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RESUMO: A própolis é uma substância resinosa coletada pelas abelhas de diversas partes das 
plantas. Sua composição depende da época, vegetação e local de coleta. Apresenta diversas 
atividades biológicas como antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, dentre outras. Foi realizado 
estudo da variabilidade sazonal, nos meses de fevereiro, junho e outubro de 2006, dos constituintes 
voláteis da própolis vermelha de Pernambuco através da extração por headspace dinâmico e 
identificação por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas (CG-EM). Foram 
identificados 34 constituintes voláteis, sendo monoterpenos e monoterpenóides, sesquiterpenos e 
sesquiterpenóides, fenilpropanóides, aldeídos, cetonas e η-alcanos. Os constituintes majoritários 
foram o trans-anetol, α-copaeno e o metil cis-isoeugenol. Também foi realizado o perfil fitoquímico 
por cromatografia em camada delgada (CCD), através da qual os constituintes fenólicos foram 
identificados como majoritários. Com o extrato bruto metanólico da própolis, realizou-se o ensaio 
de letalidade em Artemia salina, que demonstrou DL50 de 18,9 µg/mL, sugerindo uma possível 
atividade antitumoral.

Unitermos: Própolis vermelha, constituintes voláteis, Artemia salina.

ABSTRACT: “Seasonal variability of red propolis constituents and brine shrimp bioassay”. 
Propolis is a resinous hive product collected by honeybees from plant sources. The composition of 
the propolis depends on the season, the vegetation, and the area of collection. It presents a diverse 
biological activities such as antimicrobial, antioxidant and antitumoral. The seasonal variability of 
the red propolis constituents from Pernambuco State were accomplished in the months of February, 
June and October of 2006. The volatile red propolis constituients were captured by the dynamic 
headspace technique and analyzed by GC-MS. In the analysis of the samples, 34 constituents were 
identified as the mono and sesquiterpens, phenylpropanoids, aldehydes, cetons and n-alcanes, 
presenting as majority constituents the trans-anethol, α-copaene and methyl cis-isoeugenol. The 
phytochemistry profile was performed by thin layer chromatography (TLC). Through this technique 
the majority constituents were identified as phenols. The Brine shrimp bioassay was used to evaluate 
of the red propolis methanolic extract, which demonstrated a DL50 of 18.9 µg/mL and an activity 
antitumoral was possibly suggested.

Keywords: Red propolis, volatile constituents, Artemia salina. 

INTRODUÇÃO

 A própolis é considerada uma das misturas mais 
heterogêneas encontradas em fontes naturais, sendo que 
mais de 300 constituintes já foram identificados e/ou 
caracterizados em diferentes amostras (Burdock, 1998; 
Chang et al., 2008; Lustosa et al., 2008; Sousa et al., 
2008). As abelhas (Apis mellifera) usam esta substância 
para protegê-las contra insetos e microorganismos, 
empregando-a em finas camadas nas paredes internas 

das colméias para vedar buracos e rachaduras, reparar e 
fortalecer os favos de mel, proteger a entrada da colméia, 
no preparo de locais assépticos para a postura da abelha 
rainha e na mumificação de insetos invasores (Bankova et 
al., 2000).
 A própolis é coletada por abelhas a partir de 
diversas partes das plantas como brotos, botões florais, 
casca e exsudatos resinosos (Park et al., 1997). As 
propriedades biológicas da própolis estão diretamente 
ligadas a sua composição química e este possivelmente é o 
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maior problema para o uso da própolis na terapia, tendo em 
vista que a sua composição química varia com a flora da 
região, locais e épocas de coleta, com a técnica empregada 
para a produção (tipo de coletores) e com as características 
genéticas (gênero e espécie das abelhas). Este conjunto de 
fatores exerce, portanto, uma enorme importância nas suas 
propriedades físicas, químicas e biológicas (Pereira et al., 
2002; Park et al., 1998; Bianchini & Bedendo, 1998; Dutra 
et al., 2008; Nascimento et al., 2008; Simões et al., 2008).
 No Brasil, são descritas propriedades biológicas 
e composição química distintas para diferentes amostras 
coletadas em diferentes partes do país. Essa variação é 
facilmente explicada pela grande biodiversidade brasileira 
(Pereira et al., 2002; Longhini et al., 2007). Com relação 
à variação sazonal, a diminuição em alguns componentes 
biologicamente ativos, como no caso dos fenólicos, é 
acompanhada pelo aumento de outros, por exemplo, ácidos 
diterpênicos. Deste modo, pode-se esperar que algumas 
atividades biológicas, relacionadas a estes compostos 
(antibacteriana, antifúngica), sejam similares em diferentes 
estações do ano (Bankova et al, 1998). 
 Park et al. (2002) classificaram a própolis 
brasileira em doze tipos de acordo com a região geográfica 
de origem, composição química e vegetação de onde foi 
extraída. Porém, a própolis vermelha, a qual é encontrada, 
sobretudo nas áreas litorâneas das regiões norte e nordeste, 
ainda é pouco estudada. O presente trabalho objetiva 
caracterizar os constituintes químicos, principalmente 
os voláteis, da própolis vermelha de Pernambuco e 
realizar o biomonitoramento através da avaliação de sua 
citotoxicidade sobre Artemia salina Leach.

MATERIAL E MÉTODOS

 As amostras foram coletadas numa área de 
restinga, cidade de Goiana-PE (distrito de Atapuz), nos 
meses de fevereiro, junho e outubro de 2006, acondicionadas 
em recipiente plástico opaco, hermeticamente fechado e 
conservadas sob refrigeração.
      
Identificação dos constituintes voláteis 

 Cada uma das amostras de própolis (7,5 g) foram 
submetidos à técnica de headspace dinâmico por duas 
horas, utilizando-se como armadilha para a captura dos 
voláteis o Porapak-Q® (divinilbenzeno/etilvinilbenzeno). 
Os constituintes voláteis foram dessorvidos do polímero 
pela adição de diclorometano, que em seguida foi eliminado 
por um jato de nitrogênio. Posteriormente, a análise dos 
constituintes foi realizada num cromatógrafo Shimadzu 
GC-17A acoplado a um espectômetro de massas GCMS-
QP5050A equipado com uma coluna capilar de sílica 
fundida DB-5 (95% polidimetilsiloxano e 5% difenil, 30 
m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro externo, 0,25 
µm de diâmetro interno). A programação utilizada para 
injeção e corrida das amostras foi a seguinte: injetor: 220 

ºC, detetor: 240 ºC, coluna: 60 ºC a 240 ºC, 3 ºC.min-1. O 
gás de arraste foi hélio com vazão de 1 mL. min-1.
 A identificação dos constituintes foi realizada por 
inspeção visual dos seus espectros de massas comparando-
os com espectros da literatura (Adams, 1995), observando 
principalmente os parâmetros pico do íon molecular e pico 
base, além de comparação com espectros de uma biblioteca 
computacional (Wiley 299) através da comparação dos 
índices de Kovats calculados em co-injeção de uma 
série homóloga de n-alcanos, com os índices de Kovats 
encontrados na literatura (Adams, 1995).

Perfil fitoquímico da própolis através da CCD 

 Própolis (1 g), triturado, de cada um dos três 
meses de coleta foi submetido à extração metanólica 
(20 mL). Alíquotas de 10 μL foram analisadas por 
cromatografia em camada delgada (placas de gel de sílica 
Merck - Alemanha, art.105554) para análise da presença 
de grupos de metabólitos, empregando-se diversas fases 
móveis e reveladores adequados (Harborne, 1984; Wagner 
& Bladt, 1996; Sena Filho et al., 2006).

Bioensaio de letalidade sobre Artemia salina

 O ensaio de toxicidade sobre a Artemia salina 
Leach foi realizado de acordo com a metodologia proposta 
por Meyer et al. (1982), utilizando 1 g da própolis, que foi 
submetido à extração em metanol por 24 horas sob agitação 
(EB-MeOH). A partir de 20 mg do extrato seco, foram 
preparadas soluções de 1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 µg/
mL, em triplicata, que foram ressuspensas em clorofórmio 
(CHCl3) e 0,1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO). Para o 
teste de letalidade, 10 espécimes do microcrustáceo, com 
48 horas de eclosão em água do mar e água destilada (1:1), 
foram colocados em cada um dos tubos e em três tubos 
controle (clorofórmio + DMSO). Após 24 horas, contou-
se o número de mortos e os resultados obtidos foram 
tabulados e submetidos à análise de Probitos no software 
estatístico SPSS® for Windows 10.0, obtendo-se o valor da 
DL50, com intervalo de confiança a 95%.

RESULTADOS E DISCUSSÕES

Constituintes voláteis

 Através da técnica de headspace dinâmico e da 
análise por CG-EM, foram identificados 34 constituintes 
voláteis, considerando as três amostras da própolis 
vermelha. A Tabela 1 apresenta os constituintes voláteis 
identificados de acordo com a classe química. Pelos 
resultados, evidencia-se uma composição química 
em voláteis bastante variada, destacando-se como 
constituintes majoritários trans-anetol, α-copaeno e metil 
cis-isoeugenol. O trans-anetol, bem como o elemicin, 
foram apresentados em estudo recente por Marcucci et al. 
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(2006) como componentes majoritários de uma amostra de 
própolis vermelha de Maceió-Alagoas, o que nos leva a 
correlacionar as origens comuns para esse tipo de própolis. 
O elemicin foi citado como componente da própolis pela 
primeira vez no estudo de Marcucci et al. (2006). Nesse 
estudo, nas três amostras de própolis, o fenilpropanoide 
elemicin foi também identificado. Petri et al. (1988) 
classificaram a própolis de clima temperado em dois tipos, 
conforme o constituinte volátil majoritário o ß-eudesmol 
ou o benzoato de benzila. Vários estudos evidenciaram 
que a própolis destas regiões origina-se principalmente 
de botões florais de plantas da espécie Populus (Bankova, 
2000). Nos países de clima tropical, a composição 
química da própolis é de difícil caracterização, dada a 
grande diversidade da flora e por sua composição química 
diferir bastante da própolis produzida em regiões de clima 
temperado. 
 A variação na composição química em voláteis, 
entre as três amostras coletadas, em diferentes épocas 
do ano, foi pequena, havendo dezessete constituintes 
comuns dentre os compostos identificados. Contudo, 
apenas na amostra coletada em outubro foi evidenciado 
o sesquiterpenóide δ-cardinol e os sesquiterpenos 
ß-gurjuneno, isocariofileno e δ-cadineno. Os n-alcanos 
foram identificados na amostra do mês de junho, assim 
como o monoterpenóide 1,8 cineol e o sesquiterpeno 
α-selineno.
 No entanto, vale ressaltar que o constituinte 
majoritário foi o mesmo nas três amostras, o trans-anetol, 
e que o percentual deste composto foi relativamente 
alto, particularmente na amostra coletada em outubro 
52,58%. Também se destaca nas três amostras o alto 
teor de fenilpropanóides, sendo aproximadamente 66% 
para a amostra coletada em outubro. Os constituintes dos 
óleos essenciais pertencem a dois grupos de metabólitos 
originados de rotas biossintéticas diferentes: o grupo dos 
terpenos, cuja rota biossintética deriva de unidades de 
isopreno; e o grupo dos compostos aromáticos, derivados 
dos fenilpropanóides e que tem como precursor o ácido 
chiquímico (Dewick, 2003). A amostra coletada no 
mês de outubro corresponde à estação após o período 
das chuvas no Nordeste, época em que a maioria das 
espécies vegetais nativas floresce e por isso a produção 
de própolis é maior nesta época do ano. Na estação 
das chuvas, as abelhas visitam arbustos e subarbustos, 
enquanto que no período seco as espécies lenhosas são as 
principais fontes de néctar, pólen e resina para as abelhas, 
mostrando assim uma mudança no pasto apícola e, 
conseqüentemente, uma variação na composição química 
da própolis. Ainda nas três amostras estudadas observa-
se grande percentual de sesquiterpenos. Esses compostos, 
juntamente com fenilpropanóides, são responsáveis por 
diversas atividades farmacológicas, com destaque para 
o constituinte majoritário trans-anetol, o qual apresenta 
atividades comprovadas, tais como: analgésica, anestésica, 
antigenotóxica, antioxidante, dentre outras (Nirmala et 

al, 2005). Este se mostrou ainda como sendo o principal 
constituinte do óleo essencial de anis (Pimpinella anisum), 
dotado de atividade inseticida e antifúngica (Costa, 2002; 
Moersdorf, 1966; Shukla & Tripathi, 1987). Essas e outras 
atividades atribuídas aos demais constituintes indicam um 
bom potencial farmacológico para a própolis em estudo.

Análise fitoquímica

 A cromatografia em camada delgada mostrou um 
mesmo perfil fitoquímico para a própolis entre os meses de 
coleta. Os metabólitos secundários majoritários da própolis 
foram os derivados fenólicos (flavonóides, antraquinonas) 
e terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos 
e esteróides), além da presença de açúcares. Não foi 
detectada a presença de alcalóides, iridóides, saponinas, 
cumarinas, derivados cinâmicos, fenilpropanoglicosídeos, 
proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas. 
Flavonóides como quercetina, kaempferol, luteolina e 
apigenina, também não foram detectados, mesmo sendo 
reportados na literatura em outras própolis (Pietra et 
al., 2002; Salatino et al., 2005). Porém, há uma grande 
controvérsia em relação ao teor de flavonóides nas amostras 
brasileiras (Pereira et al., 2002). Bankova et al. (1995) 
concluíram que as própolis brasileiras têm uma baixa 
concentração de flavonóides e ésteres de ácidos fenólicos, 
possuindo altas concentrações de ácido dihidroxicinâmico, 
acetofenonas preniladas e alguns terpenóides específicos. 
Ainda Bankova et al. (2000) citam que em alguns casos 
os flavonóides são importantes componentes presentes 
na própolis brasileira. Aga et al. (1994) determinam os 
compostos prenilados como os maiores constituintes da 
própolis brasileira e relatam que a atividade antibacteriana 
destes compostos pode ser aumentada com o aumento do 
número de resíduos prenil na molécula, como citado por 
Marcucci et al. (2001).

Bioensaio com Artemia salina Leach

 No ensaio de toxicidade sobre Artemia salina, o 
extrato bruto metanólico da própolis apresentou DL50 igual 
a 18,9 µg/mL, com intervalo de confiança a 95% entre 
14,6 - 24,8 µg/mL. Este resultado sugere uma atividade 
antitumoral, devido a DL50 ser menor que 1000 µg/mL, 
dosagem letal máxima para uma substância ser considerada 
ativa, além de uma correlação estatística entre a DL50 e a 
atividade antitumoral (McLaughlin, 1993). Banskota et 
al. (1998) demonstraram que o extrato metanólico de uma 
amostra de própolis possui uma citotoxicidade considerável 
contra células de tumor de cólon, devido ao seu conteúdo 
de compostos fenólicos. Testes in vitro têm demonstrado 
atividade antitumoral da própolis tanto citostática quanto 
citotóxica.
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Composto IK* IK**
Fev Jun Out

% área
Hidrocarbonetos monoterpênicos 4,11 5,26 0,90

p-cimeno 1026 1026 0,60 0,52 --
limoneno 1031 1031 3,51 4,74 0,90

Monoterpenos oxigenados 1,52 3,17 1,22
1,8-cineol -- 1034 -- 0,39 --
linalool 1098 1099 1,52 2,78 1,22

Hidrocarbonetos sesquiterpênicos 32,00 17,08 20,96
α-cubebeno 1351                               1355 1,17 0,33 2,49
α-copaeno 1376 1382 14,70 5,97 7,27
β-gurjuneno 1409 1417 -- -- 0,34
β-cariofileno 1418 1420 0,85 3,45 1,48
α-bergamoteno 1436 1440 0,51 0,88 0,49
farneseno -- 1420 7,54 1,82 1,16
trans-β-farneseno -- 1458 0,58 -- 1,02
D-germacreno 1480 1482 0,65 - --
α-selineno 1494 1503 -- 0,41 --
isocarofileno -- 1502 -- -- 0,33
β-bisaboleno 1509 1513 6,00 2,39 5,29
δ-cadineno -- 1530 -- -- 1,09
cadineno 1538 1530 -- 1,83 --

Sesquiterpenos oxigenados -- -- 0,32
δ-cadinol -- 1500 -- -- 0,32

Hidrocarbonetos aromaticos -- -- 0,48
naftaleno -- 1186 -- -- 0,48

Álcoois, aldeídos e cetonas 20,48 6,00 9,09
4-hidroxi-4-metil -heptan-2-ona -- 851 14,42 -- 0,41
6-metil-5-hepten-2-ona 985 985 1,00 1,01 --
octanal 1001 1001 0,50 0,58 0,78
nonanal 1102 1103 1,52 1,90 2,46
n-decanal 1204 1205 1,14 1,31 4,49
anisaldeido 1252 1255 1,20 1,20 0,95
n-dodecanal 1417 1409 0,70 -- --

Hidrocarbonetos alifáticos -- 1,84 --
tetradecano -- 1399 -- 0,55 --
pentadecano 1500 1499 -- 0,85 --
hexadecano 1600 1598 -- 0,44 --

Fenil propanoides 37,10 65,92 66,32
estragol -- 1200 3,62 6,16 3,61
trans-anetol 1283 1288 25,58 48,05 52,58
metil-cis isoeugenol 1402 1404 5,61 8,18 7,38
trans-metil isoeugenol 1447 1497 0,83 1,35 1,16
elemicin 1554 1555 1,46 2,18 1,59

Não identificados 4,79 0,73 1,19

Tabela 1. Compostos voláteis identificados em amostras de própolis vermelha de Pernambuco (% do íon corrente total). 

IK* (Índice de Kovats calculado) IK** (Índice de Kovats da literatura).
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CONCLUSÃO

 A composição química dos compostos voláteis da 
própolis vermelha do Estado de Pernambuco mostrou-se 
variada, destacando-se como constituintes majoritários o 
trans-anetol, α-copaeno e o metil cis-isoeugenol. A própolis 
apresenta como constituintes majoritários os compostos 
fenólicos, do tipo flavónoides, antraquinonas e fenóis. Estas 
substâncias na própolis são representadas pelas agliconas 
de flavonóides, ácidos fenólicos e seus ésteres, os quais 
são responsáveis pela grande variedade das propriedades 
biológicas (Banskota et al., 1998; Burdock, 1998; Koo & 
Park, 1997; Banskota et al., 2000).
 O bioensaio de letalidade em Artemia salina 
sugere uma promissora atividade antitumoral para esta 
própolis a partir de seu conteúdo em compostos fenólicos 
confirmado. Dessa maneira, a expansão da indústria de 
própolis vermelha só será possível, de forma segura, com 
a padronização da matéria-prima e dos produtos acabados, 
levando-se em conta a diversidade da vegetação regional, 
a atividade de coleta das diferentes variedades de abelhas 
e com o estabelecimento da eficácia e segurança dos 
produtos obtidos.
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