y cuchillo de corte;

# Caja de plastico;

V2N

Paquetes de plastico;

Vehiculo de transporte;

B
7\

Congelador

&

Secadora;

A
kil

Casa de extraccion, que contiene equipos y utensilios.

Figura 1 —Recolector instalado a los lados de las piqueras.
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Para la produccién de propdleos se utilizan las mismas colmenas que la produccion de miel, excepto en
los casos en que el objetivo principal es obtener propdleos especializados. La produccién de propéleos
no es compatible con la produccién de polen o jalea real en la misma colmena.Todas as colmeias produ-
zem El propdleos, sin embargo, su rendimiento varia dependiendo de varios factores, que se trataran a

continuacion.

lI-b/ Instalaciones, materiales y equipos necesarios

Ubicacion del apiario y densidad de la colmena:
La flora disponible influye en el propdleo producido.

La ubicacion del apiario debe estar en una ubicacion con
suficiente vegetacion para satisfacer la demanda de néctar
y polen de las abejas, lejos de fuentes indeseables que pue-
dan contaminar el propdleos, como los centros urbanos y las
carreteras transitadas. Eventualmente, se puede encontrar
abejas recolectando pintura de cercas y otras resinas artifi-
ciales que pueden contaminar el propdleos cuando no tienen
buenas fuentes de resinas.

En la produccion de miel y propéleos, se recomienda traba-
jar con colmenas de hasta 30 colmenas. En una produccion
especializada de propdleos, se obtienen mejores resultados
con colmenas de hasta 12 colmenas. Se recomienda mante-
ner las colmenas protegidas del sol (media sombra) en los
periodos mas calurosos del dia, protegidas de la humedad y
el viento. (Figura 2).

£

Figura 2 —Colmenas con aberturas laterales,

cubiertas con plastico de proteccion
contra la luz ultravioleta.
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[1l. Situacion y manejo
de las colmenas

Las colmenas deben ser pobladas, estar bien alimentadas y ocupar todo el espacio disponible. Esta situa-
cion se obtiene con un buen manejo, como: intercambio de panal, reinas productivas, disponibilidad de
espacio para propolizacion a través de recolectores.

En los colmenares destinados tnicamente a la produccién de propéleos, las abejas deben alimentarse
con alimentos energéticos, en Brasil, los apicultores cultivan cafia de azicar y alimentan a las abejas para
la produccién de propédleos verdes (Fig.3). La miel producida no puede comercializarse, pero puede
usarse nuevamente como alimento para estas abejas. Colmenas alimentadas, se pueden colocar varias
melgueiras con aberturas laterales y se aumentara la produccién de propoéleos.

Este tipo de produccion se puede combinar con la produccion de cera, ya que cuanto mayor es el niime-
ro de abejas, mayor es la produccién de cera por las abejas.

Figura 3 —Modelo creado por los apicultores para la alimentacién de abejas en la produccién de propé-
leos orgdnicos. Cultivo, molienda de cafa de azlcar y produccién de cafia para alimentacion.
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VI. Lineas de abejas
y aptitud genética

Es facil de observar en un apiario de produccion, donde las colmenas con la misma poblacion, las
condiciones estructurales y ambientales presentan resultados muy diferentes en la calidad y cantidad
de propodleos producidos. En una seleccion genética para la produccion de propdleos es importante
observar en primer plano la capacidad de los enjambres para la produccion de miel y la resistencia a las
enfermedades, y de los mejores enjambres seleccione los que se destacan en la produccién de propodleos.
La seleccion de cambio de drones y drones traerd excelentes resultados. Conservacion y plantacion de
resinas de materias primas de buena calidad.

El apicultor necesita observar e intentar averiguar qué plantas posibles proporcionan materia prima para
las abejas. La investigacién ha identificado el origen botanico de algunos tipos de propdleos y, por lo
tanto, permite la proteccién y multiplicacion de estas plantas.

V. Epoca del afio

El apicultor debe observar en qué época del afio se intensifica la actividad de propulsién, para realizar
mejor el manejo de las colmenas en la cosecha y obtener el mejor rendimiento posible. Hay épocas del
afo en que las abejas reducen o prolongan drasticamente la propolizacion, sin embargo, en este Gltimo
caso, se debe tener cuidado de que las aperturas de estimulo no pongan en peligro la supervivencia de
la colmena.

En Brasil, considerando lugares de flora silvestre, el periodo mas productivo es de diciembre a abril, y
puede variar segtin la region, debido a las grandes extensiones territoriales del pais. Para el propéleos
verdes, las técnicas utilizadas para estimular la produccidn, es posible producir propéleos durante todo
el afio por la abundancia de la fuente de resina de alecrim del campo (Fig. 4 e 5), presente en areas an-
tropicas (Baccharris dracunculifolia).

Figura 4 —Abejas recolectando en Baccharis dracunculifolia.
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Figura 5 —Abejas con corbiculas cargadas de resina de Baccharis dracunculifolia.

VI. Cuidado del material y
herramientas utilizadas

Las colmenas deben estar hechas de material (madera) y la pintura debe estar libre de sustancias toxicas
que puedan contaminar el propdleos. No se recomienda el uso de ningiin tipo de pintura sintética debi-
do a la presencia de metales pesados en su composicion.

Se recomienda proteger las cajas de madera con barniz natural:

El proceso de fabricacion del barniz es relativamente simple y econémico.
Material necesario para la produccion de barniz natural:

¥ Virutas de propéleos: 3 kg (colmenas, fondos y tapas de propéleos raspados, que no es adecua-
do para otros fines);
“# Alcohol normal o de cereales: 5 litros;

# Aceite vegetal: 3 litros (puede ser linaza virgen, maiz, canola u otro, pero siempre de origen
vegetal y no transgénico).

Modo de preparar: agregue el propdleos y el alcohol en un cubo de plastico, cierre bien y agite dos o tres
veces al dia durante al menos 20 dias para una buena disolucién del propdleos.

Filtre la mezcla con un filtro fino de plastico, acero inoxidable o tela de algoddn. Agregue el aceite ve-
getal y revuelva la mezcla otros dos o tres dias para mezclar mejor los componentes. Antes de su uso, los
componentes deben estar bien mezclados ya que las capas pueden estar separadas.

Uso: Especialmente para aplicaciones externas, en los componentes de la colmena, utilizando rodillos de
espuma o cepillos de cerdas. También se puede aplicar en el interior de la caja, en marcos, fondo y tapa.
Incluso se pueden banar todas las colmenas nuevas con este barniz.

Otros materiales y herramientas utilizados: En el manejo de las colmenas, para revisiéon o también
en la recoleccion de propoleos, se deben usar herramientas (cincel, cuchillo, etc.) que no presen-
ten oxidacién, porque el 6xido puede contaminar el propoleos (Fig. 6). Se recomienda que estos
utensilios estén hechos de acero inoxidable sanitario, material muy resistente y duradero. Para la
recoleccidon y empaque de marcos de propdleos, use cajas y paquetes de plastico de grado alimen-
ticio (Fig.7).

12



Figura 6 —Retirada de propolis de las colmenas

Figura 7- Retirada de la cinta de propolis y colocacién en una bandeja
de plastico de uso alimenticio.

VII. Frecuencia de cosecha y
proteccion del recolector

Mientras mds expuesto sea el propdleos a condiciones ambientales desfavorables como la luz, 1a hume-
dad y el polvo, es mas probable que pierda calidad. Se recomienda utilizar una cubierta que también
proteja al colector.

La frecuencia de la cosecha es de ocho dias, ya sea que las placas estén completamente formadas o no,
esta medida apunta a la no oxidacién del propéleo en la naturaleza con el consiguiente mantenimiento

de la calidad.

13



I MANUAL DE PRODUCCION DE PROPOLEO

VIII. Técnicas de estimulacion y
colectores de propdleos

La produccién de propéleos estimulados ha progresado significativamente en los tltimos afios. De una
produccion tradicional, que consistia en raspar el propdleos de las piezas de la colmena durante el ma-
nejo de rutina, evoluciond hacia técnicas de estimulacion e incluso la mejora de los colectores, lo que
aumentd sustancialmente la produccion, la productividad y la calidad.

Se desarrollaron varios procedimientos, basados en la apertura de espacios estratégicos en la colmena
para estimular a las abejas. El apicultor debe adoptar el método que mejor se corresponda con las con-
diciones de su region (clima, fauna y flora) y los tipos de apicultura (fija o migratoria).

Vlll-a/ Técnicas de estimulacion de la propolizacion sin alterar
la estructura de la colmena

“# Bloqueo de componentes de la colmena, como la
tapa y los setos (Figura 8):

Este procedimiento, aunque muy productivo, crea condicio-
nes muy desfavorables para el enjambre, causando molestias
a las abejas, con dificultad en el equilibrio térmicoy facilitan-
do la entrada de otros insectos (hormigas, avispas, arafas,
polillas), asi como impurezas como polvo y hojas Ademis,
el propdleos debe cosecharse del apiario, lo que dificulta el
trabajo del apicultor y proporciona menos higiene para el
producto.

Figura 8 - Apertura de la tapa abierta.

VIlI-b [ Uso de colectores méviles dentro de la colmena
Ventajas:

“ La estructura de la caja se puede mantener;

% Los colectores se pueden cambiar (Fig. 9), y el propdleos luego se puede eliminar en un
ambiente adecuado, obteniendo un producto de mejor calidad.

# Desventajas- Dependiendo del colector (por ejemplo, marco), se crean espacios adicionales
dentro de la colmena donde las abejas eventualmente construyen peines;

“# Mayor mano de obra, porque el apicultor necesita abrir la colmena para quitar el colector.

moldura

Figura 9- Uso de marcos extraibles.
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VIll-c/ Uso de pantallas de propolizacién de plastico

No se recomiendan debido a la dificultad para eliminar el propdleos.

VIIl-d [ Técnicas de estimulacién de la propolizacién con alteracion de la
estructura de la caja

Aberturas laterales (Fig. 10) en los setos con insercién de marco mévil (marco de propdleos):

Figura 10- Recolector adaptado a la
recoleccion de propdleos.
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Figura 11: Extraccién del recolector ya propolizado.

“# El propdleos se puede quitar de los marcos en un ambiente adecuado (limpio e higiénico), en
una habitacion adecuada en la unidad de extraccién del apicultor;

“ La abertura exterior del marco esta protegida por una cinta de plastico transparente, que
proporciona un mayor confort térmico para las abejas y evita la entrada de otros insectos e
impurezas;

# Después del periodo de produccién, las aberturas se pueden cerrar reemplazando los marcos
moviles con una tapa de madera perfectamente ajustada;

% La eliminacién del propéleos de los marcos de tiras permite su clasificacién por tipo, lo que
permite satisfacer las mejores demandas del mercado.

“# Desventajas

“ Cambia la estructura estandar de las melgueiras, lo que requiere un manejo adicional en el
caso de la apicultura migratoria;

“# Es un proceso desarrollado para funcionar como un sistema estandar, donde las medidas de
ben ser obedecidas, para que su operacion sea adecuada;

&

En regiones donde hay depredadores como irara, coaties y otros enemigos naturales, se debe
tener cuidado adicional ya que estos marcos laterales facilitan el acceso a estos depredadores;

2y
7

# Se debe quitar un marco de las camas de agua, dividiendo el espacio con los dos lados de la
bomba de agua para que el sistema funcione.
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MELGUEIRA COM ABERTURA LATERAL

I\
"o

&
Detalles para la fabricacion, preparacién y manejo de este colector (Figura 12):

a) Preparacién y colocacion del recolector en la colmena.
- Antes de llevar al colmenar:

Pegue la cinta adhesiva de plastico (50 mm de ancho) manualmente a un lado de la placa mévil.
La madera del marco debe estar bien limpia y seca para que la cinta se pegue.

Ralle los marcos durante unos dias para que la cinta adhesiva expuesta se seque, evitando que las
abejas se peguen (Figura 12 e 13).

Coloque los marcos en la abertura lateral del sifon adaptado al colector. Este trabajo también se
puede hacer en el colmenar, reemplazando el existente alli. Recuerde dejar un plafén menos (en
el estindar estadounidense (Langstroth), hay 9 fajas).

- En el apiario

Coloque los setos con los recolectores de propdleos en las colmenas para poder recibirlos, de
acuerdo con la orientacién previa. En esta gestion, divida el espacio del marco despegado entre

17
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Figura 13 —Cinta adhesiva que proteger el colector.

los dos lados de la melgueira donde se encuentra el colector de propdleos.

Los marcos laterales estan separados aproximadamente 2 cm de la estructura interna de la caja.
Este es un aspecto clave para que las abejas impulsen la apertura del marco mévil (colector) y no
contra el marco de panal de abeja.

b) Gestion del colector y coleccién de marcos propolizados en el apiario:
- Durante el proceso de produccién:

Enjambres fuertes, que ocupan mds de una choza y con buenas caracteristicas de propolizacion
pueden recibir mas de un colector.

En condiciones favorables (clima, situacién de enjambre), la primera coleccién de imagenes pro-
polizadas se puede realizar en aproximadamente 8 dias. En promedio, la mayoria de los enjam-
bres son capaces de propolizar dos cuadros méviles (1 en cada lado del seto) en este momento.

Los marcos con propdleos se cosechan y se reemplazan por vacios.

Los enjambres que no han propiciado aperturas dentro de los 20 dias (favorable) deben identifi-
carse para futuros intercambios de reinas.

La recoleccién de marcos propolizados debe hacerse con poco humo aplicado al objetivo y en el
momento de retirar el colector. Los marcos propolizados se cincelan a través del espacio lateral
existente, se agitan ligeramente y se dejan sobre la colmena para que las abejas puedan salir. Al
mismo tiempo, se colocan los marcos moviles vacios previamente preparados y colocados en una
caja de plastico.
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Una vez que este procedimiento se haya completado en todo el colmenar, devuelva los marcos
recolectados propolizados en un paquete de plastico no téxico y una caja de plastico adecuada
(Figura 14).

Figura 14 —Retirar el propéleo de las colmenas y empacarlo en bolsas de plastico.

Después de recolectar los marcos propolizados, se deben hacer las notas e identificaciones nece-
sarias para un buen control de la actividad.

Los marcos deben empaquetarse con las caras propolizadas en contacto, evitando que el propé-
leos toque el plastico del marco. Esto evita la contaminacion externa del propdleos, asi como su
adherencia al plastico.

El transporte del material propulsado debe hacerse con un vehiculo limpio y protegido del calor
excesivo.

- Después del proceso de produccién del colmenar:
Al final del periodo de produccién de propéleos, los sauces se eliminan con los recolectores. En
las colmenas mas pobladas y surtidas en el primer casco, se retira el marco mévil y se cierra la
abertura con una tapa ajustada (Fig. 15). Esta caja de resonancia no necesita ser clavada, ya que
las abejas la propolizaran. En las proximas producciones se puede eliminar facilmente.

Figura 15 —Colocacidn de la tapa en el periodo sin produccién de propéleos.
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Los marcos que quedan para dias mas largos pueden tener una capa mds gruesa de propdleos, lo
que aumenta su peso. El mejor rendimiento se obtiene con colecciones m4s frecuentes (cada 08

dias).

Corte y remocion de propéleos de marcos méviles.

Para llevar a cabo este trabajo, el apicultor debe tener:

# Espacio adecuado en la unidad de extraccién (casa de miel);
% Mesa de mesa o de acero inoxidable;

% Suficientes sillas o taburetes;

# Estante;

“# Congelador;

“# Invernadero para secar el propéleos;

# Paquetes, peliculas de plastico de grado alimenticio;

% Cubos de plastico herméticos;

“# Cuchillos apropiados;

“# Etiquetas de identificacién;-Jaleco, touca, mascara e luvas.

Al llegar desde el colmenar, las cajas que contienen los marcos de propdleos deben descargarse y
llevarse al sitio de procesamiento. Antes de cualquier manipulacién, el apicultor o la persona que
maneja el propdleos debe tomar toda la limpieza personal y ambiental necesaria y el cuidado de
la higiene. Los marcos se retiran de las cajas y se rallan en la mesa o estante para que no se peguen
y se sequen previamente (Figura 15).

En el mismo dia o en dias posteriores, el propdleos se cortara con un cuchillo afilado (hoja de
acero inoxidable acortada y afilada en un lado). En este proceso, se evita cortar la cinta de plastico
y la madera de los lados del marco. De esta forma se obtienen practicamente tiras limpias y trozos
de impurezas (Figura 16).
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Figura 16 —Disposicién de marcos de propdleos para su manipulacién.
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Limpieza, clasificacidn, secado y envasado de propdleos

Independientemente del proceso de produccién adoptado, estas precauciones deben aplicarse a cada
propdleo producido.

6.1 Limpieza:

Se realiza en un ambiente limpio e higiénico, con operadores equipados con bata de laboratorio,
gorro, mascara, guantes (opcional). La higiene del operador debe ser estricta para evitar la contami-
nacion microbioldgica. En este proceso, elimine recogiendo a mano o con pinzas y cuchillos todas las
impurezas visibles, tales como: trozos de madera, abejas y sus fragmentos, otros insectos, pedazos de
cera, fragmentos de pintura, plastico, propdleos oxidados viejos, etc. Si el propdleos proviene de la
limpieza de los componentes de la colmena, serd necesario un proceso de separacion por tamiz con
2 0 3 mallas para eliminar el polvo, asi como la separacion y la clasificacion de las piezas. Con este
procedimiento se facilita la limpieza (eliminacion de fragmentos).

Cuando el proceso de produccién de propéleos se realiza con colectores méviles, se facilitan los pa-
sos de limpieza y clasificacién (Fig. 17).

Figura 17 —Limpieza, clasificacién, secado y acondicionamiento de propéleos.

6.2- Clasificacién de propdleos

Se recomienda adoptar una clasificacion que satisfaga las principales demandas del mercado, pero en
general se debe considerar:
a) Ordenar por tamafo de piezas de propdleos;
% Retirar piezas de mas de 2 cm: son mas faciles de inspeccionar y separar para fines especificos.
“# Los fragmentos mas pequefios se pueden clasificar por tamices con aberturas graduadas.
“# Los fragmentos m4s pequefos se clasifican como polvo;

“# En este proceso, las piezas atascadas o enrolladas deben separarse.

(b) Ordenar por origen fisico, organoléptico y botanico (si se conoce)
“ Caracteristicas fisicas como el color y la consistencia: es necesario separar el propéleo mas
resinoso (pegajoso);
“# Caracteristicas organolépticas: considere principalmente el aroma, que es tipico de ciertos
tipos de propodleos;
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¢)  Ordenar por origen botdnico:

Cuando se conoce el origen botanico, esta clasificacion se vuelve particularmente interesante
debido a su apreciacién en el mercado.

Ejemplos:

“# Baccharis propolis: verdoso, aroma caracteristico y sabor picante;

Propéleos de cola de aullador (género Dalbergia): color rojizo, sabor y aroma caracteristicos.

# Lo ideal seria clasificar el propdleo por su composicién quimica, que depende de la industria.

6.3- Secado de propdéleos

Aungque el propdleos se compone basicamente de resi-
nas, que practicamente no retienen la humedad, debe
estar lo suficientemente seco como para no favorecer el
crecimiento de microorganismos (principalmente hon-
gos o mohos) y acelerar el proceso de degradacion, con
la oxidacién de sus componentes.

El secado se puede realizar en un invernadero, con
circulacion de aire seco a temperatura ambiente (ideal
entre 20 y 30 °C). El propdleos se coloca en bandejas,
en capas de un maximo de 5 cm en tamices finos. Para
secar piezas pequenas (menos de 2 cm), encoja la capa
hasta un miximo de 2 cm.

La Figura 18 muestra los detalles de un horno de seca-
do de propdleos.

Figura 18 —Estufa de secado.

Embalaje de propdleo y almacenamiento

6.4- Embalaje

Una vez clasificado y seco, el propéleos debe empacarse en envases herméticos y de calidad alimenta-
ria, en una atmdsfera modificada si es posible.

Uso de envases de plastico de grado alimenticio resistentes, no toxicos, transparentes (no use plastico
reciclado) de mas de 0.2 mm de espesor.

6.5 Conservacion y almacenamiento

El propoleos se puede almacenar y almacenar en frio es el proceso ideal para los apicultores que de-
sean esperar mds tiempo para su comercializacion.

Se debe usar equipo (congelador) con capacidad proporcional a la cantidad producida, utilizado solo
para este prop6sito (no almacenar con otros alimentos), ubicado en un ambiente limpio y seco. La
temperatura debe ser inferior a -5°C (menos 5 grados). No lo guarde en el refrigerador ya que puede
desarrollar moho.

La temperatura de almacenamiento del propdleos es el principal punto critico a controlar, como
medida preventiva el mantenimiento de las cualidades terapéuticas de este producto, los compuestos
fendlicos y flavonoides son volatiles y las altas temperaturas, favoreciendo la pérdida de calidad de
este producto.
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6.6- Formulaciones con propéleos

Ficha Técnica

Producto: TINTURA DE PROPOLEOS AL 20 %.

% 1000 ml 300 ml
—Alcohol etilico al 70 % (cafna o cereales) 80 800 ml 240 ml
—Propdleos bruto beneficiado molido o triturado 20 200 g 60 g

Técnica de fabricacion:
1. Maceracion:
1. Se pesa el propdleos bruto previamente congelado y molido o triturado.
2. En recipiente de acero inoxidable, plastico o de cristal se mezclan el propéleos y el alcohol.

3. Lamezcla de alcohol mas propdleos se mantiene en maceracion durante 7 dias, agitando no
menos de 3 veces al dia.

2. Filtracién:

El filtrado se realiza en dos etapas, la primera con papel de filtro rapido y la segunda filtracion con
papel de filtro lento. Si fuera necesario se realiza una tercera filtracion.

1. Latintura obtenida se envasa en frascos ambar y se etiqueta .
2. Se embala en cajas por 30 frascos. Se sella y rotula.
3. Se almacena a temperatura ambiente.

Observaciones:

Se exigen buenas practicas de laboratorio y manufactura.

Ficha Técnica

Producto: TINTURA DE PROPOLEOS AL 30 %.

% 1000 ml
—Alcohol etilico al 80 % (cana o cereales) 70 700 ml
—Propdleos bruto beneficiado molido o triturado 30 300 g

Técnica de fabricacion:
1. Maceracion:
1. Se pesa el propdleos bruto previamente congelado y molido o triturado.
2. En recipiente de acero inoxidable, plastico o de cristal se mezclan el propéleos y el alcohol.

3. Lamezclade alcohol més propdleos se mantiene en maceracion durante 7 dias, agitando no
menos de 3 veces al dia.
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2. Filtracién:

El filtrado se realiza en dos etapas, la primera con papel de filtro rdpido y la segunda filtracién con
papel de filtro lento. Si fuera necesario se realiza una tercera filtracion.

1. Latintura obtenida se envasa en frascos ambar y se etiqueta .
2. Se embala en cajas por 30 frascos. Se sella y rotula.
3. Se almacena a temperatura ambiente.

Observaciones:

Se exigen buenas practicas de laboratorio y manufactura.

Ficha Técnica

Producto: TINTURA DE PROPOLEOS AL 15 %.

% 1000 ml 300 ml
—Alcohol etilico al 70 % (cana o cereales) 85 850 ml 255 ml
—Propdleos bruto beneficiado molido o triturado 15 150 g 45 ¢

Técnica de fabricacion:
1. Maceracion:
1. Se pesa el propdleos bruto previamente congelado y molido o triturado.
2. En recipiente de acero inoxidable, plastico o de cristal se mezclan el propéleos y el alcohol.

3. Lamezcla de alcohol mas propdleos se mantiene en maceracion durante 10 dias, agitando
no menos de 3 veces al dia.

2. Filtracién:

El filtrado se realiza en dos etapas, la primera con papel de filtro rapido y la segunda filtracion con
papel de filtro lento. Si fuera necesario se realiza una tercera filtracion.

1. La tintura obtenida se envasa en frascos ambar y se etiqueta .
2. Se embala en cajas por 30 frascos. Se sella y rotula.
3. Se almacena a temperatura ambiente.

Observaciones:

Se exigen buenas practicas de laboratorio y manufactura.

Ficha Técnica

Producto: EXTRACTO BLANDO DE PROPOLEOS

Formulacién para 1 L ml o
—Alcohol etilico 96 % (cana o cereales) 700 70
—Propdleos bruto beneficiado molido o triturado 300 30
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Técnica de fabricacién:

1. Maceracion:

Se pesan los 300 gramos de propdleos bruto beneficiado previamente congelado y molido o triturado.
En recipiente de acero inoxidable, plastico o de cristal se mezclan el propdleos y el alcohol .

La mezcla de alcohol mas propéleos se mantiene en maceracion no menos de 10 dias, agitando (re-
moviendo) 2 6 3 veces al dia con ayuda de una paleta si fuera necesario

2. Filtracién:

El filtrado se realiza en dos etapas, la primera con papel de filtro rdpido y la segunda filtracién con
papel de filtro lento. Si fuera necesario se realiza una tercera filtracion.

3. Concentracion:

El extracto obtenido se somete al proceso de concentracién (para la eliminacion del alcohol), lo cual
puede lograrse mediante destilacion al vacio (industrialmente, con recuperacién del alcohol) o de
forma sencilla (para cantidades de 1 a5 litros) colocando la tintura al bafio Maria a 50° C o con ayuda
de un secador de pelo o colocando la tintura en un horno a 30 6 40° C. hasta su concentracién, con-
virtiéndose en un extracto espeso.

Ficha Técnica
Producto: MIEL CON PROPOLEOS.

Formulacion para % 500 g 1000 g
—DMiel pura de abejas 97 485 g 970 g
—Extracto blando de propéleos diluido 3 5¢ 30¢g

Técnica de fabricacién:
1. Se emplea recipiente de acero inoxidable de doble pared y agitador mecanico.

2. Se toman 200 g de miel y se le anade el extracto blando de propdleos diluido, mezclando
previamente hasta total incorporacion.

3. Seincorpora al resto del producto y se continta la agitacion hasta obtener mezcla uniforme.

4. Debe emplearse preferentemente a una temperatura de 38 a 40° C durante el proceso de
agitacion y un tiempo no menor de 30 minutos.

5. Se deja en reposo durante 2 — 3 horas y se envasa en frascos de color ambar. Se etiqueta.
6. Se almacena a temperatura ambiente.
Observaciones:

Se exigen buenas practicas de laboratorio y manufactura.
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1. PROPOLEOS

1.1.— Definicion

El término «propdleo» proviene del griego Propdleos
(‘pro’: delante o en defensa de, y ‘polis’: ciudad), es decir
delante o en defensa de la colmena) y es utilizado en su
acepcion original, sin cambios en casi todas las lenguas in-
doeuropeas. En espafiol es denominado propdleos.

Los propodleos se pueden definir como una mezcla comple-
ja de origen bioldgico elaborado a partir de resinas, balsa-
mos, gomas y otras exudaciones de las plantas, que la abeja
Apis mellifera recoge de las plantas y posteriormente mo-
difica, quimica y fisicamente, adicionandoles cera, polen y
enzimas entre otros materiales. (Fotografia n® 1) Apis me- Fotografia n® 1.- Las abejas recolectan las
llifera recolecta resinas desde diversas plantas (Vanhaelen resinas necesarias para elaborar los propé—
y Vanhaelen-Fastré, 1979), y las modifica enzimaticamente leos de las yemas y otras partes de los drboles

. ) . . (@lamos, castafios, pinos, etc...).
antes de incorporarlas al propdleos (Ghisalberti, 1979), por

lo tanto la composicién quimica de los propdleos variara al menos de acuerdo a la flora de cada region
(Greenaway et al., 1990; Ghisalberti, 1979; Markham et al., 1996). Los constituyentes de los propdleos
varian en funcién del clima, la estacién de recoleccion, el lugar de recoleccion y el afio, siendo muy va-
riable su férmula quimica.(Ghisalberti, 1979; Cheng and Wong, 1996).

De forma general podemos decir que el Propdleos proveniente de las zonas templadas (Asia, Europa,
Norte América, etc...) contiene predominantemente compuestos fendlicos recolectados principalmente
de los dlamos y chopos (Populus spp.), (Tomas-Barberan et al., 1993). El resto de fuentes principales
de recoleccién son los castafos, robles, encinas, avellanos, jaras y pinos. En Brasil destaca el propdleos
procedente de Baccharis sp. rico en diterpenos.

1.2.- Composicion

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOO OO OO OO

Su composicién quimica es bastante compleja. Basicamente se compone de un 50-55% de resinas y
bélsamos, 30-40% de cera de abeja, 5-10% de aceites esenciales o volatiles, 5% de polen y 5% de mate-
riales diversos (organicos y minerales).
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La composicién de los propdleos depende basicamente de las fuentes vegetales donde se originaron y
de la funcién especifica dentro de la colonia. Trabajos preliminares han encontrado mayor porcentaje de
compuestos fendlicos en el propdleos que recubre los panales que en el destinado a reducir las piqueras.

Se han identificado mas de 160 compuestos, de los cuales un 50% son compuestos fendlicos, a los cuales
se les atribuye accion farmacolégica. Los principales fenoles identificados son: flavonoides, acidos aro-
maticos y sus ésteres, aldehidos aromadticos, cumarinas, triglicéridos fendlicos.

Como hemos indicado, los flavonoides y los acidos fendlicos junto con sus ésteres, son genéricamen-
te denominados «compuestos fendlicos», siendo los principales compuestos bioactivos del propdleos
(Bankova et al, 2000). Estos compuestos tienen como mision absorber la radiacion en la regién ultravio-
leta del espectro electromagnético y protegen de la radiacion solar a los tejidos vegetales mas sensibles.
Los flavonoides méas comunes en las plantas y en el propdleos son: apigenina, kaempferol, pinocembrina,
galangina, quercetina, y hesperidina. Estos compuestos poseen importantes propiedades antioxidantes
minimizando la peroxidacion lipidica y el efecto de los radicales libres, contribuyendo de esta manera a
reducir el riesgo de afecciones cardiovasculares (Hertog et al., 1993) y el envejecimiento.

1.3.— Uso del Propdleo en la colmena

BOOBOOOOOOBOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOIOOOOOOOOOOOIOOOOBOOOOBOOOOIOOOOIOOOOOD

Las abejas pecoreadotas recogen el propdleos de las plantas y arboles. Para ello usan sus mandibulas
y se ayudan con el primer par de patas. En las mandibulas, la secrecion de las glandulas mandibulares
(acido 10-hidroxidecenoico) permite el ablandamiento para triturarlo y transportarlo a las cestillas (ter-
cer par de patas). Al ingresar a la colmena, se dirigen inmediatamente al lugar donde éste es requerido y
permanecen quietas, permitiendo a las abejas propolizadoras, tomar algunas particulas de la sustancia,
comprimirlas y agregarles cera para proceder al propolizado.

Las abejas utilizan el propdleos para multiples usos:

e Cerrar grietas en el interior de la colmena, controlando las corrientes de aire.

e Cerrar las vias de acceso a la colmena (como la piquera) con el fin de impedir el robo, pillaje,
entrada de depredadores, etc..

e Para barnizar el interior de la colmena (incluidos los panales) con fines desinfectantes.

e Consolidar los componentes estructurales del interior de la colmena, aumentando la resisten-
cia de cuadros, tabiques, etc..

e También es utilizado para recubrir los cadaveres de los enemigos que se hayan introducido
en la colmena (escarabajos, roedores, lagartijas, etc.), que quedan embalsamados evitando su
descomposicion.

e Evitar movimientos o vibraciones de los panales.

1.4.— Comercio del propdleo

OOVOVOOOOOOOVOOOOVOOOOOVOOOOVOOOOOOOOOOOOOOVOOOOVOOOOOOOOOOOD

En la actualidad no hay demasiados datos estadisticos sobre el comercio mundial del propdleos.

Japén es el primer importador mundial de propéleos y el pais de mayor consumo en el planeta, se estima
que importa sobre las 7100 Tn. Tras este pais estaria Alemania cuyas importaciones llegan a los 4600 Tn.

Los principales paises exportadores del propoleos son Brasil y China.

Segun las fuentes consultados los precios del propéleos varian mucho, desde 35 € /kgr hasta 300 €/kg
el procedente de explotaciones ecoldgicas.

En el Anexo II podris encontrar un directorio de algunas empresas espafiolas que compran Propéleo.



1.5.- Usos de los Propdleos

BOOOOOOOOOOOOOOOOOIOOOOIOOOOIOOOOIOOOCIOOOOIOOOOIOOOOOOOD

A medida que se comienza a identificar las sustancias y los principios activos en los cuales residen mu-
chas de las aplicaciones de los propdleos, este producto de la colmena ha dejado de ser un subproducto
secundario para el apicultor y lleva el camino de convertirse en uno de los productos «estrellas» del
colmenar.

Actualmente tanto la industria farmacéutica como la alimentaria estan utilizando principios activos pro-
cedentes de los propdleos para diversos usos.

1.5.1.- Industria alimentaria (como conservante de alimentos)

En muchos paises, se lo utiliza como aditivo por sus propiedades antioxidantes y antisépticas. Unas go-
tas de solucion de propdleos incluidas en productos envasados o en alimentos frescos, pueden prolongar
entre dos y tres veces su vida atil. Esto ha sido comprobado en experiencias realizadas con pescados
congelados, grasas y aceites, y podrian extenderse a otra clase de alimentos tales como carne vacuna,
cordero, cerdo, pollo, fruta, etc. Es muy ttil, ademas, para mejorar la calidad del ron y otras bebidas
alcohdlicas. En algunos paises, se han efectuado estudios con resultados positivos para conservar el
mango semielaborado con propdleos, logrando detener el crecimiento de Aspergillus niger, organismo
responsable del deterioro de pulpas de frutas.

Los elementos mas utilizados del propdleos por las industrias japonesas son el dcido benzoico (como
conservante de alimentos) y los flavonoides. El 4cido benzoico del propdleos esté siendo utilizado como
conservante para la gaseosa de mayor consumo en Japon y también por toda la industria alimenticia
relacionada a los pescados y frutos del mar.

1.5.2.— Medicina humana

Pero sin duda el propdleos despierta enorme interés por las propiedades terapéuticas. Ya en el afio
1700 afios a.C. los egipcios observaron en el propdleos la capacidad de evitar la descomposicion de
los cadaveres, utilizandolo en la técnica de embalsamar. A principios de siglo la medicina reconocié
«oficialmente» en el propédleos propiedades terapéuticas. Los cirujanos ingleses comprobaron la accién
cicatrizante del propdleos y atribuyeron a ello la baja mortandad por gangrena registrada a principios
de siglo en la guerra de Los Boers. El estudio cientifico del propdleos se inici6 en la década del 60 en los
paises de Europa del Este. En algunos paises se ha reconocido como producto medicinal y cuentan con
normas de calidad propias.

1.5.3.- Algunas propiedades terapéuticas
1.5.3.1. Antibacteriana

Es una de las primeras propiedades constatadas de los Propdleos, multiples estudios bacterioldgicos in
vivo e in vitro han confirmado su accién bacteriostatica y bactericida (Serra, y cols, 1994, Fernandez y
cols (2001); Melliou y Chinou (2004); Kosalec y cols, 2005; Popova y cols, 2005 ) demostrandose capa-
cidad de inhibicién sobre al menos 25 cepas bacterianas y 20 mohos.

Los principales responsables de esta propiedad son los flavonoides como la galangina y la pinocembri-
na y los derivados de los 4cidos benzoico, ferilico y caféico. Estudios recientes han encontrado que el
acido cindmico y algunos flavonoides desactivan la energia de la membrana citoplasmatica, inhibiendo
la motilidad bacteriana y haciéndola mas vulnerable al ataque del sistema inmunolégico. Asi mismo se
ha determinado que estos principios activos desorganizan el citoplasma, la membrana citoplasmatica y
la pared celular causando bacteriolisis parcial e inhibiendo la sintesis proteica.
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Itoh y col. (1994) y Bignall (1993) han estudiado la capacidad antimicrobiana del propdleos y de la miel
ante el Helicobacter pylori (tilcera gastroduodenal), identificindose a varios flavonoides como respon-
sables de dicha capacidad (pinocembrina, galangina y la crisina). Concluyendo en la enorme trascen-
dencia terapéutica del propdleos para encarar el tratamiento patologia géstrica, con mds ventajas que los
tratamientos actuales.

1.5.3.2. Antiviral

Amoros y cols., (1994) y Dmitrescu y cols., (1993) han demostrado accién de los propdleos frente al
herpes tipo 1y 2, pero también ante poliovirus, estableciendo que se reduce la sintesis del ADN viral y
que los responsables son flavonoides, que acttan en sinergismo con un éster del acido cafeico y el 4cido
feralico.

Harish y cols., (1997) estudiaron la capacidad del Propdleos de suprimir la replicacién del VIH-1 y su
efecto inmunoestimulante, considerando que se trata de un 4rea trascendente para la salud pablica mun-
dial por la ausencia de tratamiento curativo y su alto costo, que deja fuera de posibilidades terapéuticas
a millones de habitantes.

1.5.3.3. Cicatrizante y antiinflamatorio

El propdleos ha ganado espacios importantes en el tratamiento de heridas, por su capacidad antibac-
teriana y por su notable capacidad cicatrizante y antiinflamatoria. Esto Gltimo es comparable a la de
antiinflamatorios de sintesis como el diclofenac (Fierro, 2000).

Se ha senalado al acido caféico como responsable de inhibir la dihidrofolato reductasa, reduciendo la
produccién de interleuquinas y prostaglandinas. Mirzoeva y Calder (1996) atribuyen esta accion del
propdleos a un éster del 4cido cafeico (CAPE), el acido cafeico y a la quercetina. Empleando modelos
«in vivo» e «in vitro» constataron que el propéleos suprime la via de la lipooxigenasa del 4cido araqui-
dénico.

El propdleos se emplea en medicina para tratar heridas con superiores resultados a los obtenidos con
«cicatrizantes» de origen sintético. Desde 1985 se emplea el propdleos para tratar pacientes con heridas
de diferente naturaleza (quemaduras, politraumatizados, pie diabético, etc) (Torres, 1996; Fierro, 2000).

Fierro (2000) ha realizado estudios clinicos en Uruguay, sefialando que los pacientes concurren al hospi-
tal con heridas infectadas y son tratados con apésitos de Propdleos al 2 % y un antibidtico, evolucionan
de forma mas favorable comparados con la evolucion de pacientes tratados con otros medidas y anti-
bidticos. Ello obedece a la accion antibacteriana directa pero también a la indirecta de los propdleos.
Se trata de la capacidad que posee el Propdleos de potenciar la accién de varios antibiéticos como la
penicilina, estreptomicina, cloxacilina y la cefradina.

1.5.3.4. Inmunomodulador

Diversos trabajos demuestran que el propoleos estimula la inmunidad inespecifica y la especifica, tanto
inmunidad celular (linfocitos T) como la humoral (linfocitos B). En ratones infectados con el virus in-
fluenza tipo A y tratados con propdleos, se constatd un aumento de los linfocitos T, un mayor nivel de
fagocitosis y una menor mortalidad, en comparacion con animales testigo no tratados (Fierro, 2000).

Reyes Rodriguez (1991) mostré resultados positivos con el empleo de Propdleos en pacientes con in-
munodeficiencia, evaluando su respuesta en nifios con sindrome respiratorio alto o bajo recidivante y
con inmunodepresion celular o mixta, lograndose primero una mejoria clinica y luego la normalizacion
paraclinica. Se ha comprobado que el propdleos estimula la actividad de los macréfagos a casi el doble
y aumenta el nimero de linfocitos incrementandose la respuesta inmune.
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15.3.5. Antioxidante

En los tltimos afios ha tomado relevancia el consumo de antioxidantes, en especial los de origen natural,
para la prevencién de enfermedades de gran trascendencia como la aterosclerosis, reuma e incluso el
cancer.

Recientemente se ha publicado en una revista de la AHA (American Heart Association) un trabajo
donde se estudia la capacidad antiaterosclerosis de los propdleos, gracias a un ester del acido caféico
(CAPE), un flavonoide natural que se encuentra en el propdleos (Hishikawa y cols., 2005). La AHA es
un centro de referencia mundial en patologia cardiovascular

La AHA en 1999 formulo las pautas dietéticas dirigidas a reducir el riesgo de enfermedad coronaria: «la
recomendacién més prudente y cientificamente ostensible para la poblacion en general es consumir una
dieta equilibrada en frutas y verduras ricas en antioxidantes y los cereales enteros».

El propdleo es la fuente natural de flavonoides mas importante entre los productos agrarios y ganaderos.
Protegen a los aceites y lipoproteinas séricas de la oxidacion (Krell, 1996). Sus propiedades antioxidan-
tes se deben a su capacidad antiradicalaria (radicales alcoxi y superdxido) y al efecto inhibidor sobre el
ion cuproso, iniciador de la oxidacién de lipoproteinas de baja intensidad (Pascual y cols, 1994)

También se ha demostrado su efecto sobre trastornos del higado, donde los flavonoides bloquean la
oxidacién de lipidos. Ejerce efectos antioxidantes en el colon, disminuyendo la concentracién de hidro-
peroxidasas lipidicas y como algunos de sus componentes se absorben y pasan a la circulacién, actian
como antioxidantes hidrofilicos y aumentan la concentracién tisular de Vitamina C (Sun y cols, 2000).

En pacientes con episodios isquémicos el propdleos parece reducir el riesgo de accidentes cerebro-
vasculares (Samoliuk, 1995)

El propéleos posee una potente capacidad antioxidante, que le permite adquirir insospechables pers-
pectivas de desarrollo.

1.5.3.6. {Que son los antioxidantes?

Son compuestos existentes en determinados alimentos que tienen la capacidad de protegernos frente a
los radicales libres, causantes de los procesos de envejecimiento y de algunas otras enfermedades.

1.5.3.7. ;{Qué son los radicales libres?

Son moléculas «desequilibras», con dtomos que tienen un electrén en capacidad de aparearse, por lo
que son muy reactivos. Estos radicales recorren nuestro organismo intentando captar un electrén de las
moléculas estables, con el fin de lograr su estabilidad electroquimica y con potenciales reacciones en
cadenas destructoras de nuestras células.

1.5.3.8. Los antioxidantes y los radicales libres

Los antioxidantes retrasan el proceso de envejecimiento combatiendo la degeneracién y muerte de las
células que provocan los radicales libres. La incapacidad de nuestro cuerpo para neutralizar los radicales
libres a los que nos exponemos diariamente nos obliga a recurrir a alimentos con la propiedades antio-
xidantes con capacidad de neutralizarlos.
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| ELPROPOLEO EN ANDALUCIA

1.5.4.- Listado de alimentos de origen vegetal y consumo habitual segun su conte-
nido en antioxidantes.

[Nombre Tatal antioxidantes (mmall

100g)

Muez a0.487

Granada 11,33

Fresa 6,88

Fipas de girasol 5,38

Frambuesa 3,06

Liva 143

Maranja 1,14

Ciruela 1,06

Fifia 1.04

Liman 1.02

Espinacas 0,98

Kivi 0,81

Clementina 0,90

Esparago 085

Cebolla 0,67

Brocoli 0,58

vellana 0,449

wacale 0.4

L echuga 0,34

Tomate 03

I&lmendra 0,30

Manzana 0,29

Coliflar 0,23

Ao 0.21

Fera 0,18

Tablan? 1. —(Fuente: A Aoz 017
Systematic Screening  Patata 0,09
of Total Antioxidants in Peping 0.05
DietarY Plants, Amgrican anahora 0.04

Society for Nutritional '

Sciences, 2002).  [andia 0.04

1.5.5.- Capacidad antioxidante del propdleo en Andalucia y de algunas mieles am-
paradas con la Denominacion de Origen Protegida «Miel de Granada»

(Como vemos el propéleos, es sin lugar a dudas la fuente de antioxidantes naturales mas importante
de la naturaleza.

Nombre Total antioxidantes | Total antioxidantes
{umolig)* (mmol/100g)
Miel de Aguacate DOP Miel del Granada 27 0,27
Miel de Aguacate DOP Miel del Granada 25 0,25
Miel de la Sierra DOP Miel del Granada 36 0,36
Tablan? 2. Miel de Castafio DOP Miel del Granada 59 0,59
—(TEAC* Trolox ~ Miel de Castafio DOP Miel del Granada 6,5 0,65
equivalent antioxidant g o0 2165 Andalucia 2540 254,0
capacity).
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2. METODOS DE RECOLECCION

Existen diversos métodos para recolectar el propdleos e incentivar a las abejas a la produccion del mis-
mo. La eleccion es importante ya que del método de recoleccion dependera el rendimiento y la calidad
del mismo.

2.1.- Sistema de malla o rejilla

OOOOO

Es el mis utilizado en la actualidad, ya que es practico, cdémodo,
higiénico y de bajo coste. El sistema se basa en el instinto de la
abeja para cubrir los espacios libres en la colmena. (Fotografia
n°®2)

Consiste en colocar una malla o rejilla de plastico sobre los cabe-
zales de los cuadros, especialmente fabricada para estos fines. El
espacio de las rejillas debe ser unos 4.0 mm — 4.5 mm, para invitar
a su sellado con propdleo, ya que si el espacio es mayor, las abejas
pueden tomarlo como una zona mas de transito.

Conviene que la malla sea un poco mds pequena que la superficie
de la colmena a cubrir, de esta manera, cuando se sellen las ban- ~ Fotografia n® 2.- Malla colocada sobre una
das que coincidiran con los huecos de los cabezales (espacio int colmena, antes de colocar la tapa.
centimetros y asi aprovechar la maximo la superficie de la misma.

Las mallas deben ser colocadas sobre la tltima alza, antes de colocarle el techo (obviamente, si utiliza-
mos entretapa, debemos colocar la malla debajo de la entretapa). En las colmenas Layens, si queremos
obtener rendimientos adecuados, deberemos usar cuadros con cabezales abiertos.

Una malla «casera» y econdmica, que ofrece buenos resultados es la construida con «tela mosquitera».

El sistema es muy ventajoso, ya que de una parte es higiénico y de otra, la malla se convierte en un ele-
mento mds de la colmena, sin producir una modificacién en las colmenas ni en el resto de las produc-
ciones apicolas.
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| ELPROPOLEO EN ANDALUCIA

2.1.1.- Medidas higiénicas de manejo

Una vez colocadas las mallas, en las visitas de inspeccién y/o trabajo en el colmenar, se han de tomar al
menos las siguientes precauciones:

Coger siempre por los extremos las mallas

# Colarlas en recipientes adecuados durante la inspeccion de las colmenas, evitando:
© Contacto con el suelo

© Contacto con superficies exteriores de la colmena (tapa, paredes, etc...)

) Exposicién prolongada a la luz solar.

# No realizar tratamientos mientras estén colocadas, programando los tratamientos.

“+ Evitar el ahumador sobre la malla, al inspeccionar las colmenas, ya que podemos transferir al
propoleo olores, sabores y contaminarlo con sustancias procedentes del material utilizado como

combustible.

2.1.2.- Obtencidn, almacenado y conservacion

Es necesario disponer de un recipiente adecuado para transportar las mallas, preferiblemente plasti-
co alimentario con su correspondiente tapa.

Una vez la malla esté cubierta con el propdleos, ubicaremos la misma en la caja de transporte, evitando
manipulaciones excesivas.

En el almacén, observando siempre las practicas higiénicas adecuadas, sacaremos las mallas y las mete-
remos en un congelador. Tal cual estan o bien enrolladas en forma de diploma, dependiendo del grosor
de la misma.

Pasadas unas horas, el frio hara que el propéleo (de consistencia untuosa) se endurezca, y blandiendo la
malla conseguiremos que se desprenda de la misma.

El propdleos bruto lo depositaremos, sin apelmazar, en botes de cristal topacio de boca ancha en canti-
dades de aproximadamente 1 kgr.

Lo conservaremos a unos 10°C - 15°C en un lugar fresco, seco y oscuro. Aunque es un producto estable,
no de be demorar demasiado su venta para evitar deterioro de su actividad bioldgica. Los Almace-
namientos prolongados, disminuyen los contenidos en flavonoides, y por tanto también la capacidad
inhibidora de los propdleos, hasta un 20% en un afio a temperatura ambiente (Serra y Ventura, 2000)

2.2.— Otros sistemas

2.2.1.- Sistema de Raspado

Sistema sencillo que consiste en raspar el propdleos con un utensilio adecuado de las paredes de la col-
mena y de los cabezales de los cuadros.

Es una tarea que se debe realizar en invierno, para evitar problemas en la colmena y para hacer la tarea
mas facil. En el invierno, por las bajas temperaturas, el propdleos esta duro y resulta facil extraerlo ras-
pandolo.

No obstante no es un sistema aconsejado, ya que presenta muchos inconvenientes:

~ Sistema poco higiénico

* Los rendimientos pueden ser mas bajos, pues se arrastra mucha cera y madera, dependiendo
de la zona a raspar.
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* Los propoéleos obtenidos de zonas expuestas al sol (como la piquera) tienen poca calidad.
# Podemos arrastrar pintura de los marcos y de la colmena, contamindndolo.

2.2.2.- Sistema del Colector Inteligente de Propdleos o cosecha por listones.
Es un sistema que se esta expandiendo en algunos paises con condiciones climaticas adecuadas.

Biasicamente consiste en disponer sobre la colmena de un alza a la que se ha desprovisto de los la-
terales, sustituyendo la madera por guias y dejando mucho espacio libre entre estos listones o guias.
(Fotografia n° 3)

—Fotografia n® 3. «Colector
inteligente de propolis», sis-
tema emergente en algunos

pafses sudamericanos.

De esta manera estamos obligando a las abejas a propolizar estos espacios ya que la colmena no tiene
proteccién en esos flancos. Hay que tener en cuenta que mientras en otros sistemas estamos recolec-
tando el propdleo cosechado por una colmena desde una perspectiva de unas necesidades basicas, con
este sistema estamos obligando a la colmena a propolizar, es decir, estamos cambiando la orientacién
productiva de nuestro colmenar, hecho que tendremos que tener en cuenta ya que va en detrimento de
la produccién de miel.

Los rendimientos son muy altos, pero hay que estudiar muy bien la ubicacion de las colmenas, los recur-
sos para obtener suficiente propdleos, asi como las condiciones climaticas de cada zona, ya que puede
presentar muchos problemas.

# Estrés y frio en la colmena

“# Abandono de la colmena. Muerte por frio

“# Desproteccién ante depredadores

“# Bajos rendimientos en las cosechas de miel, polen y/o cera.

“# Baja calidad del propéleo obtenido al estar permanentemente expuesto a las condiciones am-
bientales, especialmente al sol.

2.3.— Control de calidad

BOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOIOOOOIOOOOIOOOODE

Previo a ofertar el producto y conocer sus caracteristicas es recomendable chequear una serie de para-
metros que influiran en el precio final del producto.

“# Microbiologia

“# Metales pesados (Cadmio, Plomo y Mercurio)
“# Rendimiento

“# Contenido en polifenoles totales y flavonoides

“# Humedad y cenizas
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3. CARACTERISTICAS DE ALGUNOS
PROPOLEOS COSECHADOS
EN ANDALUCIA

3.1.- Introduccion

Andalucia tiene sobre el papel una gran capacidad para producir Propdleos. Nuestras sierras estan
pobladas de encinas, alcornoques y pinos; y nuestros valles y bosques de galeria de abedules y dlamos.
Ademais de plantas de porte arbustivo de donde las abejas obtienen las resinas necesarias para elaborar
los Propdleos.

Sin embargo hay un total desconocimiento sobre este producto siendo muy pocos los apicultores que
recolectan el propdleos, la mayoria lo desechan de forma sistematica al limpiar las colmenas.

Hay dos datos interesantes:

a.- En censo colmenero en Andalucia supera ya las 500.000 colmenas.
b.- El propéleo apicola se cotiza entre 35 - 300 euros/kgr dependiendo de su calidad.

Basta hacer unos simples célculos para comprobar que se estd perdiendo varios millones de euros de las
rentas agrarias de las explotaciones apicolas andaluzas.

A medida que se comienza a identificar las sustancias y los principios activos en los cuales residen mu-
chas de las aplicaciones de los Propdleos, este producto de la colmena ha dejado de ser un subproducto
secundario para el apicultor y lleva el camino de convertirse en uno de los productos «estrellas» del
colmenar.

En este marco se planted este estudio, buscando una aproximacion a las producciones actuales que per-
mitan profundizar en otros aspectos en el futuro.

3.1.1.- Conocimiento del producto por parte del sector apicola

Entre los objetivos del proyecto estaba pasar una encuesta al sector para conocer algunos datos sobre
como se encontraba el mercado del Propdleos en Andalucia.

En un principio, con el fin de obtener las muestras para el estudio contactamos con varias decenas de
apicultores andaluces. Todos manifestaban conocer el producto y casi nadie conocia precios de mercado
del mismo en bruto. Sélo una apicultora realizé una venta puntual del propdleo ecoldgico a 100 €/kgr.
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| ELPROPOLEO EN ANDALUCIA

El 100% del Propdleo recibido en el laboratorio por los apicultores era «propdleos raspado» y como
hemos indicado, a pesar de que todos manifestaban conocer el producto, tuvimos que desechar casi el
62% de las muestras recibidas. Fundamentalmente por dos rezones:

“# La muestra remitida no era propdleo, sino ceras raspadas.

% Las cantidades de cera, astillas y otros elementos procedentes del raspado eran tan altas que los
rendimientos de las muestras eran muy bajos y obteniamos cantidades insuficientes de muestra
para las necesidades analiticas requeridas, por lo que las muestras eran desechadas.

Ante esta situacion el laboratorio seleccioné las muestras recibidas y realizé su propio muestreo. Asi
mismo abandonamos la idea de la encuesta por considerar que no iba a aportar datos interesantes en el
estudio.

3.2.— Muestreo

O

Las muestras fueron recogidas por los responsables del estudio entre Octubre de 2004 y Febrero de
2005 y conservadas a 4°C hasta realizar los analisis oportunos.

En total se han analizado 33 muestras, entre las muestras remitidas por los apicultores y las recogidas por
los responsables del estudio, buscando una representacion de las sierras mas importantes en Andalucia
(Sierra Nevada, Cazorla, Alcornocales, Sierra Morena, etc...) (Figura n® 1y Tabla n° 3).

Figura n® 1. —Procedencia de las muestras de propdleos.
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PROGEDENCIA LOCALIDAD PROVINCIA
MUESTRA1  [SIERRANEVADA- LAS ALPUJARRAS  LANJARON GRANADA
MUESTRA2  [SIERRANEVADA - LAS ALPUJARRAS  ORGIVA GRANADA
MUESTRA3  [SIERRA DE BAZA IsLCONTAR ALMERIA
MUESTRA4  [SIERRA NEVADA - LAS ALPUJARRAS  [TORVIZCON GRANADA
MUESTRAS  [SIERRANEVADA - LAS ALPUJARRAS  [DRGIVA GRANADA
MUESTRAG  MONTE DEL PUEBLO CACIN IGRANADA
MUESTRA7  [SIERRA NEVADA QUENTAR GRANADA
MUESTRA8  [SIERRA NEVADA QUENTAR GRANADA
MUESTRA9  LLOS ALCORNOCALES JEREZ CADIZ
MUESTRA 10 |LOS ALCORNOCALES JEREZ CADIZ
MUESTRA 11 [SIERRA DE LA GARNATILLA MOTRIL GRANADA
IMUESTRA 12 [SIERRA DE LA CONTRAVIESA MOTRIL GRANADA
MUESTRA 13 [SIERRANEVADA- LAS ALPUJARRAS  BERJA ALMERIA
MUESTRA 14  [SIERRA NEVADA GUEJAR SIERRA  [GRANADA
MUESTRA 15 |LAS ALPUJARRAS | ANJARON GRANADA
MUESTRA 16 |LAS ALPUJARRAS ORGIVA GRANADA
IMUESTRA 17 |LAS ALPUJARRAS L ANJARON GRANADA
MUESTRA 18 |LAS ALPUJARRAS CAPILEIRA GRANADA
MUESTRA 19 |LAS ALPUJARRAS | ANJARON GRANADA
IMUESTRA 20 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR GRANADA
MUESTRA21 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR GRANADA
HUESTRA 22 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR GRANADA
IMUESTRA23 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR GRANADA
MUESTRA 24 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR GRANADA
MUESTRA 25 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR GRANADA
MUESTRA 26 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR GRANADA
MUESTRA 27  [SIERRA NEVADA GUEJAR SIERRA  |GRANADA
MUESTRA 28  [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR GRANADA
MUESTRA29 [SIERRAS DE TEJEDAY ALMIJARA  |COMPETA MALAGA
MUESTRA30  [SIERRA MORENA HORNACHUELOS ICORDOBA
IMUESTRA 31 [SIERRA MORENA ANDUJAR JAEN
MUESTRA32 [SIERRA NORTE DE SEVILLA CAZALLA SEVILLA
MUESTRA33 [SIERRA DE CAZORLA POZ0 ALCON JAEN

Tabla n? 3. —Procedencia de las muestras de propdleos estudiadas.
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La vegetacion principal alrededor de los colmenares donde recogimos las muestras por monte bajo
(plantas aromaticas), encinas, castafios, dlamos etc.. ( Tabla n° 4).

PROCEDENCIA LOCALIDAD VEGETACION

atorral de aromaticas, castafios y vega con
MUESTRA1  [SIERRA NEVADA - LAS ALPUJARRAS  LANJARON lamos, eucaliptos y naranjos.

atorral de aromalticas, castanos y vega con
MUESTRA2  [SIERRA NEVADA - LAS ALPUJARRAS  |ORGIVA lamos, eucaliptos y naranjos.
MUESTRA3  [SIERRA DE BAZA AWLCONTAR hl'lalnrral de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA4  SIERRANEVADA = LAS ALPUJARRAS  TORVIZCON Halun‘al de aromaticas, encinas y almendros

atorral de aromaticas, castafios y vega con
MUESTRAS  [SIERRAMEVADA - LAS ALPUJARRAS  1ORGIVA lamos, eucaliptos y naranjos.
MUESTRAG  MONTE DEL PUEBLO CACIN Matorral de aromaticas y encinas
MUESTRAT  [SIERRA MWEVADA QUENTAR Matorral de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRAE  [SIERRA NEVADA QUENTAR Matorral de aromaticas, encinas y pinos

atorral de aromaticas y especies de Quercus
MUESTRAS  LOS ALCORNOCALES EREZ p.

atorral de aromaticas y especies de Quercus
MUESTRA10  LOS ALCORNOCALES JEREZ p.

t‘lalurra_l de aromaticas, encinas y cultivos

MUESTRA 11 [SIERRA DE LA GARNATILLA MOTRIL ubtropicales (Aguacates, Chiimoyas.elc)
MUESTRA 12  [SIERRA DE LA CONTRAVIESA MOTRIL Matorral de aromaticas y encinas
MUESTRA13  [SIERRANEVADA - LAS ALPUJARRAS BERJA Matorral de aromaticas y encinas
MUESTRA 14 [SIERRA NEVADA GUEJAR SIERRA__ Matorral de aromaticas y castafios
MUESTRA 15  LAS ALPUJARRAS LANJARON Matorral de aromaticas y castafios
MUESTRA16  LAS ALPUJARRAS IDRGIVA Matorral de aromaticas, castafos y eucaliplos
MUESTRA 17 LAS ALPUJARRAS LANJARON Matorral de aromaticas y castafios
MUESTRA 18 |LAS ALPUJARRAS ICAPILEIRA Matorral de aromaticas y encinas
MUESTRA 19  LAS ALPUJARRAS LANJARON Matorral de aromaticas ¥ castafios
MUESTRA 20  [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR Matorral de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA 21 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR Matorral de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA 22  [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR h’lalun‘al de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA 23 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR Halurral de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA 24  [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR Matorral de aromaticas, encinas ¥ pinos
MUESTRA 25  [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR Matorral de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA 26  [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR Matorral de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA 27T [SIERRA NEVADA GUEJAR SIERRA }-’Ialurral de aromaticas y castanos
MUESTRA 28 [SIERRA DE LA SAGRA HUESCAR Halurral de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA 23 [SIERRAS DE TEJEDA'Y ALMIJARA COMPETA hﬂalnn’al de aromaticas y encinas
MUESTRA 3D  SIERRA MORENA HORMACHUELOS Halun‘al de aromaticas y encinas
MUESTRA31 [SIERRA MORENA ANDUJAR Halurral de aromaticas y encinas
MUESTRA3Z [SIERRA NORTE DE SEVILLA CAZALLA }-’Iall:n‘al de aromaticas, encinas y pinos
MUESTRA 33 [SIERRA DE CAZORLA POZO ALCON Halun’al de aromaticas, encinas y pinos

Tabla n? 4. —Vegetacién en la zona de recogida de las muestras de propdleos.
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3.3.- Experiencias de produccion en colmenares situados en Granada

OOOOOOOOOOVOIOOOOOOOOOOIOOOOOOOOOOVOIOOCOOOOOOOOOIOOOVOOOOOOOOOODOIOOOOOOOOOOVOIOOOOOOOOOO

En dos colmenares experimentales del Consejo Regulador Miel de Granada, hemos realizado durante el
periodo noviembre de 2004 a noviembre de 2005 experiencias para conocer cual seria los rendimientos
de propoleos por colmena y afio.

a.- Situacién de los colmenares

Colmenar 1.- Situado en Orgiva (Granada) a pie de las Alpujarras. La vegetacién de la zona estaba com-
puesta por matorral bajo (tomillo, romero y retamas) y muy cercano un valle de olivos y naranjos con
una ribera de alamos y eucaliptos.

En dicho colmenar se dispone de 100 colmenas de alzas tipo Langstroth

Colmenar 2.- Situado en Pinos del Valle (Granada). La vegetacion de la zona estaba compuesta por ma-
torral bajo (romero, retamas y aulagas) y muy cercano un valle de olivos y naranjos.

En dicho colmenar se dispone de 100 colmenas de alzas tipo Dadant

b.- Diseno de la experiencia

En ambos colmenares se colocaron 5 mallas de plastico en cinco colmenas previamente seleccionadas
buscando su homogeneidad en cuanto a poblacion y reservas.

Las mallas, conforme eran propolizadas, eran sustituidas por otras limpias, hasta completar el periodo
de estudio, contabilizando la produccion total por colmena y afio.

c.- Resultados y discusion.-

Hemos obtenidos una produccién en ambos colmenares sobre los 360 gr/afio (Tabla n° 5)

Producciéon £ DS Rango
(gramos por colmenalaiio) | (gramos por colmenalafio)
Colmenar 1 (La Alpujarra) 361,0 £ 147,5 (n=5) 105 - 480
Colmenar 2 (Valle Lecrin) 372,0 £ 130,1 (n=5) 180 - 500

Tabla n2 5. —Rendimiento (gramos por colmena/afio)
de prépdleos en colmenas de Andalucia.

Como vemos no hay diferencias en la produccién entre ambos colmenares y a pesar de la homogeneidad
de las colmenas que disponian malla, la produccién es muy variable, lo que indica claramente la tenden-
cia a propolizar de unas colmenas mas que otras, pudiéndose seleccionar este caracter.

Las producciones obtenidas se encuentran en la media de las producciones de otros paises por este sis-
tema de recoleccion (malla).

Se ha medido el rendimiento disolviendo los propdleos en etanol al 15%, siendo este muy bueno, con
valores del 74% - 79%. A diferencia de los Propdleos del estudio, procedentes de raspado, cuyos ren-
dimientos oscilaron entre el 25% - 60%. Lo cual nos lleva a pensar que el apicultor no discrimina bien
el producto cuando lo raspa, siendo para el sector un producto nuevo del que necesita informacion para
obtener practicas adecuadas de produccién y conservacion.
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3.4.— Caracteristicas organolépticas de los Propdleos ensayados

3.4.1.- Color, aspecto, olor, consistencia, sabor e impurezas mecanicas

Los resultados de las diferentes muestras recogidas se reflejan en la tabla n° 6.

Color |Aspecto Qlor

MUESTRA1  Marrdn - pardo Trozes iregqulares Resinoso suave
hl'ILIESTRAZ Marron oscuro Trozos irmequlares finodoro

NUESTHAS #marillo con tonos rojos Masa irregular con brillo  Resinoso suave
MUESTRAAI l‘lﬂarrm 0SCUID IMasa irreqular con brillo  |Resinoso suave
MUESTRAS5  Maron - pardo lonos rojos  Masa irregular con brillo  Resinoso fuerte
MUESTRAG __Maron Granulado inodoro

MUESTRAY 'I.’tarrﬁn tonos rojos Masa irregular con brillo  Resinoso fuerte
MUESTRAB  Marrén tonos rojos Masa irreqular con brillo  [Resinoso fuerte
IMUESTRA 8 Negro Masa irreqular sin brille  Resinoso suave
MUESTRA 10 Megro Masa irregular sin brillo  Resinoso suave
MUESTRA 11 Marrdn — pardo Granulado Resinoso fuerie
MUESTRA 12 Mamdn Granulado finodoro

IMUESTRA 13 Marrén - castafio Masa imegular con brillo_Resinoso fuerte
HUESTRA 14 Marron - pardo Trozos irequlares Resinoso fuerle
NUESTRA 15 Mardn - pardo vetas oscuras  Masa irregular con brillo  Resinoso fuere
MUESTRA 16 Marrén - pardo vetas oscuras  Masa irreqular con brillo Resinoso fuerte
MUESTRA 17 Mamdn - pardo velas oscuras  Masa irmegular con brillo Resinoso fuere
MUESTRA 18 Marrén - pardo velas oscuras  Masa irmegular con brille  Resinoso fuere
[MUESTRA 19 Marrdn - pardo vetas oscuras  Masa irregular con brille  |Resinoso fuerie
IMUESTRA 20 _|Marrén - pardo vetas amarillas _[Trozos iregulares Resinoso suave
MUESTRA 21 Marrén - pardo vetas amarillas  [Trozos irregulares Resinoso suave
MUESTRA 22  Amarillo - Negro Trozos imequlares Resinoso suave
MUESTRA23  Mardn - pardo Trozos imequlares Resinoso suave
MUESTRA 24 lAmarillo - Negro Trozos imegulares Resinoso suave
iu'ILIESTRA 25 Marrdn - pardo 10nos rojos Trozos irequlares Resinoso fuerte
hI'IUESTRA 26 Marrén - pardo lonos rojos Trozos irequlares Resinoso fuerte
HUESTRAZ? Marrdn - pardo Trozos iregulares Resinoso fuere
MUESTRA28  Marrén - pardo tonos rojos Trozos irmequlares Resinoso fuere
MUESTRAZ9  Marmdn - pardo tonos rojos Trozos irmequlares Resinoso fuerle
MUESTRA 0 Marrdn - pardo tonos rojos Trozos imegulares Resinoso fuerle
[MUESTRA 31 Marrdn - pardo tonos rojos Trozos imegulares Resinoso fuerie
MUESTRA 32  IMarrén - pardo tonas rojos Trozos irregulares Resinoso fuerte
hl'ILIESTRABE Marron - pardo tonos rojos Trozos irmequlares Resinoso fuere

Tabla n® 6. —Color, aspecto y olor de los propdleos estudiados.
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3.4.1.1. Color

En general podemos decir que predominan los colores marrones y pardos, muchos con tonalidades roji-
zas y amarillas. Le siguen los marrones claros y amarillos. Las dos muestras de Cadiz son de color negro.

(Tabla n° 7 y Figura n® 2)

6,10%

15,20%

6.10%

5,10%

27,30%
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Color Porcentaje
Amarillo — Negro 6,10%|
Amarillo con tonos rojos 3,UU%|
Marron 6,10%
Marron — castaiio 3%|
Marron — pardo 15,20%
Marron — pardo tonos rojos 2?,3ﬂ%|
Marron — pardo vetas amarillas E,1ﬂ%|
Marrén — pardo vetas oscuras 15,2U%|
Marron oscuro ﬁ,1ﬂ%|
Marron tonos rojos 6,1ﬂ%|
Nearo 6.10%

Tabla n2 6. —Color de los propdleos estudiados.

@ Amarillo — Negro

B Amarillo con tonos rojos
OMarrén

O Marrdn — castafio

B Marrdn - pardo

15,20% O Marron - Parm tonos m:iﬂs

B Marrén - parde vetas amarillas
OMarrdn - pardo vetas oscuras
B Marrdn oscuro

B Marrdn tonos rojos

OMNegro

Figura n® 2. —Distribucién porcentual de las
muestras de prépoleos estudiadas.
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3.4.1.2. Aspecto

Todas mas muestras provienen de propédleo raspado. Més de la mitad (51,5%) se presenta en forma de
trozos irregulares o briquetas, seguido de masas irregulares con brillo (Figura n° 3).

3.4.1.3. Olor

Como vemos en el grafico, predomina el olor caracteristico del propdleos, resinoso fuerte (picante en la
nariz, aromatico y balsdmico), s6lo las dos muestras procedentes de Cadiz presentaban un olor resinoso
pero desagradable (Figura n° 4).

Figura n® 3. —Aspecto
de las muestras de
prépoleos entregadas
por los apicultores

Figura n® 6. —Color de
las muestras de prépo-
leos estudiadas.
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3.4.1.4. Consistencia, sabor e Impurezas mecanicas

Como hemos indicado anteriormente las mayoria del Propdleos es viene en trozos irreguales y masas
irregulares. Estos a temperatura ambiente se tornan blandos y maleables. Por debajo de los 15°C se
endurece.

El sabor, con la excepcion de la muestra de Cadiz, es tipico de los propédleos, amargo.

Todas las muestras presentan impurezas mecanicas visibles, especialmente astillas procedentes del ras-
pado.

Como hemos indicado en apartados anteriores, se ha medido el rendimiento disolviendo los propéleos
en etanol al 15%, obteniendo valores del 74% - 79% en los propdleos obtenidos de malla en los col-
menares experimentales y valores del 25% - 60% de los propdleos procedentes de raspado. Lo cual
nos lleva a pensar que el apicultor no discrimina bien el producto cuando lo raspa, siendo para el sector
un producto nuevo del que necesita informacion para obtener practicas adecuadas de produccion y
conservacion.

El porcentaje de ceras e impurezas mecédnicas, comprende la fraccion del propdleos que no tiene nin-
guna utilidad, por lo que a mayor porcentaje menor calidad del producto y menor precio de mercado.

Fotografia n? 4.- Fotos de los propéleos recolectados.

3.4.2- Humedad y cenizas

La humedad media de las muestras ha sido del 2,4%, es decir se encuentra por debajo del 5%, cum-
pliendo la Pharmacopea Europea (Tabla n°® 8). Excepto las dos muestras de Cadiz, con valores superio-
res al 5.0% y donde crecieron mohos pasados unos dias.

Asimismo todas las cenizas se encuentran por debajo del 5%, con una media de 2,18% cumpliendo con
los parametros de calidad de la Pharmacopea Europea.

Media £ DS (n=33) Rango (%) (n=33)
Humedad (%) 241+£118 14-68
Cenizas (%) 2,18 £ 0,96 0,7-32

Tabla n® 8.- Resultados de los valores medios en humedad y
cenizas de las muestras de propdleos.
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3.5.- Determinacidn del contenido en polifenoles y flavonoides

3.5.1.- Determinacion de fenoles totales (FT)

Se ha determinado utilizando el método espectrofotométrico
de FOLIN-CIOCALTEAU (Singleton y cols., 1999; Kuma-
zawa y cols., 2002). Tomamos 0,5 ml de un Extracto Etandlico
de Propdleos (en adelante EEP) y se mezcla con 0.5 ml del
reactivo Folin-Ciocalteau y 0.5 ml de una solucién de Na2CO3
al 10%. Se deja incubar 1 hora a temperatura ambiente y se
mide la absorbancia a 760 nm. Las EEP se evaltan a una con-
centracion final de 20 pg/ml. (Fotografia n° 5)

El contenido total en polifenoles se expresa como miligramos
por gramo de acido gallico (gallic acid) equivalentes.

Fotografia n? 5.- Extracto etandlico de
propdleos (EPP) previo a su analisis.

3.5.2.— Determinacion del contenido en flavonoides.

Se ha determinado utilizando el método de Woisky y Salatino (1998). Se afiaden a 0,5 ml de EEP otros
0,5 ml de una solucién al 2% en etanol de AICI3. La absorbancia se mide a 420 nm después de una hora
en incubacion a temperatura ambiente. Las EEP se evaltan a una concentracion final de 20 pg/ml

El contenido total en flavonoides se calcula como quercitina (mg/gr) de la curva de calibracion.

3.5.3.- Resultados y discusion

En la tabla n° 9 mostramos los resultados del contenido en polifenoles y flavonoides obtenidos en este
estudio.

El contenido total en polifenoles (mg/g EEP) ha variado entre 31,4 y 364,0, con una media de 2133 +
67,2 (mg/g EEP). Si obviamos las dos muestras de Cadiz, que presentan unos valores muy bajos, el rango
se sittia entre 129,50 y 364,0 (mg/g EEP), con una media de 224,7 + 50,8 (mg/g EEP).

El contenido en polifenoles del 60,6% de las muestras se encuentran en el rango 200-300 mg/gr descrito
por otros autores como caracteristico del propéleos procedente de Europa y Asia (Kumazawa y cols
(2004). Dos muestras (6,1%) procedentes de Sierra Nevada (La Alpujarra baja) superan los 300 mg/gt.

El contenido total en flavonoides (mg/g EEP) ha variado entre 23,0 y 144,5, con una media de 91,7 +
23,8 (mg/g EEP). Si obviamos las dos muestras de Cadiz, que presentan unos valores muy bajos el rango
se sitda entre 60,3 y 144,5 (mg/g EEP), con una media de 95,7 + 18,3 (mg/g EEP).

Como vemos en la tabla los flavonoides representan el 47,1% del total de los fenoles, con un minimo del
31,1% y un maximo del 93,4%. Lo normal es que lo flavonoides representen mas del 80% del total de
los flavonoides, por lo que estos resultados en principio hay que tomarlos como orientativos en tanto en
cuando no tengamos concluidos los resultados de identificacion y cuantificacion por los métodos cro-
matograficos. Ya que dependiendo de los componentes, se han encontrado importantes diferencias de
cuantificacion entre los métodos espectrofotométricos y cromatograficos (Serra y cols., 1994).

Como podemos observar en la Figura n° 5 existe una correlacion significativa entre el contenido en po-
lifenoles y el contenido en flavonoides (r2=0,909; p<0,01, n=33).
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Polifenoles Totales | Flavonoides totales | % sobre el total de
(mgl/g EEP) (mglg EEP) fenoles
MUESTRA 1 329.9+4.8 138.3+0 41,9
MUESTRA 2 282.441.5 105.2+2.6 37.3
MUESTRA 3 283.3+1.9 103.7+1.8 36,6
MUESTRA 4 278.3£5.1 107.9+3.6 38,8
MUESTRA 5 364.0+1.8 144 .5+6.2 39,7
MUESTRA 6 192.944.3 84.8+3.7 44,0
MUESTRA7 208.6+2.1 91.3+2.3 438
MUESTRA 8 233.9+0.8 117.944.9 50,4
MUESTRA 9 31.4426 23.0+1.8 73,2
MUESTRA 10 41.1£1.3 38.4+1.8 93,4
MUESTRA 11 231.744.3 721418 31,1
MUESTRA 12 246.0+5.1 90.7+3.4 36,9
MUESTRA 13 229.1£2.0 98.4+4.1 43,0
MUESTRA 14 258.9+1.8 94.0+4.7 36,3
MUESTRA 15 221.7+4.0 101.1£3.1 456
MUESTRA 16 192.0+2.0 79.2+2.7 41,3
MUESTRA 17 197.74£2.3 89.2+4.0 451
MUESTRA 18 229.8+2.0 89.2+4.5 38,8
MUESTRA 19 207.1+4.0 83.3+4.6 40,2
MUESTRA 20 138.7+2.2 70.0+8.1 50,5
MUESTRA 21 295.9+2.6 109.6+4.0 37.0
MUESTRA 22 230.9+2.1 106.7+4.2 46,2
MUESTRA 23 189.845.5 104.6+3.1 55,1
MUESTRA 24 208.1£1.0 106.1+4.1 51,0
MUESTRA 25 154.3+2.6 70.0+54 45,4
MUESTRA 26 129.542.3 60.3+3.9 46 6
MUESTRA 27 217.4+6.6 110.5+5.1 50,8
MUESTRA 28 193.5+1.7 79.5+2.8 411
MUESTRA 29 187.1+1.2 95.0+1,3 50,8
MUESTRA 30 195.0+£1.7 96.0+1.3 49,2
MUESTRA 31 220.0+£1.5 87.0+1.8 39,5
MUESTRA 32 195.6+2.8 98.00.9 50,1
MUESTRA 33 225.1%1.1 82.0+1.2 36,4
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Tabla n? 9. — Valores de Polifenoles totales,
flavonoides y porcentaje de flavonoides sobre

el total de Polifenoles.
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Flavonoides totales (m

Figura n? 5. —Correlacion entre los 0 50 100 150 200 250 300 350 400

valores de Polifenoles y flavonoides Polifencles totales {mg/g)
(r2=0,909; p<0,01, n=33

Como observamos en la tabla n° 10, éstos pardmetros de calidad del propéleo producido en Andalucia
se encuentran en la media de los propéleos producidos en otros paises (Kumazawa y cols, (2004); Mok-
Ryeon y cols., (2004); Chia-Chi y cols., (2002); Isla y cols., (2005); Kosalecy cols., (2003)). El contenido
en polifenoles totales en algunas muestras de propéleos procedente de La Alpujarra (Granada) alcanzan
valores maximos encontrados en la bibliografia. El contenido en flavonoides se encuentra también en la
media de otras producciones en el mundo.
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Polifenoles totales — Rango
(mglg de EEP)

Flavonoides — Rango

(mglg de EEP)

Cita

Andalucia (Espaiia) [224,7 + 50,8 (129,50 - 364,0) 95,7 + 18,3 (60,3 -144,5)

Argentina 212+92 130+£55 1
Australia 269 + 16,13 145 £6.5 1
Brasil 12056 51924 1
Bulgaria 220+ 25 157 +£89 1
Chile 210+ 111 116£9,3 1
China (Hebei) 298 + 8.7 147+9.3 1
China (Hubei) 299+05 158 + 10,8 1
China (Zhejiang) 262 + 12,6 136174 1
Hungria 242 +0,2 176 £1,7 1
[Nueva Zelanda 237 +£6,0 152+ 126 1
Sudafrica 955+44 50,8 +0,8 1
Tailandia 31,2+0,7 25+08 1
Ucrania 2556+ 74 63,7 +3,2 1
Uruguay 187 £8,5 168 + 6,4 1
Estados Unidos 256 £ 15,7 122+ 6,2 1
Uzbekistan 174 £6,7 942 6,8 1
Corea 850+£20-28304£50 16,0+£20 -1360£90 2
Taiwan 206 - 213 3
Brasil 103,8 3
China 17491776 3
Argentina 32,5 -330,55 4
Croacia 26,6 - 160,3 1,1-1572 5

3.6.1.- Introduccion

Tabla n? 10. — Resultados de Polifenoles y flavonoides procedentes de propéleos de
diferentes partes del mundo. {1Kumazawa y cols, (2004); 2 Mok-Ryeon y cols, (2004); 3
Chia-Chiy cols, (2002); 4 Isla y cols, (2005); 5 Kosalec y cols (2003)}
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3.6.— Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de un compuesto no viene dada solo por la suma de las capacidades antio-
xidantes de cada uno de sus componentes; también depende del microambiente en que se encuentra el
compuesto. Los compuestos interactian entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios.
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Diversos compuestos cromdgenos (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO y FRAP) son utilizados para de-
terminar la capacidad que los compuestos fendlicos, que contienen diversos alimentos, para captar los
radicales libres generados, operando asi en contra los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion.

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH. Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas
condiciones, aunque también muestran diferencias. El DPPH es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccion
que puede ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP), enzimatica (peroxidase,
mioglobulina), o también eletroquimica. Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de
naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico.

3.6.2.- Método DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl)

Hemos seguido el método de Okada y Okada (1998), de manera que mezclamos 2,7 ml de la solucién
EEP (90 pg/ml) y 0,3 ml de una solucién 2mM DPPH. Se deja incubar 15 minutos en oscuridad, leyén-
dose la absorbancia a 517 nm.

Las medidas de absorbancia a 517 nm se realizan antes de anadir la muestra (A0) y pasados los 30 y 60
minutos (Af). La concentracién de DPPH en el medio de reaccién se calcula a partir de una curva de
calibrado obtenida por regresion lineal.

Vitamina E y BHT (Buthyl-hydroxy toluen) a la misma concentracion que la solucion EEP se utiliza
como referencia.

3.6.3.— Método ABTS (2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

Se ha calculado siguiendo el método de Erel (2004). El radical ABTSe+ se obtiene tras la reaccion de
ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2,45 mM, concentracion final) incubados a temperatura ambien-
te (£25°C) y en la oscuridad durante 12-16 h. Una vez formado el radical ABTSe+ se diluye con etanol
hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre 0,70 (+0,1) a 734 nm (longitud de onda de
maxima absorcién).

Para determinar la actividad neutralizante o capacidad de atrapar los radicales libres (scavenging activi-
ty), 3ml de la solucién diluida de ABTSe+ se afiade a 20 pL. de la solucion de EEP, y se mide la absor-
bancia a 734 nm a los 5 minutos de la mezcla, usando etanol como blanco.

El porcentaje de inhibicién se calcula siguiendo la expresion:
% Inhibiciéon= (Ac/As) / Ac x 100
Donde Ac es la absorbancia del control y As es la absorbancia de las muestras

El antioxidante sintético de referencia, Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid) y la vitamina E, se usan como referencia.

Las muestras de EEP se ensayan a una concentraciéon de 200 pg/mL y el trolox y la Vitamina
E a50 pg/mL.

3.6.4.- Resultados y Discusion

En las figuras n® 6, 7 y 8 mostramos los resultados obtenidos.

Para la DPPH las muestras han mostrado unos valores de «scavenging activity» (capacidad de atrapar
radicales libres) comprendidos entre 23 % - 85,7% de inhibicion, con una media de 49,12% + 16,02%,
sin contar las dos muestras de Cadiz (Figura n° 6).
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Para la ABTS las muestras han mostrado unos valores de «scavenging activity» (capacidad de atrapar
radicales libres) comprendidos entre 23% - 71,2% de inhibicién, con una media de 48,96% + 11,09%,
sin contar las dos muestras de Cadiz (Figura n® 7).

Como observamos en la figura n° 6, dos muestras de Sierra Nevada, con alto contenido en polifenoles
presentan un porcentaje de inhibicién bastante alto (> 80%), un 25% de las muestras presentan porcen-
tajes de inhibicién superiores al 60%.

En la figura n® 6 observamos que existe una correlacion significativa entre el contenido en polifenoles y
el DPPH (r2=0,982; p<0,01, n=28), es decir, cuanto mayor es el contenido en polifenoles totales, mayor
la capacidad antioxidante de la muestra.
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Figura n? 6. —Resultados de DPPH. Porcentajes de inhibicidén obtenidos.
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Figura n® 7. —Resultados de ABTS. Porcentajes de inhibicién obtenidos.
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Polifenoles total

DPPH (%)

Figura n2 8. —Correlacion entre los valores de DPPH y polifenoles totales (mg/g EEP) (r2=0,982; p<0,01, n=28).
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3.7.— Identificacion de los principales componentes de los Propéleos recogidos

OOOOOOOOOOOOOOOVOIOOOOOOIOOOOOOOOIOOOOOOOOOOVOOOOOOIOOOOOOOOOOIOOOOOOOOOOVOOOOOOIOOOOOOOOOOIOOOOOOIOOOOOOOOVOIOOOOOOIOOOOOOOOOOIOOOOOOOO

Esta es una fase muy interesante y sera uno de los objetivos de futuro para el equipo investigador de la
APAG y del Consejo Regulador de la DOP Miel de Granada a raiz de este proyecto.

La identificacién y cuantificacion de todos los componentes que forman parte del propdleos en Andalu-
cia es un proceso largo que nos llevara todavia algunos meses, fuera del alcance de los objetivos de este
proyecto, con una duracién inicial de 12 meses prorrogada a 18 meses.

Se ha realizado el perfil cromatografico de las muestras estudiadas (Figuras n® 9 a n® 14), estando actual-
mente en fase de identificacion de los componentes (Figuras n° 9y 10)

4 11
200000 ] 140000 [

120000

150000 | 100000

80000

100000 0000

50000 | 40000

20000

0 0
-20000 §

Figura n® 9. —Perfiles cromatograficos de las muestras de propdleos
(4,11, 6y 13) e identificacion de algunos compuestos.
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Entre los compuestos que hemos podido identificar se encuentran (Figura xx):

Acido caféico (1)

&
‘7;;6’

% Acido p-cumarico (2)

# Acido ferdlico (3)

Pinobanksina (4)

# Cinnamylidenacetic acid (5)

“# CAPE (caffeic acid phenethyl ester) (6)
# Crisina (7)
Pinocenbrina (8)
Galangina (9)

% Quercitina

% Apigenina

# Cinnamyl caffeate (10)

La identificacién y cuantificacion de estos compuestos resulta indispensable para conocer el las propie-
dades y utilidades del propdleo en Andalucia. La separacion de los distintos compuestos mediante tec-
nologia de «fluidos supercriticos» permite abrir el uso de los componentes individuales en la industria
alimentaria y en la salud humana.

::D/\j\w . /@f‘iun “t: :@f‘iun %n

cafieic acil (1) p-comart acl @) £l acH @) piobanksin @)

I R v

cimam yldenacett acil 5) cafieir acH phenethylester CAPE) §) chrysin )

nn@.@ m%]:.? - Dﬂi“ ~0

OH O
phocembrhn @) galangin (@) cimamylcafieate (0)

Figura n® 10. —Estructura quimica de algunos
de los compuestos identificados.
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3.8.— Contenido en minerales y metales

Hemos realizado un analisis de 24 compuestos por ICP Ms/Ms. Los resultados de estas determinaciones
se reflejan en la Tablan® 11.

Como vemos el propdleos presenta altos contenidos minerales en muchos minerales esenciales (Fe, Mg,

Ca, P, K, etc...).

Uno de los mas interesantes es el zinc, compuesto de interés bioldgico por sus propiedades antioxidantes
y anti-inflamatorias. Este elemento, es de vital importancia en la actividad de algunas enzimas como es
el caso de la anhidrasa carbénica, que existe en combinacién en sangre periférica el diéxido de carbono
con el agua periférica de los glébulos rojos para la rapida liberacion del diéxido de carbono desde la
sangre capilar pulmonar a los alvéolos (Guyton, 1988). En las dos muestras analizadas hemos obtenido
valores de 162,9 mg/kg y 1363,5 mg/kg.

Los elementos mas representativos son el calcio y el potasio, seguidos del magnesio, azufre, zinc, silicio,
hierro, aluminio y fésforo.

Como vemos en los resultados, no se detectan metales pesados como el mercurio, el cadmio o el arsénico.

En el lado negativo tenemos la presencia de Plomo en un 58,3% de las muestras de propdleos. Las
muestras con presencia de plomo, presentaron valores entre 0,6 - 3,3 mg/kg.

En la bibliografia, la presencia de algunos metales pesados en Propdleos es frecuente, con valores maxi-
mos de 60 mg/kg (Sessa, 1990). Dependiendo del mercado al que vayan dirigidos, los propédleos con
valores superiores a 1 ppm de plomo (1 mg/kg) son rechazados. La presencia de plomo se debe sobre
todo a problemas de contaminacién ambiental.

En nuestro caso, no comprendiamos la presencia de plomo en el propéleos. Las colmenas de donde
provienen las muestras de este estudio, estan situadas en espacios naturales, lejos de fuentes de contami-
nacion, no hay apenas industrias y es escasa la circulacién de vehiculos.

Asi mismo, los materiales con los que se construye las colmenas no contienen plomo y los utensilios del
apicultor para rascar el propdleos (rasquetas) son de acero.

Una de las sospechas iniciales se encamingd a los ahumadores, su conservacion y el combustible utilizado
para el mismo.

Hay varios factores a considerar:

# En los dltimos afios un porcentaje importante de
apicultores ha dejado de utilizar como combusti-
bles los elementos que le ofrece el medio natural
(esparto, pifias, etc...) decantandose por el uso de
unas briquetas de madera prensada que se comer-
cializan como combustible para los ahumadores.
(Fotografia n° 6)

# La conservacién de los ahumadores es en muchos

casos deficiente presentando incrustaciones del

combustible que pueden crear problemas en los
productos de la colmena.

&

“ El propdleos permanece mucho tiempo en la col-
mena, por lo que se expone continuamente al humo
en las visitas periddicas del apicultor. Si este esta Figura n2 13. —Perfiles cromatograficos de las
contaminado, evidentemente acumulari el conta- muestras de propdleos (Muestras 21 a 28).
minante a lo largo del tiempo.
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El anilisis de las briquetas de madera prensada que se usa como combustible para los ahumadores, son
reveladores para explicar esta contaminacién y los resultados han sido los siguientes:

“# Plomo: 0,21 mg/kg

“# Cadmio: 0,07 mg/kg
Sin embargo los analisis de otros productos como pifias o esparto seco han ofrecido valores no detecta-

bles de plomo y cadmio. La conclusién es por tanto directa, hay que usar como combustible los materia-
les tradicionales, que ademads contribuyen a mantener limpio el monte.

Media + DS | Maximo | Minimo | n L.D.
Mineral (mgl/kg) (mglkg) | (mglkg) (mglkg)
Aluminio 4571+96 54498 | 3076 | 7 0,02
Antimonio <LD 5 0,01
Arsénico <LD 5 0,005
Azufre 7409+043 | 13733 | 45164 | 5 0,5
Boro 84+34 14,1 4.8 9 0,1
Cadmio <LD 5 0,002
Calcio 3545+ 19288 | 6683 1773 5 0,5
Cobalto 0,29 +0,27 0,7 0 5 0,01
Cobre 31+07 4,03 2,08 5 0,01
Cromo 16+0,7 2,5 0,5 5 0,5
Estano <LD 5 0,02
Fosforo 3709+ 159,2 | 516,2 171,1 5 0,5
Hierro 601,7 + 386,9 1270 3178 | 5 0,02
Magnesio 948,7 +4116 | 14052 | 3893 | 5 0,5
Hganesn 142472 25,9 6,8 5 0,01
Niquel 23+1/1 3,3 0,64 9 0,01
Plata <LD 5 0,01
Plomo 12+13 3,36 0 12 0,01
Potasio 24992+ 1498 | 4790 751 9 0,25
Selenio <LD S 0,01
Silicio 6783+1375 | 8798 4995 | 5 0,1
Sodio 151,9 + 36,1 188,2 92,5 5 0,5
Mercurio <LD 9 0,001
Zinc 763,2+8489 | 13635 1629 | 2 0,01

Tabla n? 11. —Valores medios de los minerales y metales en las
muestras de propéleos de Andalucia
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3.9.— Contaminacidn bidtica y abidtica

3.9.1.- Acaricidas, plaguicidas, fungicidas y pesticidas

Mediante Cromatografia de Gases asociada a masas/masas hemos realizado un barrido para estudiar la
presencia de los posibles residuos de los principales pesticidas que se utilizan en el medio agricola, asi
como las principales materias activas acaricidas que utilizan los apicultores para el control de Varroa
destructor (Tabla n® 12).

Para un nivel de deteccion (LD) de 0,01 mg/kr, no hemos encontrado ninguna de las sustancias rastrea-
das. En dos muestras (6,1%) hemos encontrado tau-fluvalinato, utilizado para el control de la varroosis,
a unos niveles de 0,013 mgr/kg (muestra 29) y 0,028 mgr/kg (muestra 33).

Acefato Fention Piridafention
Acritanin Flucitrinato Pirifenox
Amitraz Flunvalinato tau I+I1 Pirimetanil
Benalaxil Fonofos Pirimicarb
Bifentrin Fosalona Pirimifos metil
Buprofecin Heptenofos Procimidona
Bromopropilato Hexaconazol Prometrina
Bupirimato [prodiona Propargita
Carbofenotion Cihalitrin-lambda Propizamida
Cipermentrina Lindano Quinalfos
Ciproconazol Malation Quinometionato
Clorfenvinfos Mecarbam Tebuconazol
Clorpirifos Metalaxil Tebunfenpirad
Clorpirifos metil Metamidofos Tetraclorvinfos
Clortalonil Metidation Tetradifon
Clozolinato Metiocarb Triadimefon+triadimenol
Deltametrin Mevinfos Triazofos
Diazinon Miclobutanilo Vinclozolina
Dicloran Monocrotofos

Diclorvos Nuarimol

Dicofol Ofurace

Dimetoato Ometoato

Dietofencarb Oxadixil

Endosulfan (a+p+sulfato)  Paration

Etridiazol Paration metil

Fenamifos Penconazol

Fenarimol Permetrin I+II

Fenpropatrin Pirazofos

Fenitrotion Piridaben

Tabla n? 12. —Principales activos rastreados en las
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3.10.- Antibidticos

Mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector de fluorescencia, hemos estudiado la
presencia de sustancias utilizadas en la lucha contra las enfermedades bacterianas de las abejas.

Buscandose antibioticos (2 familias) y sulfamidas:

Tetraciclina, oxitetraciclina y clortetraciclina a un nivel de deteccién de 10 ppb (0,01 mgr/kg).
Estreptomicina y dihidroestreptomicina a a un nivel de deteccién de 10 ppb (0,01 mgr/kg)

Sulfamidas (13 compuestos), a un nivel de deteccién de 10 ppb.

€2 Sulfadiacina
) Sulfadimetoxina
. Sulfameracina
. Sulfametozazol
. Sulfameter

€2 Sulfametizol
> Sulfatiazol

2 Sulfisozasol
2 Sulfadoxina
©J Sulfapiridina
./ Sulfametacina

0 Sulfaquinoxalina

No se ha hallado contaminacién en las muestras objeto de estudio.
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4. Conclusiones

“ Andalucia, con unas 500000 colmenas puede producir en torno a los 180.000 kg de pro-
poleos con un valor en el mercado entre 4,5 — 18 millones de euros dependiendo de
sus caracteristicas.

La cantidad de Propéleos producida por la colmena depende de muchos factores (abejas,
vegetacion, clima, etc..). De acuerdo a las experiencias realizadas, la produccién por col-
mena y afo se sitda en 360 gr en Andalucia.

S

“# El propéleos es por tanto una interesante produccion para diversificar las rentas de la ex-
plotacion apicolas, requiriendo ademas pocas inversiones.

El apicultor debe aprender a recolectar y distinguir el propéleos de la colmena.

“+ La calidad y composicion quimica del Propéleos varian segin la fuente vegetal y las con-
diciones ambientales.

La manipulacién debe realizarse con las maximas exigencias de higiene y en lugares per-
fectamente limpios.

“ La calidad esta directamente relacionada con los métodos de recoleccion, almacenamiento
y conservacion.

Mantener limpios los ahumadores y utilizar combustibles tradicionales. Se desaconseja el
uso de briquetas de madera prensada.

“ Las muestras de propdleos presentan capacidades antioxidantes de 2530 pmol/gr (TEAC),
siendo el propéleos la fuente natural de antioxidantes mas importante de los productos
agroganaderos.

El propéleos producido en Andalucia presenta muy buenas caracteristicas para su produc-
cioén e insercion en el mercado nacional e internacional.

' Es necesario conocer los componentes individuales y favorecer industrias de transforma-
cion.

Es necesario implicar a grupos médicos para avanzar en determinados campos clinicos tal
y como se esta haciendo en otros paises.
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Abstract The aim of this work is to determine the
content of essential and toxic elements in 25 raw prop-
olis samples, when considering pollution agents and
geographical and botanical factors. The microwave-
assisted digestion was the most reliable and accurate
method for determination of inorganic elements in prop-
olis samples. The results were obtained using certified
reference materials in a good agreement with certified
values. Inductively coupled plasma atomic emission
spectroscopy was used for the determination of 23
macro- and microelements (Ag, Al, As, B, Ca, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, Si, Sn,
and Zn). A Mercury analyzer was also utilized for the
detection of the total Hg. Among the analyzed metals,
Ca, K, Mg, Zn, Si, S, Fe, Al, P, and Na were found to be
the most predominant. Heavy metals (As, Cd, Hg, and
Pb) were determined in minimal concentration, and Pb
was the highest mean contained toxic (<3.80 mg/kg),
without influence on provisional tolerable weekly intake
values. The method can be applied for routine analysis
and quality and environmental pollution controls of
toxic elements in propolis samples. The results obtained
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indicate no pollution of the collection areas and natural-
ly high concentration of Al (460+£62.2 mg/kg).

Keywords Propolis - Heavy metals - Trace
elements - ICP-AES - Mercury analyzer

Introduction

Propolis is a natural product collected by honeybees
with an extremely complex composition and used as
phytochemical ingredient in functional foods at levels
that may confer health benefits (International Food
Information Service 2005). Most of the propolis is based
on ethanol/propylene glycol extracts, indicating that it
has antiseptic, antifungal, antibacterial, antiviral, ant-
inflammatory, and antioxidant properties (Bonvehi and
Gutiérrez 2011; Kujumgiev et al. 1999). The major
fractions are resins and balsams composed of flavonoids
and phenolic acids or their esters, which often form up to
50 % of all the ingredients (Bonvehi and Coll 2000).
Several authors have indicated that bees and their prod-
ucts may be used as biological indicators of the envi-
ronmental pollution which are present in the area where
they fly (Burdock 1998; Perugini et al. 2011). Since they
harvest from different plants which are growing in dif-
ferent agro-climatic conditions, significant differences
can be expected in the mineral composition. Air and
ground contain heavy metals which contaminate the bee
colony and its products. Lead, cadmium, mercury, and
arsenic are the principal toxic heavy metals. Lead,

@ Springer



6036

Environ Monit Assess (2013) 185:6035-6047

originated mainly from vehicle exhaust, can contami-
nate air and later, nectar, pollen, and propolis. It causes
neurological, physiological, and behavioral effects in
children in function of current levels of exposure. On
the other hand, cadmium, which is originated from
metal industry and incinerators, is emitted from the soil
to plants (Bogdanov 2006). Particles of Hg in suspen-
sion can be transported long distances in the atmosphere
and is considered as an indicator of urban and industrial
pollution, interfering with water absorption, photosyn-
thesis, and respiration of the plants (Morgano et al.
2010). Arsenic is a ubiquitous and is a toxic element
that can be found in rocks, water, soils, and plants and
even in air. Arsenic appears in the environment in var-
iable oxidation states (-3, 0, +3, +5).

A provisional tolerable weekly intake (PTWI) of
the toxic heavy elements has been established at 25, 7,
15, 14, and 4 or 1.6 ug/kg of body weight for Pb, Cd,
As, Sn, and Hg (as inorganic or methylmercury),
respectively (FAO/WHO 2007). They are persistent,
remaining in the environment for long periods without
changing their toxic properties.

The honeybee is quite susceptible to serve as an
indicator of pollution; in fact, numerous scientific pub-
lications show traces of Pb and Cd pollution in bee
products (Kalbande et al. 2008; Madras-Majeswska
and Jasinski 2003). Furthermore, the trace element pro-
files provided information enough to develop the clas-
sification of the geographical origin of propolis
(Cantarelli et al. 2011) and identify the possible pres-
ence of toxic elements according to the origin of the
source, the season of the year, and the frequency of
rainfall, among other factors (Bogdanov et al. 2007).

Traces of certain metals can also cause a variety of
undesirable changes in propolis preparations during
their formulation and storage. Among trace elements,
chromium, iron, and zinc were the most common.
When propolis is in contact with stainless steel surfa-
ces during harvesting, processing and/or its prepara-
tion to be commercialized can generate higher Cr
content, due to the corrosive effect of propolis acidity.
This acidity is produced for the possible presence of
some low-molecular-mass acids (fundamentally phos-
phoric acid), which are originated from plant exudation
(Bankova et al. 1998; New Zealand Food Safety
Authority 2006). Phosphoric acid is corrosive in contact
with most construction materials so it is recommended
to use material manufactured from food-grade stainless
steel. The hives are made basically of natural materials

@ Springer

(wood), presenting no risk of contamination in the en-
vironment or the apiculture products. Therefore, galva-
nized containers can be a source of Zn contamination. It
can also be assumed that phenolic compounds present in
propolis tend to be chelate metals such as iron and
copper, catalyzing components of chemical reactions
which originate free radicals or chelates with heavy
metals. Even at levels of a few milligrams per kilogram,
complexes can be formed causing the development of
colors (e.g., black pigment when iron combines with
phenolic compounds). According to these factors, prop-
olis can contain heavy metals, which can significantly
affect the biological properties of derived products (e.g.,
tincture of propolis). English propolis reported elevated
values of lead, from 2.3 to 461 mg/kg, in proximity to
industrial areas (UK Food Standards Agency 1995). The
maximum limit fixed for this metal by the Japan
Propolis Conference was 20 mg/kg (Yamamoto 1996),
and the limit fixed by the Codex Alimentarius in foods
in general is 2 mg/kg (FAO/WHO 2011). Through this
action, the content of toxic elements in propolis is a
useful bioindicator for monitoring pollution and an im-
portant quality control parameter showing its health
safety (Cvek et al. 2008).

One of the most significant advances made in trace
metal analysis in recent decades has been the use of a
plasma source for atomization—excitation samples, but
furnace atomic absorption spectrometry and graphite
furnace atomic absorption spectrometry are still among
the most commonly used methods for the determination
of Cu, Ni, Pb, Cd, Mo, and Zn in biological and food
samples (Kulevanova et al. 1995; Tuzen et al. 2004).
More recently, a radiofrequency discharge is used to
transfer energy to a gas with an electrical power source
(inductively coupled plasma atomic emission spectros-
copy (ICP-AES)), with a considerably improved detec-
tion limits, accuracy, and precision, as well as for its
multielement capabilities. Prior to inductively coupled
plasma (ICP) analyses, the samples should be first lique-
fied in a solution. For this reason, a digestion process is
needed for solid samples. Dry, wet, and microwave
digestion are the main methods to trace heavy metals
in solid samples. Sample digestion or decomposition is a
critical phase in the analysis of products with high
organic matter contents such as propolis. Thus, a simple
and rapid analytical procedure for propolis is needed to
carry out routine product screening and quality analyses.

The purpose of the present work was to determine
simultaneous measurements of macro- and heavy metals
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of propolis samples, using ICP-spectrometry with an
appropriate microwave digestion technique. In the trace
element analysis, the standard certified reference mate-
rials (CRM or SRM) play an important role in terms of
accuracy and reliability. For this reason, analysis of
CRM is carried out at first, and then the obtained results
are compared with the certified values to assure that
accurate and reliable results are obtained (Srogi 2006).
Another goal was to examine the health safety of tested
samples regarding the content of toxic elements.

Experimental
Propolis samples

The work was realized using 25 representative sam-
ples of propolis obtained from apiaries located in
various regions of Andalusia (South Spain). Figure 1
shows the collection sites of each sample. The samples
were collected mainly in three areas: (a) The “Sierra
Nevada National Park” (172,000 ha) is the second
highest massif in Western Europe, after the Alps; there
are more than 20 peaks over 3,000 m in altitude, and
the highest of which, at 3,481 m, is Mulhacen. The

Seville province N

“ Mailaga
province

Cadiz
province

Cordoba
province

“Sierra Nevada” has the highest variety of vegetation
in Spain (2,100 species and subspecies of recorded
area and 66 endemic plants). Trees in the park include
Iberian Mountain pine, holm oak, chestnut, Pyrenean
oak, poplar, willow, ash, elm, etc. The habitat ranges
through rocky summits, deep gorges, fast rivers, and
about 50 glacial lakes. The fragile balance is seriously
threatened by the excessive grazing of livestock and
by climate change, with continental Mediterranean
climate with cold winters and mountain climate; (b)
the “Alcornocales Natural Park” (168,000 ha) is made
up from low mountain ranges containing more sand-
stone than limestone and contains the world largest
cork oak forest; the flora include gall, Pyrenean, and
holm oaks, wild olives, carob, alder and ash, tree
heathers, lavenders, laurels, hazels, etc.; and (c) the
“Sierra Norte Nature Park” (177,500 ha), in the prov-
ince of Seville, spans part of the “Sierra Morena
Mountain Range” where the countryside predominant-
ly consists of large pastures with oak trees. The plant
life of the Sierra Norte is adapted to a Mediterranean
climate with dry, hot summers and mild winters, the
cork oak being one of the most characteristic species.
Species which require more moisture, for example, the
gall-oak, can be found in the areas at higher altitude.

Almeria
province

Fig. 1 Map of Andalusia region, with the distribution of sampling areas
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On the banks of the rivers, especially “El Huesna
River,” you can find spectacular woods. They contain
species of great ecological worth such as the alder tree,
ash, elm, the black poplar, and various species of wil-
low, blackberry, and hazelnut trees (Spanish Ministry of
Agriculture, Food and Environment 2010). The raw
propolis samples were collected in the same apiary from
spring to winter (2006 to 2007), employing the scraping
technique with a production per hive between 105 and
480 g/year in Langstroht hives and of 180 to 500 g/year
in Dadant hives. Pollen grains may be introduced into
propolis by worker bees during manufacture and may
contain ‘bees’ loads from anemophilous plant species.
The palynological processing of samples was also de-
termined according to Barth (1998). The main plants
species visited that contributed to the formation of prop-
olis were: chestnuts (Castanea sativa), oaks (Quercus
sp.), poplars (Populus sp. (Aigeros section)), eucalyptus
(Eucalyptus sp.), and pines (Pinus sp.). Representative
samples were harvested (300 g) and sent to the labora-
tory with the corresponding collection and location data
(Table 1). After harvesting, prior to analysis, macro-
scopic impurities were removed. Later, two subsamples
from different parts of each lot were taken to compose
the 50-g sample. The samples, previously cooled at
—20 °C for 24 h, were milled in an IKA A 10 analytical
mill (LabSource, UK) and sifted with a 0.420-mm (40-
mesh) sieve. The resulting product was packaged in
foils; 25 g was used as a control sample, and 25 g was
left to carry out assays in darkness at 4 °C. The samples
were homogenized and analyzed in triplicate.

Reagents and standards

All reagents were of analytical grade unless otherwise
stated. Ultrapure water (Milli-Q, Millipore Corp,
Bedford, MA, USA; resistivity of 18.2 MQcm) was
used for spectrometric use. Nitric acid, hydrochloric
acid, mercury chloride, and hydrogen peroxide were of
suprapure quality (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Germany). All laboratory glassware was kept overnight
in 10 % (v/v) HNOs acid solution, rinsed with deionized
water, and then dried in a dust-free environment prior to
use. Standard certified reference material BCR-679%®
(White Cabbage, Institute for Reference Materials and
Measurements, Geel, Belgium) was used to verify the
digestion method. Standard ICP multi-element Merck®
solution VI for MS in 1 mol/l HNO3 and As (V) stan-
dard were purchased from Merck (Darmstadt,
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Table 1 Propolis sample collection from different locations
throughout East Andalusia

Sample no. Locations Province Apiary

1 Sierra Nevada-Las Alpujarras  Granada 1
2 Sierra Nevada-Las Alpujarras  Granada 1
3 Sierra of Baza Almeria 2
4 Sierra Nevada-Las Alpujarras  Granada 3
5 Sierra Nevada-Las Alpujarras  Granada 3
6 Monte of Pueblo Granada 4
7 Sierra Nevada Granada 5
8 Sierra Nevada Granada 5
9 Los Alcornocales Natural Park Cadiz 6
10 Los Alcornocales Natural Park Cadiz 7
11 Sierra of the Garnatilla Granada 8
12 Sierra of the Contraviesa Granada 9
13 Las Alpujarras Granada 10
14 Las Alpujarras Granada 10
15 Las Alpujarras Granada 10
16 Las Alpujarras Granada 10
17 Sierra of the Sagra Granada 11
18 Sierra of the Sagra Granada 11
19 Sierra of the Sagra Granada 11
20 Sierra of the Sagra Granada 11
21 Sierras of Tejeda and Almijara Malaga 12
22 Sierra Morena Coérdoba 13
23 Sierra Morena Jaén 14
24 Sierra Norte of Sevilla Seville 15
25 Sierra of Cazorla Jaén 16

Harvested in 2006 and 2007

Germany). ICP/direct-coupled plasma (DCP) standard
individual solutions of P, S, Sb, Si, and Sn in 610 wt%
HCI (Sigma-Aldrich) were used for their calibration.

Analytical procedures

Water content

Water content was determined by gravimetry using 2 g
of finely ground propolis in a conventional kiln at
103-105 °C for 2-3 h, until a constant weight was
reached (Bonvehi et al. 1994).

Mineral salt content

The mineral salt of approximately 2 g of finely ground
propolis was placed in a previously weighed porcelain
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crucible and heated (first in a stove at 120 °C, and later
determined by incineration at 500-550 °C) for 8 h
until white ash was obtained. The ash content was
calculated as a percentage of the weight of the dry
residue (Bonvehi et al. 1994).

Mineralization of propolis samples

The 350 mg of milled and homogenized raw propolis was
weighted directly in digestion vessels. Later, with 5 ml of
65 % HNO; (vv) for trace analysis and 2 ml of 30 %
H,0, (v») as oxidizing agents, vessels were covered and
placed into the rotator body of microwave oven Milestone
MLS 1200 Mega Oven (Milestone, Bergamo, Italy), and a
digestion program was realized according to the procedure
recommended by the manufacturer. The digestion condi-
tions were—1 min at 250 W (smooth oxidation of organic
matter); 1 min at 0 W (proceeding of reaction without
addition energy to avoid run-away temperatures and over-
pressures); 5 min at 250 W (termination of the soft oxi-
dation of the organic compounds); 5 min at 400 W, and
5 min at 600 W (final oxidation process), and venti-
lation for 4 min (Cvek et al. 2008). After cooling
digested samples, they were transferred to volumetric
flaks and diluted to 50 ml using Millipore water with
5 % solution of HCI (v»). Digestion procedures were
conducted in ftriplicate. A reagent blank (including
preparations prior to ICP-AES analysis) was also
prepared.

Determination of mineral elements by ICP

All elements were determined by ICP-atomic emission
spectrometer Varian 730-ES with sample separation sys-
tem using standard techniques (Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, CA). The system was controlled by
ICP Expert software, utilizing argon with a purity of
99.996 % as both plasma liquid and auxiliary gas. The
operating conditions were as follows—power, 1,000 W;
nebulizing rate, 0.9 ml/min; flow rates of argon and the
auxiliary gas, 1.5 and 15 1/min; integrating and reading
times, 10 and 3 s; number of replicates, 3. The wave-
lengths (nanometers) used are described in Table 2.
Interference of uncorrected elements shall be less than
20 % of the measure value.

The calibration standard was prepared by diluting a
commercially available multi-element standard (ICP
VI, Merck) and ICP/DCP element solutions with
Millipore water containing 0.6 % nitric acid.

Table 2 Recommended wavelengths, spectral interferences,
quantification limits, and recoveries of the different elements
determined by ICP-AES

Element Line (nm) Interfering LOQ  Recovery (%)
elements (ng/kg)

Ag 328.068 50 97.2
Al 308.215  Mn, Fe 70 96.8
As 188.980 Al 75 89.7
B 249.773  Fe 68 96.2
Ca 393.366 150 95.8
Cd 214438  Fe 25 93.6
Co 228.616 Ti 50 90.7
Cr 267.716  Mn, V 65 102.7
Cu 324754  Ti, Fe 57 95.8
Fe 259.940 70 98.6
K 766.490 Mg 138 89.8
Mg 279.800 25 97.3
Mn 257.610  Fe, Mo, Cr 22 96.5
Na 568.821 126 93.8
Ni 231.604 Co 50 96.4
P 213.618  Cu, Fe, Mo, Zn 250 89.5
Pb 220.353  Al, Co, Ti 70 91.5
S 180.669 Ca 75 91.8
Sb 206.833  Cr, Mg, Co, Mn 204 89.5
Se 196.026 64 88.2
Si 251.611 71 83.7
Sn 189.980 58 94.1
Zn 213.856  Cu, Ni, Fe 100 97.1
Hg* 253.7 2 97.8

LOQ limit of quantification
#Mercury analyzer

The samples and reagents were prepared daily in order
to avoid losses and contamination. The concentration
employed to construct the standard curve were 0.005 to
1.0 mg/kg for As, Cd, Co, and Pb; 0.050 to 2.5 mg/kg for
Al; 0.020 to 5 mg/kg for Cu and Fe; 0.050 to 5 mg/kg for
Mn, Sn, and Zn; 0.100 to 5 mg/kg for Cr and Ni; 5 to
100 mg/kg for Ca, Mg, and Na; 1 to 100 mg/kg for K and
P; and 0.050 to 1.0 mg/kg for Ag, B, S, Sb, Se, and Si. A
quality control sample (SRM) was prepared from the
standard reference material BCR-679 in 0.6 % nitric acid.

Determination of mercury

The concentration of Hg was determined by Mercury
Analyzer (AMA254 Leco with AS254 Autoloader;
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Leco Corporation, St. Joseph, MI) by thermal decom-
position, amalgamation, and atomic absorption spec-
trophotometry between 0.10 and 0.15 g of sample.
Controlled heating in an oxygenated decomposition
furnace was used to liberate Hg. The sample was dried
and then thermally and chemically decomposed within
the decomposition furnace. The decomposition prod-
ucts were carried by flowing oxygen to the catalytic
section of the furnace. Here, oxidation was completed,
and halogens and nitrogen/sulphur oxides are trapped.
The remaining decomposition products were then car-
ried to an amalgamator that selectively traps Hg. After
the system was flushed with oxygen to remove any
remaining gases or decomposition products, the amal-
gamator was rapidly heated, releasing Hg vapor.
Absorbance was measured at 253.7 nm as a function
of Hg concentration. The typical working range for
this method was 0.05 to 600 ng Hg. The instrument
detection limit was 0.01 ng total Hg. For mercury
stock solution, 0.1354 g of mercury chloride was dis-
solved in 75 ml of reagent water; 10 ml of concentrat-
ed nitric acid was added and the volume adjusted to
100 ml (1 ml=1.0 mg Hg). For mercury working
standards, successive dilutions of the stock Hg solu-
tion were made to obtain standards containing 100 and
10 mg/kg. For calibration of the low range, standards
0 0.00, 0.005, 0.01, 0.05, 0.10, 0.30, and 0.50 mg/kg
were used. These were prepared for dilution of the
10 mg/kg standard. A blank calibration solution was
also utilized for zero calibration. Acidity of the work-
ing standards should be maintained at least 0.15 %
nitric acid.

Evaluation of method performance

Because a reference material was not available for prop-
olis, certified reference material was analyzed (BCR-
679) to assure the quality results (Larner et al. 2000).
Quantification limits were calculated using the method
of Mermet and Poussel (1995). Instrumental standardi-
zation, analytical spectral lines of the elements, inter-
elemental correction, and background correction proce-
dures were also evaluated (Table 2). A triple repeated
measurement of the certified standard BCR-679 was
realized (Table 3). Accuracy was assessed using a mix-
ture of Andalusian propolis spiked with known amounts
of the elements certified in reference material and ICP/
DCP standard solutions by 10-, 20-, and 100-fold dilu-
tion. In parallel, the same samples (n=3) were analyzed
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Table 3 Triple-repeated measurement of the certified standard
BCR-679 by ICP-AES

Element  Certified Confidence interval ~ Concentration
(mg/kg) 95 %) (mg/kg)

B 27.7 +1.9 26.8

Ca 7,768 + 655 7,473

Cd 1.66 +0.07 1.61

Cr 0.60 +0.1 0.61

Cu 2.89 +0.12 2.79

Fe 55 +2.5 55.4

Hg* 6.3 (ngkg) 1.4 6.1 (ng/kg)

Mg 1,362 + 127 1,332

Mn 133 +0.5 12.9

Ni 27 +0.8 26.2

P 3,307 + 241 2,970

Zn 79.7 +2.7 77.5

#Mercury analyzer

without added standards. The mean recovery percentage
was obtained by comparing the expected and found
element values. Together with accuracy, the repeatabil-
ity (intra-assay precision) was examined and expressed
as a relative standard deviation (RSD) of nine determi-
nations (three concentrations in three replicates). The
repeatability of the measurement of the different ele-
ments was evaluated by repeating (n=3) the analysis
on the same mineralized propolis sample, with RSD
values between 1.15 and 5.10 % in accordance with
general guidelines of ICH (1996).

Statistical analysis

Chemical analyses were performed in triplicate. To ver-
ify if the means of inorganic elements obtained for the
propolis samples from various locations were statistical-
ly different at P<0.05, Tukey’s multiple-comparison test
was applied. Data obtained from the cluster analysis
(Vogt and Nagel, 1992) and measurement were sub-
jected to the analysis of variance, and the least signifi-
cant difference was calculated using the software
Statistica for Windows 5.5 (StatSoft Inc., Tulsa, OK).

Results and discussion

A procedure of mineralization of raw propolis has
been described and evaluated for the risk of



Environ Monit Assess (2013) 185:6035-6047

6041

environmental contamination of Andalusian propolis.
Although the microwave-assisted digestion is largely
utilized for matrices of different kind, conventional
procedures such as wet digestion and dry ashing are
used in many laboratories. The microwave technique
used in this work provides better mineralization and
no formation of oxides or elemental occlusion to sili-
ceous particles. At the same time, the instrumental
parameters of the ICP-AES system were adjusted,
determining wavelengths, spectral interferences, and
quantification limits (LOQ) in the analytical proce-
dures of the analyses (Table 2). The accuracy of the
method was verified using the recovery test, which
ranged from 88.2 to 102.7 % of individual elements.
Validation of digestion method was necessary to assure
that accurate and reliable results were obtained with
adequate sensitivity for the contaminants analyzed.
BCR-679 White Cabbage was used as standard certified
reference material for the validation process, obtaining a
variability between the certified values and the results
obtained lower than 10 % (RSD<10 %) (Table 3).

The means, standard deviations, and ranges of the
metals concentrations found in 25 samples of propolis
analyzed are presented in Table 4. There was very
wide within-state variation in the levels of all analytes,
and statistical data analyzed by Tukey’s multiple test
(95 % confidence level) showed significant difference
between elements (Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Si,
and Zn) and locations. Figure 2 illustrates the results
obtained in carrying out cluster analysis of the 25
samples using the standardized mean values of the
elements and locations/apiaries. The structure of the
dendrograms and the relative D* distance for which
the propolis are separated showed the degree to which
the single variables are taxonomic. It was possible to
separate different groups between elements pattern,
apiaries, and locations. The element patterns of prop-
olis we have studied were sufficiently distinctive to
permit the discrimination of propolis from different
locations in Andalusia.

This variation is influenced by different mineral
composition of plants and by numerous environmental
factors (e.g., soil pH, humidity, mobility of trace ele-
ments, etc.). Other studies demonstrate the importance
of the method of propolis collection on the amount of
toxic metals (Sales et al. 2006). The results obtained
showed that mineral salts ranged from 0.70 to 3.20 g/
100 g (mean, 2.18+0.96 g/100 g), and water content
does not surpass 7 g/100 g (mean, 2.41+1.18 g/100 g).

The percentage of moisture in a sample of propolis is
affected by the storage and manipulation conditions.
The crude propolis cleaning process includes a wash-
ing step in which the product is immersed in water. If
the subsequent drying step is not done properly, the
percentage of water in the final product will be affect-
ed (Bonvehi and Gutiérrez 2011).

But, if we consider the fact that the concentration of
heavy metals in propolis can reflect the contamination
of the environment originating from emissions, then
we can assume that the samples analyzed probably
came from areas which are not contaminated by in-
dustry (Table 4).

Since the absence of heavy metals and pesticides is
required as well, propolis may be used as an indicator
of environmental contamination, as has been sug-
gested (Orsi et al. 2006). With greater difference, Ca
has the largest percentage of all the macro-elements
we studied (1,773 to 6,683 mg/kg). It was followed by
K (735-4,790 mg/kg), Mg (301-1,405 mg/kg), Zn
(163-1,364 mg/kg), Si (479-897 mg/kg), S (394-
1,373 mg/kg), Fe (312-1,270 mg/kg), Al (308—
582 mg/kg), P (171-611 mg/kg), and Na (93—
225 mg/kg). Lower values of Ca, K, Mg, and Na have
been reported in Croatian propolis (Cvek et al. 2008).
Microelements are well-known to act in synergy with
enzymes and vitamins. For example, iron is the func-
tional component of the respiratory enzymes, while
zinc-dependent enzymes take part in the metabolism
of carbohydrates and proteins. In Turkish propolis,
previously reported concentrations of Na of 412—
1,416 mg/kg were higher, while those of Ca (133—
793 mg/kg) and of K (121-364 mg/kg) were lower,
compared with our results (Dogan et al. 2006). On the
other hand, in diet products containing propolis, Na
levels ranged from 195 to 1,360 mg/kg (Rodriguez et
al. 1999). In samples of propolis harvested in different
regions of the Republic of Moldova, K ranged from
750 to 1,030 mg/kg, Fe from 407.5 to 876.9 mg/kg,
and Mg between 179 and 255.8 mg/kg (Nicolae and
Tatiana 2007). Generally, the variability of results for
all elements is large, reflecting the wide range in the
composition of propolis samples. Although the levels
of Al in propolis are usually unremarkable, propolis
samples collected from locations with mineral-rich
acidic soils, such as, e.g., in the Alcornocales Natural
Park at Location 5, Apiaries 6 and 7 (Ojeda et al.
1995), were found to contain high levels of this ele-
ment (mean, 460+62.2 mg/kg). The toxicity of Al has
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Table 4 Concentrations of metals in the collected propolis

Element Locations/number of samples
1 2 3 4 5 6 7

Aluminium (mg/kg) 497/528 514 308 507/582 448/504 480 465
408/559 (545+53) (476+40)
(498+65)

Antimony (p1g/kg) <204 <204 <204 <204 <204 <204 <204

Arsenic (pg/kg) 90/<75 86 101 118/<75 87/91 <75 114
<75/130 (96.5+30.4) (89+2.83)
(92.5+26)

Boron (mg/kg) 7.47/8.71 5.85 8.69 14.9/13.2 6.91/8.53 8.34 6.28
9.32/10.1 (14.1+1.20) (7.74+1.17)
(8.90£1.11)

Cadmium (pg/kg) 50/65 70 45 94/110 75/69 58 38
85/94 (102+11.3) (72+4.24)
(73.5+19.8)

Calcium (mg/kg) 2,846/3,124 1,773 6,083 2,017/1,834 4,047/4,301 1,826 5,725
3,289/2,688 (1,926+129) (4,174+180)
(2,987+270)

Chromium (mg/kg) 1.37/1.48 0.51 2.11 0.44/0.57 2.41/2.73 1.98 2.16
1.27/1.68 (0.51+0.09) (2.57+0.23)
(1.45+0.18)

Cobalt (mg/kg) 0.14/0.18 <0.050 0.27 0.57/0.82 0.35/0.27 0.23 <0.050
0.13/0.21 (0.70+0.18) (0.31+0.06)
(0.17+0.04)

Copper (mg/kg) 2.94/3.71 3.17 2.08 3.31/3.51 4.42/3.87 2.98 2.17
3.61/3.98 (3.45+0.20) (4.15+0.39)
(3.55+0.44)

Iron (mg/kg) 337/350 367 318 397/431 873/901 338 648
363/345 (414+24) (887+20)
(349+11)

Lead (mg/kg) 0.77/0.94 0.51 <0.070 0.73/0.89 2.59/2.89 1.76 1.03
0.84/1.02 (0.81+0.11) (2.74+0.21)
(0.88+0.13)

Magnesium (mg/kg) 776/817 359 1,272 843/870 944/998 717 1,405
751/831 (857+19) (971+£38)
(794+37)

Manganese (mg/kg) 7.10/6.52 12.1 18.4 19.7/21.1 9.17/11.2 14.7 9.85
7.71/6.42 (20.4+0.99) (10.3£1.52)
(6.94+0.60)

Mercury (pg/kg) 9/7/8/8 8 7 10/8 10/8 10 7
(8+1) 9+1) 9+1)

Nickel (mg/kg) 2.97/3.38 0.64 2.08 1.78/1.95 2.27/1.97 3.18 1.15
2.74/3.41 (1.87+0.12) (2.12+0.21)
(3.13+0.33)

Phosphorus (mg/kg) 578/611 171 217 489/535 205/221 222 490
560/627 (512+33) (213+11)
(594+31)

Potassium (mg/kg) 1,916/1,892 2,874 2,710 3,126/3,217 767/735 1,874 2,787
2,091/1,929 (3,172+63) (751+£23)
(1,965+87)

Selenium (pg/kg) <64/78 69 81 <64/81 79/91 69 81
89/<64 (72.5+12) (85+8.50)
(73.8+12.1)

Silicon (mg/kg) 812/775 694 589 897/864 735/693 637 479
747/841 (881+23) (714+30)
(794+41)
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Table 4 (continued)

Silver (ng/kg) <50/64 54 <50 56/61 67/56 <50 61
71/57 (59+4) (62+8)
(60.5+9)

Sodium (mg/kg) 147/159 93 137 172/191 184/159 167 153
174/139 (182£13) (172£18)
(155+15)

Sulphur (mg/kg) 496/589 752 428 651/744 947/1,083 725 1,373
628/544 (698+66) (1,015+96)
(559+60.2)

Tin (ng/kg) 94/76 69 81 85/69 69/78 82 98
84/109 (77+£11.3) (73.5+6.40)
(90.8+14.2)

Zinc (mg/kg) 931/897 163 279 1,236/1,307 1,021/1,063 1,364 245
984/1,017 (1,272450) (1,042+30)
(957+54)

Element Locations/number of samples
8 9 10 11 12 13 mean+SD

Aluminium (mg/kg) 450/463 465/484 443 371/419 395 378 460+62.2
496/406 502/427 (395+34) (308-582)
(454+37) (470+32)

Antimony (pg/kg) <204 <204 <204 <204 <204 <204 -

Arsenic (ug/kg) <75/125 109/79 83 79/91 <75 115 90.6£17.6
84/<75 <75/84 (85+8.50) (<75-130)
(89.8+23.9) (86.8£15.3)

Boron (mg/kg) 4.52/5.17 6.74/8.52 9.10 7.94/8.91 7.30 5.87 7.94+2.45
5.27/4.21 7.47/9.10 (8.43+0.69) (4.21-14.9)
(4.79+0.51) (7.96£1.06)

Cadmium (ug/kg) 72/91 110/64 46 67/84 40 59 72.4+20.6
102/68 84/71 (75.5+12) (38-110)
(83.3+16) (82.3£20.3)

Calcium (mg/kg) 2,011/2,131 5,844/6,127 1,894 3,677/3,841 2,042 2,341 3,443+1,672
2,204/1,384 5,747/6,170 (3,759+116)
(2,058+140) (5,972+208) (1,773-6,683)

Chromium (mg/kg) 1.49/1.77 0.33/0.41 1.06 1.72/1.60 2.67 1.04 1.42+0.72
1.64/1.85 0.57/0.65 (1.66+0.09) (0.33-2.73)
(1.69+0.16) (0.49+0.15)

Cobalt (mg/kg) 0.68/0.79 0.12/0.14 0.19 0.08/0.12 0.11 0.13 0.29+0.26
0.84/0.60 0.17/0.11 (0.10+0.03) (<0.05-0.84)
(0.73£0.11) (0.14£0.03)

Copper (mg/kg) 2.78/3.21 3.76/4.27 3.27 3.87/4.25 2.75 4.11 3.45+0.68
2.64/3.72 3.25/4.72 (4.06+0.27) (2.08-4.72)
(3.09+0.49) (4.0£0.64)

Iron (mg/kg) 734/759 317/334 1,270 1,084/1,220 332 462 572+303
697/761 312/347 (1,152+96) (312-1,270)
(738+30) (328+16)

Lead (mg/kg) 2.89/3.75 0.37/0.54 0.51 1.84/2.26 1.76 0.84 1.47+1.12
3.29/3.67 0.43/0.49 (2.05+0.30) (<0.07-3.75)
(3.40+0.40) (0.46£0.07)

Magnesium (mg/kg) 721/764 312/334 1,272 1,120/1,184 1,216 705 814+318
689/776 364/301 (1,152+45) (301-1,405)
(738+40) (328+28)

Manganese (mg/kg) 24.2/25.4 22.1/22.4 8.92 9.47/9.96 11.1 8.72 15.3+7.16
26.4/27.1 22.8/20.9 (9.72+0.35) (6.42-27.1)
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Table 4 (continued)

(25.8+1.26) (22.1+0.82)

Mercury (pg/kg) 9/14/12/11 4/8/6/5 2
(12+1) (6£1)

Nickel (mg/kg) 0.72/0.67 3.50/3.26 0.99
0.81/0.93 3.65/2.78
(0.77+0.16) (3.30+0.38)

Phosphorus (mg/kg) 494/537 261/294 584
472/561 276/259
(516+40) (273+16)

Potassium (mg/kg) 2,025/1,939 2,057/2,121 4,790
2,095/1,962 1,984/2,011
(2,005+70) (2,043+60)

Selenium (pg/kg) 74/87 69/81 71
106/90 94/100
(89.3+13.2) (86+13.8)

Silicon (mg/kg) 733/764 597/626 575
719/775 691/552
(748+26) (617+58)

Silver (ng/kg) <50/55 <50/67 <50
61/<50 59/76
(54+5.23) (63£11.1)

Sodium (mg/kg) 131/154 179/214 128
122/146 189/165
(138+14) (187+21)

Sulphur (mg/kg) 787/819 413/451 691
748/881 394/524
(809+56) (446+58)

Tin (png/kg) 91/104 78/112 112
79/66 61/94
(85+£16.3) (86.3+£21.8)

Zinc (mg/kg) 955/879 314/331 1,018
994/1,061 277/257
(972+76) (295+34)

7/9 6 7 8+2.5
8+1) (2-14)
0.67/0.78 1.27 2.14 1.99+1.07
(0.73+0.08) (0.64-3.65)
467/448 188 341 404+157
(458+13) (171-627)
2,317/2,252 1,975 2215 22274779
(2,285+46) (735-4,790)
74/89 <64 81 79.6+11.6
(81.5+10.6) (<64-106)
584/633 710 619 694+104
(609+35) (479-897)
61/69 54 58 58.3+7.49
(65+5.7) (<50-76)
197/225 93 146 159+32.6
(211£20) (93-225)
429/474 779 431 6714236
(452+32) (394-1,373)
82 69 78 84.1+15.3
(61-112)
844/801 878 349 779+376
(823+30) (163-1,364)

n=25 samples

Locations: / (Sierra Nevada—Las Alpujarras; Apiaries 1 and 3), 2 (Sierra of Baza; Apiary 2), 3 (Monte of Pueblo; Apiary 4), 4 (Sierra
Nevada; Apiary 5), 5 (Los Alcornocales Natural Park; Apiaries 6 and 7), 6 (Sierra of the Garnatilla; Apiary 8), 7 (Sierra of the
Contraviesa; Apiary 9), 8 (Las Alpujarras; Apiary 10), 9 (Sierra of the Sagra; Apiary 11), /0 (Sierras of Tejeda and Almijara; Apiary
12), 11 (Sierra Morena; Apiaries 13 and 14), 12 (Sierra Norte of Sevilla; Apiary 15), /3 (Sierra of Cazorla; Apiary 16), locations / to 1/

(Langstroht hives); locations /2 to /6 (Dadant hives)

been associated recently with clinical complications and
neurological dysfunctions and the, most intriguing,
Alzheimer’s disease (Campbell 2002). However, the
true association of these disorders with an excessive
intake of Al by the human body is still unknown (pro-
visional PTWI of 1 mg/kg bw), especially in the case of
Alzheimer’s disease (FAO/WHO 2007). The elevated
Al concentrations appear to be inherent in this product
and reflect the diverse sources from which the bees
forage plant to produce propolis. Al was also found in

@ Springer

high levels in Croatian propolis (153.9 to 604.2 mg/kg)
and more recently in propolis collected from different
regions of China (average content of 971.2 mg/kg), but
its presence in commercial propolis tincture is generally
very lower (2.15 to 29 mg/kg) (Cvek et al. 2008; Gong et
al. 2012). As to Mn values were found between 6.42 and
27.1 mg/kg, and those of Cu, from 2.08 to 4.72 mg/kg.
As to Ni, it was also present, but only at minimal con-
centration (0.64-3.65 mg/kg). Hence, the regular con-
sumption of propolis would contribute only little to the
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Fig. 2 Dendrogram of aver-
age propolis. Locations: /
(Sierra Nevada—Las Alpu-
jarras; Apiaries 1 and 3); 2
(Sierra of Baza; Apiary 2); 3

Dendrogram using Average Linkage (Between Locations)
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daily Ni intake of 200-900 pg from other dietary sources
(European Communities Commission Regulation 2006).

Similarly, as to arsenic (As) and cadmium (Cd), the
consumption of propolis would not exceed the limiting
values of 130 and 110 pg/kg, respectively. According to
Bogdanov (2006), lead (Pb) poses the main contamina-
tion risk. The measured levels of Pb in the Andalusian
raw propolis ranged from <0.070 to 3.75 mg/kg and thus
were much lower than upper permissible limit of 20 mg
Pb/kg set at the Japan Propolis Conference (Yamamoto
1996). In 63 % and 32 % of propolis samples from
Uruguay and China analyzed, chromium (Cr) and Pb
levels higher than 10 mg/kg were measured, and the
observed concentration of Cd was <3 mg/kg (Bonvehi
et al. 1994). In Brazilian propolis, Pb concentrations
ranged from 2.70 to 3.10 mg/kg whereas, in Brazilian
propolis applying the scraped method, values ranged
from 19 to 48 mg/kg (Alcici and Freire 2002). As to
other elements, all samples contained boron (B) at levels
between 4.21 and 14.90 mg/kg, while Cr concentrations
ranged from 0.33 to 2.73 mg/kg, and cobalt (Co) was

present in levels ranging from <0.050 to 0.84 mg/kg.
The elements Sn, Ag, and Se were detected in very
limited concentrations in all propolis samples analyzed
(<112 pg/kg). The low levels of Hg encountered in the
present study (mean, 8+2.5 pg/kg) indicates that urban
and industrial pollution is low in the East Andalusia
areas. The levels of arsenic (As) ranged from <75 and
130 pg/kg and thus were also quite low, while antimony,
Sb, was below the detection limit. Arsenic exists in a
variety of chemical groups that differ in toxicity. The
inorganic compounds are toxic, especially in the triva-
lent (As*?) form whereas, in organic form, it has lower
toxicity (Jain and Ali 2002).

As to the levels of As, Pb, Cd, and Hg in samples of
Croatian propolis, see Cvek et al. (2008). A recent
study determined multi-elements in Argentinean prop-
olis, presenting higher values of Fe (400-1,930 mg/
kg), Zn (34-105 mg/kg), and Rb (32.2-54.5 mg/kg).
Among trace elements, the most abundant were Cr
(2.80-3.75 mg/kg), Br (0.10-1.50 mg/kg), Ce (1.00—
2.60 ng/kg), La (0.45-1.18 pg/kg), and presence of Sb
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(0.04 to 0.09 mg/kg) (Cantarelli et al. 2011). Only Fe
and Cr were reported in similar concentration with the
ranges of the present study.

These last results show the usefulness of including
metals in the characterization of propolis samples accord-
ing to their origin and could be regarded as an indication
of environmental pollution in the collection area to eval-
uate the potential of propolis for the development of new
drugs (ICH 1996; Sforcin and Bankova 2011).

As a conclusion, the results of the present study
indicate that the mean intake of heavy metals due to its
consumption of Andalusian propolis (e.g., tinctures) is
below the tolerable levels, without influence on PTWI
values. Furthermore, analysis of propolis tinctures
revealed much lower mineral levels compared with
their respective raw propolis (e.g., lead ranged from
16 to 53 pg/kg) (Cvek et al. 2008).

So, apicultural activity must continue with the area
that is far from pollution.

Conclusions

The results obtained in this work allow us to conclude
that the residues of heavy metals were found in a very
limited concentration in Andalusian propolis samples.
The applied microwave-assisted digestion and quanti-
fication by ICP-AES procedures allowed good resolu-
tion of multi-element analysis in propolis samples.
The precision and accuracy of the system and sample
preparation validation were acceptable with a high
degree of reproducibility. Furthermore, the results
obtained which indicate no pollution of the collection
areas and the propolis located there can be used for the
elaboration of high-quality bee products, free of toxic
contaminants.
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ABSTRACT:

Introduction - Propolis is a complex mixture of natural sticky, gummy and resinous components produced by honeybees
(Apis mellifera L.) from plant materials. However, phytochemical data of the Andalusian (southern Spain) propolis are scant.
Objective — The primary objectives of this study were to chemically characterise the compounds and evaluate the anti-
oxidant activity found in 28 Andalusian propolis samples.

Methods - Ethanol extracts of propolis (EEP) were prepared and examined for their anti-oxidant activity by 2,2’-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assays. To characterise the phenolic composition,
the presence of 11 compounds was identified by HPLC analysis with photodiode array and mass spectrometric detection.
Results — All propolis samples had strong anti-oxidant activity, accompanied by high total phenolic content. The most
abundant compounds were flavonoids. Concerning the phenolic compounds content, our results showed that the 75% of
the samples analysed contained at least 80 mg/g of flavonoids, primarily pinobanksin 3-acetate, pinocembrin, chrysin,
galangin and pinobanksin. Caffeic acid phenethyl ester was detected in almost all EEP samples but in smaller proportions
(mean 12.9 + 2.8 mg/g).

Conclusion - The present investigation constitutes the first comprehensive report on the phenolics identified in southern
Spanish propolis. The results revealed that the samples tested showed a high scavenging activity and therefore indicate the
possible use of Andalusian propolis as an important source of natural anti-oxidants. Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: anti-oxidant activity; Andalusia; propolis; phenolic; Spain
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flavonoids or polyisoprenylated benzophenones are present in
Cuban propolis (Cuesta-Rubio et al, 2007). The flavonoid
patterns are sufficiently distinctive to permit discrimination
between propolis from China, Uruguay and Brazil (Bonvehi
and Coll, 1994). Furthermore, propolis possesses strong anti-
oxidant activity; however, there are few data on the relationship
between the anti-oxidant activity and individual chemical compo-
nents in propolis (Ahn et al., 2007; Kalogeropoulos et al., 2009).

Introduction

Propolis is a complex mixture of natural sticky, gummy and
resinous components collected by honeybees (Apis mellifera L.)
from the buds of various trees and used for the asepsis of the
hive (Bankova et al, 2002; Papotti et al., 2012). This material
usually contains a variety of compounds, such as flavonoids,
terpens, B-steroids, aromatic aldehydes and alcohols (Bonvehi
and Coll, 1994). Propolis has been proven to possess a wide range
of biological activities (antibacterial, anti-fungal, anti-inflammatory,
immunostimulatory, anti-tumour and anti-oxidant properties)
(Burdock, 1998). For this reason, propolis is used extensively in
food and beverages to improve health and prevent diseases,
and most of these preparations contain ethanol or propylene
glycol (Pietta et al., 2002; Bonvehi and Gutiérrez, 2011, Bonvehi
and Gutiérrez, 2012, 2012). Its chemical composition and
biological activities depend on the specific local vegetation at
the site of collection (Kumazawa et al., 2003, Kumazawa et al.,
2004; Hamasaka et al., 2004; Papotti et al., 2012). Nowadays, it
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is well documented that European propolis contains the typical
‘poplar bud’ phenolics: flavonoid aglycones (flavones and
flavanones), phenolic acids and their esters (Gémez-Caravaca
et al., 2006). Poplar trees are common only in the temperate
zones. For this reason, propolis from tropical areas has a differ-
ent chemical composition to that of the poplar type propolis.
Among the principal compound classes found in Brazilian prop-
olis are prenylated phenylpropanoids, and non-typical propolis
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In consequence, in this study, we investigate the anti-oxidant
activity of the ethanol extracts of propolis (EEP) of various areas
of East Andalusia (southern Spain), and determined the phenolic
components. We used two assay systems for determining the
anti-oxidant activity on 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
radicals, and the phenolic components were identified by HPLC
with photodiode array (PDA) and mass spectrometric (MS) detec-
tion. Liquid chromatography coupled with mass spectrometry
(HPLC-MS) has become the most powerful analytical tool for
screening and identification of compounds in biological matrices,
and are also best suited for high throughput analysis (Volpi and
Bergonzini, 2006; Medana et al.,, 2008). However, most of these
methods have not been validated in agreement with International
Conference on Harmonisation (ICH) Expert Working Groups (ICH,
2005). Taking into consideration all the knowledge gathered on
phenolic compounds of propolis, this study is focused on this frac-
tion, identifying the main flavonoids and anti-oxidant activity.

Experimental

Chemicals and reagents

Folin—Ciocalteu reagent, ethanol, methanol, acetone, hexamethyltetramine,
hydrochloric acid, ethyl acetate, acetic acid, formic acid, acetonitrile, potassium
persulphate and aluminium chloride were analytical grade and supplied by

Panreac (Barcelona, Spain) and Merck (Darmstadt, Germany). Ultrapure water
(Milli-Q, Millipore Corp, Bedford, MA, USA) was purchased for chromatographic
use. Caffeic acid was from Fluka Chemika (Buchs, Switzerland). Buthylhydroxy!
toluene (BHT) and quercetin were purchased from Kanto Chemicals (Tokyo,
Japan). ABTS, caffeic acid phenethyl ester (CAPE) and DPPH were purchased
from Wako Pure Chemicals Industries (Osaka, Japan). Polyvinylpyrrolidone
(PVP), gallic acid, ferulic acid, p-coumaric acid and a-tocopherol (VE) were
obtained from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Chrysin, galangin and
pinocembrin were purchased from Funakoshi (Tokyo, Japan). Cinnamyl
caffeate, cinnamylidenacetic acid, pinobanksin and pinobanksin 3-acetate
were obtained from Carl Roth GmbH Co. (Karlsruhe, Germany).

Propolis material

In this work, 28 samples of raw propolis produced by Apis mellifera
honeybees were collected from apiaries located in natural preserved areas
of East Andalusia (southern Spain). The raw propolis samples were col-
lected in the same apiary from spring to winter (2006-2007) employing
the scraping technique with a production per hive between 105 and
480 g/yr in Langstroht hives, and of 180 to 500 g/yr in Dadant hives. Pollen
grains may be introduced into propolis by worker bees during manufac-
ture, and may stem from bee loads from anemophilous plant species.
The palynological processing of samples was analysed according to Barth
(1998). The main plant species visited that contributed to the propolis were:
chestnut (Castanea sativa), oak (Quercus sp.), poplar (Populus sp.), eucalyp-
tus (Eucalyptus sp.), willow (Salix sp.) and pine (Pinus sp.). Representative
samples were collected (300 g) and sent to the laboratory with the corre-
sponding collection and location data (Table 1). After harvesting, prior to

Table 1. Propolis samples collected from East Andalusia

Sample number Locations Province Apiary Phenolic® Flavonoid®
1 Sierra Nevada-Las Alpujarras Granada Lanjarén 3299 138.3
2 Sierra Nevada-Las Alpujarras Granada Orgiva 2824 105.2
3 Sierra de Baza Almeria Alcontar 2833 103.7
4 Sierra Nevada-Las Alpujarras Granada Torvizcon 278.3 107.9
5 Sierra Nevada-Las Alpujarras Granada Orgiva 364.0 144.5
6 Monte del Pueblo Granada Cacin 192.9 84.8
7 Sierra Nevada Granada Quentar 208.6 913
8 Sierra Nevada Granada Quentar 2339 117.9
9 Los Alcornocales Cadiz Jerez 314 23.0
10 Los Alcornocales Cadiz Jerez 41.1 384
11 Sierra de la Garnatilla Granada Motril 231.7 721
12 Sierra de la Contraviesa Granada Motril 246.0 90.7
13 Sierra Nevada-Las Alpujarras Granada Berja 229.1 98.4
14 Sierra Nevada Granada Guejar Sierra 258.9 94.0
15 Las Alpujarras Granada Lanjarén 221.7 101.1
16 Las Alpjujarras Granada Orgiva 192.0 79.2
17 Las Alpujarras Granada Lanjarén 197.7 89.2
18 Las Alpujarras Granada Capileira 229.8 89.2
19 Las Alpujarras Granada Lanjarén 207.1 833
20 Sierra de la Sagra Granada Huescar 138.7 70.0
21 Sierra de la Sagra Granada Huescar 2959 109.6
22 Sierra de la Sagra Granada Huescar 230.9 106.7
23 Sierra de la Sagra Granada Huescar 189.8 104.6
24 Sierra de la Sagra Granada Huescar 208.1 106.1
25 Sierra de la Sagra Granada Huescar 154.3 70.0
26 Sierra de la Sagra Granada Huescar 129.5 60.3
27 Sierra Nevada Granada Guejar Sierra 217.4 110.5
28 Sierra de la Sagra Granada Huescar 1935 79.5
@Amount of total phenolic content (mg GAE/g of ethanol extracts of propolis (EEP)).

bAmount of total flavonoid content (mg quercetin equivalents/g of EEP).
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analysis, macroscopic impurities were removed. Later, two subsamples
from different parts of each lot were taken for composing the 50 g sample.
The samples, previously cooled at —20°C for 24 h, were ground in an
analytical mill. The resulting product was packaged in foil, and 25 g were
used as a control sample, with 25 g being stored in darkness at 4°Cin order
to carry out subsequent different assays. Samples were either
homogenised or pulverised if necessary and analysed in triplicate.

Ethanol extraction of the propolis material

The crude propolis samples (100 mg each) were extracted with ethanol
(3 mL) at room temperature for 24 h. The ethanol suspension was sepa-
rated by centrifugation at 1000 rpm for 5 min at 25°C, and supernatant
was concentrated under reduced pressure to give EEP samples. The
EEP samples were stored under dry conditions at 4°C until analysed.
These extracts were then used for identification of phenolics by HPLC/
PDA-MS and evaluation of anti-oxidant activity.

Standard solutions for HPLC/PDA-MS quantification

The stock standard solution of each compound (caffeic acid, p-coumaric
acid, ferulic acid, pinobanksin, cinnamyldenacetic acid, chrysin,
pinocembrin, galangin, pinobanksin 3-acetate, cinnamyl caffeate and
caffeic acid phenethyl ester) was prepared as follows: an accurately
weighed amount of pure compound (2-6 mg) was placed into a 10 mL
volumetric flask; ethanol was added and the solution was diluted to
volume with the same solvent. The external calibration curve was gener-
ated using five data points, covering the concentration ranges between
2.60 and 315 pg/mL (Table 2). Five-microlitre aliquots of each standard
solution were used for HPLC analysis. Injections were performed in
triplicate for each concentration level. The calibration curve was
obtained by plotting the peak area of the compound at each level versus
the concentration of the sample.

Analytical and spectral analyses

Water content. Water content was determined by gravimetry using 2
g of finely ground propolis in a conventional kiln at 103-105°C for 2-3 h,
until a constant weight was reached (Bonvehi et al., 1994).

Mineral salt content. The mineral salt of approximately 2 g of finely
ground propolis was determined by incineration at 500-550°C for 8 h.
The ash content was calculated as a percentage of the weight of the
dry residue (Bonvehi et al., 1994).

Table 2. Linearity and sensitivity parameters for phenolic
acids and flavonoids used as propolis standards (ug/mL)

Compound Linearity range LOD LOQ

Caffeic acid (1)

p-Coumaric acid (2)

Ferulic acid (3)

Pinobanksin (4)
Cinnamylidenacetic acid (5)

2.60-215 130 3.66
2.70-220 144 4.02
2.60-215 1.64 4.36
7.70-315  4.23 11.67
2.60-212 1.52 4.05

Chrysin (6) 7.70-308 411 11.73
Pinocembrin (7) 7.60-310 431 12.38
Galangin (8) 7.60-304 4.09 11.58
Pinobanksin 3-acetate (9) 7.70-315 4.29 12.24

2.60-215 142 3.78
2.60-215 1.56 4.16

Cinnamyl caffeate (10)
CAPE (11)

LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantification; CAPE,
caffeic acid phenethyl ester.

Total phenolic content. The sample (0.50 g) of finely ground propolis
was extracted by agitating with ethanol during 30 min. The extract was
filtered and filtrates were up to 100 mL with the solvent. A blank was pre-
pared by agitating an aliquot of the extract at pH 3.5 with insoluble PVP.
Phenolic substances in the extract were determined with Folin-Ciocalteu
reagent. The absorbance was measured at 760 nm after 20 min of incu-
bation at 40°C in a spectrophotometer (Agilent 8453 UV-vis) with a 1-cm
quartz absorption cell operated with Agilent ChemStation software for
UV-vis spectroscopy (Waldbronn, Germany). Total contents are
expressed as mg GAE/g (gallic acid equivalents) using a calibration curve
of 5, 25, 50, 100, 150 and 200 pg/mL of gallic acid (Bonvehi and Coll,
2000).

Total flavonoid content. A 0.5 g amount of finely ground propolis
was weighed and 1 mL of 0.5% hexamethyltetramine (w/v), 20 mL of
acetone and 2 mL of 0.10 m hydrochloric acid were added to the sample
and set to boil with reflux for 30 min. The resulting solution was filtered
and the residue was washed with 20 mL of acetone, and adjusted to
100 mL with acetone. Then, 10 mL of the extract were introduced in a
separation funnel, along with 20 mL of distilled water and 25 mL of ethyl
acetate. Extraction with ethyl acetate was carried out three times. The
extract was washed twice, using 50 mL distilled water each time, and
diluted to 100 mL with ethyl acetate. The total flavonoid content was
determined in 10 mL of the extract using 1 mL of 2% aluminium chlo-
ride in methanol solution (5% acetic acid in methanol) and adjusted to
25 mL with methanol solution. The absorbance was measured at
415 nm with a UV-vis spectrophotometer. Quercetin (10 mg) was
prepared in methanol solution and then diluted to concentrations of
10, 25, 50 and 100 pg/mL. Total flavonoid content was calculated as
milligrams of quercetin equivalents per gram of EEP from a calibration
curve (Bonvehi and Coll, 1994).

ABTS scavenging activity test

The anti-oxidant activity of propolis was determined by the ABTS radical
cation decolourisation assay developed by Re et al. (1999). Stock
solutions of ABTS (7 mm) and potassium persulphate (140 mm) in water
were prepared, and the ABTS radical cation was produced by adding
potassium persulphate to a final concentration of 2.45 mm. The mixture
was left to react overnight (12-16 h) in the dark, at room temperature.
On the day of analysis, the ABTS radical solution was diluted with ethanol
to an absorbance of 0.70 (+0.02) at 734 nm. All measurements were
performed as follows: 10 puL of EEP were mixed with 990 uL of ABTS
radical solution, and the absorbance measured exactly 5 min after
the initial mixing using ethanol as the blank. The anti-oxidant activity
was expressed as percentage inhibition of the sample relative to the
control by the equation < insert equation here> scavenging capacity
(%) =(Ac - As) x 100/A. where A. is the absorbance of the control
and A is the absorbance of the sample. a-Tocopherol and BHT, at
50 pg/mL, were used as the reference samples.

DPPH scavenging activity test

Antioxidant activity of the propolis extracts was also determined using
the DPPH radical scavenging assay described by Brand-Williams et al.
(1995). The free radical scavenging capacity using the free DPPH radical
was determined by measuring the decrease of absorbance at 517 nm.
Briefly, the solution of 6.5 x 10> m DPPH in ethanol was prepared daily
before measurement using a UV-vis spectrophotometer. Then, 6 mL of
DPPH solution were mixed with 3 mL of EEP solution. The reaction
mixture was vortex-mixed and allowed to stand at room temperature
in the dark for 60 min. Absorbance at 517 nm was measured at time
0 and 60 min against the ethanol blank. Results were expressed as
percentage decrease with respect to control values. The inhibition was
determined using VE and BHT as reference samples at the same concen-
tration of the sample.
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HPLC/PDA — MS analyses

We used HPLC/PDA — MS detection in series to identify and determine
the constituents in propolis,. The combination of HPLC/PDA and MS
has been reported to be a powerful approach for the rapid identification
of phytochemical components in botanical extracts (He, 2000). The EEP
solid samples were dissolved in ethanol (5 mg/mL) and filtered with a
0.45 um filter prior to the injection of 5 uL into the HPLC system.

Chromatography was performed using a SI-1 (Shiseido, Tokyo, Japan)
system, consisting of a vacuum degasser, a quaternary pump, an
autosampler, a thermostated column compartment and a PDA
detector. The analyses were carried out on SI-1 with a Capcell Pak ACR
120 Cyg-column (4.6 i.d. x 250 mm, 5 um) (Shiseido, Tokyo, Japan). The
mobile phase consisted of 0.1% formic acid in water (A) and 0.1% formic
acid in acetonitrile (B). The gradient was 20 to 80% B (0-60 min) at a flow
rate of 1.0 mL/min; column temperature 30°C. For analysis by PDA
detection, UV spectra were recorded from 195 to 650 nm at a rate of
0.8 spectrum/s and a resolution of 4.0 nm.

The MS was performed on an LCQ ion trap mass spectrometer
(Thermo Fisher Scientific, CA, USA) equipped with an electrospray
ionisation (ESI) source. The operating parameters were as follows: source
voltages, 5 kV; ES capillary voltage, —10 V; capillary temperature, 260°C.
The full scan mass covered the range m/z 100-800. The MS data were
acquired in the negative ionisation mode (Kumazawa et al., 2002, 2004).

Validation of the HPLC method

HPLC/PDA was finally preferred for quantitative analysis of phenolic
components in propolis samples in view of the greater availability and
use of this equipment in the phytochemical analysis of propolis extracts
(Pellati et al, 2011). The method validation was performed to show
compliance with international requirements for analytical procedures for
the quality control of pharmaceuticals (ICH, 2005). The following require-
ments related to limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), linear-
ity range, accuracy, precision, and ruggedness were determined.

The LOD was determined as the lowest spiking level at which the phe-
nolic compound was consistently identified with a signal-to-noise ratio
(S/N) > 3. The LOQ was determined as the lowest spiking level at which
each phenolic compound was consistently quantified with a signal-to-
noise ratio (S/N) > 10 and a relative standard deviation <20% (n=4).

The external standard calibration curve was generated using five data
points, covering the concentration ranges reported in Table 2. Injections
were performed in triplicate for each concentration level.

The linearity was calculated based on the relationship between peak
area and concentration by dissolving weighed amounts of different
standards. This relationship was approximated by straight line, and the
correlation coefficients were used as the measure of linearity. Two
measurements were performed for each solution.

The accuracy was described as the percentage recovery for compo-
nents. For this purpose, the standard compounds were added to propolis
concentrate solutions at amounts equal to 75, 100 and 125% of deter-
mined concentrations of standards. Four samples were prepared for
each level.

The repeatability of determination was checked on solutions of
concentrates under examination. Five determinations were made for
each solution. The precision was expressed by relative standard
deviation (RSD). The reproducibility was evaluated based on results for
propolis made at different times by different analysts in the same labo-
ratory. There were three examinations, each time with five repetitions.

Statistical analysis

Data obtained were analysed using the Statgraphics plus software
Version 5.1 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Statistical significance was
assessed by analysis of variance anova), and significant differences
between means were confirmed using Duncan’s multiple range tests at
the 95% confidence level.

Results and Discussion

Total phenolic and flavonoid contents

Most of the samples had a pleasant odour and were yellow to dark
brown in colour. Mineral salts ranged from 0.7 to 3.2 g/100 g
(mean 2.18+0.96 g/100 g), in line with the range commonly
accepted by the literature (Bonvehi and Gutiérrez, 2011). The
percentage of moisture varied between 1.4 and 6.8 g/100 g
(mean 241+ 1.18 g/100 g), depending on the storage and manip-
ulation conditions (Bonvehi and Gutiérrez, 2011).

The amounts of total phenolic and flavonoid contents in
Andalusian propolis varied widely and ranged from 31.4 to
364 mg/g of EEP and from 23 to 144.5 mg/g of EEP, respectively
(Table 1). Only the propolis samples collected from the Cadiz
area showed total phenolic and flavonoid contents in a lower
percentage. Investigations of different types of propolis from
the Basque Country (northeastern Spain), Europe and northern
Argentine propolis had similar total phenolic content (200 to
340 mg/g of EEP) (Bankova et al., 2002; Isla et al., 2005; Bonvehi
and Gutiérrez, 2011). New legislation on propolis extracts was
published recently in Brazil, and it delineates that EEP prepara-
tions must contain at least 2.5 mg/g flavonoids and 5 mg/g
phenolic components in relation to the dry weight (Brazilian
Ministry of Agriculture, 2000). According to the amounts
obtained of total phenolic and flavonoids compounds in raw
Andalusian propolis, the Brazilian exigency on the preparation
of commercial propolis extract could be accomplished suffi-
ciently with a solution at 3% of EEP.

Effects of propolis samples on ABTS radical cation

This assay is based on the neutralisation of a radical cation formed
by the single-electron oxidation of a synthetic ABTS chromophore
to strong absorbing ABTS* radical (700-750 nm). This radical is
generated by the oxidation of ABTS with potassium persulphate
and reduced in the presence of a hydrogen-donating anti-
oxidant. Most of the samples completed the reaction within
4 min. The results demonstrate that the Andalusian EEP samples
tested were very active (Fig. 1). The relation between ABTS radical
cation and total phenolic content was also examined and a
positive correlation between them was observed (= 0.889). The
radical scavenging activity of the EEP varied from 23 to 71.2% inhi-
bition of ABTS with a mean of 48.9 + 11.1%. Basque propolis had
values between 23.7 to 43.6% inhibition of ABTS (Bonvehi and
Gutiérrez, 2011), and similar values were obtained in Korean
propolis (Ahn et al., 2004).

Effects of propolis samples on DPPH radical

The DPPH radical scavenging assay is commonly employed in
evaluating the ability of anti-oxidants to scavenge free radicals.
The change in absorbance at 517 nm is used as a measure of
the scavenging effect of a particular extract for DPPH radicals.
The absorbance at 517 nm decreases as the reaction between
anti-oxidant molecules and DPPH radical progresses. Hence,
the more rapidly the absorbance decreases, the more potent
the anti-oxidant activity of the extract in terms of its hydrogen-
atom-donating capacity. The EEP samples had strong DPPH
free radical scavenging activity (23-85.7% inhibition) (mean
49.1 £16%), and 25% of the samples presented an inhibition
>60% (Fig. 2). Similar results were obtained in Argentinean
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Figure 1. 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS)
radical scavenging activity of ethanol extracts of propolis of East Andalusia.
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Figure 2. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging
activity of ethanol extracts of propolis of East Andalusia.

propolis ranging between 46.6 and 89.6% (Lima et al., 2009).
Basque propolis presented lower inhibition (19.1 —40.5%)
(Bonvehi and Gutiérrez, 2011). The VE showed an inhibition
>90% and BHT of 60%. The relationship between DPPH radical

scavenging activity and total phenolic content was studied,
and a positive correlation between them was observed
(P=0.982), excluding the samples collected in Cadiz area
(samples 9 and 10).

Profiling of the ethanol extract by HPLC/PDA-MS

HPLC/PDA-MS was used to detect propolis compounds. Further
the combination of HPLC/PDA and MS has been reported to be a
powerful approach for the rapid identification of phytochemical
components in plant extracts. Peaks were assigned by compar-
ing the retention times and UV spectra of authentic standards
by PDA detection. Further MS/MS analysis was carried out to
confirm the assignments of each peak to obtain a qualitative
and quantitative profile of compounds present in EEP samples.
Negative ESI/MS of each HPLC peak corresponded to the
molecular ions.

Considering the complexity of the sample, the overall
chromatographic separation can be considered satisfactory.
Propolis contains a wide variety of phenolic compounds, mainly
flavonoids. Figure 3. shows the HPLC chromatograms of several
samples. In order to identify each peak, the selected ion
monitoring (SIM) of MS spectra of all peaks was compared with
those of authentic standards, and each component was quanti-
tatively analysed. The MS spectra of phenolic acids indicated
that the negative ion mode provided a higher level of sensitivity
when compared with the positive one, allowing the identifica-
tion of several components, such as caffeic acid (m/z 179),
p-coumaric acid (m/z 163), ferulic acid (m/z 193) and CAPE
(m/z 283). All flavonoids present in the propolis samples analysed
showed protonated [M+H]* and deprotonated [M—H]~
molecules of good intensity. For all analytes complete sets of
low-resolution MS" spectra were recorded in the negative mode.
Generally, in the MS' of the detected peaks the deprotonated
mother ions [M — H] ™ revealed the molecular weight of the flavo-
noid glycosides not identified in our study. Further fragmentation
of the [M — H] ™ ions in the MS/MS showed a similar regular pattern
for all constituents analysed. It was possible to recognise flavones,
flavonols and flavanones in free form or as ether or ester
derivatives on the basis of their molecular weight (MW): chrysin
(MW 254) among the flavones; quercetin (MW 302) and galangin
(MW 270) among flavonols; pinobanksin (MW 272) and
pinocembrin (MW 256) among dihydroflavonols and flavanones,
respectively. The chemical structures of the main compounds
identified are shown in Fig. 4.

The detailed results of validation of the HPLC/PDA method
indicate high sensitivity under established conditions. Good
linearity was observed for the components between peak areas
and concentrations over the test range (> 0.998). The LOD and
LOQ values were in the range 1.30-4.31 pg/g and 3.66-12.38 1g/g
(Table 2), respectively. The results indicate that the HPLC/PDA
method was sufficiently sensitive for the determination of pheno-
lic acids and flavonoids in propolis samples. The procedure
demonstrated a wide linearity range from 2.6 to 220 ug/mL for
caffeic, p-coumaric and ferulic acids; from 7.6 to 315 pug/mL for
chrysin, pinocembrin, galangin and pinobanksin 3-acetate. The
respective regression and correlation coefficients were similar for
all of the flavonoids. The precision of the chromatographic system
was tested by performing intra- and interday multiple injections of
a standard solution containing pure standards of phenolic acids
and flavonoids identified in this study. The intra- and interday
RSD values were <0.3% (for retention times) and <3.5% (for peak
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Figure 3. Typical HPLC profiles of ethanol extracts of propolis of East
Andalusia: 1, caffeic acid; 2, p-coumaric acid; 3, ferulic acid; 4,
pinobanksin; 5, cinnamyldenacetic acid; 6, chrysin; 7, pinocembrin; 8,
galangin; 9, pinobanksin 3-acetate; 10, cinnamyl caffeate; 11, caffeic acid
phenethyl ester (CAPE).

OH O

caffeic acid ( p-coumaric acid (2 ferulic acid (3)

©/\w\/COOH

cinnamylidenacetic acid (5)

o o
HO. O HO ~ P
\Q;g\ Wom HO:©/\)J\O
OCOCHj
HO
OH O HO

caffeic acid phenethyl ester (CAPE) (11)

pinobanksin (4)

oo O
P

OH O OH O

chrysin (6)

pinocembrin (7) galangin (8)

pinobanksin 3-acetate (9) cinnamyl caffeate (10)

Figure 4. Structures of the main constituents identified from East
Andalusian propolis.

areas), which indicate good precision. The percentage recovery
values that were obtained by comparing the results from samples
and fortified samples were found to be in the range 94-105%,
using the recovery test, this method is suitable for obtaining
accurate precision. The qualitative composition of the 28 samples
analysed was surprisingly similar; however, they did show large
quantitative differences. Variance analysis showed a significant
difference (p < 0.05) in total phenolic content, flavonoids content
and concentration of the constituents, expressing the values as
means of triplicate analyses for each sample.

This study reported that major components identified in
Andalusian propolis samples were caffeic acid, p-coumaric acid,
ferulic acid, pinobanksin, cinnamylidenacetic acid, chrysin,
pinocembrin, galangin, pinobanksin 3-acetate, cinnamyl caffeate
and CAPE, and the main source plant was poplar (Populus sp.)
and chestnut (Castanea sativa). Chestnut and poplar species
are important sources of propolis in the Southeast Andalusia.
One of the primary goals of the palynology is to determine the
floral sources utilised by honeybees in the production of bee
products. Pollen presence can occur in propolis by different
mechanisms: (i) through sticking to plant resins in the case of
wind pollinated flowers; (ii) introduced from stored pollen loads
inside the hives; and (iii) transported by bees that have been in
contact with pollen in the field. In our study chestnut, poplar,
oak and pine-pollen types appear with regular frequency in
collected areas of propolis. The samples were collected mainly
in ‘The Sierra Nevada Natural Park’ (172000 ha), where the flora
include predominantly Iberian mountain pine, holm, oak,
chestnut, Pyrenean oak, poplar, willow, ash and elm as possible
propolis sources. These pollen types were identified in higher
frequency in all the samples analysed and the combination
poplar/chestnut was considered in former years as part of the
collection of resins of the bees collected in southeast Andalusia
(Gémez-Caravaca et al., 2006). In according with Kumazawa
et al. (2003)), the taxa of pollen identified in this study confirm
the origin plants of propolis linked to direct observation of
honeybee behaviour.

The results of quantitative analysis revealed that EEP samples
contained a large amount of pinocembrin, pinobanksin 3-
acetate, chrysin and galangin (Table 3). Pinobanksin 3-acetate
and pinocembrin were detected in all samples in large amounts
(mean 61.6+23.5 mg/g of EEP and 60.3 +20.4 mg/g of EEP,
respectively). Chrysin was one of the more representative
flavonoids of Andalusian propolis, present in almost all the EEP
samples (35.4+11.2 mg/g of EEP) and its amount was high.
Normally, propolis from China, Oceania and Bulgaria contained
a large amount of chrysin (Kumazawa et al.,, 2004; Ahn et al.,
2007). The content of galangin was over 25 mg/g of EEP
(mean 27.3 +£10.8 mg/g of EEP), however, this was not identified
in EEP samples from Brazil and Thailand (Kumazawa et al., 2004).
Caffeic acid, ferulic acid, cinnamylidenacetic acid and cinnamyl
caffeate were determined as minor components in Andalusian
propolis. The analysis reported that propolis from Brazil,
South Africa, Thailand and Ukraine did not contain cinnamylidenacetic
acid. In contrast, in Argentinean and Chilean propolis it was
present in higher concentrations (Kumazawa et al, 2004).
On the other hand, CAPE was detected in almost all EEP samples
but in smaller proportions (mean 12.1+4.4 mg/g of EEP).
Bankova et al. (2000)) reported that the characteristic com-
pounds of the propolis of Europe, Asia and North America are
pinocembrin, pinobanksin, pinobanksin 3-acetate, chrysin,
galangin and caffeate (benzyl, phenylethyl and prenyl), and that
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the main source plant was Populus spp. (poplar). In addition, we
detected these same compounds in Andalusian propolis.

Finally, based on the results we postulate that the flavonoids
are the best candidates to assess the quality attributes of
Andalusian propolis, because the extracts tested showed a high
free scavenging activity.
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