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ABSTRACT

Bees produce propolis from balsamic materials collected from plants. It is a natural product with several functions
within the hive. Currently, science has already proven several biological actions of this material, such as antioxidant.
However, there are still challenges regarding the standardization of collection techniques, sample preparation,
analysis, and quality control, making it difficult for the industry to use propolis. This review investigated the possible
heterogeneity factors of the antioxidant potential of propolis, considering the entire process of obtaining, from the
origin of the hives to the forms of extraction of propolis from the Apis mellifera bee. The search for this review was
carried out in the following databases and search tools: SciELO, Google Scholar, PubMed, MEDLINE, Catalog
of Dissertations and Theses from CAPES, BVS, CRD, Embase, Science Direct, Scopus, and Cochrane Library.
Publications in Portuguese, English, and Spanish (2011 to 2021) were included. A total of 173 studies were obtained
that proved the important antioxidant activity of the propolis extract of A. mellifera. However, the numerical results of
antioxidant potential differed greatly from each other. The main heterogeneity factors found in the methodologies were:
place and time of collection (seasonality), bee race, type of propolis or its botanical source, and extract preparation

(solvent, extraction time, and methodology).

Keywords: Apis mellifera; propolis; antioxidant activity; heterogeneity factors..

RESUMO

As abelhas produzem a propolis a partir de materiais balsimicos coletados das plantas. Trata-se de um
produto natural com diversas fungdes dentro da colmeia. Atualmente, a ciéncia ja comprovou varias agoes
bioldgicas desse material, tal como antioxidante. Porém, ainda ha desafios no que concerne a padronizagéo
de técnicas de coleta, preparo da amostra, analises, controle de qualidade, dentre outros, dificultando o uso
da propolis pela industria. Essa revisdo investigou os possiveis fatores de heterogeneidade do potencial
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antioxidante da propolis, considerando todo o processo de obtengdo, desde origem das colmeias até formas

de extracao da propolis de abelha Apis mellifera. A busca desta revisao foi realizada nas seguintes bases de
dados e ferramentas de busca: SciELO, Google Académico, PubMed, MEDLINE, Catalogo de Dissertagdes
e Teses da CAPES, BVS, CRD, Embase, Science Direct, Scopus e Cochrane Library. Foram incluidas
publicagdes em portugués, inglés e espanhol (2011 a 2021). Foram obtidos 173 trabalhos que comprovaram
importante atividade antioxidante do extrato de propolis de 4. melifera. Porém, os resultados numéricos de

potencial antioxidante diferiram muito entre si. Os principais fatores de heterogeneidade encontrados nas

metodologias foram: local e época de coleta (sazonalidade), raga da abelha, tipo de propolis ou sua fonte
botanica, e preparo do extrato (solvente, tempo e metodologia de extracdo).

Palavras-chave: Apis mellifera; propolis; atividade antioxidante; fatores de heterogeneidade.

INTRODUCAO

Propolis ¢ o conjunto de substancias balsa-
micas provenientes de resinas de diversas partes
das plantas e exsudatos vegetais coletadas por
abelhas operarias (Apis mellifera e abelhas sem
ferrdo - Meliponini) (1-5). Vale destacar que gran-
de parte das substancias com atividade biologica
que constituem a propolis advém de plantas (6).
Para a produg@o da propolis, as abelhas misturam
estas substancias balsamicas com polen, néctar,
ceras, acidos graxos poli-insaturados (7-10) e en-
zimas salivares. Como exemplo dessas enzimas,
a B-glicosidase (2-4,7,11,12) e outras enzimas sao
responsaveis pela hidrolise de flavonoides glicosi-
lados a agliconas (flavonas e flavanonas) (13,14).

Em relagdo a suas propriedades fisico-
quimicas, a propolis apresenta aspecto duro e
quebradi¢o em temperaturas mais baixas (15°C).
No entanto, em temperaturas mais altas (cerca
de 30°C) apresenta-se como material macio e
maleavel. Em temperaturas superiores, entre
35°C e 60°C, se torna uma substancia viscosa.
Vale destacar ainda que se trata de um material
extremamente lipofilico (15).

O Brasil é um importante produtor de propo-
lis durante todo o ano, com atividades apicolas
em todo o territorio, o que gera fonte de renda
para muitas familias. Seu alto valor comercial,
com imensa valorizagdo ¢ ponto de destaque.
Em 2010, o quilo de propolis custava U$S 84,87,
saltando para U$S 129,47 em dois anos (2). Es-
tima-se que o mercado de propolis atinja US$
799 milhdes em 2028, com CAGR (Compound
Annual Growth Rate) de 6,0 % (16). Soma-se a
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esses beneficios, ainda, o fato da propolis pos-
suir status GRAS (Generally Recognized as Safe)
(17).

Diversas industrias farmacéuticas e ali-
menticias t€m voltado o seu olhar para esse
produto, buscando alternativas naturais para os
compostos sintéticos geralmente utilizados em
sua formulagdo, o que vem sendo uma tendéncia
mundial, dada a maior procura de produtos ditos
organicos, “verdes” e naturais pelos consumido-
res (17). Pode ser citada a procura por antioxi-
dantes naturais, em substituicdo aos sintéticos,
ja que alguns deles sdo associados com riscos a
saude (2,18).

Nao obstante, a grande barreira que a in-
dustria e os pesquisadores de todas as areas en-
contram ¢ a grande variagdo que as amostras de
propolis apresentam ao redor do mundo, dificul-
tando a padronizacao de metodologias e técnicas
que garantam qualidade, seguranca e eficacia de
produtos contendo prépolis. Diz-se que ela é o
produto natural mais heterogéneo encontrado no
ambiente (19).

A composi¢cdo quimica da propolis varia
enormemente de acordo com as espécies vegetais
disponiveis na regido (2,18). Além disso, outros
fatores podem influenciar nesse quesito, como
a espécie e raga da abelha (20), perfil genético
da rainha (3,6), outros componentes misturados
a propolis, umidade, altitude (21), sazonalida-
de (2). Soma-se a isso, ainda, as diferengas na
forma de coleta, preparo de extrato e analise,
dificultando ainda mais a comparagdo entre o
grande volume de estudos contendo propolis e
formulacgado de técnicas unificadas.



Uma possivel padronizagdo do processo de
obtengdo da propolis, considerando toda a cadeia
produtiva, pode possibilitar um aumento do va-
lor econdmico da propolis, potencializando nova
fonte de moléculas bioativas (22,23). A presente
revisdo bibliografica teve como objetivo a in-
vestigacdo dos fatores de variacdo da atividade
antioxidante de extrato de propolis da abelha de
A. mellifera.

METODO

Critérios de inclusdo. Foram elegiveis arti-
gos, teses e dissertagdes experimentais (in vitro
e in vivo), cuja metodologia abrangeu testes de
avaliagdo da atividade antioxidante de extratos de
propolis da abelha Apis mellifera.

Critérios de exclusdo. Os materiais biblio-
graficos com as seguintes caracteristicas foram
excluidos: 1) estudos que nao foram publicados
entre os anos de 2011 a 2021; 2) estudos em
formato de revisdes, livros, capitulos, resumos
e posteres de congresso, cartas, e artigos de
opinido; 3) estudos redigidos em outros idiomas
diferentes de portugués, inglés e espanhol; 4)
estudos sem metodologias de avaliacdo da ativi-
dade antioxidantes; 5) estudos que ndo analisa-
ram a propolis; 6) estudos sem a informagao da
espécie de abelha produtora da propolis; 7) estu-
dos que optaram por outras espécies de abelhas,
com excecdo da Apis mellifera; 8) estudos sem
informag¢des do método de preparo do extrato
ou o local de coleta da propolis; 9) estudos que
particionaram o estrato bruto, isolaram subs-
tancias, ou fizeram uso de coprodutos/residuos;
10) estudos que associaram a propolis a outras
substancias.

Fontes de informacdes e estratégias de
busca. A busca da presente revisdo foi realizada
nas seguintes bases de dados e ferramentas de
busca: SciELO (Scientific Electronic Library
Online), Google Académico, PubMed, BVS (Bi-
blioteca Virtual em Saude), Scopus, Cochrane
Library, Embase, Science Direct, CRD (Centre
for Reviews and Dissemination), e Catadlogo de
Teses e Dissertagdoes da CAPES. Duas buscas
(uma na lingua portuguesa e outra, em inglés)
foram feitas, com critério de exclusdo por data ja
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inserido; artigos em espanhol que eventualmen-
te apareceram nas buscas foram aceitos, porém
nenhum descritor em espanhol especifico foi
usado. Os termos de busca foram submetidos a
consulta aos descritores em satude (DeCS - Des-
critores em Ciéncias da Saude), bem como busca
MESH. Os termos “Apis mellifera” e “propolis”
foram identificados. O descritor “atividade an-
tioxidante” é citado como um termo alternativo
a palavra “antioxidantes”. A estratégia de busca
em cada base de dados e informagdes sobre as
amostras e referéncia completa dos 173 artigos
utilizados nesta revisdo foram detalhadas por
Cruz e cols. (2022) (24).

Selecao de estudos. Inicialmente, foi reali-
zada busca de acordo com os termos adaptados
a cada base de dados. Na segunda etapa, as
referéncias encontradas foram adicionadas ao
EndNote Web, um programa de gerenciamento
de citagdes online, cuja funcdo principal foi a
remocdo de duplicatas. A terceira etapa consis-
tiu na leitura de titulo e resumo, com remocgao
de trabalhos que ndo respeitavam os critérios
anteriormente estabelecidos. Finalmente, na
quarta etapa, as referéncias restantes foram lidas
integralmente, realizando nova exclusao.

Foram extraidas informag¢des dos materiais
que compdem o acervo final dessa revisdo, que
estavam diretamente ligadas a heterogeneidade
da propolis: tipo de prépolis usada, época e lo-
cal da coleta, espécie e nomenclatura da abelha,
metodologia de extracdo, tipo de método usado
para avaliar a atividade antioxidante, e fonte
vegetal da propolis.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Na primeira fase, um total de 1.765 publi-
cagdes foram identificadas, no periodo de 01 de
janeiro de 2011 até o dia 29 de abril de 2021. A
exclusdo por meio do EndNote Web diminuiu
a quantidade de referéncias em 242 duplicatas.
Dos 1.523 materiais restantes, 1.239 foram eli-
minados apos analise do titulo e dos resumos.
O acervo inicial foi formado pelos 284 artigos
remanescentes; sua analise de texto integral
culminou na eliminagdo de 111 artigos. Final-
mente, a presente revisdo baseou-se nos dados




obtidos em um total de 173 artigos cientificos,
teses e dissertagdes.

Caracterizacio dos documentos. Foram
identificados 144 artigos cientificos (83,24%)
e 29 teses/dissertagdes (16,76%), publicados
majoritariamente em inglés (80,92%), a lingua
universal da ciéncia, que facilita a comunicacao
e compartilhamento de informagdes a nivel mun-
dial; mas também houve trabalhos em portugués
(17,34%) e em espanhol (1,73%).

Com relagdo ao ano de publicagdo dos tra-
balhos, foi observado um aumento de interesse
pelo tema, com pico nos biénios de 2016/17 e
2019/20. O ano de 2021 nao pode ser analisado
com clareza, devido ao fato de essa pesquisa ter
sido conduzida apenas com os trabalhos publi-
cados até o final de abril. Porém, mesmo sendo
realizada a busca no primeiro semestre de 2021,
esse ano ainda mostrou resultados mais expressi-
vos quando comparados com 2012 e 2013.0s re-
sultados numéricos da atividade antioxidante ob-
tidos nos trabalhos que compdem o acervo dessa
revisdo bibliografica podem ser visualizados em
maior detalhes em outro trabalho pulicado pelo
mesmo grupo (24). Em linhas gerais, os extratos
de propolis da abelha A. mellifera mostraram
bons resultados antioxidantes. Inclusive, apro-
ximando-se, em alguns casos, de antioxidantes
ja bem estabelecidos na literatura, tanto nos
estudos in vitro quanto in vivo, demonstrando o
potencial desse produto natural de ser utilizado
em formulagoes diversas pelas industrias.

Nao obstante, nota-se uma grande variagao
entre os valores dos testes de avaliacao de ativi-
dade antioxidante dos materiais. Tais diferencas
observadas podem ter causas diversas: variedade
das amostras de propolis, diferengas no processo
de extragdo e coleta, diversidade de métodos de
avaliagdo, parametros como temperatura, umida-
de, e reagentes utilizados (1,18). Esses fatores
serdo discutidos em detalhes a seguir.

Local de coleta. Dentre os diversos paises
de coleta do material natural, ha a predominan-
cia do Brasil (37,37%), seguido pela Turquia
(9,09%) e China (7,07%) (Figura 1A). Isso pode
ser explicado por dois fatores: primeiro, metade
das chaves de busca estavam escritas em por-
tugués, além de algumas bases de busca serem
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voltadas para trabalhos publicados na América
Latina. Soma-se a isso, ainda, o fato de que o
Brasil alterna entre o segundo e terceiro lugar de
maior produtor de propolis do mundo, com volu-
me de matéria-prima de cerca de 150 toneladas
anuais (2). Isso se deve ao fato de que esse pais
possui atividades apicolas em toda a sua vasta
regido territorial, com climas variados, associa-
do com a presenga de abelhas africanizadas; ha,
portanto, grande possibilidade de criacdo desses
insetos durante todo o ano (25).

A propolis brasileira ¢ uma das mais estuda-
das globalmente, devido a sua grande qualidade
organoléptica e baixo teor de metais pesados e
outros contaminantes, bem como pelo fato de
possuir atividades bioldgicas satisfatorias (26).
Segundo a Confederagdo da Agricultura ¢ Pe-
cuaria do Brasil (CNA), no ano de 2021, o valor
atingido pela exportagdo de produtos apicolas
de origem brasileira foi de US$ 125,6 milhdes;
quando comparado com 2020, observa-se au-
mento de 124,6% (27). Com relagdo a propolis,
comparando-se o mesmo periodo dos anos de
2019 e 2020, houve crescimento de exportacao
de cerca de 30% (28). O Japao é conhecido como
o principal responsavel pela compra de propolis
brasileira (92%), importando 60 toneladas desse
produto natural a cada ano (2,6,29).

Com relagdo aos estados brasileiros nos
quais houve coleta de amostras (Figura 1B)
destacam-se aqueles localizados na Regiao Sul,
como Parand e Santa Catarina, amplamente co-
nhecidos pela produgdo de prépolis orgénica, e
na regido Sudeste (Minas Gerais). Este Gltimo
Estado ¢ responsavel por 70% da produg¢do na-
cional, equivalendo 30 a 29 toneladas, sendo 20
delas apenas de propolis verde, uma das mais
bem avaliadas internacionalmente. O Estado de
Alagoas também se sobressai, principalmente
nos trabalhos desenvolvidos com a propolis
vermelha.

Raca da abelha. As abelhas da espécie Apis
mellifera sao popularmente conhecidas como
“abelhas ocidentais” ou “abelhas europeias” (4).
Sua origem provavel remete a Asia, Oriente Mé-
dio ou Africa, com expansio para todos os conti-
nentes, com exce¢ao dos polos (30). A interven-
¢do humana foi responsavel pela chegada de tais



insetos na América, na data provavel de 1622, ja
que essa espécie tem alta capacidade de produ-
cdo melifera (30-32). As migragdes diversas das
abelhas deram origem a variagdes da espécie,
baseados no habitat, clima e vegetacdo preferida

por cada subespécie. Existem 25 subespécies de
A. mellifera (33). Alguns exemplos conhecidos
sao as abelhas italianas Apis mellifera lingustica
e aurea, ¢ a africana agressiva, Apis mellifera
scutellata (32).

Figura 1. Locais de coleta das amostras de propolis usadas nos experimentos dos trabalhos da presente

revisao bibliografica.
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A) Paises de coleta. 0 dado “outros” refere-se a diversas localidades citadas poucas vezes: Repiblica Checa (0,51%), Tunisia (1,01%), Grécia (0,51%), Cro4cia
(1,52%), Indonésia (1,52%), Arabia Saudita (0,51%), Iraque (0,51%), Chile (1,52%), Peru (1,01%), Sud&o (0,51%), Canada (0,51%), Australia (1,52%), Roménia
(1,01%), Coreia (1,01%), Polénia (1,01%), Libia (0,51%), Hungria (0,51%), Bolivia (0,51%), Chipre (0,51%), Rissia (0,51%), Colémbia (0,51%), Tailandia (0,51%),
Paquistdo (0,51%), Uruguai (0,51%), Etidpia (0,51%), Bulgaria (0,51%), Libano (0,51%), Sérvia (1,01%), Oman (0,51%), e trabalhos que sb citaram nome do

continente (0,51%); B) estados do Brasil onde houve coleta de propolis.
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No Brasil, ocorreu ainda outro fendémeno: a
miscigenacdo entre as ragas. Abelhas africanas
escaparam de suas colmeias, reproduzindo-se
com abelhas europeias. O hibrido formado deno-
mina-se “abelha africanizada” (2,25).

Embora atualmente essa nova abelha seja
amplamente explorada pelos apicultores, devido
a suas caracteristicas vantajosas de alta produtivi-
dade de mel e propolis, mesmo em temperaturas
baixas, bem como de resisténcia a doengas ¢ a
escassez de alimentos, otima adaptagdo a habi-
tats e migracdes (2,19), nem sempre esse foi o
quadro. Inicialmente, o surgimento de abelhas
hibridas africanizadas foi visto como negativa, ja
que a nova raga era muito agressiva (houve morte
de pessoas e animais) e possuia inclinagdo para
enxameamento. O descarte da atividade apicola

pelos apicultores so6 foi superado na década de 70,
por meio do surgimento de novos estudos na area,
ao trazerem vantajosas perspectivas, além de me-
lhoria nas técnicas de criagdo desses insetos (25).

Quanto as abelhas usadas, 58,19% dos ma-
teriais trouxeram apenas a denominagdo “Apis
mellifera”, enquanto 5,65% especificaram o
inseto como sendo “Africanizada” e 26,55%,
como “Apis mellifera L.”. Por fim, em 9,60%
dos trabalhos, outras racas de abelha, bem como
uma mistura delas, foram estudadas (4. melli-
fera caucasica, carnica, anatolica) (Figura 2).
Essa variedade e auséncia de padronizacdo na
descricao demonstra a dificuldade de compara-
¢do entre as pesquisas e os resultados, dada a
vasta diferenca de racas de abelhas existentes,
que surgiram ao longo dos anos.

Figura 2. Representacao grafica da nomenclatura da abelha utilizada em cada material dessa revisao.

0,56%

2,82%

58,19%
9,60%
A. mellifera A. mellifera (africanizada) A. mellifera L. Outras denominagdes

DENOMINAGAO DA ABELHA

A. mellifera (Apis mellifera)

A. mellifera carnica, atoliaca, syriaca, caucasica
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A) Denominagdes mais comuns nos trabalhos; B) Desmembramento de nomenclaturas usadas menos frequentemente, incluidas anteriormente, na figura A, como

“outras denominagoes”.

63




Epoca de coleta (sazonalidade). Apenas
57,06% dos trabalhos trouxeram claramente
a informacdo da época de coleta das amostras
de propolis. Isso tornou dificil a comparacao
de resultados, pois, em todo mundo, diversos
grupos desse produto natural foram descritos,
com diferentes composi¢cdes quimicas e ati-
vidades bioldgicas a depender das condigdes
edafoclimaticas. No que concerne a maneira
a qual como essa informagdo foi descrita,
31,52% dos autores citaram apenas a estacdo

de coleta, enquanto 59,78% apresentaram es-
ses dados como més ou o periodo de meses
do ano. Dentre as estagdes preferidas, a que
compreendeu o maior nimero de estudos foi
o verao (10,87%). Alguns materiais, ainda,
associaram ambos os dados (meses ¢ estagdes)
(3,26%), enquanto uma pequena porcentagem
(5,43%) informou o tipo de clima presente na
regido no momento da coleta (época de seca,
chuva, floragdo, dentre outros), além dos me-
ses do ano (Figura 3).

Figura 3. Denominacao da época de coleta das amostras de propolis no material bibliografico utilizado

essa revisao.
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A sazonalidade esta associada com as
diferencas de composi¢do de um produto de
acordo com a estacdo do ano no qual é coletado
e analisado, estando diretamente relacionada
com as condi¢des climaticas do local, tais
como indice pluviométrico, umidade relativa,
velocidade dos ventos, luminosidade, ritmo
circadiano, pressdao atmosférica, temperatura,
altitude, idade e estresse da planta (herbivoria,
ataque de patdgenos), dentre outros fatores.
Tem importancia essencial no perfil quimico da
propolis, afetando a coleta, transporte, formu-
lagdo e comercializagdo dos produtos (34,35).
Isso se deve ao fato de que todos esses quesitos
interferem na biossintese dos compostos ativos
pelas plantas visitadas pelas abelhas. Nao so os
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insetos sdo influenciados pelas mudancas das
estagdes, como também as plantas se adaptam as
diferencas de luminosidade, umidade e tempera-
tura, produzindo maior ou menor quantidade de
determinados compostos (36).

Um dos artigos demonstrou bem o impacto
de alguns fatores de variagdo na capacidade an-
tioxidante e na composicao da propolis. Calegari
e cols. (2017) coletaram 15 amostras de propolis
(Parana, Brasil) provenientes de colmeias de
abelhas africanizadas durante os meses de marg¢o
a junho de 2013 e margo de 2015. Apds a produ-
cdo de EEP (extrato etanolico de propolis) (2:25
— Etanol 80%), testes antioxidantes pelos méto-
dos DPPH*, FRAP, ABTS foram realizados para
todas as amostras, bem como a determinacio de



polifenois, flavonoides e outros componentes
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os
resultados indicaram que, no ano de 2013, houve
uma maior capacidade antioxidante nas amostras
produzidas no més de margo, o que pode indicar
uma diferenga na composigao pela temperatura
do ambiente na época da coleta. As abelhas tra-
balham mais quando expostas a temperatura aci-
ma de 25 °C e com umidade relativa entre 60%
e 70% (5). Os insetos coletam resina no periodo
mais quente do dia (acima de 18 °C) e do ano,
ja que fica mais facil de se manusear a substan-
cia grudenta (2). Além disso, os periodos mais
quentes favorecem a volatizacdo de compostos,
0 que permite que os insetos encontrem as re-
sinas com maior facilidade (37). Isso pode ser
explicado, também, pela menor disponibilidade
de material para a producao de propolis nas épo-
cas frias. Além disso, ¢ importante salientar que
existem certas épocas do ano em que as abelhas
tém maior afinco na coleta de néctar do que na
produgdo de propolis (19).

Em relagdo a época do ano de escolha dos in-
setos para coleta do material base para a propolis,
foi observada a preferéncia pelos meses quentes
do ano. Nos paises do hemisfério norte, as abelhas
concentram seus esfor¢os no verdo, final da pri-
mavera e inicio do outono (38). Devido ao Brasil
possuir um vasto territorio, a coleta de propolis
pode ocorrer o ano todo. E esperado, portanto,
variagOes sazonais. Porém, devido as altas tem-
peraturas constantes em grande parte do territorio
brasileiro, ndo existem diferencas significativas
entre os meses dos anos no Brasil, a depender da
regido analisada (2,38). Na regido sudeste, ha a di-
minui¢do da temperatura no inverno, ocasionando
uma menor atividade das abelhas (5).

Dados diferenciando extrato aquoso do
metandlico foram publicados por Miguel e cols.
(2014). Varias amostras de propolis foram cole-
tadas na regido de Algarve, em Portugal. Nesse
caso, corroborando com os estudos anteriores, 0S
maiores valores de compostos fendlicos foram en-
contrados no periodo mais quente da primavera.
Além disso, o teor de fenois encontrados foi cerca
de quatro vezes maior no extrato metanolico,
quando comparado com o aquoso; isso pode ser
explicado pela descoberta de que a 4gua ndo é um
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bom solvente para extrair compostos fendlicos
nas amostras de propolis, embora alguns sejam
polares (39).

Por fim, ainda no quesito da diferenca por
sazonalidade, Adelman (2005) afirmou que as
variagdes climaticas nao sdo de grande relevancia
quando se analisa amostras de propolis provenien-
tes das regides temperadas do planeta, ja que as
abelhas coletam resinas durante apenas 4 meses,
diferente do que ocorre no Brasil — coleta anual
completa (19). De fato, alguns autores afirmaram
que a coleta de propolis no inverno deve ser evita-
da, a fim de poupar a colmeia de eventuais danos e
prejuizos (2,36). Em regides de clima temperado,
a coleta da propolis ocorre antes do inicio do in-
verno. Em zonas tropicais, o evento acontece no
inicio da estacdo chuvosa (40), quando ocorre o
brotamento de novas plantas (36).

Tipos de propolis e fontes vegetais. A identi-
ficacdo da fonte botanica da propolis vem ganhan-
do espaco nas pesquisas mundiais. E uma tarefa
bastante complexa, pois as abelhas sdo influencia-
das por inumeros fatores locais durante a coleta.
Podem, por exemplo, coletar resinas de mais de
uma fonte vegetal ou ter preferéncia por espécies
escassas na regido que circunda a colmeia (37).

O controle da qualidade da propolis e sua
padronizagdo estdo intimamente ligados com a
descoberta da fonte vegetal desse produto natu-
ral, ja que a grande maioria dos compostos ativos
advém das resinas vegetais coletadas pelas abe-
lhas. Inclusive, uma das melhores metodologias
para indicar sua origem vegetal ¢ a compara-
¢do do perfil quimico das amostras de propolis
com extratos de plantas da regido de coleta das
abelhas (35,41). Para isso, os pesquisadores co-
letam amostras dos vegetais suspeitos de serem
as provaveis fontes e realizam a comparagdo de
seu perfil quimico em laboratdrios. Ainda, essa
coleta pode ser feita diretamente das corbiculas
das abelhas e até mesmo de dentro da colmeia.
Esse método ¢é especialmente til quando a coleta
¢é realizada de uma tnica fonte, além de permitir a
descoberta de marcadores quimicos para ensaios
de controle de qualidade. Como exemplo, pode-
se citar a descoberta da fonte Baccharis dracun-
culifolia DC. da propolis verde, bem como o seu
marcador, a artepilina C (37).



Além disso, essa analise resulta em dados que
ajudam os apicultores a escolherem os melhores
locais para estabelecerem suas criacdes de abe-
lhas, a fim de otimizar a produ¢do com melhores
niveis de compostos de interesse, além de estimu-
lar o reflorestamento dessas plantas ao redor das
colmeias. Isso aumenta o interesse por essa area
produtiva e facilita o comércio com as empresas
que desejam utilizar a propolis como um item far-
macéutico, promovendo uma maior certificacdo
de qualidade do produto (35,42,43).

Outro método para conhecer a fonte botanica
(uni- ou multifloral) da prépolis advém da anali-
se do polen nela presente (analise palinologica).
Porém, esses dados ndo devem ser vistos como
definitivos, pois o polen pode prover de outras
fontes, como as demais plantas visitadas para co-
leta de néctar ou pode ter sido trazido pelo vento.
Por isso, os pesquisadores estudam n3o somente
o polen nas amostras, mas também observam as
estruturas morfologicas dos pedagos vegetais
que ficam aderidos na prépolis, como tecidos
epidérmicos, tricomas filamentosos, glandulas e
estdmatos. Sabe-se, ainda, que a fonte botanica
do podlen encontrado na propolis influencia suas
caracteristicas organolépticas, fendlicas e fisico-
quimicas (42,44). Esse tipo de analise permite
ndo somente encontrar as fontes botanicas, mas
também de se observar de qual tecido da planta
as abelhas coletam a propolis, como os brotos
foliares (37).

Ainda, tais dados podem ser obtidos por
meio do estudo complementar por fotos e videos
da rotina das abelhas in loco, acompanhando-as
até as plantas propoliferas de escolha; ou até
mesmo por meio da amplificacdo, por PCR (Rea-
¢do em Cadeia da Polimerase), do DNA obtido
nas amostras de propolis, a fim de se identificar
as plantas. Esses, porém, sdo métodos menos
utilizados (37).

As espécies vegetais mais visitadas por es-
ses insetos sdo diversos tipos de coniferas, chou-
pos (Populus spp.), faia (Fagus sylvatica L.),
castanha da india (desculus hippocastanum L),
vidoeiro (Betula alba L.), amieiro [Alnus gluti-
nosa (L.) Gaertn.], olmos (Ulmus spp.), pinhei-
ros (Pinus spp.), e carvalhos (Quercus spp). A
escolha da coleta muda de acordo com a regido.
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Em zonas temperadas, hd a maior prevaléncia
de coleta de espécies de alamo, enquanto nas
regides tropicais, as abelhas visitam as plantas
B. dracunculifolia (alecrim-do-campo), Dalber-
gia ecastophyllum (L.) Taub. (rabo-de-bugio),
Hyptis divaricata Pohle x Benth.e Clusia spp.
(clusia) (40,45).

No Brasil, os pesquisadores possuem ainda
mais dificuldade em encontrar as espécies ve-
getais resiniferas, pois o pais possui uma flora
riquissima, com grandes possibilidades de esco-
lhas pelas abelhas (45). Embora poucas fontes
tenham sido identificadas, sabe-se que ha a visita
dos insetos as plantas assapeixe, aroeira, alecrim
(33), Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze
(pinheiro brasileiro) e FEucalyptus citriodora
Hook. (eucalipto) (42).

E importante ressaltar que a identificagdo da
fonte botanica da propolis de uma determinada
regido ndo exclui a possibilidade de outras plantas
também contribuirem para a constitui¢cdo de seus
componentes quimicos, em menor quantidade.
Ainda, sabe-se que as abelhas procuram fontes
vegetais que supram as suas necessidades e
adaptam-se de acordo com o meio ambiente no
entorno da colmeia (39). Ndo se conhece com
exatiddao como as abelhas sdo direcionadas para
determinada espécie vegetal, de forma seletiva
(6, 46). Segundo Ikegaki (2001), as abelhas
apresentam um grupo de genes codificadores, que
informam sobre as caracteristicas da vegetagao
preferencial. Esse quadro sugere a ocorréncia
de producdo de propolis semelhantes por uma
espécie de abelha, mesmo que se encontrem
em diferentes regides do mundo. Ainda, outros
fatores importantes para a escolha da vegetagao
sdo o formato da flor, a luz, temperatura e esta-
¢do do ano (47).

A propolis pode ser classificada em tipos, a
depender do perfil quimico, atividades bioldgicas
(principalmente antioxidante e antimicrobiana),
além da origem geografica e vegetal preferencial
de coleta (48).

No Brasil, foram totalizados 13 grupos.
Os provenientes da Regido Sul sdo a propolis
amarela (01), castanha clara (02 e 04), castanho
escuro/alamo (03) e marrom esverdeado (05).
Aqueles encontrados na Regido Nordeste sdo a



marrom avermelhada (06), marrom esverdeada
(07), castanho escuro (08 e 10), amarela (09 ¢ 11)
e vermelha (13). A propolis verde/marrom esver-
deada (grupo 12) ¢é obtida tipicamente na Regiao
Sudeste do Brasil (2,49).

Denomina-se de propolis verde aquela obti-
da nos estados do Sudeste e do Centro do Brasil
— e unicamente nesse pais -, cuja fonte botanica
¢ a espécie vegetal B. dracunculifolia DC (ale-
crim-do-campo, vassourinha, alecrim de vassou-
ra). Dentre todos os tipos de propolis, sobre esta
reside a maior quantidade de trabalhos e estudos
(2,7), devido a grande variedade de atividades
biologicas (51). Seu marcador principal € a arte-
pilina C, derivada do acido hidrocindmico preni-
lado (52,53), mas também pode ser encontrada a
bacarina (54). Outros componentes da propolis
verde sdo o acido p-cumarico e drupanina (2,7).
Possui aspecto duro e friavel, transformando-se
em po frente a uma forga mecénica. As varias
tonalidades de verde que apresenta provém da
clorofila existente nas folhas jovens da sua fonte
vegetal (38,52).

Em 2007, foi descoberto um novo tipo de
propolis brasileira: propolis vermelha (13° tipo).
Pode ser encontrada nos Estados no Nordeste do
Brasil, principalmente no litoral e na costa de
rios. A fonte botanica ¢ D. ecastapillum (rabo-
de-bugio), uma leguminosa (2,7); os marcadores
sdo a quercetina, biochanina A e pinocembrina
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(54,55). Uma de suas caracteristicas ¢ a pre-
senca abundante de chalconas, pterocarpanos e
isoflavanoides (11,56). Sabe-se que esse grupo
apresenta elevado potencial em suas ativida-
des biologicas, e algumas substancias (vestiol,
neovestiol, formononetina e medicarpina) sao
encontradas unicamente nesse tipo. Devido a
esse fato, pode valer até cinco vezes mais que a
propolis verde. Um tipo semelhante, chamado de
clusia, ¢ tipico de paises como Cuba e Venezue-
la, cujas espécies vegetais sao Clusia nemorosa
G.Mey. (Clusiaceae) e Clusia scrobiculata Be-
noist, respectivamente (38,57).

Ainda, ¢ importante ressaltar que outros gru-
pos também ja tiveram elucidac¢do da sua origem
botanica. O tipo 06 (marrom avermelhada) advém
da planta H. divaricata (2), sendo rica em hiperi-
bone A. O grupo 03 (poplar/alamo) é produzida
por abelhas com preferéncia pelo alamo (50,52).
Na Amazonia, a propolis provavelmente tem
sua origem no exsudato vegetal das espécies de
Clusia spp. (11), com abundancia de benzofeno-
nas polipreniladas (52). A propolis chamada de
amarela advém majoritariamente da Clusia rosea
Jacq. (Copey), contendo grandes quantidades de
benzofenonas poli-isopreniladas (50). Ainda, a
propolis marrom, natural do Parana, tem 4. hete-
ropilla identificada como origem boténica (6). Um
resumo dos tipos de propolis brasileiras pode ser
encontrado abaixo, no Quadro 1.



Quadro 1. Classificacao da propolis brasileira segundo coloragao, origem geografica e botanica. Ainda, sao

apresentados dados de composicao quimica.

Grupo 01 Amarelo Sul (RS)
Grupo 02 Castanho claro Sul (RS) -
Grupo 03 Castanho escuro Sul (PR) Populus alba
Grupo 04 Castanho claro Sul (PR) -
Grupo 05  Marrom esverdeado Sul (PR) -
Grupo 06  Marrom avermelhado Nordeste (BA) Hyptis divaricata
Grupo 07 Marrom esverdeado Nordeste (BA) -
Grupo 08 Castanho escuro Nordeste (PE) -
Grupo 09 Amarelo Nordeste (PE) -
Grupo 10 Amarelo escuro Nordeste (PE) -
Grupo 11 Amarelo Nordeste (PI) -
Grupo 12 Verde ou marrom Sudeste Baccharis
avermelhado (MG, SP) dracunculifolia
Grupo 13 Verde Nordeste Dalbergia
(BA, PB, AL) ecastophyllum

Adaptado de Almeida, 2017 (58). NI: ndo informado.

Fora do Brasil, outros tipos de propolis também
foram satisfatoriamente analisados e sua fonte bo-
tanica identificada. Em locais ndo tropicais, como
Europa, América do Norte e alguns locais da Asia,
observa-se a popular “propolis de alamo” (tipo
poplar) (11). Essa denominagdo ¢ explicada pela es-
pécie vegetal preferida das abelhas locais: brotos de
Populus spp. O perfil quimico é marcado pela pre-
sencga de flavonoides (pinocembrina, pinobanksina,
crisina, galangina, kaempferol e pinobanksina-3-a-
cetato), acidos fenolicos e seus ésteres (19,22,54).

A propolis do tipo Vidoeiro, cuja espécie
botanica € Betula verrucosa Ehrh., ¢ amplamente
encontrada na Russia. Embora os grupos presentes
assemelhem-se aqueles encontrados na propolis de
alamo, compostos diferentes estdo presentes. Nas
ilhas do Pacifico (Okinawa, Taiwan e Indonésia),
ha a predominancia do tipo Pacifico, com espécie
vegetal identificada como Macaranga tanarius L.
Miill.Arg. A propolis do tipo Mediterraneo € obtida
de paises como Grécia, Sicilia e Malta (fonte
vegetal: coniferas), composta por diterpenos. Por
fim, a Bolivia conta com tipos de propolis ricas
em fenil propanoides prenilados e triterpenos. A
propolis produzida em Oman (tipo Omani) teve
sua origem botanica identificada como Azadirach-
ta indica A.Juss. e Acacia spp. (11,3845).
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botanica Composicao quimica
- NI

NI
Ester do acido dimetil dialil cafeico; flavonoides: crisina e galangina;
NI
NI
Esteres de acidos graxos; compostos aromaticos; terpenos; flavonoides;
NI
NI
NI
NI
NI

Flavonoides; acidos fendlicos; aldeidos aromaticos; cetonas; élcoois,
terpenos; acidos graxos; aminoacidos; oligoelementos; vitaminas;
hidrocarbonetos;

Flavonoides: pinocembrina, formonnetina, rutina, quercetina, dalbergina;
Acidos fenélicos: acido feriilico;

Devido a mudanga nos meios de produgdo, um
novo tipo de propolis vem ganhando espago no co-
mércio mundial: a propolis organica. E assim deno-
minada aquela produzida unicamente em areas com
o minimo de danos ao ecossistema da regido, como
em reservas ambientais ou areas reflorestadas. Para
obter o titulo de “organica”, esse material natural
deve seguir uma série de requisitos existentes na
Instrugao Normativa n® 64, tais como: auséncia do
uso de radiacdo ionizante, aditivos artificiais, agro-
toxicos sintéticos, seres transgénicos, fertilizantes
minerais soliveis e drogas veterinarias convencio-
nais. Além disso, a localiza¢do das colmeias deve
distar, no minimo, 3 km de areas de agricultura
convencional ou outras fontes de contaminagdo
(aterros, depdsitos de lixo, zonas industriais ou
urbanas); agricultura organica ou mata nativa sdo
os locais referenciais (59). Contudo, as abelhas pos-
suem um arco de voo ao redor da colmeia de cerca
de 5 km, com capacidade de visitar distancias ainda
maiores se necessario. A continuidade da qualidade
da propolis organica é garantida por meio de audito-
rias periodicas nas regides de producao, realizadas
pelo Ministério da Agricultura (36).

Essa modalidade de producdo permite a ob-
tengdo de um tipo de propolis amplamente apre-
ciada pelos entusiastas de uma alimentacdo mais



saudavel, livre de agrotoxicos, bem como pelos
defensores ambientais, pois apresenta baixos teores
de contaminantes/poluicdo. Pensa-se que a propolis
organica tem sua composicao quimica baseada prin-
cipalmente em compostos como acidos fenolicos,
conhecidos por varias atividades biologicas, a citar
a antioxidante. Uma das explicagdes possiveis € o
ambiente distante de fontes tipicas de contaminantes
como centros urbanos (36). Ainda, as plantas ao
redor da colmeia sofrem pressdo para a produgido
de compostos bioativos, dada a proibi¢do de uso de
agentes quimicos protetores contra pragas (2).

Dentre todos os trabalhos, apenas 35,26%
descreveram explicitamente o tipo de propolis co-
letado. As mais estudadas foram, também, as mais
comuns, vendidas ¢ conhecidas na literatura, como
comentado anteriormente: propolis verde ou tipo 12
(38,75%), vermelha ou tipo 13 (21,25%) e de alamo
(13,75%). Teve destaque, também, trabalhos que ci-
taram propolis organica, produzida no sul e sudeste
do Brasil (7,50%) (Figura 4). A quantidade de traba-
lhos que especificaram a fonte vegetal da propolis
foi ainda menor: 32,20% dos materiais trouxeram
essa informacao.

Figura 4. Tipos de amostra de propolis utilizadas nas pesquisas dos trabalhos que compoem o acervo

dessa revisao bibliografica.
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13,75%
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Metodologia de coleta da propolis. No que
se refere a metodologia de coleta da propolis nas
colmeias, apenas 24,43% dos trabalhos infor-
maram como esse processo foi feito. As formas
citadas foram: raspagem (46,51%), uso de grades/
telas/armadilhas semelhantes (31,21%), ambos os
métodos (13,95%), e um trabalho informou apenas
que a coleta foi feita “com faca”.

Existem diversas formas de coletar a propolis.
A primeira delas, mais antiga e rustica, ¢ o método
de raspagem, que consiste no uso de espatulas ou
outras ferramentas apropriadas, a fim de raspar
todos os locais da colmeia nos quais as abelhas
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tenham depositado esse material resinoso. Ha di-
versas desvantagens nesse processo, como a baixa
produtividade, e a propolis obtida por este método
geralmente ¢ descartada pelas industrias farmacéu-
ticas. Isso ocorre pela contaminagdo das amostras
por metais advindos das ferramentas, levando a
oxida¢do dos compostos bioativos, ou outras con-
taminagdes durante o processo de raspagem, sendo
pouco higiénica (60).

Como alternativa, hd o uso de malhas ou
grades de plastico, que sdo adicionadas a colmeia.
Como essas laminas de plastico possuem furos, as
abelhas os preenchem com propolis, a fim de pro-



teger a colmeia de invasores e do frio. Na época
da coleta, esse processo fica mais facil e a propolis
obtida pelas laminas sdo reconhecidas como pos-
suidoras de uma maior qualidade (60), pela menor
presenga de detritos (40).

A partir do método de coleta, uma das classifi-
cacdes de qualidade da propolis pode ser realizada.
Deve-se lembrar, porém, que esse parametro nao
deve ser observado isoladamente, mas sim em con-
junto com o perfil quimico e testes de atividades
biologicas de interesse. A de melhor qualidade ¢
aquela que possui um odor agradavel e caracte-

ristico, sem impurezas, com aparéncia granulada.
A de segunda qualidade, intermediaria, também ¢
livre de impurezas, sendo coletada no alvado, na
tampa e/ou nas paredes da colmeia. Por fim, a de
terceira qualidade ¢ aquela obtida pelo método de
raspagem das paredes e da tampa da colmeia, e, por
isso, possui impurezas diversas (61).

Extracio e formas farmacéuticas. Conquan-
to haja comércio de capsulas com préopolis bruta
triturada (46), esse produto natural geralmente nao
pode ser usado diretamente em sua forma original,
devido a sua natureza pegajosa (38).

Figura 5. Metodologias de extragao das amostras de propolis (bruta ou cominuida) escolhidas pelos autores
dos trabalhos que compoem essa revisao bibliografica.
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E necessério que sejam removidos compos-
tos indesejados primeiramente, como a cera, a
fim de manter a fragdo de polifenois. Por isso,
existem varias formas de extracdo empregadas
no processamento desse produto natural. Muitos
fatores podem influenciar no rendimento e nos
compostos extraidos, como o tipo de solvente,
sua concentracdo, ¢ as condi¢gdes de extragao,
como a temperatura ¢ o tempo de processo
(55,62). Essa é uma etapa essencial quando se
pensa em analises de amostras com matrizes
complexas (63).

Inicialmente, faz necessaria a redugdo do
tamanho da particula da propolis, a fim de oti-
mizar a extragdo. Para isso, ela deve ser moida
até um po fino, geralmente com o auxilio de
baixas temperaturas — sua natureza resinosa nao
permite trituragdo convencional (46). Nessa
revisdo, 35,03% trabalhos realizaram apenas
o procedimento de diminuicdo do tamanho de
particula, sem informacgdes sobre congelamen-
to, enquanto apenas 1 deles afirmou sobre o
resfriamento da amostra, sem falar sobre co-
minui¢do. Aqueles que ndo informaram sobre
a realizagdo de nenhuma das agdes somaram
39,55%, e os trabalhos que fizeram ambas (con-
gelaram e diminuiram o tamanho de particula
das amostras) foram 24,86%.

Os equipamentos usados para reduzir o
tamanho de particula foram: moinho (15,09%),
liquidificador (10,32%), almofariz e pistilo
(12,26%), pulverizador (0,94%) e 3,77% in-
formaram que esse processo foi feito “manual-
mente”. Por fim, 57,55% dos trabalhos que
realizaram essa a¢do ndo descreveram como ela
foi feita.

Com relagdo ao congelamento précomi-
nuicdo, 62,22% dos trabalhos avaliados nao
trouxeram detalhes sobre a metodologia. O uso
de congelador foi explicitado por apenas 2,22%
dos materiais, enquanto 33,33% apoiaram-se
no uso de nitrogénio liquido. Apenas um deles
citou o uso de “gelo”.

A técnica ideal de extragdo deve possuir
altos niveis de rendimento, além de ndo ser
destrutiva. As metodologias convencionais (s0-
lido-liquido) ainda s@o muito populares, mesmo
com as desvantagens de possuirem baixo ren-
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dimento, serem demoradas, e modificarem as
amostras apos extragdo, devido a degradacdo
ocasionada por oxidagdo, hidrdlise e ioniza-
¢do. Dentre as mais comuns, podem ser citadas
maceragdo, processamento de alta pressio,
ultrassom, irradiagdao gama, fluido supercritico,
Soxhlet e micro-ondas (53,64).

Dentre os trabalhos dessa revisdo, as me-
todologias mais aplicadas foram a maceragao
tradicional (29,18%) e a macera¢cdo dindmica
(36,05%), seguidas pelo uso de ultrassom
(17,17%). Podem ser observados, ainda,
métodos poucos usuais, como a extragdo de
6leos essenciais por Soxhlet, hidrodestilacao
e Headspace Solid Phase Microextraction (HS
-SPME) (Figura 5). A maceracdo com solvente
¢ uma das mais empregadas na extracdo da
parte soluvel da propolis, chamada de balsamo.
E chamado de maceragdo o processo no qual
a matéria-prima ¢ colocada em contato com
o solvente extrator, em recipiente fechado,
geralmente em temperatura ambiente, por um
periodo pré-determinado. Ocasionalmente, ha
agitagdes, e ndo se costuma trocar o liquido ex-
trator (7). Quando a amostra e o solvente per-
manecem sob constante agitacdo, o processo
passa a ser denominado macera¢do dinamica.
Industrialmente, é reconhecido como um pro-
cesso simples e barato (65).

Nos tultimos anos, a extracdo utilizando
aparelho de ultrassom vem se popularizando
no ambito de extragdo de compostos bioativos
advindos de fontes naturais (66). O uso de ultras-
som na extracdo solido-liquido possui vantagens
com relagdo a maceracao tradicional, tais quais a
diminui¢ao do gasto de energia, solventes, tempo
e investimento financeiro, bem como a possibi-
lidade de uma boa extragdo mesmo em tempe-
raturas mais baixas, o que evita a degradagdo de
compostos termossensiveis (13,53). Dados da
literatura afirmam que o rendimento de extragdo
pode ser aumentado em até 24% com o uso dessa
técnica, associado a menor quantidade de sol-
ventes e energia (“técnica verde”), além de haver
a possibilidade de usar solventes alternativos
(53,67). Tal aumento de rendimento advém de
uma melhor transferéncia de compostos, devido
a alta formacdo de cavitagao (53).



Existem dois modelos de equipamentos de
ultrassom disponiveis. O banho ultrassonico pos-
sibilita uma melhor extragdo, por meio da solu-
bilizacdo dos componentes presentes na amostra
em interagdo como solvente extrator, geralmente
dentro de um recipiente de vidro submerso. Ja a
sonda ultrassdnica possui uma sonda imersa no
baldo de extragao, sendo considerada um método
mais potente de extragao (53).

Lujan e cols. (2018) compararam os méto-
dos de extragdo por maceracdo convencional e
ultrassom. Surpreendentemente, o extrato eta-
nolico obtido por maceracdo apresentou melhor
capacidade de extrair compostos fenolicos, ob-
tendo melhor atividade antioxidante no teste de
DPPHe. Porém, o extrato obtido pela metodolo-
gia de ultrassom foi mais eficiente na extragao
de flavonoides (68).

Outra forma de extracdo muito difundida
para obter compostos organicos utiliza-se do
equipamento de Soxhlet. E uma metodologia
antiga para extragdo continua a frio, contando
com um destilador e um aparelho de condensa-
¢do, ambos ligados com um recipiente principal
de vidro, no qual esta presente a amostra. Em
cada ciclo, o solvente renovado entra nova-
mente em contato com a propolis, promovendo
uma extracdo eficiente quantitativa e qualita-
tivamente, usando baixos volumes de solvente
(46,63).

Existem metodologias alternativas caso o
objetivo da pesquisa cientifica seja a analise
dos compostos volateis da propolis: hidrodesti-
lagdo com o auxilio do aparelho de Clevenger,
destilacdo em um sistema de Likens-Nickerson
e extracdo com solvente a vacuo (40). Essa
porcdo volatil da propolis ndo representa uma
quantidade significativa das amostras, mas
¢ util para a avaliagdo de suas caracteristicas
organolépticas e ajuda na descoberta da sua
fonte vegetal. Além disso, possui atividades
bioldgicas, tais como antimicotico, antiviral,
antiparasitario, antioxidante, anticancer e anti-
diabético (69).

Outra metodologia para extracdo de com-
postos volateis da propolis ¢ a Solid Phase Micro
Extraction (SPME), geralmente associado a um
sistema headspace (HS-SPME). Considerada
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recente, acessivel, rapida e ndo destrutiva, tem
como base um principio extrator semelhantes a
analises cromatograficas. Inicialmente, ocorre
retengdo dos compostos presentes na amostra
com a fase estacionaria (absor¢do) e posterior
dessor¢ao da fibra. Esse processo depende de di-
versos parametros, tais como o tipo de fibra (car-
bowax-divenilbenzeno, PDMS-divinilbenzeno e
carbozen-PDMS), temperatura, pH, forga ionica,
tempo de extracdo e volume da amostra (70,71).

E sabido que altas temperaturas aumentam
a eficiéncia da extragdo de compostos fenodli-
cos. Os mecanismos por tras disso sdao diversos.
Ha a diminuicdo da viscosidade, da densidade
e da tensdo superficial do solvente, permitindo
uma melhor penetragdo na amostra, com maior
superficie de contato. Porém, esse parametro
deve ser cuidadosamente monitorado, pois o
excesso de calor pode levar a evaporacdo do
solvente, vaporizagdo e decomposi¢dao de com-
postos ativos (56,72). Alguns autores afirmaram
que o processo extrativo deve ser realizado em
temperaturas de, no maximo, 80 °C, a fim de
evitar tais perdas por oxidagao e polimerizagao,
prejudicando o rendimento da extracdo (46).

Dentre as descrigdes de metodologia da
obtencdo dos extratos usados nessa revisdo,
69,10% dos autores informaram a temperatura
na qual foi realizada a extragdo. Dados qua-
litativos foram usados por 1,72% deles, com
expressdes: “banho de gelo” (1,29%) e “aque-
cimento suave” (0,43%). Outros 4,29% utili-
zaram-se mais de uma temperatura, formando
uma faixa; geralmente, essa forma de trabalho
foi utilizada por autores que testaram diversas
formas de extragdo, a fim de otimizar esse
processo com relagdo a extragdo de compostos
ativos e atividade biologica. Por fim, 63,09%
do material consultado trouxeram dados quanti-
tativos especificos das temperaturas escolhidas,
que podem ser observados na Figura 6.

As temperaturas mais comumente citadas
foram aquelas situadas na faixa ambiente, entre
20 e 30 °C. Isso pode ser explicado pelo grande
nimero de pesquisadores que optaram por mace-
ra¢do como seu modo de extra¢do e, muitas ve-
zes, esse processo ¢ realizado sem aquecimento.
Além disso, sdo temperaturas seguras quanto a



degradacdo de compostos bioativos, com baixo
gasto de energia. Quando o aquecimento foi uti-
lizado, temperaturas proximas ao 70 °C (8,15%),

foram preferidas, por serem abaixo do ponto de
ebuli¢do do etanol (78,37 °C), o principal solven-
te dos extratos dessa revisdo.

Figura 6. Temperaturas explicitadas de forma numeérica nas metodologias de extracao das amostras de

propolis presentes nessa revisao bibliografica.
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O tempo do processo extrativo é outro
parametro de grande importancia. Embora se
pense que um tempo elevado de extracdo au-
mente a solubilizacdo de uma maior quantidade
de compostos, deve-se lembrar que um tempo
muito alto aumenta a chance de ocorréncia de
reagdes de degradacdo, tais como oxidagdo e
epimerizagao (56). A depender dos pardmetros
do processo, torna-se necessario acrescentar ao
sistema agentes redutores (72). Com relacdo
aos autores dos trabalhos que compdem o acer-
vo dessa revisao, 89,27% informaram os dados
de tempo de extragao (Figura 7).

Podem ser feitas algumas correlagdes entre o
tempo de extragdo e as metodologias usadas. Por
exemplo, autores que escolheram extragdo por
ultrassom geralmente também optavam por deixar
as amostras em contato com o solvente durante 30
minutos. Ainda, aqueles que utilizavam Soxhlet
realizavam o processo durante 6 horas. O proces-
so de maceracdo foi aquele descrito com maior
quantidade de varia¢des no tempo de extragdo. Por
fim, cerca de 4,72% dos autores trabalharam com
varios tempos de extragdo, ndo sendo adicionados
aos graficos. Assim como no caso da temperatura,
estavam estudando otimizagao de extragao.




Figura 7. Tempo de extragao das amostras de propolis escolhido pelos autores selecionados para compor

essa revisao.
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Os graficos foram separados de acordo com
a unidade de medida apropriada (A) minutos; B)
horas; C) dias), a fim de garantir melhor visuali-
zagao dos dados.

Soma-se a esses parametros de importancia
a propor¢do entre a quantidade de amostra ¢ o
volume de solvente, que pode influenciar direta-
mente na eficiéncia de extracdo dos compostos,
ao promover saturacdo do liquido. Nessa revi-
sdo, como pode ser visualizado na Figura 8, os
autores que informaram esses dados optaram,
majoritariamente, pelas proporg¢des de 1:5, 1:10,
1:20, 2:25 e 3:10 (g/mL). Outras diversas pro-
porgcdes foram usadas, como por exemplo 1:1,
1:15, 1:25, 1:30, 1:50, 3:15, 5:12, dentre outras.

Outra metodologia de extracdo que vem se
popularizando € a extragdo supercritica, carac-
terizada pela solubilizagdo de substancias de
uma matriz solida ou liquida em um solvente
supercritico. Tem como base a compressao do
dioxido de carbono (CO2) em temperaturas e

pressdes acima do seu ponto critico (31 °C; 73
bar), até que se torne liquefeito. Nesse momen-
to, o CO2 atinge seu ponto critico, no qual tem
propriedades especiais, tais como a baixa visco-
sidade tipica de um gés e a grande capacidade
de dissolugdo dos liquidos. Quando entra em
contato com a amostra, dissolve os compostos
de interesse, que posteriormente depositam-se
apo6s o solvente torna-se novamente um gas (7).

Dentre as vantagens dessa técnica, pode ser
citado o fato de que o solvente nao ¢ inflamavel
e explosivo, além de ndo ser toxico e ndo deixar
residuos; portanto, o produto final dessa extra-
¢do é considerado seguro (GRAS). A técnica
pode ser desenvolvida em baixas temperaturas,
evitando perdas ocasionadas pelo calor. A extra-
¢do supercritica € vista como uma técnica limpa,
ndo poluente, além de possui versatilidade ad-
vinda do controle dos diversos parametros que
afetam a extracdo, como pressdo e temperatura
(7,73,74).

Figura 8. Proporcao (g/mL) entre a massa de amostra de propolis e volume de liquido extrator utilizado nos

trabalhos da presente revisao bibliografica.
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Outro ponto interessante ¢ que podem ser
adicionados outros solventes durante a extra-
¢do, a fim de alterar a polaridade e extrair uma
maior diversidade de classes quimicas. Isso tem
importancia crucial na extragdo de amostras de
propolis, pois estas ndo sdo soliveis em CO2;
isso ocasiona um baixo rendimento do proces-
so, devido a grande porcentagem de ceras e
resinas, que, além de dificultar a extracdo por
ndo permitirem a passagem do fluido por toda a
matriz da amostra, ainda acumulam-se no equi-
pamento. Para contornar essa questdo, pode-se
adicionar etanol a extracdo (7), técnica utiliza-
da por 2 dos 3 trabalhos que usaram extragao
supercritica.

O trabalho conduzido por Devequi-Nunes
e cols. (2018) mostrou melhores taxas de rendi-
mento de extracdo e melhor atividade antioxi-
dantes nos extratos obtidos por maceragdo com
etanol, em relagdo a extragdo supercritica com
co-solvente etanol 1% (74). O mesmo foi ob-
servado por Machado e cols. (2016); embora a
extracgdo total tenha sido mais satisfatoria com a
maceracdo convencional, o processo supercriti-
co com CO2 levou a uma maior taxa de sucesso
em extrair compostos vistos como marcadores,
como a artepilina C e o acido p-cumarico. Por-
tanto, pode-se inferir que, embora a eficiéncia
total de extracdo tenha sido baixa, essa é uma
técnica seletiva (73). Diante desse quadro, al-
guns autores afirmaram que a extracdo super-
critica pode ser usada como um pré-tratamento
da propolis, antes que seja extraida com etanol
(74) ou em situagdes nas quais se deseja obter
fracdes da propolis ricas em compostos lipofi-
licos (73).

Tendo em vista que a propolis possui uma
grande variedade de classe de compostos, necessi-
ta-se, também, de diversidade de solventes, a fim
de se extrair a maior quantidade possivel de com-
ponentes (1). Esse processo visa a separacdo da
parte balsamica (resinas), na qual se encontra os
compostos bioativos, daquela insoltvel (“borra”
da propolis), que ndo conta com grande propor¢ao
de atividades biologicas (46).

A Figura 9 mostra a preferéncia dos autores
dos trabalhos selecionados nessa revisao pelos
solventes.
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Figura 9. Solventes utilizados pelos trabalhos dessa
presente revisao, durante o processo de extracao
das amostras de propolis.
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0s dados “outros” englobam: C02, na extracdo supercritica (1,29%),
propilenoglicol (1,29%), hexano (0,43%), DMSO (0,86%), pentadieno
+ dietil éter (1:2) (0,43%), DMSO + acetonitrila + dgua (1:2:7)
(0,43%) e extragdo com HS-SPME (2,15%).

O metanol é o meio extrator com a maior
capacidade de extrair classes de substancias,
tais como saponinas, antocianinas, lactonas,
polifenois, dentre outros (1). Porém, apesar da
excelente eficiéncia de extragdo, esse solvente
mostra-se altamente toxico, sendo invidvel para
uso nos organismos. Geralmente, o extrato meta-
noélico de propolis (EMP) é usado em pesquisas
cientificas de estudo quimico (35,46). E possivel
usar outros solventes, tais como acetona, para
extrair flavonois; cloroférmio, para flavonoides
e terpenoides; e diclorometano, para terpenoides,
taninos, esterois e alcaloides. Caso seja neces-
sario extrair acidos graxos e cumarinas, o Unico
solvente possivel ¢ o éter (1).

Embora ndo tdo comuns, extra¢des usando
dgua como solvente podem ser encontradas.
Geralmente, os chamados Extratos Aquosos de
Propolis (EAP) apresentam-se opacos, devido a
ndo solubilizacdo de componentes hidrofobicos.
Sao usados em formulacdes que nao toleram



a presenga de solventes orgdnicos, como em
aerossois ou poOs para nebulizagao (19), pois
apresentam menor toxicidade (1). A dgua, como
composto polar, consegue solubilizar apenas uma
pequena parte das substancias da propolis — cerca
de 10% (13,75), sendo encontrados nos extratos
basicamente acidos fenolicos, com auséncia das
substancias lipofilicas (40).

A fim de otimizar a extragdo utilizando a
agua como solvente, Mello e Hubinger (2012)
extrairam amostras de propolis com agua em di-
ferentes valores de pH (2,0 — 8,0). Foi observado
que a acidificagdo do meio ndo levou a melhoras
significativas na extrag¢do. Esse quadro tem como
base uma provavel hidrolise acida de polifenois a
agliconas, menos soliveis em agua. Porém, o au-
mento no valor de pH (entre 6,0 ¢ 8,0) possibilitou
melhorar a quantidade de compostos fenolicos e
flavonoides extraidos. Isso pode ser explicado
pelo fato de que compostos fendlicos apresenta-
rem muitos grupos acidos, que em meio alcalino,
desprotonam-se, tornando-se mais soluveis em
agua e mais facilmente extraidos. Essa é uma es-
tratégia que pode ser utilizada a fim de melhorar
o rendimento de extragdo de compostos bioati-
vos mesmo quando se usa extratos aquosos (76).

Ainda, a literatura traz a possibilidade de se
usar meios extratores com a presenca de glicerol
e propilenoglicol, com alta eficiéncia de extragao
de compostos fendlicos e flavonoides, mesmo
quando comparados com extratos metanolicos e
etandlicos (46).

O etanol ¢ o solvente mais popular para ex-
tragdo da propolis, como ja mencionado, devido
suas caracteristicas anfifilicas de solubilizar
tanto substancias polares quanto apolares (63).
Tem a capacidade de extrair principalmente
alcaloides, terpenoides, taninos, esteroides, po-
liacetilenos e polifenois (1), com a propriedade
de solubilizar de 50% a 70% dos constituintes da
propolis (13). Além disso, o etanol ndo € toxico
e pode ser facilmente removido das formulacdes
posteriormente, promovendo a chamada quimica
segura (46,66). Porém, deve-se ter em mente que
nem todos os tipos de alcool etilico no mercado
sao seguros para uso humano, pois alguns que
podem conter impurezas ¢ aditivos, como o pro-
prio metanol. Para tais finalidades terapéuticas,
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recomenda-se o uso de alcool de cereais ou ou-
tros, de grau alimenticio (46). Apenas 0,86% dos
trabalhos dessa revisdo especificaram o uso de
alcool proprio para consumo humano.

Soma-se as vantagens apresentadas, o fato
de que a temperatura de ebulicdo do etanol (78
°C) nao degradar substancias fenodlicas, permi-
tindo o uso de técnicas com aquecimento, além
da maceragao habitual, embora esse seja consi-
derado o método mais adequado para a extragao
da propolis (77). Por fim, o alcool etilico ndo
¢ caro e tem baixo impacto ambiental, sendo
obtido por vias renovaveis (46).

A extracdo etanolica ¢ considerada “de
referéncia” pelos apicultores para o preparo tin-
turas comerciais populares (78). Quanto maior
a parte solivel em etanol (resinas), maior sera
o rendimento do extrato e maior a qualidade
do produto final, pois os constituintes bioldgi-
cos encontram-se nessa por¢do (79). Segundo
a legislagdo brasileira, o extrato de propolis é
definido como “produto proveniente da extragdo
dos componentes soluveis da propolis em alcool
neutro (grau alimenticio), por processo tecnolo-
gico adequado” (80).

Geralmente, ¢ usada uma propor¢ao na mistura
entre solventes organicos e dgua, gerando melhores
resultados extrativos de compostos fenolicos (1),
sendo as mais populares concentra¢des de etanol
entre 70% e 80%, as quais geram solugdes colo-
ridas, limpidas e densas. O Ministério da Agricul-
tura (Anexo VII da Instrugdo Normativa n° 11, de
20/10/2000 do Ministério da Agricultura) afirma
que os extratos alcdolicos de propolis ndo devem
ultrapassar a porcentagem de 70% de etanol (81).

O trabalho realizado por Sun e cols. (2015)
demonstrou que, dentre as varias proporgdes de
etanol e agua utilizadas (0; 25; 50; 75 ¢ 100%),
a mistura de etanol 75% obteve os melhores re-
sultados de extracdo de polifenois e flavonoides
totais (75).

Como a concentragdo de solventes usados
para o preparo dos extratos de propolis influencia
o rendimento da extracdo de compostos bioativos
e, consequentemente, na sua atividade bioldgica
(82), na Figura 10 estdo os dados constantes nos
trabalhos da presente revisdo bibliografica, para
extratos etandlicos em agua. Nao estdo presen-



tes os dados que usaram faixas de proporgdes
(4,68%). Dentre os autores que fizeram uso de
extratos metanolicos, 65% optaram pelo solvente
puro. Ainda, apareceram: metanol 90% (10%),

metanol 80% (10%), metanol 65% (5%), meta-
nol 50% (5%) e metanol 40% (5%), todos em
proporcao com agua. Os outros solventes foram
utilizados em sua forma pura.

Figura 10. Proporgdes entre etanol e 4gua escolhidas pelos autores citados nessa revisdo, para 0s processos

de extracdo das amostras de propolis.
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Porém, existem desvantagens ao escolher
esse tipo de técnica. Extratos etandlicos liquidos
sao geralmente associados a dificuldade de trans-
porte, acondicionamento ¢ formulagdo. Nao sdo
adequados para todos os tipos de consumidores,
tais como criancas e aqueles que nao ingerem
bebidas alcoolicas, seja por motivos pessoais
ou por possuirem intolerancia, bem como pro-
blemas de satde que seriam prejudicados pelo
consumo, como graves patologias hepaticas.
Ainda, esses extratos possuem um forte sabor e
odor desagradavel, o que torna dificil a aceitagao
por alguns consumidores (13). Esse fator preju-
dica, também, o uso da propolis em formulacoes
alimenticias, pois altera as propriedades organo-
Iépticas do produto, devido a grande presenca
de compostos fendlicos, responsaveis pelo forte

sabor amargo ¢ adstringente. No mercado, pode
ser encontrados produtos com cerca de 3 a 30%
de extratos de propolis (26,83).

A fim de buscar solugdes para os problemas
supracitados, diversos autores propuseram o uso
da préopolis em formulagdes contendo formas de
liberagao modificada. Ja foram testadas micro-
particulas (84), microcapsulas (14,49,58,85-87),
nanoparticulas (88-90), nanocarreadores (91),
outros tipos de carreadores (92) e formulacgoes
(17,93,94), além do uso da préopolis apds proces-
so de spray-dryer (49,61,92).

A técnica de spray-dryer consiste na rapida
transformagdo para formas sélidas dos produ-
tos liquidos ou semisso6lidos, por meio de um
Ginico processo de secagem. E amplamente
usada pela industria quando se deseja promover




evaporagdo do solvente de forma rapida, em
formulagdes as quais sdo sensiveis a altas tem-
peraturas. Esse processo resulta na formacao de
gotas atomizadas, sendo uma parte essencial da
producdo de microcapsulas (58,87).

Nascimento ¢ cols. (2016) e Farias e cols.
(2018) produziram nanoparticulas com a pro-
polis vermelha, e conseguiram encapsular satis-
fatoriamente seus compostos fenolicos ativos,
promovendo boa atividade antioxidante e anti
-leishmaniose (87,89).

Existem diversas vantagens ao se utilizar a
propolis dessa maneira. Pode-se mascarar o sa-
bor desagradavel, facilitando a administragdo,
além de proteger as moléculas bioativas de pro-
cessos degradativos que geralmente ocorrem
devido a presenca de oxigénio, luminosidade
e calor; esse aumento de estabilidade também
leva a um aumento da vida de prateleira do pro-
duto. Ainda, ha uma maior biodisponibilidade
de substancias quando se usa tais sistemas, em
especial, com relagdo a flavonoides (49,84,85).
Os compostos bioativos, no geral, tém dificil
solubilidade (84) e baixos perfis de dissolucdo,
o que dificulta a permeacdo pelas membranas
dos tecidos corporais (91). Ainda, essas formu-
lagdes permitem uma eliminag@o mais lenta do
organismo, aumentando a biodisponibilidade
dos compostos, e diminuindo sua toxicidade
sistémica ao promover a entrega localizada dos
ativos (87).

Por fim, outra estratégia usada a fim de mas-
carar as caracteristicas desagradaveis da propolis
¢ a sua associacdo com ingredientes doces, como
mel, flavorizantes e adogantes (93).

Geralmente, tais formulagdes especiais sdo
fabricadas com matérias-primas biocompativeis
e biodegradaveis, sendo, portanto, seguras para
uso humano (GRAS) e nfo prejudiciais ao meio
ambiente. Esses biopolimeros também ndo apre-
sentam altos custos a industria (87).

Alguns autores citados nessa revisdo pro-
moveram estudos que buscavam otimizar a ex-
tracdo dos compostos, comparando pardmetros
como temperatura, tempo de extragdo e concen-
tragao do solvente. Oldoni e cols. (2015) en-
contraram que, dentre as combinagdes testadas,
a que demonstrou melhor capacidade extrativa
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e antioxidante foi o processo de maceragao que
utilizava etanol 80% (etanol:agua), 70 °C e
45 minutos de extracdo (62). Cavalaro (2017)
encontrou proporcdo de 1:30 (entre amostra
e solvente) e 25 minutos de extracdo como a
melhor combinagdo de parametros, ao utilizaro
método extrativo por ultrassom (53). Oliveira
e Andolfatto (2014) obtiveram, como melhores
parametros, concentracdo de etanol de 80%,
tempo de extracdo de 45 minutos e temperatura
de 70 °C, quando usado o método de maceragdo
(72). Bakkaloglu e cols. (2021) estudaram os
efeitos do uso de maceragao dindmica e extracao
por ultrassom, obtendo uma melhor extragdo de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante
pelo método de ultrassom (64).

A literatura sobre o tema ainda traz novas
possibilidades para um melhor aproveitamento
da extrag@o da propolis. Inicialmente, a parte que
¢ extraida por solventes possui muitos compos-
tos bioativos. Porém, as sobras dessa extragao,
com componentes que nao foram solubilizados,
geralmente sdo descartadas. Atualmente, estudos
demonstram a possibilidade de usar, também,
esses descartes, chamados de “coprodutos”. Sua
composi¢do € rica em ceras, resinas e gomas,
com grande potencial de ser usado como agente
estruturante. Ainda, outro potencial uso ¢é servir
como matéria-prima para outras subsequentes
extragoes, a fim de esgotar as substancias ativas
de interesse industrial. Esse tipo de pesquisa
mostra-se especialmente importante nos dias de
hoje, devido ao anseio em diminuir o desperdicio
de alimentos e matérias-primas, além do impacto
ambiental (26,69).

Os grandes apiarios realizam a extragcdo mais
de uma vez, aproveitando melhor os descartes.
Porém, isso nao € comum na rotina dos pequenos
produtores (95). Embora seja uma area muito
interessante e inovadora, esses dados ndo foram
explorados na presente revisao bibliografica.

CONCLUSAO

A propolis ¢ um produto natural com diver-
sas atividades bioldgicas a ela atribuidas, além
de possuir alto valor agregado e status GRAS,
que permite o uso em cosméticos, medicamen-




tos e alimentos, como uma alternativa natural a
outros compostos. Porém, a diferen¢a na compo-
sicdo quimica faz com que o uso da propolis pela
industria seja dificultado ao redor do mundo, de-
vido a auséncia de padronizagdo de técnicas de
coleta, extracdo ¢ analise das amostras, além das
variagdes naturais que advém do local de coleta,
sazonalidade e espécie de abelha. Os resultados
obtidos nessa revisdo demonstraram que os prin-
cipais fatores que resultam em variabilidade sdo
localizacdo e época de coleta (sazonalidade),
raca da abelha, tipo de propolis/fonte botanica,
método de coleta, e preparo do extrato (solvente,
tempo ¢ metodologia de extragdo).
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