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Resumo

Foi desenvolvido um processo químico de tipificação de várias subs-
tâncias químicas presentes na própolis brasileira, empregando-se a 
técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), identifican-
do-se e quantificando-se com precisão os diferentes compostos pre-
sentes. Estabeleceu-se um processo de separação por cromatografia 
líquida capaz de identificar os componentes majoritários de amostras 
de própolis (marcadores principais). Com base nos resultados obtidos 
através da investigação de centenas de amostras, foram estabelecidas 
metodologias de análise química de própolis brasileiras, para um con-
trole de qualidade. Através da técnica de CLAE e quantificação dos 
compostos identificados pela mesma, foi estabelecida uma tipificação 
para a própolis brasileira, baseando-se na presença de marcadores. 
O processo inclui a entrada de dados em uma planilha para a quan-
tificação das substâncias identificadas por CLAE e também estabelece 
a tipagem da amostra pela quantidade de cada componente próprio 
da composição química da própolis brasileira. Com isto, abre-se um 
caminho para a utilização da própolis brasileira tipificada pela indús-
tria farmacêutica.

Abstract

A chemical process to classify many chemical substances in Brazi-
lian propolis, employing High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) was developed. It was possible to identify and quantify the 
different chemical compounds in this resin. A separation process by 
liquid chromatography, able to identify the main components of propolis 
samples (markers), was established. After investigated more than two 
hundred samples, it was developed a method for the quality control of 
many compounds in this bee product. Using the quantitative HPLC, a 
classification for Brazilian propolis, based in the presence of markers 
was established. The process includes the data imputed in a program 
to quantify the substances identified by HPLC and establishes the 
classification using the amount of each chemical component in different 
types of Brazilian propolis. This is a new way for pharmaceutical industry 
developed new products using this classification for quality control. 
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Introdução
 
Nos últimos anos, a própolis de regiões tropicais, 
especialmente do Brasil, têm sido alvo de grande 
interesse econômico, sendo que o Japão é o maior 
comprador mundial deste produto brasileiro. Este 
fator economicamente importante levou muitos 
pesquisadores, principalmente japoneses, a inves-
tigar a própolis brasileira, sendo que se encontra 
atualmente, na literatura internacional, um número 
considerável de artigos científicos tratando deste 
produto brasileiro.

Fontes de própolis em zonas temperadas

Os primeiros relatos sobre a análise de própolis, 
baseados em evidências químicas, surgiram na 
década de 70 quando Lavie (1976) na França e Po-
pravko (1978) na Rússia identificaram a presença 
de flavonóides em própolis e compararam com a 
composição de exsudatos de choupo e bétula. Muitas 
outras publicações se seguiram a estas e hoje se 
aceita, através de comprovações químicas, que as 
principais fontes de própolis em zonas temperadas 
são os brotos e exsudatos de espécies de Populus 
(choupo) e seus híbridos. Estas informações foram 
amplamente confirmadas na Europa (TAMAS et al., 
1979; POPRAVKO e SOKOLOV, 1980; NAGY et 
al., 1986; GREENAWAY et al., 1987; BANKOVA 
e KULEVA, 1989), América do Norte (GARCÍA-VI-
GUERA et al., 1993) e regiões não tropicais da Ásia 
(BANKOVA et al., 1992; CHI et al., 1996). Mesmo na 
Nova Zelândia, as espécies de Populus lá introduzi-
das são a fonte visitada pelas abelhas (MARKHAM 
et al., 1996). Na Rússia, especialmente nas regiões 
do norte, são espécies de bétula (Betula verrucosa) 
aquelas preferidas pelas abelhas (POPRAVKO e 
SOKOLOV, 1980). As amostras de própolis origi-
nadas destas regiões têm uma composição química 
muito similar, e os principais constituintes são: flavo-
nóides agliconas, ácidos aromáticos e seus ésteres 
(MARCUCCI, 1995).

Fontes de própolis em zonas tropicais

Em regiões tropicais não existem espécies de choupo 
e bétula e as abelhas visitam outras plantas, por isso, 
a composição química de amostras de tais regiões é 
muito distinta das de zonas temperadas (BANKOVA 
et al., 2000). Investigações sobre esta resina em 

regiões tropicais revelaram que, em muitos casos, 
os flavonóides são os principais componentes des-
tas amostras, similarmente às Européias, embora a 
sua origem vegetal seja diferente. Por exemplo, em 
amostras do deserto de Sonora, WOLLENWEBER 
e BUCHMANN (1997) identificaram alguns flavo-
nóides agliconas típicos de exsudatos da planta Am-
brosia deltoidea: 3,5,7-triidroxi-3,8-dimetoxiflavona, 
xantomicrol, hispidulina, sideritiflavona, canferol, 
quercetina, ramnazina e outros componentes em 
menor concentração. Miricetina 3,7,4’,5’-tetrametil 
éter e quercetina 3,7,3’-trimetil éter foram isolados 
da própolis da Tunísia, originando-se de exsudatos 
de folhas de algumas espécies de Citrus (MARTOS 
et al., 1997). 

Nas amostras brasileiras, poucos flavonóides foram 
identificados, tais como: canferide 5,6,7-triidroxi-
3,4’-diidroxiflavona, aromadendrina-4-metil éter 
(BOUDOROVA-KRAVSTEVA et al., 1997), pino-
banksina e um derivado de canferol (MARCUCCI 
et al., 2000a) o qual foi posteriormente confirmado 
como sendo o canferide (resultados não publicados 
de nosso laboratório), além de crisina e galangina. 
Nestas amostras, por outro lado, foram identificados 
outros compostos novos, que possuem uma atividade 
biológica marcante (BANKOVA et al., 2000). Uma 
classe de fenólicos, os ácidos p-cumáricos prenilados 
foram encontrados em grande quantidade em amos-
tras brasileiras (AGA et al., 1994; BOUDOROVA 
- KRAVSTEVA et al., 1997), ácido 3-prenil-4-hidro-
xicinâmico (PHCA), 9-E- e 9-Z-2,2-dimetil-6-carbo-
xietenil-8-prenil-2H-1-benzopirano (DCBEN) (MAR-
CUCCI, 1996), ácido 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico 
(DHCA) e ácido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzo-
pirano-6-propenóico (DPB). Os compostos acima 
relatados, PHCA, DCBEN, DHCA e DPB, vanilina 
(G1), 3-metoxi-4-hidroxicinamaldeído (G2), 2 - [1 - 
hidroximetil] – vinil – 6 - acetil – 5 -hidroxicumarano 
(I) (originário de Baccharis truncata) (MARCUCCI 
et al., 2001) e os desconhecidos: H, K, L1, L2, M e 
N foram isolados pela autora (MARCUCCI, 1996). 
Alguns destes compostos possuem atividade antimi-
crobiana e antitumoral (AGA et al., 1994; Banskota 
et al., 1998). Os flavonóides estão praticamente 
ausentes nestas amostras (BANKOVA et al., 1995; 
BANKOVA et al., 1996). As estruturas químicas des-
tes compostos, anteriormente relatados, assim como 
vários outros identificados em própolis brasileiras, 
são mostradas na Figura 1.
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Figura 1 - Compostos químicos identificados em própolis brasileiras.
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Ácido agatálico

Acido cupréssico

Viscidona 2-[1-
hidroximetil]vinil-5-
acetil-hidroxicumara-
no (I)

12-Acetilviscidona

Betuletol
(flavonol)

Canferide
(flavonol)

Ermanina
(Flavonóide)

3,5,7-triidroxi-4’-
metoxiflavonol
(Flavonol)

Acetato de coni-
ferila
dimérico

Ácido (E)-3-{4-hi-
droxi-3-[(E)-4-(2,3-
diidrocinamoiloxi) 
-3-metil-2-butenil]-
5-prenil}-2-prope-
nóico

Ácido (E)-3-[2,3-
diidro-2-(1-metilete-
nil)-7-prenil-5-ben-
zofuranil]-2-prope-
nóico

Benzofurano A

Ácido cafeico

Ácido ferúlico
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Benzofurano B Ácido p-cumárico
(P-CUM)

Composto Estrutura

Ácido 3,4-di-O 
–cafeoilquínico

Ácido metil-3,4-di-O 
–cafeoilquínico

Ácido metil-4,5-di-O 
–cafeoilquínico
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Ácido 3,5-di-O –ca-
feoilquínico

Ácido 3-O –cafeoil-
quínico

Os compostos aqui apresentados estão descritos na literatura sobre própolis. As siglas em alguns compostos 
entre parênteses, correspondem às utilizadas na análise multivariada. 

Através do estudo da composição química da 
própolis, foi possível dividi-las, segundo a sua 
origem, em grandes regiões geográficas, que 
podem ser englobadas em três grupos principais, 
e que são caracterizados por estas metodologias 

já mencionadas. Desta maneira, pode-se deli-
near um perfil químico de diferentes amostras 
e estabelecer padrões de qualidade. A Tabela 1 
mostra os compostos presentes em própolis de 
diferentes locais.
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Origem geográfica

Europa, Ásia, América do 
Norte

Rússia (região norte)

Brasil

Fonte vegetal

Populus spp. (choupo)

Betula verrucosa (bétula)

Baccharis spp.
Araucaria spp. (?)

Desconhecida

Principais constituintes

Flavonóides como: pinocembrina, pinobanksina, 
pinobanksina-3-O-acetato, crisina, galangina, ácidos 
aromáticos: cafeico, ferúlico e cafeatos: de benzila, 
feniletila e prenila).  

Flavonóides como: acacetina, apigenina, ermanina, 
ramnocitrina, canferida, outros compostos como: a-
acetóxibetulenol.

Ácidos p-cumáricos prenilados, acetofenonas preniladas 
e ácidos diterpênicos, entre outros.

Lignanas furofurânicas

Tabela 1  - Compostos presentes em própolis de diferentes locais*.

*Fonte: BANKOVA et al., 2000.

Além dos compostos descritos até o presente mo-
mento, vários outros foram identificados e avaliados 
quanto à sua atividade biológica (BANSKOTA et al., 
1998, 2000a, 2000b, 2001a, 2001b; MARCUCCI et 
al., 2001; MIDORIKAWA et al., 2001; NAGAOKA et 
al., 2001). Estes resultados descritos mostram as 
diferenças marcantes entre amostras brasileiras e 
as de várias outras partes do mundo (Tabela 2). Por-
tanto, é de extrema importância o desenvolvimento 
de um ou mais métodos de análise das própolis 
brasileiras (DE CASTRO, 2001). 

Materiais e métodos

Própolis: 
As própolis foram coletadas de diferentes partes 
no Brasil, perfazendo um total de 200 amostras que 
apresentavam perfis cromatográficos similares. 

Processo de separação e identificação: 
O processo consistiu em extrair o material bruto, este 
colhido por raspagem de colméias racionais. Uma 
quantidade determinada do material (variando de 50 
a 150 mg) foi solubilizada em metanol a quente (vo-
lume variando entre 1,0 a 5,0 mL), filtrada em papel 
de filtro, e passada por um filtro Millipore (0,45 µ, da 
Sartorius) para as análises posteriores. Quando as 
amostras eram líquidas, foram empregadas tal qual 
estavam, utilizando-se apenas um fator de diluição 
das mesmas, a saber: 1, 2, 3...10% de diluição em 
relação ao extrato original.

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
(CLAE): 
As análises foram desenvolvidas em um cromatógrafo 
líquido com rede de fotodiodos e injetor automático. 
As condições cromatográficas utilizadas foram: fase 
móvel água-ácido fórmico (Merck) (95:5, solvente A) 
e metanol grau cromatográfico (Merck) (solvente B). 
A eluição foi desenvolvida em um fluxo de 1mL/min 
utilizando-se um gradiente linear. O tempo máximo 
de análise foi de 50 minutos e a detecção efetuada 
em comprimentos de onda de 280 e 340nm. Empre-
gou-se um software apropriado para interpretação 
dos resultados obtidos (TIP®). 

Análise estatística multivariada: 
Na análise quimiométrica, os dados processados são 
representados por uma matriz X. No presente estudo, 
as linhas representam as amostras de própolis en-
quanto cada coluna (p) representa as variáveis (por 
exemplo, os compostos presentes na própolis). As 
amostras de própolis são representadas como pontos 
no espaço dimensional. Portanto, um dos objetivos 
desta análise é justamente reduzir o espaço para 
duas ou três dimensões, que é a limitação humana 
para identificar, classificar e reconhecer objetos. A 
matriz T, chamada de “scores” representa a posição 
de uma amostra nesse novo espaço. A matriz V, 
chamada de “loadings” representa uma matriz que 
descreve o peso de cada variáveis nesse novo eixo 
de coordenadas (conhecido como coordenadas prin-
cipais, PCs), neste caso, os componentes químicos 
(marcadores). No presente trabalho, foi empregada 
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na análise multivariada, o software Pirouette, versão 
2.60, da Infometrix, Woodinville, WA, EUA.

Resultados e Discussão

Após a análise cromatográfica por CLAE, as amos-
tras foram quantificadas, analisadas através da qui-
miometria, e divididas em quatro grupos principais. 
Um gráfico destes dados produziu uma rápida visua-
lização das similaridades ou diferenças apresentadas 
pelas amostras, em função das variáveis. Portanto, 
neste estudo, aplicou-se a análise multivariada para 
descrever as correlações entre os diferentes tipos 
de própolis, em função dos principais compostos 
químicos (marcadores) encontrado por CLAE. As 
Figuras 2A e 2B mostram a dispersão das amostras 
e das variáveis. Observa-se que existem quatro ti-
pos de própolis distintos, ou seja, com marcadores 
diferentes. O tipo BRG (fig. 2A) é caracterizado 
por apresentar os marcadores G1, G2 e I (fig. 2B). 
O tipo BRP(PR) (fig. 2A) apresenta os compostos 
DCBEN, DPB e PHCA como marcadores principais 
(fig. 2B). O BRP(SP/MG) (fig. 2A) apresenta os 
marcadores principais CAF, DHCA e p-CUM (fig. 
2B). O BRPG (fig. 2A) forma a interface entre os 
tipos BRP(PR) e BRG, com compostos destes dois 
grupos (fig. 2B).

Figura 2 - Análise das componentes principais de: 
(A) amostras de própolis da tipagem (scores); (B) 
compostos identificados responsáveis pela separa-
ção (loadings).

Abreviaturas:  
CAF é o ácido caféico, DHCA é o ácido 3,5-dipre-
nil-4-hidroxicinâmico, DPB é o ácido 2,2-dimetil-8-
prenil-2H-1-benzopirano-6-propenóico, PHCA é o 
ácido 3-prenil-4-hidroxicinâmico e P-CUM, o ácido 
p-cumárico, DCBEN, o 2,2-dimetil-6-carboxietenil-
2H-1-benzopirano, G1 (vanilina), 2: G2 (3-metóxi-4-
hidroxicinamaldeido), 3: I (2-[1-hidroximetil]–vinil–6-
acetil-5-hidroxicumarano).

Na Figura 3, observa-se a representação geográfica 
da tipagem. Nota-se que o tipo BRP aparece nos es-
tados do sudeste, incluindo São Paulo, Minas Gerais 
e Rio de Janeiro. O tipo BRG aparece nos estados 
mais do sul do Brasil, a saber, Paraná, Santa Cata-
rina e Rio Grande do Sul. Neste último, já começa 
a aparecer os flavonóides em maior concentração, 
como constituintes de resinas para a elaboração da 
própolis, já que o clima naquela região se assemelha 
ao de zonas temperadas da Europa. Portanto, as 
fontes vegetais parecem ser bem similares às da 
Europa, tais como o álamo. Ao que parece, quando 
a fonte vegetal do tipo BRP vai terminando (que é 
o alecrim) começa a aparecer uma nova fonte de 
resinas, às quais as abelhas misturam a do alecrim 
que é escassa, originando o tipo BRPG que é uma 
mescla dois tipos (BRP e BRG) com marcadores 
de ambos. Em contrapartida, as amostras BRP do 
Paraná apresentam um sub-marcador, que é o com-
posto DCBEN, que está praticamente ausente nas 
própolis BRP da região que engloba São Paulo, Minas 
Gerais e Rio de Janeiro.

Artigo Original/Original Article
Própolis Tipificada: Um Novo Caminho para a Elabo-
ração de Medicamentos de Origem Natural, Contendo 
este Produto Apícola



44 Vol.1 Nº03 março/2006Revista Fitos

Figura 3 - Representação  geográfica da tipagem. Estes são os tipos comercializados (internamente ou expor-
tação)

Através de CLAE, foi possível identificar os compo-
nentes majoritários existentes em própolis brasilei-
ras. O grande problema hoje para se estabelecer um 
controle de qualidade correto e seguro sobre a com-
posição das mesmas é a interpretação, muitas vezes 
errônea, da presença de flavonóides, que estão em 
amostras Americanas e Européias (Tabela 1), cujas 
referências são empregadas aqui como padrão de 
qualidade, e que se encontram praticamente ausen-
tes em amostras brasileiras. Alguns dos compostos 
isolados e identificados, ora apresentados, dão 
reação positiva com o cloreto de alumínio, um rea-
gente empregado na quantificação de flavonóides 
totais (metodologia empregada rotineiramente), 
porém não se tratam de flavonóides; como é o caso 
do composto I (2-[1-hidroximetil]–vinil–6-acetil-
5-hidroxicumarano). Portanto, a quantificação de 
flavonóides totais pela metodologia descrita (inspi-
rada na Farmacopéia alemã), não é adequada para 
a quantificação de compostos presentes na própolis 
brasileiras, pois, conforme mencionado anteriormen-
te, estes reagem positivamente ao teste, e não se 
tratam de flavonóides.

Recentemente, a ANVISA divulgou no seu site uma 
nota técnica sobre o Registro de Produtos à base de 

própolis (Nota Técnica de 14 de setembro de 2005, 
www.anvisa.gov.br). Tal nota técnica é uma guia para 
o registro de produtos contendo própolis, os quais 
deverão atender requisitos mínimos de controle de 
qualidade, entre eles, a evidência da presença de 
marcadores que comprovem a sua origem.* 

Portanto, para os grupos caracterizados em CLAE, 
foi possível estabelecer um perfil baseado na ocorrên-
cia dos marcadores P-CUM, CAF, PHCA, DCBEN, 
DHCA, DPB, G1, G2 e I que podem servir como 
marcadores da própolis, caracterizada pela inci-
dência destes compostos em praticamente todas 
as amostras analisadas. Concluiu-se que a própolis 
brasileira possui um marcador principal, isto é um 
componente majoritário que aparece na grande maio-
ria das amostras analisadas, a saber, o ácido 3,5-
diprenil-4-hidroxicinâmico (DHCA) denominado de 
Artepillin C® assim denominado pelos japoneses que 
já comercializam este composto na forma de pó e o 
empregam no tratamento de tumores. Este composto 
é o marcador da própolis brasileira dos tipos BRP e 
BRPG. Um grupo de amostras similares, distinto do 
primeiro, onde se encontram os compostos G1, G2, 
I, entre outros, é constituído de própolis tipicamente 
do Sul do Brasil, denominado de BRG.

* Nota: A autora deste trabalho esteve como convidada da reunião da Câmara Técnica de Fitoterápicos da Anvisa para a discussão 
sobre a elaboração da Nota Técnica de 14/09/2006 (ver www.anvisa.gov.br) para Registro de Produtos à base de Própolis, da qual 
o presente trabalho foi o suporte científico. 
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Tabela 2 – Denominações de uso da própolis por tipo, conforme sugestão enviada a ANVISA  para a sua indi-
cação terapêuticaa

Nomenclatura oficial botânica

Nome popular

Parte usada

Padronização/Marcador

Formas de uso

Indicações/Ações terapêuticas

Própolis

Própolis

Resina “in natura”
Tipo BRP1*/Marcadores: ácidos 3-prenil-4-hidroxicinâmico 
(mínimo de 1,0%), 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico (mínimo de 
2,7%), 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propenóico 
(mínimo de 2,3%), cafeico (mínimo de 1,8%) e p-cumárico 
(mínimo de 1,6%).   

Extratos e tinturas
Antibacteriana, Antiinflamatória, Analgésica, Antialérgica, 
Cicatrizante, Antioxidante.

Nomenclatura oficial botânica

Nome popular

Parte usada

Padronização/Marcador

Formas de uso

Indicações/Ações terapêuticas

Própolis

Própolis

Resina “in natura”
Tipo BRPG/Marcadores: ácidos 3-prenil-4-hidroxicinâmico 
(mínimo de 1,2%), 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico (mínimo de 
6,2%), 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propenóico (mí-
nimo de 9,5%), cafeico (mínimo de 0,3%) e p-cumárico (mínimo 
de 1,4%), 3-metoxi-4-hidroxicinamaldeído (mínimo de 1,1%), 
2-[1-hidroximetil]-vinil-6-acetil-5-hidroxicumarano (mínimo de 
0,4%) e vanilina**.    

Extratos e tinturas
Antibacteriana, Antiinflamatória, Analgésica, Antialérgica, 
Cicatrizante, Antioxidante.

a Todas as indicações terapêuticas já foram comprovadas através de estudos científicos realizados com própolis brasileira tipificada.
* As própolis da sub-tipagem que apresentarem quantidades menores dos marcadores, deverão ser empregadas em quantidades 
maiores na formulação.
** O mínimo ainda não foi estabelecido. 

A principal característica desta tipificação é que 
possibilitará a agilização do mercado deste produto 
apícola, desde o campo até à indústria farmacêutica 
e cosmética, favorecendo a estas utilizarem a tipi-
ficação para a confecção dos seus medicamentos e 
cosméticos, com controle de qualidade estabelecido, 
já que todos estes marcadores foram separados 
nos tipos por faixas de concentração. Isto é, a clas-
sificação é quantitativa. Todos os resultados aqui 
apresentados empregando-se a cromatografia líquida 
de alta eficiência foram comprovados por CLAE-EM 
(CLAE acoplado à espectrometria de massas), em-
pregando-se também uma análise por fingerprint de 
massas. O outro fator importante da tipificação é 
que será possível confeccionar produtos farmacêu-
ticos, cosméticos e de higiene oral, conhecendo-se 
o tipo de própolis empregada e as quantidades dos 
componentes bioativos presentes, características 
nunca antes relatadas em publicações e patentes 
sobre própolis. 
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