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RESUMO

As abelhas, Apis mellifera, coletam um conjunto de substancias da natureza para
assegurarem a sua sobrevivéncia, nomeadamente o néectar que é a principal fonte em
hidratos de carbono e utilizado para producdo de energia, o pélen da onde retiram:
proteinas, minerais, vitaminas e lipidos e a 4gua que atua no controle da temperatura e
humidade da colmeia. O consumo de hidratos de carbono ocorre em todas as fases do
desenvolvimento das abelhas, porém na fase adulta a dieta é quase exclusiva a base destas
substancias, necessitando uma abelha de aproximadamente 4 mg de agUcar por dia para
sobreviver. A suplementacgdo artificial de hidratos de carbono é normalmente realizada
fornecendo as abelhas pastas e xaropes de mel, sacarose, agucares invertidos, xaropes de
milho de elevado conteddo em frutose (HFCS) e outros xaropes de frutos, enquanto que
as dietas proteicas podem ser a base de farinha de soja, albumina, farinha de arroz, farinha

de milho, entre outros.

O presente trabalho teve como objetivo identificar as praticas atuais de alimentacao
artificial utilizadas pelos apicultores portugueses por meio de um inquérito que ficou
disponivel em plataforma digital e avaliacdo de seis suplementos comerciais. A avaliagdo
incidiu sobre: (i) o seu potencial nutritivo, nomeadamente através do teor de humidade,
cinzas, hidratos de carbono, proteinas e gorduras; (ii) a sua composi¢do no que se refere
ao perfil de agUcares por cromatografia, quantificacdo de minerais por espectroscopia de
absorcdo atdmica e do aminoacido prolina por espectroscopia; (iii) a sua seguranca, a
partir da determinacdo dos teores de hidroximetilfurfural por espectroscopia e detecédo da
presenca de ADN para as amostras proteicas; (iv) bem como o impacto desses
suplementos na longevidade das abelhas por meio de um ensaio in vitro, com temperatura

e humidade controlada.

Os resultados obtidos das analises nutricionais passaram por analise multivariada
(Analise de Componentes Principais), onde foi possivel evidenciar a semelhanca das
amostras energéticas (Bee food; Baniaia e Abejapi) pelo teor em hidratos de carbono, e
as amostras Albupower, e Energético proteico pelos teores em cinzas e proteinas. A
amostra Energéticos V.A. diferenciou-se das demais por se mostrar influenciada pelos
teores de humidade e gordura. Para as analises composicionais, a amostra que mais se
aproximou da composicao de agucares do mel foi a Bee food, com 18% de frutose e 43%

em glucose. A quantificacdo dos minerais mostrou que os suplementos proteicos sdo mais
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ricos em micronutrientes sendo os elementos mais comuns sodio, potassio e calcio, e em
menor quantidade o magnésio. A quantidade de prolina encontrada nas amostras proteicas
foi elevada, mesmo quando comparada com as quantidades desse aminoacido presentes
no pdlen apicola. A partir dos resultados obtidos nos ensaio in vitro foi possivel verificar
a aceitacdo de todos os alimentos pelas abelhas, no entanto, o Unico suplemento
energético capaz de aumentar a longevidade das abelhas, considerando o modo de
aplicacdo ad libitum, foi o Baniaia. Os demais suplementos energéticos causaram
disenterias e um aumento na taxa de mortalidade das abelhas a partir do 10° dia de vida,
recomendando-se outros modos de aplicacdo. Entre os suplementos proteicos os produtos
Albupower, e Energético proteico apresentaram bons desempenhos, enquanto o
Energéticos V.A. demonstrou elevada toxicidade quando fornecido de forma continuada
representando um risco a salde das abelhas. Os resultados demonstram uma clara
necessidade de regulamentacdo dos produtos para alimentacdo artificial de abelhas,
devido as lacunas existentes no que se refere a informacao disponivel sobre composicao,
modo de aplicacdo e eficacia dos produtos, mas também porque se identificou claras

divergéncias entre a composicao encontrada e as especificagdes dos produtos.
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ABSTRACT

The honeybee, Apis mellifera, collect a set of substances from nature to ensure their
survival, namely the nectar that is the main source of carbohydrates and used for energy
production, pollen from where they take: proteins, minerals, vitamins and lipids and water
that acts as temperature control and humidity of the hive. The consumption of
carbohydrates occurs at all stages of bee development, but in adulthood the diet is almost
exclusively based on these substances, requiring a bee of approximately 4 mg of sugar
per day to survive. Artificial carbohydrate supplementation is usually accomplished by
supplying bees with honey pastes and syrups, sucrose, inverted sugars, high fructose corn
syrups (HFCS) and other fruit syrups, whereas protein diets may be the base soy flour,

albumin, rice flour, maize flour, among others.

The present work had as objective to identify the current practices of artificial feeding
used by the Portuguese beekeepers, through a survey that was available in digital
platform, together with the evaluation of six commercial food supplements. The
evaluation focus on: (i) their nutritional potential, namely for the moisture content, ashes
carbohydrates, proteins and fats; (ii) their composition by means of the sugar profile,
quantification of minerals and the amino acid proline by means of spectroscopy; (iii) its
safety, with the quantification of hydroxymethylfurfural contents by spectroscopy and the
detection of the presence of DNA for the protein samples; (iv) and the impact of these
supplements on the longevity of the bees with in vitro assays with controlled temperature

and humidity.

The results obtained from the nutritional analyzes underwent a multivariate analysis
(Principal Components Analysis), where it was possible to show the similarity of the
energetic samples (Bee food; Baniaia e Abejapi) by the carbohydrate content, and the
samples Albupower, and Energético proteico by the ash content and proteins. The
Energéticos V.A. sample was different from the others because it was influenced by
moisture and fat content. For the compositional analysis, the sample that most approached
the composition of sugars found in honey was Bee food, with 18% fructose and 43%
glucose. Quantification of minerals has shown that protein supplements are richer in
micronutrients and most common elements are sodium, potassium and calcium, and to a
lesser extent magnesium. The amount of proline found in the protein samples was very

high, even when compared to the amounts of this amino acid detected in bee pollen.
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From the results obtained in the in vitro assays it was possible to conclude that all the
food suplements were accepted by the bees, however, the only energetic supplement able
to increasing the longevity of the bees, under ad libidum conditions, was Baniaia. All the
other energetic supplements caused diarrheas and increase the mortality rate of the bees
from the 10th day of life, so these products should be provided in a shorter interval of
time. Among the protein supplements, Albupower, e Energético proteico revealed a good
performance, while Energéticos V.A. showed higth toxicity when supplied continuously

producing a health risks for bees.

The results show a clear need for regulation of artificial bee feeding products due to
the existing gaps in available information on composition, mode of application and
efficacy of the products, but also because clear differences were identified between the

composition found and product specifications.
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1. INTRODUCAO

As abelhas sdo os principais agentes polinizadores dos vegetais contribuindo
para a manutencao dos ecossistemas terrestres, equilibrio ecoldgico da flora e preservacao
da biodiversidade, a0 mesmo tempo que proporcionam um conjunto dos mais variados
produtos, como a geleia real, cera, propolis, pélen, mel e até mesmo o veneno (apitoxina).
Como garantia de uma producdo que gere rentabilidade, o setor de apicultura vem
ganhando cada vez mais espaco no conjunto das diferentes atividades agricolas
(POTRICH, et al., 2018).

A apicultura é considerada uma atividade agricola de uso multiplo, pois além de
contribuir para a sustentabilidade dos sistemas desenvolve o setor socioecondémico de
determinada regido, todavia &€ muito dependente dos recursos naturais, e por isto possui
oscilacBes de producdo de acordo com as condi¢des climaticas e ambientais de cada
regido. Na auséncia de floracGes apropriadas, quando a reserva de alimento € insuficiente,
0 apicultor tem uma importante funcdo complementar, o de fornecer a chamada
alimentacéo artificial (CASACA, 2010).

A alimentacdo artificial, ou suplementacdo, genericamente fornecida as abelhas
em periodos de escassez de alimento, é cada vez mais uma ferramenta de maneio apicola
ndo limitada apenas a sustentabilidade da colénia, mas associada a um conjunto de acdes
muito variavel como seja o estimulo a criacdo, suplemento energético, suporte a criacao
de rainhas, melhoria da qualidade de postura, reducao de niveis de reproducéo de varroa,
melhoria da microflora intestinal das abelhas, prevencdo da nosema, melhoria da satde

de colmeias infestadas por loque americana, entre outras (KOHSAKA, et al., 2017).



1.1 Objetivo geral

Com arealizacao desse trabalho de investigacao aplicada pretende-se identificar
as praticas atuais de alimentacéo artificial utilizadas pelos apicultores portugueses e
avaliar a qualidade e seguranca dos produtos comerciais disponiveis no mercado, bem

como o seu potencial nutritivo e impacto no desenvolvimento das coldnias.

1.2 Objetivos especificos

A avaliacdo da qualidade dos produtos serd conseguida atraveés de:

R

% Analises nutricionais com afericdo dos contetidos em cinzas, proteinas,
gorduras e hidratos de carbono, permitindo obter um valor nutricional para cada um dos
produtos;

% Anélise composicional pormenorizada, com particular relevancia para
identificacdo do perfil de acUcares, minerais e teor em prolina.

% Avaliacdo de fatores de risco, nomeadamente através da quantificacdo de
hidroximetilfurfural, o que permitira aferir a seguranca destes alimentos no que se refere
a substancias nocivas para as abelhas.

% A presenca de OGM em todas as dietas proteicas.

% Ensaios in vivo do potencial nutritivo para as abelhas emergentes, com a

identificacdo do impacto dos alimentos artificiais na longevidade das abelhas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Taxonomia

A ordem Himenoptera que compreende moscas, vespas, formigas e abelhas é
uma das quatro maiores, possuindo mais de 153 mil espécies descritas e prevendo-se mais
de um milhdo que ainda ndo foram descritas. Dentre elas incluem-se parasitoides,
predadores e polinizadores que tem uma grande relevancia ecossistémica e economica,

pois desenvolvem um papel fundamental (PETERS, et al., 2017).

A familia Apidae é uma das maiores familias pertencentes a este grupo, com
mais de 17 mil espécies de abelhas divididas em subfamilias. As abelhas produtoras de
mel pertencem a duas subfamilias da familia Apidae, sdo elas: Apinae e Meliponinae
englobando esta Ultima as abelhas sem ferrdo. A Apinae possui apenas um género, Apis,
dos quais a espécie Apis mellifera tem uma importancia muito maior comparada com as
restantes. Entre as racas das espécies de Apis, as nativas de regides frias armazenam mais
mel do que as nativas de regides tropicais e subtropicais onde a sua atividade ndo é

interrompida por periodos de frio (LUZ, et al., 2016).

Esta espécie espalhou-se em toda Europa e no Oriente Médio dando origem a
cinco linhagens diferentes através de uma sucessiva colonizagdo: Africana (A), Europa
Ocidental (M), Europa Oriental (C), Oriente Médio (O) e etiope (Y). Dentre essas
inimeras racas o resultado de uma integracdo entre as linhagens M e A deram origem a
Apis mellifera iberiensis (ENGEL, 1999), que juntas povoam toda a Peninsula Ibérica
(JARA, et al., 2012).

2.2 A organizacao das abelhas

As abelhas passam toda a sua vida em agregados denominados de enxames.
Normalmente, um enxame é composto por uma rainha (abelha mée), por milhares de
obreiras ou fémeas atrofiadas e ainda por centenas de machos que se nomeiam zangdes.
As abelhas séo capazes de reconhecer qual o seu enxame pelo cheiro especifico que cada
um tem, podendo-a distinguir das outras. No caso das abelhas meliferas, 0 enxame ocupa

normalmente uma cavidade que podera ser natural ou artificial, denominando-se o seu
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conjunto como colmeia. Na colmeia sdo construidos os favos, compostos por milhares de
alvéolos, onde as abelhas armazenam o alimento recolhido e onde sdo colocados 0s ovos
pela rainha (PAIXAO, 1974).

2.2.1 A abelha rainha

Toda a harmonia na colmeia e o trabalho desenvolvido pelo enxame € devido a
importéncia da abelha rainha, pois € ela quem produz e distribui para todas as outras
abelhas um conjunto de substancias denominado de feromona da rainha, que, para além
de outras funces, sinaliza a sua presenca dentro da colmeia e impede que 0s 6rgaos
reprodutores das obreiras se desenvolvam. Como consequéncia disso, ela é a unica que
apresenta um outro papel fundamental dentro da colmeia, que é o da reproducdo da
espécie (VILLAR; GROZINGER, 2017).

A rainha nasce de um ovo fecundado inserido num alvéolo de maiores
dimensoes, Figura 1, e é alimentada durante todas as fases da sua vida pelas obreiras com
geleia real, um alimento rico em proteinas, vitaminas e hormonas, € que induz um
desenvolvimento diferenciado das obreiras. Para ser fecundada, a abelha rainha tem de
realizar o voo nupcial que ocorre a partir do seu nono dia de vida. Somente os zangbes
mais ageis conseguem localizar a rainha a partir da sua feromona, alcancé-la e entéo a
fecundar em voo, sdo em média 6 a 8 zangBes para fecundar uma Unica rainha. Este € 0
unico voo de fecundacdo realizado em toda a sua vida, ficando o sémen armazenado na
sua espermateca (FRATINI, et al., 2016).

Uma rainha coloca cerca de 1000 ovos por dia podendo viver mais de trés anos.
E & rainha que cabe a diferenciacio entre as castas. Para isso a abelha rainha avalia com
as suas patas a dimenséo do alvéolo onde vai colocar 0 ovo, se esse alvéolo for estreito o
0Vvo sera depositado ao mesmo tempo que comprime a sua espermateca para libertar os
espermatozoides, fecundando assim 0 ovo que originara as obreiras. Se este alveolo for
maior, as rainhas somente depositam o ovo e deste ovo ndo fecundado nascem os zangdes
(SANTOS, et al., 2016).



Figura 1. Alvéolo real

Fonte: (STAROSTA, 2007).

2.2.2 Obreiras

As obreiras sao fémeas como a abelha rainha, porém elas diferem por apresentar
0 6rgdo sexual atrofiado e consequente transformacdo do ovipositor no seu 6rgdo de
defesa, o ferrdo. Esta diferenca resulta da sua alimentacdo na fase de desenvolvimento
larvar, a qual, a partir do terceiro dia, deixa de ser geleia-real, como na rainha, e passa a
ser constituida por mel e pélen (GALLO, et al., 2002).

As obreiras sdo as responsaveis por todo o trabalho exercido na colmeia e
desenvolvem as atividades de acordo com a idade, desenvolvimento glandular e
necessidades da colmeia. Do primeiro ao quinto dia cuidam da limpeza dos alvéolos e das
abelhas recém-nascidas, do quinto ao décimo dia de vida elas possuem a funcdo de
nutrizes, ou seja, sdo responsaveis pela alimentacdo das larvas e pelo seu
desenvolvimento, pois ja apresentam grande parte das glandulas hipofaringeas e
mandibulares desenvolvidas, capazes de produzir geleia-real. Apds o décimo dia de vida
as glandulas ceriferas ja estdo bem desenvolvidas, por isso nesta fase, até seu vigésimo
dia de vida, produzem cera para a construcdo de favos, recebem e desidratam o néctar
trazido pelas percoladoras para elaboragcdo do mel e ainda armazenam o polen nos favos.
Entre o décimo oitavo e vigésimo primeiro as operarias realizam a defesa da colmeia pois

ja possuem o ferrdo bem desenvolvido e veneno acumulado em grande quantidade,



podendo também colaborar no controle da temperatura da colmeia. Apés a esta idade e
até a sua morte sdo encarregadas de coletar o néctar, o pélen, resinas e agua. Nesta fase
sdo denominadas percoladoras (CAMARGO, et al., 2002).

2.2.3 Zangoes

Os zangdes sdo os machos da colmeia e possuem uma Unica funcdo, a de
fecundar a rainha. O periodo de vida de um zangdo € de 2 a 3 meses, atingindo a sua
maturidade sexual a partir do décimo segundo dia de vida. A partir dai podem realizar o
voo nupcial, porém os machos que fecundam a abelha rainha tem uma morte certa, pois

0s seus genitais ficam presos a ela ap6s o acoplamento (GALLO, et al., 2002).

Os zang0es sao maiores e mais fortes do que as abelhas operarias, apresentando
os olhos e o olfato mais desenvolvidos, além de possuirem asas maiores e musculadas, o
que resulta da sua necessidade de efetuar longos voos e possuir uma excelente orientagdo
para detecdo da rainha (CAMARGO, et al., 2002).

2.3 O ciclo de vida

O desenvolvimento das trés castas de abelhas: rainha, obreiras e zangdes, passa
por quatro estagios principais: ovo, larva, pupa e adultos, como se pode observar na
Figura 2. Durante o estagio larvar, as trés castas ganham muito peso, aumentando as
obreiras cerca de 900 vezes 0 peso do ovo enquanto a rainha aumenta 1700 e os zangdes
2300 vezes (WINSTON, 1991).



Figura 2. Principais estagios do desenvolvimento: 1° ovo, 2° larva, 3° pupa e 4° adultos.

Fonte: Adaptado de (STAROSTA, 2007).

Os ovos depositados pelas rainhas possuem cor branca perolada, um formato
cilindrico oval e alongado, curvado ligeiramente e mais espessos na extremidade, onde
se formara a cabeca, comparado com a extremidade abdominal. A rainha coloca um ovo
por alvéolo numa extremidade do fundo da célula, e apds 3 dias eclode e inicia-se o estado

larvar.

A larva é inicialmente alimentada pelas abelhas nutrizes, capazes, a partir de
suas glandulas, de produzir a geleia-real. Apenas as larvas mais velhas podem receber
diretamente mel e pdlen. Passados 6 dias ap0s a ecloséo, a larva ja atingiu o peso ideal,
deixando de ser alimentada pelas obreiras, que fecham a célula com uma camada de cera,
opérculo. Quando isto ocorre a larva envolve-se num casulo e entdo da-se o terceiro
estagio de desenvolvimento, pupa, onde se estabelece a forma e estrutura da abelha. Apds
0 12 dia ja é possivel observar os contornos formados de cabeca, térax e abdémen.
Posteriormente, comegam a aparecer as antenas o aparelho bocal, a pigmentacdo dos
olhos e pernas e asas, o que nos indica o final da metamorfose. O desenvolvimento para
uma abelha obreira, leva em média 21 dias, findos os quais a abelha adulta rompe a
pelicula de cera e pode dar inicio aos seus trabalhos (RAMOS; CARVALHO, 2007).



2.4 Anatomia

O corpo da abelha pode ser dividido em trés partes: cabeca, torax e abdémen,
Figura 3, sendo que nesses trés compartimentos encontram-se as principais glandulas e
sistemas.

Torax

Cdbeca | Abdomen

Figura 3: Morfologia da abelha Apis mellifera: Cabeca, Torax e Abdémen.
Fonte: Adaptado de (STAROSTA, 2007).

Na cabeca estdo localizados os olhos e as antenas. O olfato é realizado por meio
das cavidades olfativas, em maior nimero nos zangdes comparado com as obreiras ou a
rainha. O aparelho bucal é composto por duas mandibulas e a lingua ou glossa. As
mandibulas séo estruturas fortes, utilizadas para cortar e manipular cera, propolis e pélen.
Servem também para alimentar as larvas, limpar os favos, retirar abelhas mortas do
interior da colmeia e na defesa. A lingua é uma peca bastante flexivel, coberta de pelos,
utilizada na coleta e transferéncia de alimento, na desidratacdo do néctar e na evaporacao
da agua quando se torna necessario controlar a temperatura da colmeia. Ainda na cabeca
estdo localizadas trés importantes glandulas: as mandibulares, que dissolvem a cera e
ajudam a processar a geleia-real que alimentara a rainha e as hipofaringeas, que
funcionam do quinto ao 12 dia de vida da operaria e transformam o alimento comum (mel
e polen) em geleia-real (LANDIM, 2009).

O torax é formado por trés segmentos, o primeiro esta ligado & cabeca e €
conhecido como protérax, em seguida esta 0 mesotorax e por Gltimo, ligado ao terceiro
compartimento do abdémen, estd 0 metatorax. Nesta secdo estdo os 6rgdos locomotores,
estando as pernas posteriores adaptadas para o transporte de polen e resinas, bem como

auxiliar a manipulacdo de cera e propolis e na limpeza do corpo. Na parte superior



encontram-se dois pares de asas com uma estrutura membranosa, responsaveis pelo voo,
e ainda uma grande quantidade de pelos que tem a importante fungéo de fixar os gréos de
polen. Nesta regido encontram-se também os espiraculos, que sdo 6rgdos de respiracéo,
0 es6fago que é parte do sistema digestivo e as glandulas salivares, envolvidas no
processamento do alimento (LANDIM, 2009).

O abddmen é formado por membranas bastante flexiveis que facilitam o seu
movimento. E nesta parte do corpo que se encontra o aparelho digestivo, circulatorio,
reprodutor, excretor, os érgdos de defesa, as glandulas produtoras de cera e o ferrdo, que
estd ligado a uma pequena bolsa onde o veneno fica armazenado (LANDIM, 2009;
RAMOS; CARVALHO, 2007). Dada a importancia para o trabalho, o aparelho digestivo

sera descrito em maior pormenor.

2.4.1 Sistema digestivo

O sistema digestivo dos insetos € constituido por um tubo, que se estende desde
a boca até o anus e geralmente € um pouco enrolado. Este canal pode ser dividido em trés
regides, nomeadamente, intestino anterior ou também chamado estomadeu, intestino
médio ou mesentero e intestino posterior ou também denominado proctodeu
(TRIPLEHORN; JOHNSON, 2005; CATAE, et al., 2014).

A estrutura do sistema digestivo das larvas pode ser vista na Figura 4. Na fase
larvar ndo existe conexdo entre o proctodeu e 0 mesentero e consequentemente ndo ha a
eliminacdo dos excrementos. O amadurecimento do proctodeu s6 ocorre no final da fase
larvar quando o casulo ja foi construido, e nesse momento todo o alimento armazenado
no estdbmago é descarregado no intestino. Durante o processo de metamorfose, ou seja,
no momento em que o simples aparelho digestivo das larvas se transforma no sistema
complexo das abelhas adultas, elas ndo se alimentam, sobrevivendo apenas das reservas
obtidas na fase larvar (GONCALVES, et al., 2017).



Figura 4. Sistema digestivo das larvas.
Fonte: Adaptado de (LANGSTROTH et al., 1975).

Nas abelhas adultas o aparelho digestivo inicia-se na cavidade bucal com o
estomadeu, constituido pela faringe, eso6fago, papo e proventriculo, Figura 5. A faringe
possui musculos de compressao e contracdo que permitem criar um movimento de succao
que aspira o alimento através do eséfago, terminando numa bolsa denominada de vesicula
nectarifera ou papo. E nesta vesicula que as abelhas transportam o néctar para a colmeia,
tendo a capacidade de o regurgitar quando chegam a colmeia, ou alternativamente
consumir mediante as suas necessidades. Neste caso, € através da abertura do
proventriculo que se da a passagem para 0 mesentero onde decorrera a acao enzimatica e
absorcédo dos produtos da digestdo. A absorcao de agua, sais e a eliminacdo dos residuos
da digestdo ocorrem posteriormente no proctodeu subdividido em intestino delgado e
grosso. E nesta regido que se observam os tdbulos de Malphigi que consistem em
filamentos longos e finos, capazes retirar da hemolinfa os residuos azotados resultantes

da decomposicdo das proteinas durante o0 metabolismo (FRIOL, et al., 2017).
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Figura 5. Sistema digestivo das abelhas adultas.
Fonte: Adaptado de (BARBOSA, et al., 2007).

2.4.2 Digestibilidade e absorcéo dos alimentos

Na regido do estomadeu ocorre a ingestdo, armazenamento, moagem e transporte
de alimentos para a proxima regido, o intestino médio, onde sdo produzidas e segregadas
as enzimas digestivas que promovem a decomposic¢ao dos alimentos ingeridos, dando-se
inicio a absorcdo dos nutrientes. O material ndo absorvido, em conjunto com os residuos
excretados pelos tubulos de Malpighi, entram para o proctodeu, sofrendo, ainda antes da
eliminacdo das fezes através do anus, a absorcao de agua e sais. A digestdo de alimentos
nas abelhas ocorre maioritariamente no ventriculo, porém, existem estudos que indicam
a existéncia de bactérias e enzimas no papo, o que sugere logo ai o inicio da digestao.
Estas enzimas podem ter origem glandular, ser resultantes da regurgitacdo ventricular ou
resultarem das bactérias presentes (LANDIM, 2009).

Para o poélen a digestdo ocorre da mesma forma em larvas e abelhas adultas,
sendo que o tempo de permanéncia no trato digestivo depende da idade da abelha, da
quantidade de alimento ingerido e 0 motivo da retencdo. Geralmente a passagem pelo
tubo digestivo ocupa de 1 a 3 horas, 3 a 12 horas no ventriculo e 5 a 20 minutos no
proctodeu. A eficacia da digestdo deste nutriente € mesmo assim limitada, estando

descrito que somente 50% do péblen ingerido é aproveitado (RICIGLIANO, et al., 2017).

Para os hidratos de carbono, o processo de digestdo inicia-se maioritariamente

no ventriculo onde a sacarose € convertida em glucose e frutose e em seguida absorvida
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para a hemolinfa fornecendo a energia necessaria para o gasto metabélico (CANDY, et
al., 1997). A absorcdo da glucose, frutose e 3-o-metilglucose ocorre nos dois tercos
iniciais do ventriculo por difusdo simples e acontece de forma idéntica no verdo e no
inverno, sendo que os hidratos de carbono contidos no intestino podem continuar a ser
absorvidos (CRAILSHEIM, 1988).

2.5 Nutricdo das abelhas

Para se obter uma colmeia saudavel, onde todos os individuos se desenvolvam e
realizem as fungdes e ocorra a reproducdo da espécie, as abelhas necessitam, como
qualquer outro animal, de um conjunto de alimentos essenciais para sua sobrevivéncia
em propor¢des adequadas, nomeadamente, hidratos de carbono (aglcares do néctar ou
mel), aminodacidos (proteinas de polen), lipidos (acidos gordos e esterdis), vitaminas,
minerais (sais) e agua (HUANG, 2010).

Apesar das trés castas de abelhas necessitarem dos mesmos alimentos durante a
sua vida, cada uma possui necessidades nutricionais proprias e mecanismos de
alimentacdo especificos, criando ao longo das diferentes etapas de desenvolvimento,
mecanismos diferentes para processar esses alimentos (WINSTON, 1991).

2.5.1 Hidratos de carbono

Toda a energia que as abelhas necessitam para exercer as atividades musculares,
gerar calor para o corpo, manter as funcgdes vitais de érgaos e glandulas, como a produc¢éo
da cera, € obtida a partir da maior fonte natural em hidratos de carbono, o néctar
(DEGIRMENCI, et al., 2017).

Os acucares sdo produzidos pelas flores das plantas, mas também podem ser
encontrados em nectarios extraflorais ou em secrec¢des de outros insetos que se alimentam
em plantas, os chamados exsudados que originam méis de melada. O néctar é a principal
fonte de carbohidratos para polinizadores e mutualistas defensivos. Os principais solutos
encontrados na maioria dos néctares sdo proporcdes variaveis de sacarose, glucose e
frutose. AcgUcares mais raros, incluindo arabinose, galactose, manose, gentiobiose,

lactose, maltose, melibiose, trealose, melezitose, rafinose e estaquiose foram também
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identificados nos néctares de algumas flores, podendo exibir alguma toxicidades se
consumidos pelas abelhas, porém ha estudos referindo que as hidrolases glicosidicas sao
capazes de hidrolisar estas substancias e também podem ser metabolizados pela
microbiota intestinal (RICIGLIANO, et al., 2017; ROY, et al., 2017).

Ap0s sugarem o néctar, as abelhas iniciam a sua transformacao logo durante o
voo de retorno para a colmeia com a adigdo de enzimas (invertases, diastases e glucose
oxidase) durante a estada do néctar no papo, continuando também durante a fase de
regurgitacdo e armazenamento nos favos para reserva de alimentacdo
(BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010). Estas enzimas adicionadas provocam a
dissociacdo dos polissacarideos em monossacarideos, a0 mesmo tempo que o teor de agua
é reduzido transformando o néctar em mel. Geralmente o mel tem um conteudo de 80-
85% de hidratos de carbono, 15-17% de agua, 0,3% de proteinas, 0,2% de cinzas e
pequenas quantidades de aminodcidos, fenois, pigmentos e vitaminas. Os hidratos de
carbono sdo representados na maioria por glucose e frutose em redor dos 30 a 40%,
respetivamente, além de outros dissacarideos e trissacarideos (LIRA, 2014; KHAN, et al.,
2018).

2.5.2 Proteinas

Uma das exigéncias nutricionais e de grande importancia na vida das abelhas sdo
as proteinas e a sua fonte natural é o pélen. O pélen é o plasma genital masculino das
plantas, produzido a partir das anteras e utilizado para fecundar o gameta feminino,
podendo assim reproduzir a espécie e garantir a sobrevivéncia da mesma (CASACA,
2010).

A composicao nutricional do pélen pode variar de acordo com a fonte boténica
de onde provém, porém sabe-se que, para além da agua que corresponde a
aproximadamente 30%, contém elevadas quantidades de aglcares (20 a 40%), proteinas
(10 a 36%) e acidos gordos (1 a 5%), bem como diversos minerais como 0 zinco, cobre
ou ferro e alta relagdo potassio/sodio (1 a 7%), aos quais se juntam quantidades
significativas de varias vitaminas como a provitamina A, vitamina E (tocoferol), niacina,
tiamina, acido félico e biotina (CAMPOS, et al., 2010; MORET]I, 2006).

Metade do teor em proteinas do polen correspondem a aminoacidos
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fundamentais para o desenvolvimento das abelhas, varios dos quais ndo sao possiveis de
sintetizar pelas proprias. Alguns estudos realizados por Paoli, et al. (2014), apontam que
a composicdo de aminoacidos necessarios para satisfazer as exigéncias nutricionais, para
além de 20% de proteina bruta, devera conter ainda 3 % de arginina, 2,5 % de fenilalanina,
1,5 % de histidina, 4 % de isoleucina, 4,5 % de leucina, 3 % lisina, 1,5 % de metionina,

3% de treonina, 1 % de triptofano e 4% de valina.

A prolina é outro aminoacido sugerido como importante na dieta das abelhas,
verificando-se que estas preferem os nectarios ricos em prolina, devido a capacidade que
possuem de a saborear, bem como ao papel potencial deste aminoacido nos voos dos
insetos. Efetivamente, a seletividade das abelhas por determinados aminoacidos é
evidenciado em alguns estudos que demonstram que abelhas mostraram estar dispostas
preferir alimentar-se com fenilalanina em detrimento de sacarose ao mesmo tempo que
evitam o consumo de glicina mesmo quando enriquecido com sacarose (ROY, et al.,
2017).

2.5.3 Lipidos

De acordo com Avres, et al. (2018), as abelhas obtém os lipidos exclusivamente
a partir do pélen, variando o teor lipidico de acordo com as espécies de onde é recolhido,
oscilando entre 1 e 19%. Estas substancias, para além de funcionarem como
fagoestimulantes, desempenham diversas fungdes bioldgicas, desde o armazenamento de
energia, como elemento estrutural nas membranas bioldgicas, fatores enzimaticos,
composigdo de hormonas e mensageiros intracelulares (NELSON; ROBINSON, 2006;
GIRI, et al., 2018).

A importancia do consumo de lipidos estd comprovada na literatura por varios
autores: Black (2006) verificou que para obter a quantidade necessaria de acido linoleico,
acido linolénico e esterois, as abelhas teriam de ingerir 1,6 mg/g de pdlen para obter o
acido linoleico necessario e 5,5 mg/g para atingir o valor de acido linolénico, valores
estimados por defeito devido a grande excrecéo desses acidos gordurosos pelas abelhas
adultas. O investigador Manning, et al. (2007) testou o efeito do aumento do pélen de
baixo teor lipidico com &cidos gordo na longevidade das abelhas e encontrou uma

diminuicdo da vida atil das mesmas quando alimentadas com concentracdes de &cido
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oleico acima de 2%, ao contrario de quando foram submetidas a uma alimentagdo com
acido linoleico, pois apresentaram uma maior tolerancia. Vaudo, et al. (2015), explicou
que os lipidos sdo importantes numa variedade de processos fisioldgicos em abelhas,
como por exemplo no desenvolvimento do ovo, producdo de cera e fonte de energia
secundaria e ainda que contribuem para a saude larval e adulta. Ensaios realizados com a
adicdo de 2 a 4% de lipidos na dieta das abelhas também demonstraram um aumento na
area de criagdo (BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010).

2.5.4 Vitaminas, minerais e agua

As vitaminas do complexo B estdo descritas como essenciais para a maioria dos
insetos e juntamente com o acido pantoténico, tiamina, riboflavina, piroxidina e vitaminas
A e K, surgem relacionadas com o desenvolvimento das glandulas hipofaringeas e com o
desenvolvimento das larvas. Estudos feitos por Lengler (2002) detetaram a presenca de
vitamina B12 e vitamina A no pdlen apicola e quantidades variaveis de vitamina B1, B2,
B3, B6, B7, B8, B9, bem como vitamina C, D e E. Porém, o armazenamento por longos
periodos, superiores a 12 meses acabam por deteriorar muitas destas vitaminas devido a
sua instabilidade, contribuindo para a diminui¢do do seu valor alimentar (SOMERVILLE,
2005).

Segundo Black (2006) a biotina, colina, acido folico, inositol, niacima, acido
pantoténico, piridoxina, riboflavina, tiamina, vitamina B12, vitamina A e Vitamina K
mostraram ser essenciais na dieta das abelhas, e apesar do &cido ascérbico ser sintetizado
por elas, quando adicionados aos suplementos, indicaram uma melhora nos seus

desempenhos.

Os minerais sdo também muito importantes na nutri¢cdo das abelhas, pois atuam
no funcionamento celular normal, como cofator enzimatico, participam no metabolismo,
regulam a expressdo génica, atuam na manutencdo estrutural de biomembranas,
imunidade e protecdo contra radicais livres, sintese de proteinas, entre outras (ARES, et
al., 2018).

As abelhas ndo recolhem os minerais separadamente mas a partir do pdlen, agua

e néctar. O pdlen contém de 2,5% a 6,5% de minerais encontrando-se mais
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frequentemente o potassio, fésforo, calcio, magnésio e ferro. Segundo Somerville (2005),
as abelhas nutridas com dietas contendo concentragdes de cinzas no pélen entre 0,5-1%
produziramuma maior quantidade de criacdo J& a adicdo de niveis superiores a 2% de
cinzas na dieta das abelhas pareceu ser desvantajoso (BRODSCHNEIDER;
CRAILSHEIM, 2010).

Alguns estudos que investigam a variacdo do contetdo de micronutrientes de
insetos ao longo do tempo no campo, sugerem que as abelhas podem regular ativamente
a ingestdo especifica de micronutrientes e ainda que os requisitos de micronutrientes de
abelhas adultas mudam com a estacdo. Um exemplo é teor de magnésio que apresenta
reducdo de mais de 50% entre verdo e outono e o sddio que exibe multiplas quedas de
mais de 50%. Também no célcio verifica-se um aumento na concentragcdo no outono o
que pode ser devido ao seu uso no movimento muscular para gerar calor no periodo de
inverno (BONOAN, et al., 2018).

Contrariamente ao que se passa com o néctar e pélen, as abelhas ndo armazenam
a agua, portanto, é necessario a sua disponibilidade nas proximidades das colmeias. A
agua é fundamental para a sua sobrevivéncia, tanto para manter a homeostase do fluido
corporal das abelhas adultas, produzir secre¢des glandulares e diluir mel para alimentar a
criacdo mas também para manter e regular a temperatura e humidade relativa da coldnia.
Cada colmeia pode consumir até 20 litros de agua por semana (OSTWALD, et al., 2016;
BARBOSA, et al., 2007).

2.5.5 Necessidades nutricionais de acordo com a fase do desenvolvimento

As larvas, logo ap6s a eclosdo, sdo alimentadas com geleia-real proveniente das
secrecOes das glandulas hipofaringeas das obreiras, enquanto as larvas mais velhas
recebem adicionalmente mel e p6len. Como néo existe comunicacao entre o estbmago e
0 anus nas larvas, todo o alimento que € ingerido é armazenado e utilizado nos estagios
de pré-pupa e pupa. Nesta fase o aprovisionamento de alimento é muito maior do que o
consumo e por isso a larva aparenta um aspeto leitoso, até que essa taxa de provisao de
alimento se torne igual a de consumo (GIROU, 2002). Para criar uma larva, é necessario
25-37,5 mg de proteina, sendo que as larvas jovens sdo visitadas e alimentadas com
menos frequéncia do que as larvas mais velhas (BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM,
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2010). Ao sexto dia apds a eclosao, e com o fechar do alvéolo, a larva deixa de receber
mais alimento e todo o desenvolvimento até a fase adulta é realizado com as reservas
aprovisionadas. Apo6s 0 nascimento e nos seis dias seguintes, apesar de aparentemente
estar concluido o desenvolvimento da abelha, verifica-se um elevado consumo de hidratos
de carbono e proteina, necessario para o desenvolvimento das suas glandulas
hipofaringeas, mas também para a deposicdo de tecidos e musculos, refletindo-se num
aumento do peso corporal, como se constata na Tabela 1. A partir do 5 dia de idade e com
as glandulas hipofaringeas ja bem desenvolvidas, as abelhas nutrizes sdo capazes de
segregar produtos ricos em proteinas, como a geleia-real, os quais serdo distribuidos por
trofalaxia para as larvas mais jovens (CORBY-HARRIS, et al., 2016).

No estado adulto, as abelhas conseguem sobreviver na auséncia de proteinas,
lipidos, minerais e vitaminas pois estes podem ser catabolizados das reservas
armazenadas durante o seu desenvolvimento, ao contrario dos hidratos de carbono os
quais precisam de ser ingeridos constantemente, uma vez que as abelhas possuem baixas
reservas de glicogénio no corpo, somente 0,05-0,47 mg, o que ndo é suficiente para
sobreviver por longos periodos (BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010; GHOSH, et
al., 2016).

Estudos iniciais feito por De Groot (1953), avaliaram as mudancas no peso e no
teor em proteina durante o ciclo de vida das abelhas, Tabela 1. Como se pode verificar,
apesar do peso diminuir aproximadamente 10% entre a fase da abelha emergente e a
abelha nutriz, o conteido em proteina aumenta 40%, associado ao desenvolvimento

glandular referido anteriormente.

Tabela 1. Variag@es no peso (em fresco) e contedo em proteina durante o desenvolvimento

sucessivo dos estagios da abelha.

EStég'(_) de Peso abelha Contetido em
desenvolvimento (mg) proteina (mg)
Ovo 0.05 -
Larva 0.3-150 0.09-2.2
Pupa 117-150 1.8-2.2
Abelha emergente 80 1.9
Nutriz 72 2.6
Percoladora 66 1.4

Fonte: Adaptada (DE GROOT, 1953)
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2.6 Alimentacéo artificial

Existem diversas razdes para o qual é apelativo fornecer artificialmente um
alimento para as abelhas, podendo classificar-se o suplemento em duas categorias: de
manutencdo ou estimulante, sendo que o alimento de manutencéo é aplicado em periodos
de escassez como garantia de sobrevivéncia e o estimulante pressup8e uma intencédo
orientada, por parte do apicultor (SOMERVILLE, 2005).

A aplicacdo de alimentacdo artificial é hoje em dia utilizada pelos apicultores
ndo apenas para manter as coldnias em situacGes de confinamento e garantir reservas
alimentares adequadas durante os periodos de inverno ou periodos de escassez de
alimentos naturais (p6len e néctar), mas, cada vez mais, para provocar o desenvolvimento
artificial da coldonia. S8o diversas as situacbes em que é vantajoso provocar este
desenvolvimento, por exemplo, para obter populacdes 6timas a tempo de fluxos de néctar
ou para a polinizacdo de culturas, para multiplicar col6nias por divisdo na primavera ou
no final do verdo, para estimular a criacdo, produzir rainhas e abelhas, prolongar a

temporada para populacdes altas de zangBes para acasalamento da rainha, etc.

A alimentacdo artificial pode ser oferecida as abelhas sob a forma liquida,
pastosa ou solida, podendo também ser energética, proteica ou complementar dependendo

da reserva de alimentos que a colmeia possui (WOLFF, 2007).

2.6.1 Suplementacédo energética

Nos periodos de escassez de néctar as colonias tornam-se mais agressivas na
defesa da colmeia, observando-se um declinio na procura de pélen, uma vez que a
quantidade de energia disponivel para realizar os voos é menor, diminuindo também o
seu comportamento higienico e alterando o funcionamento da colonia. A aplicacdo de
alimentacdo energética nestas situacGes poderd manter a area de incubacéo das larvas e a
populacdo da coldnia num nivel elevado ou mesmo provocar um estimulo de expansao.
Alguns autores recomendam a aplicacdo de um alimento energético sempre que as
colmeias estiverem com menos de dois quadros de reservas (aproximadamente 6-8 kg de
mel) (SOMERVILLE, 2005).
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Um dos alimentos artificiais utilizado como suplemento é o xarope de milho rico
em frutose (HFCS), comumente usado porque o seu perfil de agtcar é muito semelhante
ao do mel. Este suplemento é produzido por hidrolise enzimética de véarios tipos de amido
de milho obtendo-se uma mistura de glicose / frutose. (SAMMATARO; WEISS, 2013).
Outro dos alimentos energéticos que tem sido muito usado recentemente é o agucar
invertido, no entanto, diversos resultados apontam que durante a quebra da sacarose em
glucose e frutose pela agdo dos acidos adicionados, hé a liberacdo de hidroximetilfurfural
(HMF), um composto que é bastante nocivo para as abelhas, pois causa Ulcera intestinal
e disenteria (KRAINER, et al., 2015). Autores como LeBlanc (2009) também
constataram a toxicidade do HMF para abelhas, mostrando que em concentragdes entre
57 e 200 mg/kg nédo afetou na sobrevivéncia das abelhas, no entanto, o tratamento que

possuia a concentracao de 250 mg/kg apresentou uma alta taxa de mortalidade.

2.6.2 Suplementacéo proteica

O fornecimento de polen € particularmente necessario quando se pretende
manter ou aumentar a criacdo de novas abelhas ou quando o pélen disponivel no campo
se torna limitado, o que acontece geralmente antes ou durante um fluxo de néctar. A
quantidade e o tempo em que esse suplemento deve ser aplicado depende da forca da
colobnia, do nivel de producdo desejado, da atratividade do suplemento, mas também da
sua eficacia (SOMERVILLE, 2005; DEGRANDI-HOFFMAN, et al., 2015).

Os suplementos proteicos contendo pélen sdo geralmente mais bem aceites do
qgue sem o polen, porém é de notar que as propriedades nutritivas do polen quando
armazenado por um longo tempo poderdo degradar-se, sendo o congelamento a melhor
forma de armazenar estes alimentos. Embora o pdlen seja sem duvida o alimento proteico
mais eficiente, sdo diversos os estudos que procuram uma fonte de proteinas alternativa
para suprir as necessidades das abelhas, uma vez que oferecer um alimento rico em pdlen
como suplemento é economicamente inviavel (BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM,
2010).

As abelhas podem ser alimentadas artificialmente com uma mistura de pdlen,

acucar granulado, levedura de cerveja e agua ou ainda recorrendo a farinha de soja e leite
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em po, contudo ha indicacbes que alguns destes alimentos apresentam toxicidade para as
abelhas. Estudos recentes referem que 40% dos agUcares contidos na soja sdo toxicos para
as abelhas e que a adicdo de 10% de lactose ou galactose aumenta a mortalidade das
obreiras e reduz a aceitabilidade do xarope de agucar fornecido (BRODSCHNEIDER;
CRAILSHEIM, 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Avaliacéo das praticas atuais de alimentacao artificial

Esta etapa teve por base a realizacdo de um inquérito efetuado aos apicultores
com o objetivo de avaliar as praticas de alimentagdo artificial atuais dos apicultores
portugueses, quer ao nivel dos produtos utilizados, da época e modo de aplicacéo, bem
como das razdes associadas, Anexo I. Adicionalmente efetuou-se a avaliacdo do nivel de
mortalidade das colonias nos apicultores inquiridos de modo a estabelecer correlagcdes
com a prética de alimentacdo artificial. Estes inquéritos foram disponibilizados através
de uma plataforma online para uma resposta mais facil. A sua aplicacédo foi feita atraves
das organizacBes associadas da FNAP, permitindo assim atingir uma abrangéncia
nacional. O nimero total de respostas validadas foi de 133 distribuidas por todo pais. Os
suplementos alimentares a testar foram escolhidos em funcdo dos resultados dos
inquéritos aos apicultores e das caracteristicas nutricionais, e administrados de acordo

com as necessidades de desenvolvimento das colonias.

3.2 Amostragem

Para este estudo foram utilizados seis suplementos comercializados em Portugal,
sendo que 3 deles sdo classificados como energéticos: Bee food (E06), Baniaia (E08),
Abejapi (E09) e os outros 3 como proteicos: Albupowder (P05), Enerjet V. A. (P06),
Enerjet proteico (EP01). Os suplementos foram obtidos diretamente dos fornecedores.
Para os ensaios de desempenho utilizou-se os suplementos diretamente, enquanto para a
analise da sua composicdo efetuou-se, numa aliquota, a liofilizacdo e conserva¢do num

exsicador.

3.3 Padrdes e reagentes

Ao longo deste trabalho utilizaram-se como solventes metanol (Panreac, p.a),

acetonitrilo (Fisher Scientific, qualidade HPLC) e n-hexano (Lab-Scan, 95% qualidade
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HPLC). Como reagentes recorreu-se a hidroxido de sdédio e &cido sulfurico, ambos

adquiridos da Panreac (Barcelona, ES).

Os padrdes utilizados para a quantificacdo dos agUcares: frutose, glucose,

sacarose e maltose, qualidade p.a., foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, EUA).

Todos os restantes produtos quimicos e solventes foram de grau analitico e
adquiridos a partir de fornecedores comuns. A agua foi tratada através de um sistema de
purificacdo de agua Milli-Q (TGI Pure Water Systems, EUA).

3.4 Anélises nutricionais

Neste ponto analisou-se de uma forma global o valor nutricional dos diferentes
suplementos através da quantificacdo do teor de proteinas, gorduras, cinzas, humidade e
hidratos de carbono.

3.4.1 Determinacao de proteinas

O teor de proteina bruta foi obtido pelo método de Kjeldahl, desenvolvido por Johann
Kjeldahl em 1883. Foram pesados aproximadamente 1 g das amostras que, em seguida,
foram transferidos para os tubos de determinacéo de proteinas, onde se adicionaou 15 mL
de &cido sulfarico concentrado e 1 g do catalizador metalico ((Cu) 9% em Cu SO4.5H>0).
Os tubos foram transferidos para o digestor de proteinas onde permaneceram até alcancar
a temperatura de 400°C, aguardando-se a reacdo de oxidacdo, indicada pelo aparecimento
da coloracdo verde. Apos a digestdo os tubos foram arrefecidos e seguiram para o
destilador de azoto. Inicialmente a amostra foi diluida com &gua destilada, 0 excesso de
acido sulfurico neutralizado com hidroxido de sédio a 40% e o azoto total destilado na
forma amonia foi recolhido com erlenmeyer contendo 10 mL de solucdo de acido bérico
a 0,5% (v/v) com indicador misto verde de bromocresol e vermelho de metila. Na
sequéncia a solucéo obtida foi titulada com solugéo de HCI a 0,5 mol/L até atingir o ponto
de viragem identificado pela passagem da coloracdo azul para a rosada. Para a converséo
do teor de azoto em proteina total utilizou-se um fator de 6.25, exprimindo-se 0s

resultados em percentagem de proteina.
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3.4.2 Determinacao de gorduras

A determinacdo do percentual de gordura total foi realizada pela extracdo com
éter dietilico utilizando-se aparelho de Soxhlet seguindo instrugdes de acordo com a
metodologia proposta pela AOAC (1995). Para o experimento, foram pesados
aproximadamente 2 gramas das amostras em cartuchos elaborados com papel filtro e,
posteriormente, transferidos para o equipamento. Utilizou-se um volume aproximado de
100 mL de solvente éter dietilico em cada tubo de extracdo, os quais foram secos (em
estufa de secagem a 105°C por 2 horas) e tiveram 0s pesos devidamente ajustados. Em
seguida, o solvente foi aquecido a ebulicdo e permaneceu em refluxo e em contato com
amostra por 4 horas, Figura 6. Passado este tempo, procedeu-se a recuperacdo do éter
dietilico e a retirada dos tubos de extracdo, que foram colocados em estufa a 105°C por
aproximadamente 2 horas, para total evaporacdo dos residuos de solvente. Em seguida
foram retirados da estufa e transferidos para o exsicador onde permaneceram em
temperatura ambiente até 0 momento da pesagem. Os resultados foram expressos segundo

a equacdo a seguir e o teor de gordura total expresso em percentagem.

X_1oo-1v
P

Onde:
X= Teor em gordura (%)
N = massa de gordura (g)

P = massa de amostra (g)
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Figura 6: Extracdo de gorduras pelo método de Soxhlet.

3.4.3 Determinacao do teor em cinzas

A metodologia de determinacdo do teor de cinzas seguiu 0s procedimentos
adotados pela AOAC (1995). Pesou-se aproximadamente 2 gramas de amostra para uma
capsula de porcelana previamente calcinada e manteve-se em mufla a temperatura de
600°C £ 15°C durante 4 horas. Apés arrefecimento, a capsula foi pesada para determinar

a quantidade de cinzas remanescentes.

3.4.4 Determinacao do teor em humidade

O teor de humidade foi determinado por liofilizacdo utilizando-se 2g de amostra.
Apo6s 72 horas foram colocadas num exsicador e pesadas ap0s obtencdo de peso
constante.

3.4.5 Determinacao de hidratos de carbono

A determinag&o dos hidratos de carbono foi feita através do método da Antrona,
um metodo colorimétrico no qual o reagente da Antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno)
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emite uma cor verde na presenca de produtos da destruicéo de carboidratos, quando reage
com &cido sulfurico e calor. O ensaio iniciou-se com uma hidrélise, onde se pesou 50 mg
de amostra e adicionou-se 2,5 mL de HCI a 2,5 mol/L, e levou-se a um banho a 100°C
durante 3 horas. Os tubos foram retirados do banho e arrefecidos num banho de agua fria,
e em sequéncia neutralizados com carbonato de sodio até cessar fervura. Completou-se o
volume para 100 mL com A&gua desionizada e em seguida as amostras foram
centrifugadas. Por fim o sobrenadante foi recolhido. Seguidamente adicionou-se a cada
tubo 1 mL da solucdo anterior, mais 4 mL do reagente Antrona (2mg/mL), agitando-se
no vortex. Em seguida coloca-se 0s tubos num banho de agua fria durante 2 minutos,
depois sdo transferidos para um banho a 100°C durante 10 minutos e voltam novamente
a um banho de agua fria durante 5 minutos. Por ultimo a absorvancia € lida a 630nm. Os
resultados foram calculados por comparacdo com uma reta de calibracdo da glucose em

que as concentracGes variaram de 0,02mg/mL a 0,2mg/mL.

3.5 Analise composicional

Neste ambito, e considerando as limitacbes temporais em que decorreu este
trabalho, a analise da composicao dos suplementos centrou-se apenas no perfil de hidratos

de carbono, minerais e na quantificacdo do aminodacido prolina.

3.5.1 Acucares

3.5.5.1 Preparagéo das amostras

A determinacdo de agUcares livres foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, acoplado a um detector de indice de refragdo (HPLC-RI). Previamente foi
necessario preceder-se a uma diluigéo, pesando-se 2 gramas de amostra e adicionando-se
30 mL de agua deionizada, sob agitacdo durante 30 minutos. Em seguida, filtrou-se a
mistura com papel filtro para um para um baldo volumétrico de 50 mL, adicionando-se
12,5 mL de metanol e aferindo-se o volume final com agua deionizada. Posteriormente
filtrou-se com filtros millipore, 0,45 mm, para vials de 2 mL. O volume injetado foi de
20 pL.
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3.5.5.2 Condic¢des Cromatograficas

A quantificacdo dos acucares foi realizada num cromatografo integrado com
uma bomba (Knauer, sistema Smartline 1000), um desgaseificador (Smartline 5000), um
amostrador automatico (AS-2057 Jasco) e um detector de RI (Knauer Smartline 2300).
Os dados foram posteriormente analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex).
Para a separacdo cromatografica foi usada uma coluna 100-5 NH2 Eurospher (4,6 x 250
mm, 5 mm, Knauer) operando a 30°C (forno Grace 7971 R). A fase movel foi uma mistura
de acetonitrilo/dgua 80:20 (v/v), com um caudal de 1.3 mL/min. A identificacdo dos
acucares foi obtida por comparacdo dos tempos de retencdo dos picos das amostras com
os dos padrdes, nomeadamente, frutose (y=160,4x+397,73; R?=0,9985), glucose
(y=157,83x+301,23; R?= 0,9988), sacarose (y=157,88x+416,14; R?=0,9997), maltose
(y=109,59x+25,557; R?=1). Os resultados foram expressos em g/100g de massa seca. A
reta de calibracdo foi estimada pelo método de padrBes externos, utilizando-se as
concentracdes de 1,87 a 60 mg/mL para frutose, 1,41 a 45 mg/mL para glucose, 1,56 a 50

mg/ mL para sacarose e 0,14 a 4,5 mg/mL para maltose.

3.5.2 Minerais

Para a andlise dos minerais foi avaliada a presenca dos seguintes elementos
potassio (K), sédio (Na), célcio (Ca) e magnesio (Mg) recorrendo a um espectrofotometro
de absorc¢do atdmica por chama: Pye Unicam PU9100X. A determinacdo dos elementos
manganés (Mn), cobre (Cu) e cadmio (foi feita por espectrofotometria de absor¢do
atdbmica em camara de grafite usando um espectrofotobmetro PinAAcle 900 da Perkin

Elmer.

3.5.2.1 Digestdo da amostra

Inicialmente foi pesada uma grama de amostra, para um tubo de digestdo PTFE,
ao qual foi adicionado 10mL de &cido nitrico concentrado (HNO3). A digestdo foi feita
no micro-ondas utilizando o seguinte programa: rampa de temperaturas de 15 minutos até

aos 200°C com poténcia de 1200W. Esta temperatura e esta poténcia foram mantidas por
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mais 15 minutos. Por fim deixou-se arrefecer, e transferiu-se quantitativamente o digerido

para um baldo de 50 mL, aferindo-se o volume.

3.5.2.2 Anélise da amostra

A andlise dos diferentes minerais requer a preparacdo prévia de solugdes especificas

e padrdes de acordo com as indica¢fe seguintes:

Potéssio e Sodio
Para a analise dos elementos potassio e sodio, preparou-se uma solucéo tampéo
de cloreto de césio 10g/L e as diferentes solu¢des padrdo de acordo com a especificacao

seguinte:

Solucdo 1: Pipetar 10mL da solucdo padrdo 1000ppm de potassio e 5mL de solucéo
1000ppm de sédio para um baldo de 20mL, aferir o volume com &gua desionizada. Em
seguida foram preparadas outras solugdes padrdo com diferentes concentragdes, como

podemos ver na tabela seguinte:

Padrao V(sol))mL  VfimL
P1/4 0,25
P1/2 0,25

P1 1,00 50
P2 2,00
P3 3,00
P4 4,00
P5 5,00

Os padrdes que sdo usados para a calibragdo do espectrofotémetro resultam da
diluicdo de dez vezes destes padrdes (solucdo de 5,0mL de cada um dos padrdes e 5mL

de solugéo tampao de CsCl aferidos a 50mL).

Para a detecdo do potassio no suplemento, mediu-se 5mL da solu¢édo digerida de
suplemento, adicionou-se 1mL da solucdo tampédo e 4 mL de agua desionizada. Para a
detecdo de sodio no suplemento, mediu-se 10mL da solucéo digerida de suplemento e
ImL da solugdo tampdo. As leituras foram feitas de acordo com as condicOes

recomendadas para o equipamento.
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Calcio e Magnesio

Para a analise dos elementos célcio e magnésio, preparou-se uma solugdo de
lantdnio de concentracdo 10g/L, diluindo-se 13,159 de La(NOs). em 1L de agua
desionizada. Adicionalmente preparou-se uma solucdo padrdo Ca 1000ppm (solucéo 2) e

solucéo padrdo Mg 1000ppm em 10mL de agua desionizada (solucéo 3)

A partir das solucBes 2 e 3 foram preparadas uma serie de solucdes padrdes de

acordo com a tabela seguinte.

Tabela 2: SolucGes padrdes preparadas a partir das solucdes 2 e 3.

Padréo V(Sol 2)/mL V(sol 3)/mL Vi/mL
P1/4 0,25 0,25
P1/2 0,50 0,50
P1 1,00 1,00
P2 2,00 2,00 50
P3 3,00 3,00
P4 4,00 4,00
P5 5,00 5,00

Os padrdes usados para a calibracdo do espectrofotometro para a determinagdo
do Ca resultam da diluigdo de dez vezes destes padrdes (solucdo de 5,0mL de cada um

dos padrdes e 5mL de solucéo La aferidos a 50mL).

Os padrdes que sdo usados para a calibracdo do espectrofotometro para a
determinacdo do Mg resultam da diluicdo de trinta e trés vezes destes padrdes (solucédo

de 1,50mL de cada um dos padrdes e 5mL de solucdo La aferidos a 50mL).

A analise das amostras efetuou-se pipetando 10 mL de cada uma das solucbes
digeridas e adicionando-se 1mL da solugdo de lantanio. As determinacdes de Ca e Mg

foram realizadas de acordo com as condigdes recomendadas para o equipamento.

Manganés, Cobre e Cadmio

Para determinacdo do manganés utilizou-se um modificador de matriz diluindo-
se 1,7mL da solucéo de nitrato de magnésio, Mg(NOs),, 10g/L, para 10mL de solucéo
com agua desionizada. Em seguida preparou-se dois padrbes para o Manganés
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recorrendo-se a uma diluicdo de 0,50mL de solucdo padrdo 1000ppm para 50mL com
agua desionizada e uma outra por diluicdo de 0,20mL da solucéo anterior para 50mL com

agua desionizada (padrao 2).

Para o cobre o modificador da matriz foi obtido diluindo-se 1,0mL de solucédo
paladio, Pd, 10g/L e 0,1mL de solucédo de nitrato de magnésio, Mg(NO3z),, para 10mL de
solucdo com agua desionizada. Em seguida preparou-se dois padrdes para o cobre
diluindo-se 0,50mL de solucdo padrdo 1000ppm para 50mL com agua desionizada para
0 primeiro padrdo e diluindo-se 0,50mL da solucéo anterior para 50mL para o segundo

padrdo (padréo 2).

Para a determinacdo do cadmio o modificador de matriz foi preparado diluindo-
se 0,10mL de solucéo de nitrato de magnésio, Mg(NOs)2, e 1,0mL de solugéo fosfato de
amonio monobasico, NH4H2PO4, a 10% para 10mL, com agua desionizada. Em seguida
prepararam-se duas solugdes padrdo, a primeira diluindo-se 0,25mL de solucdo padrdo
1000ppm para 50mL com &gua desionizada e uma segunda diluindo-se 0,10mL da

solucdo anterior para 50mL com agua desionizada (apdréo 2).

Os padrdes usados para construir a curva de calibragdo resultaram da diluigéo

automatica do padrao 2, de acordo com a tabela.

Tabela 3: Padrdes utilizados para construir a curva de calibragédo

Padrao V(P2)/uL V(Matriz)/uL V(H20)/uL
P1/4 5 5 15
P1/2 10 5 10
P3/4 15 5 5

P1 20 5 0

Para a analise das amostras foram pipetados 20uL de amostra e 5uL de
modificador de matriz e usadas as condi¢des instrumentais recomendadas para a analise

de cada um deles.

3.5.3 Determinagéo da Prolina

Para a andlise da presenca de prolina prepara-se inicialmente uma solugdo de

100 mL pesando-se 0,5g da amostra e diluindo-se com &gua. De seguida transfere-se 0,5
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mL desta solucdo para um tubo de ensaio e adiciona-se 1 mL de acido formico (98%) e 1
mL de ninhidrina (3%). Apos agitacdo durante 15 minutos transfere-se o tubo para um
banho a 100°C durante 15 minutos, e posteriormente para um banho a 70°C durante mais
10 minutos. Por ultimo adiciona-se 5 mL de 2-propanol (50%), permanecendo em
repouso durante 45 minutos no escuro. Para a preparacao do branco e do padréo aplica-
se a mesma metodologia, mas substituindo os 0,5 mL da amostra por agua ou pela solucéo
de prolinaa 0.032 mg/mL, respetivamente. Ap0s a permanéncia no repouso a absorvancia
da solucédo € lida a 510 nm. Para a quantificacdo do conteddo em prolina na amostra
aplica-se a equacéo seguinte (mg/g), (BOGDANOV, 2002).

Abs amostra m padrao
) (ramosera) *°

Prolina =
rolina (Abs padrao

m amostra

3.6 Hidroximetilfurfural

Para determinar a quantidade de HMF presente nas amostras aplicou-se um
método espetrofotométrico descrito por Bogdanov (2002). Inicialmente prepara-se uma
solucdo dissolvendo-se 5 g de amostra liofilizada em 25 mL de agua destilada e
transferindo-se para um baldo volumétrico de 50 mL, ao qual se adiciona 0,5 mL de
solucdo Carrez | e 0,5 mL de solucdo Carrez Il, perfazendo o volume total com agua
destilada. Em seguida, Ié-se as absorbancias no espectrofotdmetro a 284 e 336 nm. A

quantificacdo de HMF é obtida utilizando-se a seguinte equacao:

2,5 )
m amostra

HMF = (Abs 284 — Abs 336) * 149,7 * (

3.7 Detecao da presenca de OGM

Para detectar a presenca de ADN nos suplementos, preparou-se inicialmente a
amostra pesando 1,5 g e adicionando azoto liquido até a sua solidificacdo (pd), Figura 7,

adicionando-se em seguida 7,5 mL de &gua destilada.

30



Figura 7: Preparacdo da amostra com azoto liquido para detecdo de ADN.

De seguida transferiu-se 50 pL da solucdo anterior para um eppendorf contendo
500 pL do tampdo instangene matrix, agitando-se e colocando num banho a 95°C durante
5 minutos, ap6s o qual se realiza uma centrifugacéo durante 5 minutos.

Para preparacédo do gel, foi pesado 0,64 g de agarose e dissolvido em 50 mL do
tampdo TE (100 mL de solucéo de Tris-HCI (1M, pH: 8,0) / 20 mL de EDTA (0,5 M, pH:
8,0), em &gua tipo I, esta solucdo foi diluida 10X para seu uso direto) colocando-se no
micro-ondas durante 3 minutos. Apés o arrefecimento, adicionou-se 0,8 pL de brometo e
virou-se a solugéo para uma tina de 8 pogos. Para inserir a amostra no gel, utilizou-se 5

pL do marcador com 5 pL da solucdo da amostra, de acordo com a Figura 8.

Figura 8: Amostras aplicadas no gel numa tina de 8 pocos.

Com acdo de corrente elétrica os fragmentos sdo separados, movendo-se pelo
polo positivo a uma taxa inversamente proporcional ao logaritmo da sua dimenséo,

formando-se bandas que foram visualizadas em um sistema de aquisi¢do de imagem.
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Para se confirmar a presenca de OGM nas amostras que apresentaram ADN
serdo efetuados ensaios de despistagem por PCR, baseados numa sequéncia alvo
caracteristica de um grupo a analisar ex: promotor 35S do virus do mosaico da couve flor
(P-35S) e nos terminadores do Agrobacterium tumefaciens, presentes na maioria dos
OGMs no mercado. Para garantir a integridade de pureza do ADN sera utilizado um
primer do gene da lecitna da soja ou milho como controlo positivo. No caso de resultados
positivos sera realizado um PCR para construgdes especificas, com ampliacdo da juncao

entre os diferentes elementos do inserte transgénico.

3.8 Ensaios in vitro de desempenho dos suplementos

Para a avaliacdo do desempenho dos diferentes suplementos foram realizados

ensaios com abelhas em ambiente laboratorial.

3.8.1 Origem das abelhas

O apiério de origem esté localizado numa area com grande diversidade floristica,
sem agricultura intensiva e fontes significativas de poluicdo. Todas as abelhas possuiam
origem na mesma coldnia ou em col6nias com rainhas irmas, jovens, saudaveis e livres
de patogénicos. Com rainhas irmds a robustez estatistica € aumentada apesar de se
diminuir a abrangéncia de generalizacdo dos resultados. Oito semanas antes do inicio da
criacdo das abelhas para os ensaios, as colonias foram tratadas contra a varroa. Foi
inserido um ndmero adequado de quadros de cera laminada nas colénias um més antes de

comecar o0 ensaio, para minimizar riscos de residuos e melhorar a satde das abelhas.

Para a recolha das abelhas emergentes, foram retirados das colénias quadros de
criagdo operculada na fase de ninfa de olhos negros e transferidos num recipiente
adequado para o laboratério, onde foram mantidos com temperatura e humidade
controlada a 35°C e 70%, respetivamente. Para garantir que as abelhas, ap6s o0 seu
nascimento, ndo se alimentassem de mel/pdlen eventualmente presente nos favos,

confinou-se a area de criagdo com uma rede.

Apds o nascimento e antes das 12h de vida, as abelhas foram transferidas para

as gaiolas de ensaio num total de 50 abelhas/gaiola.
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3.8.2 Gaiolas de ensaio

Para a manutencédo das abelhas em espaco controlado foram elaboradas gaiolas
de ensaio conforme se apresenta na Figura 9. Estas gaiolas sdo constituidas por um copo
perfurado no qual se introduziu uma lamina de cera, B, para controlo da mobilidade das
abelhas. Adicionalmente esta gaiola possui 3 orificios onde se disponibiliza, ab libitum,
os diferentes alimentos, nomeadamente &gua (A) comum a todos os ensaios, alimento
energético (D) e alimento protéico (C). Apds a colocacdo das abelhas nas gaiolas de
ensaio, as mesmas foram mantidas no escuro, com ventilacdo, em condicdes de

temperatura e humidade controlada, 30°C e 70%, respetivamente.

Figura 9: Gaiola experimental, com 50 abelhas emergentes. Agua (A), cera (B), suplemento
energético (C), suplemento proteico (D).

3.8.3 Condicdes experimentais

A avaliacdo dos 6 suplementos alimentares foi realizada em experiéncias
independentes, fornecendo-se o suplemento em complemento com um alimento controlo
e sempre na presenca de 4gua. Como alimento energético de controlo utilizou-se uma
solucdo de sacarose a 50%, enquanto como controlo proteico utilizou-se albumina em po.
Assim, para os ensaios dos suplementos energéticos, E06, EO8 e E09, para alem do
suplemento fornecido na posicao A da gaiola de ensaio, foi fornecido albumina na posigéo
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D. Para os ensaios dos suplementos proteicos, P05, P06 e EP01, para além do suplemento
administrado na posicdo D, foi disponibilizada a solucéo de sacarose a 50% na posi¢ao
A.

Os alimentos foram preparados de acordo com a indicacdo dos fornecedores
(Figura 10) e dispostos em recipientes de pequeno volume. Para o suplemento P05 foi
necessaria diluir 2,5 g em 50 mL de xarope de sacarose a 50%, enquanto para 0
suplemento proteico P06 dilui-se 0,2 pL do suplemento num xarope contendo 8,3 g de
acucar em 50 mL de agua. Os restantes suplementos foram administrados como
recebidos. Com excep¢do do suplemento PO5 que recomenda a sua aplicacdo uma
vez/semana e 0 EPO1 com dosagem de 300 a 400 g/semana, os restantes ndo fazem

qualquer referéncia as doses e periodos de aplicacéo.

Para cada um dos seis suplementos foram realizadas 7 réplicas contendo 50
abelhas com a mesma idade. Adicionalmente, e para comparacdo, foram efetuados 3
ensaios de controlo, utilizando apenas sacarose a 50% (sem disponibilizacdo de alimento
proteico), apenas albumina (sem disponibilizacdo de alimento energético) e sacarose a
50% conjuntamente com albumina. O conjunto das experiéncias envolveu a preparacao

de 63 gaiolas de ensaio, as quais foram seguidas diariamente durante 45 dias.
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Figura 10: Aspecto dos suplementos preparados para teste. (a) energéticos (b) proteicos.

A cada periodo de 24 horas procedeu-se a examinagdo das gaiolas, removendo-
se e contabilizando-se as abelhas mortas e o alimento consumido, substituindo-o por uma

nova dose. Estas tarefas decorreram sob iluminacéo fraca.

3.8.4 Avaliacéo dos resultados

O consumo dos suplementos foi calculado pela soma de diferengas de pesos
observadas entre as quantidades iniciais fornecidas e as sobras registradas, dia apds dia
durante o periodo experimental. O consumo diario de suplemento por abelha foi calculado
a partir do consumo diario de cada repeticdo dividido pelo nimero de abelhas existentes

em cada copo, por fim foi realizada uma média das repeticoes.

Para a avaliacdo das taxas de mortalidade médias por tratamento, expressas em
percentagens (%), foram calculadas, a cada 24 horas, dividindo-se o nimero total de
abelhas mortas pelo numero inicial de abelhas tratadas (50).
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3.9 Tratamento de dados

Os dados analiticos obtidos foram calculados em triplicata com as médias
e desvios padroes e em setuplicado para os dados obtidos do desempenho dos
suplementos no ensaio in vitro. Adicionalmente, e para analise nutricional foi aplicada a
anélise de componentes principais (PCA) para identificar as dimensfes que melhor
diferenciam o conjunto de dados em analise, ou seja, 0S seus componentes principais e
realcar as semelhancas e diferencas neles existentes através da identificacdo de padroes e

que futuramente sera estendida aos restantes resultados experimentais.

Foi utilizado o método de Anélise de Componentes Principais a partir do
software Matlab 2007v com o PLS Toolbox 5.2.2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DAS PRATICAS ATUAIS DE ALIMENTACAO ARTIFICIAL

O questionério foi disponibilizado on-line aos apicultores entre dezembro de
2017 e marco de 2018, obtendo-se 133 respostas completas. Os participantes do estudo,
apresentaram uma gama de idades alargada entre 21 e 79 anos possuindo na sua maioria
formacdo académica ao nivel do ensino superior (43%) e ensino secundario (42%),
seguindo o mestrado com 11% das respostas. Segundo dados do Programa Apicola
Nacional de 2015, existem cerca de 11 mil apicultores registados no pais, correspondendo
a 33 mil apiarios e 626 mil colmeias. A distribuicdo dos apiarios, segundo o inquérito
obtido, pode ser vista na Figura 11, e verifica-se que existe uma forte disperséo e
consequentemente representatividade no territorio nacional, sendo que o Norte € a regido
onde se situa o maior nimero de colonias (50%), o centro do pais vem em seguida com
(33%), o Algarve e o Alentejo sdo as regies com menor nimero de apicultores

inquiridos, porém estes sdo os de maior dimenséo.

Localizagdo dos Apiarios em Portugal

o9
(-
Viana do Castelozo,

\=

Legenda
‘T‘l,) Apiarios

Google Earth

Figura 11: Localizagéo dos apiarios dos inquiridos

O uso de alimentacdo artificial no maneio habitual das colonias é uma préatica

realizada pela maior parte dos apicultores (81%), que optam por fornece-las
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principalmente nos meses de inverno entre novembro (52%) e fevereiro (61%) com o pico
de maior aplicacdo em janeiro (71 %). Este resultado indica que a principal causa para a
aplicacdo da alimentacéo artificial é a escassez de floracdo devido ao periodo do inverno
e consequentemente a suplementacdo é a ferramenta para garantir a sobrevivéncia das
colmeias nestes periodos. H4, no entanto, alguns apicultores que utilizam a alimentagéo
artificial para outros fins como a multiplicagdo de colmeias (28%) ou para fortalecer a
colmeia em situaces de ataque de predadores como a Vespa Velutina. E também de
salientar que todos os apicultores inquiridos se dedicam a exploracdo a producao de mel
seguindo-se a venda de enxames (30%) e exploracéo de pélen com 21%. No momento de
decidir que tipo de alimentacdo a aplicar, a maioria opta por produtos comerciais (62%)
mas ndo despreza a aplicacdo de xaropes caseiros de agua e agucar (58%). Aquisicdo
destes produtos é realizada maioritariamente em lojas da especialidade e organizacdes de
produtores, mas verifica-se que mais da metade dos apicultores disseram ndo obter
informacdes sobre o modo de aplicacédo, época de aplicacdo, composicao e a situacdo em
que deve ser aplicado e (22%) deles j& observou efeitos indesejaveis resultantes. Entre
esses inconvenientes advindos da alimentacdo artificial foram citados: afogamento das
abelhas, incapacidade de consumir o xarope se mais seco, dependéncia da alimentagéo
artificial, diarreias, pilhagem. O impacto da aplicacdo de alimentacdo artificial as abelhas
permite essencialmente reduzir em 75% o ndmero de col6nias perdidas por exploracéo,
para além de aumentar a producdo de enxames em mais de 50 % e também contribuir

significativamente para 0 aumento da producao de mel (60%).

4.2 DESCRICAO DA COMPOSICAO ANUNCIADA DOS SUPLEMENTOS

A informacdo encontrada sobre a composicdo dos diversos suplementos em
estudo, seja através do roétulo, da informacdo disponibilizada pela entidade que
comercializa o produto ou recolhida em plataformas digitais, é muito variavel e de uma
forma geral pouco clara e descritiva. Verifica-se algumas situagcdes em que a informacéo
é totalmente inexistente o que evidencia claramente a desregulacdo deste segmento de
mercado. Na Tabela 4 apresenta-se um resumo de toda a informacéo disponivel sobre a

composicao dos alimentos. Na generalidade, a informacdo nao descrimina a quantidade

38



dos componentes individuais presentes. A composicao dos suplementos E06 e EO8 e

constante da Tabela 4 foi obtida exclusivamente através da plataforma digital.

Tabela 4: Composigédo anunciada dos suplementos alimentares para abelhas, em estudo.

Suplementos

Composicéo
EO06 EO8 E09 P05 P06 EPO1
Acidos ) SL:;:O Acido citrico ) ]
o (E330)
limao
Frutose (44%)
. Glucose (42%) 11%
Acgucares  Pres.  Pres. Sacarose (13%) - -
. Sorbato de
Aditivos ) ) potassio (E200) ) ) )
Agua - Pres. 18% 4,80% - -
Gorduras - - - 6,50% 0,2% 0,5%
Célcio
L 0,
Oxido de zinco, égs?‘cfr%
cloreto de (1%) Calcio (0,3%),
Minerais - - sodio, iodeto de o Saédio (0,4%) Fésforo (11%)
.. Sadio .
potassio, Oxido (0.5%) Saodio (0,4%)
de manganés o
g Potassio
(0,5%)
Proteinas - - 0,03% 79% 9,9% 45%
) AD3 K BLB2 o) 5 g6 B12,
BE, Clorhidrato de Acido nicotinico
L B1, B2, B3, B5, piridoxina, B12, f . '
Vitaminas L . L Acido Fdlico,
B6, C, Biotina Biotina, Niacina, D L. P
Biotina, Acido

— Pantotenato de
calcio

Pantoténico

Pres.: Presenca. *E06: Bee food; *E08: Baniaia; *E09: Abejapi; *P05: Albupower; *P06: Energéticos
V.A.; *EPO1: Energético proteico.

Entre os suplementos energéticos, é evidente a presenca de agucares, porém o

unico que traz uma informacdo mais detalhada do perfil é o suplemento EQ9, que possui
44% de Frutose, 42% de glucose e 13% de sacarose. Para os suplementos E08 e EQ9 é
referida a presenca de acidos na composi¢do 0 que podera estar associado com a adi¢ao
de agentes para evitar a formacdo de microrganismos. Entre os suplementos proteicos
verifica-se uma variacdo significativa do teor de proteina, observando-se que o

suplemento EPO1 possui adicionalmente uma composicéo rica em hidratos de carbono
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(11%). QOutra das carateristicas comuns na composicao destes suplementos é a presenca
de uma ampla gama de vitaminas, com exce¢do do suplemento PO5 onde ndo se observa
qualquer referéncia. Em contrapartida este produto apresenta uma quantidade elevada de
gordura (6,5%), quando comparado com os demais, P06 (0,2%) e EPO1 (0,5%). A
presenca de minerais € também carateristicas dos produtos proteicos, e inclusive de um
dos produtos energéticos, com quantidades altas de sddio, mas também, nalguns dos
produtos, célcio, fosforo e potassio.

4.3 AVALIACAO NUTRICIONAL

Para avaliar o valor nutricional dos diferentes suplementos em estudo efetuou-
se a andlise centesimal, nomeadamente o teor em cinzas, proteinas, gorduras, hidratos de

carbono e humidade, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados da analise centesimal para os suplementos artificiais em estudo.

Cinzas Humidade Proteinas Gordura Hidratos de carbono

AMOSTa (o5 (%) (%) (%) (%)
E06 - 2600 0,1+0,0 0,3+0,0 61+2
EO08 - 8,0+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 85+0
E09 - 13,0+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 62+0
P05 46+0,1 - 66 £ 6 3,1+04 4+1
P06 72+0,0 22,0+0,0 57+3 17+1 -

EPO1 52+0,0 - 52+0 1,2+0,2 34+1

*E06: Bee food; *E08: Baniaia; *E09: Abejapi; *P05: Albupower; *P06: Energéticos V.A.; *EP01:

Energético proteico.

Conforma se pode verificar pela tabela anterior, 0os suplementos energéticos
possuem na sua composicao principalmente hidratos de carbono, sendo que o que possui
a maior percentagem é o E08 (85%) seguido do E06 e E09 com quantidades muito
semelhantes (61-62%). Para estes produtos os teores de proteinas, gorduras e os valores
em cinzas sdo praticamente insignificantes. Ja ao nivel da humidade, o EQ9 é entre os
suplementos energéticos o que apresenta valores mais elevados, isto também porque se

encontra em forma liquida, enquanto o E06 e EO8 séo suplementos pastosos.
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Ja para os suplementos proteicos observa-se uma quantidade superior de
proteinas do P05 em relacdo aos demais. O suplemento P06 além de possuir uma maior
quantidade de humidade por ser um produto liquido, destaca-se pela quantidade de
gordura elevada (17%) em comparacdo aos demais, que ficam proximos aos 3%. Estes
valores estdo em desacordo com a informacdo descrita para os produtos, Tabela 4. O
suplemento EPO1 evidencia-se dos restantes por integrar simultaneamente uma
quantidade significativa de proteinas e hidratos de carbono, significativamente superior
ao disponibilizado na informacéo, possuindo assim uma dupla funcionalidade.

Aos resultados apresentados na Tabela 5 foi aplicada a analise de componentes
principais (PCA, do inglés Principal Components Analysis), e os resultados estdo
dispostos nas Figuras 12 e 13. Para a analise foram utilizadas 3 componentes principais
(PCs) que, somados, explicaram 98,54% da variancia total dos dados. A Figura 12 traz
informacdes sobre as amostras (scores), enquanto que a Figura 13 traz informacges sobre
as variaveis (loadings). Em outras palavras, a Figura 12 apresenta a separa¢do entre as
amostras enquanto a Figura 13 as razdes pelas quais as amostras se assemelham/diferem.
Observando-se a Figura 12, nota-se que a PC1 classifica as amostras 1, 2 e 3 (1: Bee food;
2: Baniaia; 3: Abejapi) como semelhantes, diferenciando-as das amostras 4, 5 e 6 (4:
Albupower; 5: Energéticos V.A.; 6: Energético proteico). De acordo com a Figura 13,
pode-se observar que a razdo da semelhanca entre as amostras 1, 2 e 3 é o teor de hidratos
de carbono (variavel 5). As amostras 4, 5 e 6 assemelham-se com relacdo aos teores de
cinzas, humidade, proteinas e gorduras. Mais detalhadamente, nota-se que as amostras
estdo dispostas em quadrantes diferentes, de modo que a amostra 5 se encontra no
quadrante positivo para PC1 e PC2, sendo, portanto, influenciada pelos teores de
humidade e gordura. As amostras 4 e 6 estdo localizadas no quadrante positivo para PC1
e negativo para PC2, de modo que, de acordo com a Figura 13, sdo influenciadas pelos
teores de cinzas e proteinas. As amostras 2 e 3 estdo localizadas no quadrante negativo
para PC1 e positivo para PC2, sendo, portanto, influenciadas pelo teor de Hidratos de
carbono. A amostra 1 estd localizada sob a linha que divide os quadrantes
positivo/negativo de PC2. No entanto, todas as amostras que se apresentam dispostas em

PC1 negativo sdo influenciadas pelo teor em hidratos de carbono.

41



Samples/Scores Plot of

Scores on PC 2 (26.66%)
\ i o
|
_{
|
|
|
|
|
|
|

|
- 0
Scores on PC 1 (70.24%)

Figura 12: Grafico dos scores obtidos por analise de componentes principais dos resultados de
analise centesimal dos suplementos alimentares para abelhas. PC1 x PC2. 1: Bee food; 2: Baniaia;
3: Abejapi; 4: Albupower; 5: Energéticos V.A.; 6: Energético proteico.
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Figura 13: Grafico dos loadings obtidos por analise de componentes principais dos resultados
de analise centesimal de suplementos alimentares para abelhas. Variaveis x PC1 PC2. 1: Cinzas
(%); 2: Humidade (%); 3: Proteinas (%); 4: Gordura (%); 5: Hidratos de carbono (%)

42



4.4 AVALIACAO COMPOSICIONAL

Neste ambito, foi efetuada a analise especifica de alguns dos componentes
individuais que constituem os suplementos artificiais para abelhas, em particular no que

se refere ao perfil de agUcares, quantificacdo do aminoécido prolina e teor em minerais.

4.4.1 Composicdo em agucares

A identificacdo e quantificacdo de acUcares livres presentes nos suplementos foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplado a um detetor de indice de

refracdo (HPLC-RI) e os resultados encontrados estdo apresentados na Tabela 6.

Na Figura 14 podemos ver o cromatograma obtido por HPLC para uma mistura
dos padr@es de acUcares ensaiados, nomeadamente os monosacarideos frutose e glucose

e os dissacarideos maltose e sacarose.
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200
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Figura 14: Cromatograma de padrdes de acgUcares: Frutose; Glucose; Sacarose; Maltose.

Na Figura 15 pode-se observar um cromatograma carateristico dos suplementos,
em particular para o E09. No cromatograma € possivel detetar a presenga dos agucares
frutose, glucose e sacarose, com excecao do dissacarideo maltose, o qual ndo foi detetado

em nenhum dos suplementos.
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Figura 15: Perfil de acucares do suplemento E09: Frutose; Glucose; Sacarose.

A andlise quantitativa, Tabela 6, indica uma quantidade superior de glucose que
oscila entre 0s 43% para o suplemento E06 e 15% para o suplemento E09. O suplemento
EO08 apresentou somente sacarose na sua composicdo (75%). Os suplementos proteicos
ndo possuem acgucares, exceto o EPOL que apresentou 3% de glucose. Segundo Khan et
al. (2018), entre os agUcares que ja foram encontrados no mel, independente da variedade
0S que estdo em maior quantidade séo frutose com 39% e glucose com 30%, sendo que 0

suplemento que mais se aproxima dessa composicao € o E06.

Tabela 6: Quantificacdo de agucares livres realizada por cromatografia liquida (HPLC-RI).

Suplemento Frutose (%) Glucose (%) Sacarose (%)

EO6 18+ 0 43+1 -
EO8 - - 75+0
EQ9 17+2 15+1 26+ 3
P05 - - -
P06 - - -
EPO1 - 30 -

4.4.2 Prolina

Um dos aminoacidos frequentes na composi¢cdo dos alimentos € a prolina,

considerando a apeténcia das abelhas por este composto. Para identificar e avaliar a sua
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presenca nos suplementos efetuou-se uma analise por espectrofotometria e os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Quantidade de Prolina nos suplementos alimentares

Suplemento Prolina (mg/g)

EO6 -
EO08 -
E09

P05 2+0
P06 8+1
EPO1 2+0

Analisando os valores encontrados desse aminoacido para as amostras de
suplementos, é possivel observar a sua presenca em todos os alimentos proteicos e em
maior quantidade na amostra P06 com valores de 8 mg/g. Segundo Campos et al. (2008)
a prolina, os acidos glutamico e aspartico, a lisina e a leucina sdo aminoacidos
predominantes no pdélen, constituindo aproximadamente 55% aminoacidos totais. Os
valores encontrados para 0s suplementos estdo de acordo com os encontrados no pélen
de alfafa por Taha, Al-kahtani e Taha (2017) com 0,68 mg/g de prolina e por Lengler
(2002) que encontrou de 0,35 a 4,95g em 100 g de pdlen.

4.4.3 Analise de minerais

Os resultados para os minerais: potassio (K), sédio (Na), calcio (Ca) e magnésio
(Mg) foram obtidos através de espectrofotometro de absor¢éo atomica com ionizacgao por
chama por chama, j& a determinacdo dos elementos manganés (Mn), Cobre (Cu), e
Cadmio (Cd) os resultados foram obtidos por espectrofotometria de absor¢do atdbmica em

camara de grafite e estdo expostos na Tabela 8.
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Tabela 8: Composicdo dos suplementos em minerais.

Amostras Potassio Saédio Calcio Magnésio Manganés Cobre Céadmio
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (ppb)

E06 115247 21+2 35+2 7+2 nd nd nd
E08 2,840,2 14+2 23,1+0,1 0,6+0,2 nd nd nd
E09 14+1 30,0+0,1 31+2 23+2 nd nd nd
P05 3892+24 450+17 738+37 68015 7+2 0,33+0,02  0,03+0,00
P06 3521+103 53670+4865 74125+2558 631+28 4+1 0,23+0,02 nd

EPO1 4649+38 599728+11205 2208+9 67,9+0,0 0,66+0,03 nd nd

nd. Nao detetado

Como se pode verificar pela Tabela 8, os alimentos proteicos sao
significativamente mais ricos em micronutrientes, o que esta de acordo com os resultados
da analise nutricional refletindo o alto teor de cinzas desses alimentos. De uma forma
geral, os elementos mais comuns s&o o sodio, potéssio e calcio e em menor quantidade o
magnésio. JA4 0 manganés e o cobre aparecem em pequenas quantidades e num nimero
limitado de suplementos. O cadmio, um elemento associado frequentemente com a
contaminacdo por metais pesados surge num dos alimentos em pequenas quantidades,
P05, o0 que podera por em causa a seguranca da sua utilizacdo. Uma das observagdes mais
evidentes é a diferenca entre os resultados obtidos e a descricdo disponibilizada nos
rotulos dos produtos, observando-se quer a presenca de um nimero mais elevado de
minerais quer valores discordantes dos apresentados. No suplemento E09 além da
indicacdo dos minerais zinco, potassio, sddio e manganés (ndo detetado) encontrou-se a
presenca de 22,60 mg de Magnésio. Por outro lado, o suplemento P06 que segundo a
informacdo contida no rétulo possuia somente s6dio na composicdo, apresentou
quantidades elevadas de potassio, célcio e magnésio. Torna-se evidente um maior
controlo de qualidade destes produtos existentes no mercado e da veracidade das

indicacdes da composicéo.

4.5 AVALIACAO DE FATORES DE RISCO
4.5.1 Andlise de hidroximetilfurfural (HMF)

A presenca de hidroximetilfurfural nos alimentos para abelhas é um fator de
risco pela toxicidade deste composto, podendo estar presente devido a processos de

fabrico dos suplementos mas também devido as condigdes de armazenamento destes
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produtos, 0s quais estdo sujeitos a processos de fermentacdo que podem provocar 0
aparecimento do composto. A andlise nos suplementos em estudo foi obtida por
espectroscopia e os resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Teor de hidroximetilfurfural (HMF) nos suplementos.

Suplemento  HMF (mg/kg)

E06 76+6
EO08 8+0
E09 677
P05 0,0
P06 0,0
EPO1 0,0

De acordo com os resultados encontrados a presenca de hidroximetilfurfural é
comum em todos os suplementos energéticos com quantidades mais significativas para o
E06 e E09. Segundo Silva (2016) o teor desse composto pode sofrer variagdes de acordo
com alguns fatores como o perfil de acucares, a presenca de acidos organicos, o pH, o
teor de humidade e pode representar toxicidade para as abelhas em quantidades elevadas.
No entanto, os resultados obtidos ficaram dentro dos limites encontrados por LeBlanc
(2009) o qual verificou que num intervalo de concentracbes de 57 a 200 mg/kg este

composto ndo afetou a sobrevivéncia das abelhas.

4.5.2 Detecéo da presenca de OGM

A presenca de OGM nos alimentos para abelhas ndo é por si s6 um fator de risco,
no entanto, e considerando a imagem que o mel ostenta, a possibilidade de contaminacao
dos produtos da colmeias com residuos de OGM pode condicionar a perce¢do do
consumidor, sendo por isso importante evitar a sua introdugdo na colonia. Assim, com o
objetivo de avaliar a possibilidade da presenca de OGM nos suplementos efetuou-se numa
fase inicial a detecdo de ADN, através de um gel de agarose, o resultado obtido pode ser

visto na Figura 16.
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Como se pode verificar na figura, as Gnicas amostras que apresentaram vestigios
de ADN na sua composicao foram a EPO1 e P06. Para avaliar se este ADN encontrado é
geneticamente modificado € necessario agora dar continuidade na andlise, por meio de
ensaios de despistagem por PCR, pois a preparacdo de substitutos de pdlen pode
facilmente ter origem em produtos geneticamente modificados como sejam a soja ou 0

milho, e assim introduzir na colonia potenciais contaminantes dos produtos apicolas.

Figura 16: Detegéo da presenca de ADN nas amostras de suplementos analisados.

4.6 DESEMPENHO DOS SUPLEMENTOS NO DESENVOLVIMENTO DAS
COLONIAS DE APIS MELLIFERA

Para analisar o desempenho dos suplementos efetuou-se um conjunto de ensaios
com abelhas jovens em sob condicdes especificas em ambiente controlado. Estes ensaios
permitiram aferir da variagdo do consumo dos diferentes alimentos proteicos e
energéticos em funcao da idade das abelhas, bem como avaliar a longevidade das abelhas
sob determinado regine de dieta e consequéncias da mesma no seu comportamento.
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4.6.1 Consumo dos suplementos

Os consumos dos suplementos analisados foram registados de 24 em 24 horas
durante 45 dias do ensaio, e os resultados médios das sete réplicas podem ser visto na
Figura 17. Os resultados obtidos evidenciam alguma variabilidade dos consumos,
demarcando-se o comportamento particular obtido para a albumina. Efetivamente o
consumo deste suplemento proteico é bastante reduzido em todos os ensaios, verificando-
se com frequéncia valores negativos. Este comportamento podera ser explicado pelo fato
da mesma ser uma proteina altamente higroscopica, e consequentemente absorver
humidade do ambiente, ocultando qualquer pequeno consumo que possa ser verificado.
De referir ainda que o aumento da variabilidade dos resultados ao longo do ensaio reflete
também o decréscimo do nimero de abelhas vivas conforme se podera verificar no ponto

seguinte da mortalidade.

Os suplementos energéticos registaram um consumo desde o primeiro dia de
ensaio, com valores médios proximos de 0,015 g por abelha para o E06 e E08 e valores
um pouco mais baixos para o E09. Estes valores sdo aproximadamente estaveis até ao 16
dia, a partir do qual se inicia uma maior variabilidade no consumo resultante do aumento
significativo da mortalidade observada em alguns ensaios. Para os ensaios de controlo
com a sacarose a 50%, verifica-se um consumo diario superior, em redor de 0,05 g por
abelha, o que podera estar relacionado com o maior fator de diluicdo do acucar, e

consequentemente a necessidade de maior ingestao.

Para os suplementos proteicos foi evidente um comportamento diferente entre o,
EPO1 e os restantes, observando-se para o EPO1 um consumo muito negligenciavel,
enquanto para os dois restantes verificou-se um consumo, apesar de reduzido, em redor
dos 0,01 g por abelha. A diferenca para a maior apeténcia pela PO5 e P06 pode estar
associada com a maior quantidade de gordura neste suplementos e consequentemente ser
mais atrativo para elas. Segundo Pernal e Currie (2002), na busca pelo polen, as abelhas
dependem de estimulos visuais e olfativos e o odor desses gréos esta relacionado com a
camada de gordura que eles possuem. No entanto, ndo sera de desconsiderar o fato de
estes dois suplementos, apesar de ndo possuirem na sua composi¢ao os agucares comuns,
Tabela 6, serem fornecidos em combinagdo com agucar e consequentemente 0 consumo

associado poder refletir mais a procura de alimento energético do que proteico.
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Figura 17: Consumo diario por abelha dos suplementos analisados e substancias de
controlo (sacarose e albumina).
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4.6.2 Taxa de mortalidade

Para avaliar o desempenho dos diferentes suplementos efetuou-se o registo da
média do numero de abelhas mortas por dia, de acordo com a representa¢édo da Figura 18.
Os graficos apresentados estdo divididos de acordo com o tipo de dieta aplicada,
nomeadamente, controlos, suplementos energéticos e suplementos proteicos. No caso das
energéticas foi incluida a taxa de mortalidade das abelhas alimentadas exclusivamente
com sacarose e com o controle de sacarose e albumina, enquanto nas proteicas foi incluida
a taxa de mortalidade dos ensaios exclusivamente com albumina e o controle de sacarose

e albumina.
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Figura 18: Taxa de mortalidade (%) por dia do ensaio. A- Controlos; B- Energéticos;
C- Proteicos.
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Como se pode verificar pela Figura 18A, a alimentacao exclusiva com proteina
ndo responde as necessidades das abelhas, causando a morte total logo apds o segundo
dia de ensaio, como alias seria de esperar considerando que é a partir dos hidratos de
carbono que as abelhas obtém toda a energia para exercer as atividades musculares, gerar
calor para o corpo, manter as funcdes vitais de érgdos e glandulas (DEGIRMENCI, et al.,
2017). Por outro lado, a auséncia de proteina, ndo sendo crucial para a sobrevivéncia
provoca uma reducdo aproximada de 20 a 25% da longevidade média das abelhas,
passando de 24 dias, quando a dieta € composta por sacarose e albumina, para 17 dias
quando apenas sdo alimentadas por sacarose. Esta comparacao permite também confirmar
o efeito positivo do consumo de albumina, apesar de, e como se refere no ponto 4.6.1,

ndo ser possivel identificar pelas variagdes do peso 0 seu consumo.

A comparacgdo entre os diversos alimentos energéticos, Figura 18B, permite
verificar que o suplemento E08 além de ser bem aceite pelas abelhas, apresenta a menor
taxa de mortalidade comparado aos demais suplementos energéticos, e com um registo
muito similar ao verificado para o controlo. Este resultado poderad ser surpreendente
considerando o seu perfil em aclcares, constituido apenas por sacarose, é 0 que apresenta
maior disparidade da composi¢do natural do mel, no entanto, é um resultado em linha
com o verificado por outros estudos realizados com abelhas confinadas
(BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010).

Apesar de as abelhas demonstrarem também apeténcia pela ingestdo dos
suplementos E06 e EQ9 é possivel verificar que o seu consumo continuado provoca sinais
de intoxicacdo, causando disenteria, Figura 19, e um aumento significativo na taxa de
mortalidade das mesmas a partir do 10° dia de ensaio. A presenca de quantidades elevadas
de frutose e consequentemente de hidroximetilfurfural (HMF) nestes dois suplementos
pode ser o fator responsavel pelo desencadear deste acontecimento. Segundo Silva, et al.,
(2008) o HMF ¢é um aldeido ciclico que se origina principalmente da desidratagcdo da
frutose em meio acido e foi considerado toxico para abelhas por Leblanc, et al., (2009)
que observou que as abelhas alimentadas com dieta contendo HMF apresentaram
dificuldade de se alimentar, ulceragdo, danos no intestino médio e disenteria.
Adicionalmente, Brodschneider e Crailsheim, (2010) referem que valores de 150 ppm
causam uma mortalidade de 60% ao final de 20 dias em abelhas confinadas, propondo

um valor maximo de 30 ppm nos suplementos para garantir a seguranca alimentar. O
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suplemento EQ9 é o que apresenta um maior taxa de mortalidade verificando-se que mais
de 50% das abelhas morrem antes de atingir os 15 dias de idade, uma performance inferior

aos ensaios apenas com sacarose.

Figura 19: Gaiolas dos tratamentos E06 e EQ9 no 27° dia de ensaio.

Os ensaios com alimentos proteicos, Figura 18C, demonstram um
comportamento muito semelhante entre os suplementos EPO1 e P05 e o controlo, com
uma longevidade média de 23 a 24 dias. Ja o suplemento P06 apresentou uma alta taxa
de mortalidade logo ap6s o 8° dia de ensaio, verificando-se uma mortalidade total apds o
25° dia. A ingestdo deste suplemento de uma forma continuada é claramente
desaconselhada, considerando a elevada toxicidade observada. A presenca de alguns
minerais em doses elevadas, nomeadamente sédio e calcio, poderdo ser alguns dos fatores

que contribuem para os efeitos observados.
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5 CONCLUSAO

As necessidades nutricionais das abelhas Apis mellifera variam de acordo com a
fase de desenvolvimento em que se encontra: as abelhas nutrizes sdo responsaveis por
alimentar as larvas mais novas com geleia-real, produto rico em proteinas e que elas
proprias sintetizam, ja as larvas mais velhas sdo alimentadas com mel e pélen. Na vida
adulta e passados os cinco primeiros dias de vida, as abelhas séo capazes de sobreviver
exclusivamente com uma dieta baseada em hidratos de carbono e na auséncia de
proteinas. A alimentacdo artificial das abelhas € um processo de maneio utilizado pelos
apicultores nos periodos de escassez de floracdo de modo a garantir a sobrevivéncia da
colonia, no entanto, sdo cada vez mais 0s apicultores que recorrem a suplementacdo das
abelhas como estimulante visando o aumento de criacdo, producdo de rainhas,

multiplicacdo de colmeias, entre outros fatores de interesse.

O presente estudo teve como objetivo identificar as préaticas e avaliar a qualidade e
impacto de alguns suplementos alimentares comercializados em Portugal, contribuindo
com informacdo que permita apoiar a decisdo dos apicultores com base no conhcimento

da composicao qualitativa dos produtos e de acordo com as necessidades da colonia.

A identificacdo das praticas de alimentacéo artificial, aferida através de inquéritos
aos apicultores, permitiu reconhecer o tipo de produtos mais utilizados bem como as
razGes para 0 recurso a esta pratica e a sua adequabilidade aos objetivos visados. Dos
inquiridos, a maioria deles faz uso de alimentos comerciais para manutencéo e estimulo
da colmeia (81%) e recorre a sua aplicacdo para garantir a sobrevivéncia das colmeias
particularmente nos periodos de inverno. A aquisicdo destes produtos é realizada
maioritariamente em lojas da especialidade e organizagdes de produtores, mas verifica-
se que mais da metade dos apicultores sentem a necessidade de maior informagéo sobre
0s modos de aplicacdo, as dosagens e a composic¢ao dos produtos. O impacto da aplicagéo
de alimentacéo artificial as abelhas permite essencialmente reduzir em 75% o nimero de
colonias perdidas por exploragéo, para além de aumentar a producao de enxames em mais

de 50 % e também contribuir significativamente para o0 aumento da producéo de mel.
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Através dos dados recolhidos pelas analises nutricionais e por meio de uma anélise
de componentes principais (PCA), foi possivel classificar os suplementos em estudo de
acordo com as suas semelhancas e diferencas. Os suplementos energéticos, Bee food;
Baniaia e Abejapi, assemelham pelo teor em hidratos de carbono e diferiram dos
suplementos proteicos, Albupower, Energéticos V.A. e Energético proteico, que
apresentaram na sua composicdo valores elevados de proteinas e cinzas. O suplemento
Energéticos V.A. destacou-se dos demais por possuir valores elevados de humidade e
gorduras. O valor de gordura encontrado para esse suplemento (17%) difere daquele
indicado pelo rétulo (6,5%), assim como os teores de proteinas, gordura e hidratos de
carbono encontrados para o suplemento Energético proteico que apresentou valores

menores ao indicado nas especificacdes.

Apesar dos suplementos energéticos se assemelharem pelo teor em hidratos de
carbono, a analise composicional para o perfil de agucares permitiu ver as diferencas entre
eles, uma vez que o suplemento que mais se aproximou da composi¢do de agucares
presente no mel foi o Bee food apresentando frutose (18%) e glucose (43%), enquanto
que o suplemento Baniaia possui apenas sacarose (75%) e o Abejapi mostrou ter frutose,
glucose e sacarose. No que se refere a presenca de prolina, um aminoacido essencial na
vida das abelhas, apenas foi identificado nas dietas proteicas e em maior quantidade no
Energéticos V.A. (8 mg/kg), porém em todos eles, a quantidade excedeu os niveis de
prolina comumente encontrados no pélen apicola. A quantificacdo dos minerais permitiu
verificar discrepancias com a indicagdo contida no rétulo para a maioria dos suplementos,
por exemplo para o suplemento Energético proteico ndo se indentificou manganés na sua
composicdo, ao contrario do indicado nas especificacdes, mas obtiveram-se valores

significativos de calcio e magnésio para além dos minerais esperados potassio e sédio.

No que se refere aos fatores de risco em estudo, verificou-se a presenca de
hidroximetilfurfural em todos os alimentos energéticos, com teores considerados
significativos para os suplementos Bee food e Abejapi, potencialmente causadores de
alguma toxicidade nas abelhas. A auséncia de OGM nos suplementos ndo foi possivel
confirmar tendo-se detetado vestigios de ADN em dois dos suplementos protéicos. A
associacdo destes vestigios a origem de OGM tera de ser posteriormente avaliada por
PCR.
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Para avaliar o desempenho dos diferentes suplementos em estudo foi realizado um
ensaio com abelhas confinadas em ambiente artificial. Estes ensaios permitiram avaliar o
impacto dos suplementos na longevidade das abelhas, bem como identificar os niveis de
consumo de cada um dos alimentos. Com a utilizacdo de controlos, contendo sacarose e
albumina, foi possivel confirmar a importancia dos hidratos de carbono para a
sobrevivéncia das abelhas, mas também o impacto que o consumo de proteinas nas fases
iniciais de desenvolvimento das abelhas ap6s 0 nascimento provoca no aumento da sua
longevidade. No que se refere aos produtos em estudos, verificou-se que apesar de todos
0s suplementos energeticos serem consumidos abelhas, o Unico que ndo apresentou
nenhum risco a saude das abelhas quando fornecido de forma continuada foi o Baniaia,
provocando um incremento na longevidade das abelhas comparativamente aos controlos.
Os demais suplementos energéticos demonstraram que o seu uso continuado em abelhas
confinadas provoca a sua intoxica¢do e um aumento na taxa de mortalidade a partir do
10° dia de vida.

Relativamente aos suplementos proteicos, os produtos Albupower e Energético
proteico constituiram fontes atrativas de alimento, provavelmente por apresentarem uma
composi¢do quimica rica em minerais, gorduras e vitaminas, que possivelmente
induziram a ocorréncia de todas as fases de alimentacdo das abelhas: consumo, digestéo
e aproveitamento dos nutrientes, expressos no consumo significativo e reducdo na taxa
de mortalidade. Em relacdo ao consumo pode-se perceber 0 mesmo para o suplemento
Energéticos V.A., porém este deve ser administrado de forma diferente, uma vez que
fornecido continuamente, a sua toxicidade excede os beneficios das substancias que ali

estdo presentes.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam a necessidade de mais informacao
sobre a eficacia dos produtos em situacdes reais, mas também demonstram as lacunas
existentes no que se refere ao controlo dos produtos alimentares para abelhas, seja no
controlo da sua qualidade e composicdo, seja na clarificagéo das condicGes de aplicacao.
E por isso recomendavel que se regule o mercado de produtos para a alimentac&o artificial

das abelhas.

N&o obstante a informacgéo produzida ao longo deste trabalho a sua continuidade

devera ser explorada nas seguintes vertentes:
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e Estudo do perfil de aminoéacidos, acidos gordos, esteroides e vitaminas presentes
nos suplementos, com a finalidade de aprofundar o entendimento no impacto que os

mesmos estdo causando na longevidade das abelhas.

e Continuar os estudos relacionados a presenca de OGM nas dietas proteicas
efetuando ensaios de despistagem por PCR, baseados numa sequéncia alvo caracteristica
de um grupo a analisar ex: promotor 35S do virus do mosaico da couve flor (P-35S) e nos
terminadores do Agrobacterium tumefaciens, presentes na maioria dos OGMs no

mercado.

e Realizar estudos de campo para validar os ensaios realizados em ambiente

laboratorial.
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Projecto ApisCibus

Projecto ApisCibus

O projeto ApisCibus - “A alimentagao artificial para abelhas: rastreio da qualidade,
digestibilidade e impacto nas colonias”, resulta de uma cooperagao entre o IPB, UTAD e a
FNAP, com o suporte do Programa Apicola Nacional 2017-2019. Este projeto pretende
aprofundar o conhecimento sobre a importancia da alimentagao artificial para abelhas
disponiveis no mercado nacional. Incluido no estudo, este inquérito ira identificar as
causas, a eficacia e o impacto das praticas atuais de alimentagao artificial na Apicultura em
Portugal, pelo que a sua colaboragao como apicultor é fundamental.

*Required

Idade:

1.*

Escolaridade:

2. %
Mark only one oval.
Ensino Basico
Ensino Secundario

Ensino Superior

Other:

1. Namero de coldnias que possui nha sua exploragao?

3.*

2. Localizagao do apiario. No caso de possuir varios
locais indique apenas o apiario com mais coldnias.

1de7

4.*
a) Concelho



Projecto ApisCibus
5.7

b) Freguesia

3. Na sua exploracao dedica-se a producao de que
produtos?

6.*
Tick all that apply.

Mel
Pdélen
Prépolis
Geleia real
Veneno
Enxames

Rainhas

Other:

4. No maneio habitual da exploracao, recorre
normalmente a alimentagao artificial das colénias?

7.7
Mark only one oval.

Sim

Nao

Se respondeu sim, quando (meses)?

2de7



Projecto ApisCibus

8. Tick all that apply.
janeiro
fevereiro
margo
abril
maio
junho
julho
agosto
setembro
outubro
novembro

dezembro

5. Por que é que decidiu utilizar a alimentacgao artificial?

9.*
Tick all that apply.
Decisao prépria
Aconselhamento técnico
Aconselhamento comercial
Nao aplicavel

Other:

6. Por que motivo(s) usa a alimentacao artificial?

10.*
Tick all that apply.

Manutengdo da colmeia: fome
Manutencgéo da colmeia: Inverno prolongado
Manutengéo da colmeia: primavera seca
Manutengéo da colmeia: predagao de Vespa velutina
Estimular a colmeia
Reprodugao de colmeias
Criagao de rainhas
Produgéo de pdélen
Nao aplicavel

Other:

3de7
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7. Que alimento(s) utiliza?

4de7

11.%
Tick all that apply.
Mel
Xaropes de agua com agucar (nao comerciais)
Alimentos comerciais
Pélen
Outro(s) produto(s)

Nao aplicavel

12. Se selecionou Alimentos Comerciais: Quais?

13. Se selecionou Outro(s) produto(s): Quais?

8. Classifique os alimentos de acordo com a sua eficacia
(0 - Nao aplicado, 4 - Muito eficaz)

14.*
Mark only one oval per row.

Mel
Xaropes de agua com agucar (nédo
comerciais)

Alimentos comerciais
Pdlen
Outro(s) produto(s)

9. Onde adquire normalmente o alimento comercial?




Projecto ApisCibus

15.*
Tick all that apply.
Lojas especializadas
Organizagbes de apicultores
Internet (compras on-line)
Nao aplicavel

Other:

10. Qual o motivo para essa escolha?

16. *

Tick all that apply.
Disponibilidade de entrega
Variedade de produtos
Preco
Proximidade da exploragéo
Facilidade de transporte
Nao aplicavel

Other:

11. Quando compra os alimentos, é lhe dada informagao?

17.*
Tick all that apply.
Modo de aplicagao
Epoca de aplicagéo
Situacado em que deve ser aplicado
Composicao

Nao aplicavel

12. Qual o consumo anual em alimentagao artificial para
toda a exploragao (kg ou L)?

18. Mel
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19. Xaropes de agua com agucar (nao
comerciais)

20. Alimentos comerciais

21. Pélen

22. Outro(s) produto(s)

13. Qual o gasto anual em alimentagao artificial para toda
a exploragao? (euros)

23. Mel

24. Xaropes de agua com acgucar (nao
comerciais)

25. Alimentos comerciais

26. Pdélen

27. Outro(s) produto(s)

14. Qual o impacto da alimentagao artificial na
exploracao?

6de7
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28.*
Mark only one oval per row.

0% 10% 25% 50% 75% 100% >100%

Aumento da produgao de mel.
Aumento da produgéao de pdlen.

Aumento da producéo de
enxames.

Aumento da producéo de rainhas.

Aumento da producéao de outros
produtos.

Diminuigao de perdas

15. Ja observou efeitos indesejaveis resultantes da
alimentacao artificial?

29.*
Mark only one oval.

Sim

Nao

30. Se respondeu Sim, quais?
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