UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE DOUTORADO

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DA PROPOLIS
PRODUZIDA NO MUNICIPIO DE TERENOS - MS:
MICRORGANISMOS PATOGENICOS E AMBIENTE
RUMINAL

Maria de Fatima Falcao Gomes

CAMPO GRANDE - MS
2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE DOUTORADO

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DA PROPOLIS
PRODUZIDA NO MUNICIPIO DE TERENOS - MS:
MICRORGANISMOS PATOGENICOS E AMBIENTE

RUMINAL
In vitro antibacterial activity of propolis produced in Terenos city, MS:
pathogenic microorganisms and environment ruminal

Maria de Fatima Falcao Gomes

Orientadora: Dra. Camila Celeste Brandao Ferreira [tavo
Co-orientadora: Dra. Cassia Rejane Brito Leal

Tese apresentada a Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, como requisito a
obtencédo do titulo de Doutor em Ciéncia
Animal.

Area de concentragéo: Produgdo Animal.

CAMPO GRANDE, MS, 2014



Certificado de aprovacéo
ARIA DE FATIMA FALCAO GOMES

Atmidade antibacteriana in vitro da prépelis produz!da no municfplo de Terenos — MS;
micrarganismas patogénicos e ambienta ruminal.

o

in vitro antibacterial activity of propolis produced in Terenos city, MS: pathagenic
microorganisms and ruminal environment,

Tese apresentada & Universidade
Federal de Mato Grosse do Sul, como

requisitc & obtengdn d.o thula des .
doutara ém Ciéncla Animal.

Area de concentragda: Produgdio

Animal.
Aprovado(a) em: 28/11/2014 ' e
BANCA EXAMINADORA; t

Dra. Camila Celeste Brando Ferrelra (tavo
{UFMS —{Crientadora)

“Dra. Lu—fsa Nelville Palva
UEMS e

fl/, / u.i._f

Dr. Rc%irigo da Cosfa Gomes

?%A GADO DE C@RTE ¥

(D/rR!éardo Carne)m[f}fumatﬂ
UFMS

VAN

‘V Dr. l{{s&rlé\yfnhas ftava

UEMS




As minhas amadas filhas Larissa e Ludimila,
ao meu neto Matheus
e meu esposo Breno.

DEDICO



AGRADECIMENTOS
A minha familia, pela compreensé&o de minha auséncia durante este periodo.

A Professora Doutora Camila Celeste Branddo Ferreira itavo, pela orientacéo,
estimulo, amizade e educagdo com que me tratou.

A Professora Doutora Cassia Rejane Brito Leal, pela co-orientagdo, ensinamentos,
dedicacdo, amizade e pelo apoio nos momentos dificelis.

Ao professor Luis Carlos Vinhas Itavo, pelas valiosas sugestdes e auxilio nas analises
estatisticas que enriqueceram este trabalho.

A Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em especial ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (UFMS),
pela oportunidade de realizagdo do curso.

Aos membros da banca examinadora pelo tempo dispensado na leitura deste trabalho,
contribuindo com melhorias para a finalizacdo do mesmo.

Aos professores do Curso de Doutorado em Ciéncia Animal (UFMS), pelos
conhecimentos transmitidos.

A Ricardo de Oliveira dos Santos, secretario do Curso de Pés Graduacdo em Ciéncia
Animal (UFMS), pela solicitude.

Aos professores da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (UFMS), que me
incentivaram durante a realizacdo do curso e aos funcionarios pelo convivio fraterno.

A técnica do Laboratério de Bacteriologia da FAMEZ (UFMS), Lucia Restel, pela
amizade, pelo constante apoio fornecendo dados significativos e pela cotidiana frase: Vocé
esta precisando de alguma coisa?

A Jonilson Aratjo da Silva, pela amizade e colaboracdo na analise quimica do extrato
etandlico da propolis.

A Natélia da Silva Heimbach e Eduardo de Souza Leal, pelo auxilio na implantagéo e
conducdo de parte dos ensaios experimentais que foram desenvolvidos na Universidade
Catdlica Dom Bosco, a qual sou grata pela oportunidade concedida.

A Resenangela Nantes, pelo auxilio nas determinagdes das Concentragdes Inibitorias
Minimas.

A Gabriela Puhl Rodrigues pela amizade, pelo constante incentivo e pela valiosa
colaboracéo.

Aos meus pais (in memoriam) pelo esforgo e incentivo para a minha formagéo
académica, e a vocé meu Deus, que sempre me iluminou.

A todos que, de algum modo, contribuiram para a realizacio deste trabalho.



“O primeiro passo para conseguir algo é deseja-lo”
Madre Tereza de Calcuta



Resumo

GOMES, M.F.F. Atividade antibacteriana “in vitro” da propolis produzida no municipio de
Terenos — MS: microrganismos patogénicos e ambiente ruminal. 2014. 63f. Tese - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2014.

Objetivou-se com esse estudo avaliar a atividade antibacteriana in vitro da prépolis marrom,
produzida em Terenos, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Esta prépolis foi proveniente
das plantas: Luehea sp., Piptadenia falcata, Tabebuia spp., Tabebuia caraiba, Vernonia spp.
e Cecropia pachystachya. Dois experimentos foram conduzidos, um sobre microrganismos
ruminais e outro sobre patdgenos clinicos. O extrato alcodlico de prépolis 35% (35 g de
propolis bruta macerada e 65 mL de alcool de cereais) apresentou 29,90 mg/mL de cera,
151,28 mg/mL de residuo seco, 27,65 mg/mL de fenois totais e 13,95 mg/mL de flavonoides
totais. No primeiro ensaio avaliou-se a atividade antibacteriana do extrato de prépolis por
meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de sensibilidade
por microdiluicdo. Foram utilizados 32 isolados de bactérias Gram-positivas: Rhodococcus
equi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
e 32 isolados de bactérias Gram-negativas: Enterobacter agglomerans, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp.,
Salmonella spp. e Serratia rubidaea. Todas as amostras de bactérias foram obtidas de
processos clinicos infecciosos de animais domésticos, mantidas congeladas a -20°C, com
criopreservante glicerol v/v. O extrato de prépolis apresentou atividade antimicrobiana com
uma CIM variando de 2,25 a 18,9 mg/mL para as bactérias Gram-positivas e de 4,5 a 18,9
mg/mL para as bactérias Gram-negativas. Conclui-se que esta prépolis tem acdo bactericida,
porém, o efeito depende da espécie do microrganismo e de sua procedéncia. No segundo
ensaio, avaliou-se a inclusdo do extrato de prdpolis em quatro diluicbes em agua (0-50-70-
100%) e doses (4; 8; 12; 16 e 20 mL/kg de MS de ragdo), por meio da producao cumulativa
de gases in vitro ajustada nos modelos Logistico Bicompartimental e Exponencial. A ra¢do foi
composta por 40 g/kg de feno de capim-Tifton e 60 g/kg de concentrado. As amostras foram
incubadas por 96 horas. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial, com quatro tratamentos e cinco doses, em triplicata. Houve interacdo significativa
entre tratamento e dose para degradabilidade da MS, com o tratamento sem aditivo foi igual a
678,55 g/kg e o tratamento com Alcool-puro apresentou efeito exponencial negativo com
303,61 g/kg para a dose de 20 mL/kg MS. O Extrato 100% apresentou os maiores valores de
degradabilidade, com maximo estimado em 18,93 mL/kg MS. O Extrato 70% apresentou
minima de 6,35 mL/kg MS e o Extrato-50% 7,65 mL/kg MS. Houve efeito de tratamento e de
dose sobre a producio de gases. O Tratamento Alcool-puro apresentou potencial de reducéo
de -0,32 mL de gés para cada mL de alcool adicionado. No Extrato 70% a maxima estimativa
foi 11,43 mL e 12,60 mL respectivamente para os modelos Bicompartimental e Exponencial.
No Extrato 100% as maximas foram 13,10 mL e 12,07 mL de extrato, respectivamente, com
as maiores estimativas de producao de gases, com valores acima de 30 mL de gas/100mg de
MS fermentada. O extrato alcoolico de prépolis tem acéo positiva sobre a degradabilidade e
producéo de gases. Sugere-se a utilizacdo de 13 mL/kg MS do extrato alcoolico de propolis
35%, para ragdes com relagéo volumoso:concentrado igual a 40:60 para bovinos.

Palavras-chave: aditivo; bactericida; concentracdo inibitéria minima; producdo de gases in
vitro; ruminantes.



Abstract

GOMES, M.F.F. Antibacterial activity "in vitro" of propolis produced in the municipality of
Terenos - MS: pathogenic and rumen microorganisms. 2014. 63f. Tese - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2014.

This study had the objective of evaluate the in vitro antibacterial activity of brown propolis,
that was produced in Terenos, Mato Grosso do Sul State, Brazil. This propolis was obtained
from the following plants: Luehea sp., Piptadenia falcata, Tabebuia spp., Tabebuia caraiba,
Vernonia spp. and Cecropia pachystachya. Two experiments were conducted about rumen
microorganisms and clinic pathogens. The alcoholic extract of propolis 35% (35g of
macerated raw propolis and 65 mL of alcohol) had 29.90 mg/mL of wax, 151.28 mg/mL of
dry residue, 27.65 mg/mL of total phenols and 13.95 mg/ml of total flavonoids. In the first
experiment, the antibacterial activity of propolis extract was evaluated by determining the
minimum inhibitory concentration (MIC) by the technique of sensitivity using microdilution.
Thirty-two isolates of Gram-positive bacteria were used: Rhodococcus equi, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. The thirty-two
isolated Gram-negative bacteria were: Enterobacter agglomerans, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp,
Salmonella spp. and Serratia rubidaea. All bacterial samples were obtained from clinical
infectious processes from domestic animals, that were frozen at -20 °C with glycerol
criopreservante v/v. The propolis extract showed antibacterial activity with a MIC ranging
from 2.25 to 18.9 mg/mL for the Gram-positive bacteria and from 4.5 to 18.9 mg/mL for the
Gram-negative bacteria. It was concluded that propolis had antibacterial action, but the effect
depends on the species of the bacteria and its origin. In the second experiment, it was
evaluated the inclusion of propolis extract in four dilutions in water (0-50-70-100%) and
doses (4, 8, 12, 16 and 20 mL/kg DM diet) through the cumulative gas production in vitro
technique using adjusted Logistic Bicompartimental and Exponential models. The substrate
was composed of 40 g/kg Tifton hay and 60 g/kg of concentrate. The samples were incubated
for 96 hours. The statistical design was a completely randomized factorial design with four
treatments and five doses in triplicate. There was a significant interaction between treatment
and dose for DM degradability. Treatment without additive was 678.55 g/kg. Alcohol-pure
treatment showed a negative exponential effect with 303.61 g/kg for the dose of 20 mL/kg
DM. The Extract 100% showed the highest values of degradability, with maximum estimated
at 18.93 mL/kg DM. The Extract 70% showed minimum 6.35 mL/kg DM and Extract 50%
7.65 mL/kg DM. There was effect of treatment and dose on the gas production. The Alcohol
pure Treatment presented reduction potential of -0.32 mL gas for each ml of alcohol added.
For the Extract 70% the maximum estimative was 11.43 mL and 12.60 mL for the models
Bicompartimental an Exponential, respectively. For the Extract 100% on-peak was 13.10 mL
and 12.07 mL for the Bicompartimental and Exponential models, respectively, with the
highest estimative of gas production, with values above 30 mL gas/100 mg fermented DM.
The alcoholic extract of propolis has a positive action on the degradability and gas production.
It's possible to suggest using 13 ml of alcoholic extract of propolis 35%, for diets with
proportion roughage:concentrate equal 40:60 for cattle.

Keywords: additive; bactericide; Minimum Inhibitory Concentration; In vitro gas production;
ruminants.
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INTRODUCAO

1 Propolis

Propolis, ou cola de abelha, € uma mistura de substancias resinosas que as abelhas
coletam de vérias partes das plantas, adicionam enzimas salivares, maceram e depositam em
suas colmeias (MARCUCCI, 1995). A propolis tem a funcdo de proteger o enxame, fechando
pequenos orificios da caixa, mumificando insetos que morrem no interior da colmeia,
defendendo contra a invasdo de microrganismos, protegendo a entrada da colmeia e
fortalecendo os favos (MARCUCCI, 1996; BANKOVA et al., 2000). Durante o periodo em
que ocorre baixa disponibilidade de resinas ou estas se tornam dificeis para serem coletadas,
como na vegetacdo de pinhais, as abelhas incorporam maior quantidade de cera na prépolis
(BURDOCK, 1998).

A coloracdo da prépolis depende de sua procedéncia, variando do marrom escuro
passando a uma tonalidade esverdeada até um marrom avermelhado e apresenta odor
caracteristico que pode variar de uma amostra para outra (MARCUCCI, 1996). Daugsch et al.
(2008) analisaram a propolis de cor vermelha, caracterizando-a como proveniente de plantas
situadas em manguezais do nordeste brasileiro.

Em toda extensdo do territorio brasileiro sdo encontradas plantas apicolas, as quais
irdo diferenciar a propolis produzida pelas abelhas. A grande diversidade das plantas apicolas,
a época de coleta da resina, a genética das abelhas e a regido geografica proporcionam a
prépolis uma variedade de compostos quimicos proporcionando diferentes atividades
terapéuticas (MARCUCCI, 1995; MARCUCCI, 1996; PARK et al., 1998; FUNARI; FERRO,
2006; CASTRO et al., 2007).

A espécie vegetal utilizada pelas abelhas para coleta de resina é indicador para
verificacdo da composicdo quimica da propolis. A comparacdo entre a composicdo da
propolis e os extratos florais da vegetacdo situada nas proximidades do apiario também é
usada para identificar a origem deste produto (BANKOVA et al., 2000).

A origem botéanica da prépolis vem sendo estudada levando-se em consideracdo a
analise do polen na resina e da provavel fonte da espécie vegetal. Diversos trabalhos foram
desenvolvidos para se obter dados das diferentes propriedades das propolis produzidas no
Brasil, tendo como suporte o extrato de partes da planta e a resina da propolis (BARTH et al.,
1999; FREITAS et al., 2010; FREITAS et al., 2011; SILVA et al., 2012).

De acordo com a legislacdo brasileira vigente, prépolis é o “produto oriundo de

substancias resinosas, gomosas e balsamicas, colhidas pelas abelhas de brotos, flores e



exsudatos de plantas, nas quais as abelhas acrescentam secre¢des salivares, cera e polen para
elaboracdo final do produto”. No Brasil, os produtos apicolas possuem regulamento técnico
de identidade e qualidade, no qual os requisitos fisico-quimicos da prépolis bruta sdo:
umidade maxima de 8%, cinza maxima de 5%, cera maxima de 25%, massa mecénica
méaxima de 40%, compostos fenolicos minimo de 5% (m/m), solGveis em etanol minimo de
35% (m/m), flavonoides minimo de 0,5% (m/m) e indice de oxidacdo méaximo de 22 segundos
(BRASIL, 2001).

O conhecimento da composicdo quimica, das atividades bioldgicas e da fonte vegetal
que produz a propolis € de fundamental importancia para padronizacdo e agregacdo de valor
ao produto (LUSTOSA et al., 2008).

2 Composicdo quimica, origem botanica e processamento da propolis

A propolis é uma substancia proveniente da resina vegetal. Apresenta, em média, 50%
de resinas e substancias balsdmicas, 30% de cera, 10% de Gleos essenciais e aromaticos, 5%
de grdos de polen e 5% de outras substancias, tais como, &cidos organicos, minerais incluindo
calcio, estroncio, ferro, aluminio, cobre e manganés e vitaminas - Bl, B2, B6, C e E
(BANKOVA et al., 1992; MARCUCCI, 1996; BANKOVA et al., 2000; PARK et al., 2002b;
BANKOVA et al., 2002; CASTRO et al., 2007).

E uma substancia resinosa que as abelhas produzem a partir da coleta de diversas
partes das plantas, como brotos, botdes florais, cascas e exsudatos resinosos. Durante o
processo de producéo as abelhas misturam a resina de propolis com a cera e com a enzima [3-
glicosidase da saliva, acarretando a hidrdlise dos flavonoides glicosidados, formando
flavonoides agliconas. Os flavonoides sdo compostos polifendlicos naturais encontrados nos
vegetais superiores (PARK et al., 1998; PEREIRA et al., 2002; PACKER; LUZ, 2007).

Os parametros fisico-quimicos adotados pela legislacdo brasileira para o controle de
qualidade da solucdo alcoolica de propolis sdo: extrato seco - minimo 11% (m/v), cera —
maximo 1% do extrato seco (m/m), compostos flavonoides — minimo 0,25% (m/m),
compostos fenolicos — minimo 0,50%, atividade de oxidacdo — maximo 22 segundos, teor
alcodlico — maximo 70 °GL (v/v), metanol — méaximo 0,40 mg/L, espectro de absorcdo de
radiacdo UV/VIS picos caracteristicos entre 200 e 400 nm, acetato de chumbo positivo e
hidroxido de sodio positivo (BRASIL, 2001).

A estabilidade da enzima salivar B-glicosidase presente na propolis chinesa foi

estudada por Zhang et al. (2011), verificando que a mesma diminui com o tempo de



armazenamento quando acondicionada a temperatura ambiente, no entanto, conserva-se
quando congelada. Deste modo, os componentes quimicos da prépolis podem ser estudados,
baseando-se no fato de que a atividade da B-glicosidase ¢ um indicativo de prépolis recém-
elaborada pelas abelhas.

As pesquisas tém demonstrado que as condigdes climaticas e a flora apicola visitada
pelas abelhas influenciam na composicao quimica da prépolis. Korn et al. (2013) analisaram
amostras de propolis verde, marrom e vermelha provenientes de seis regifes do estado da
Bahia, encontraram semelhancas e diferencas entre as propolis dos diferentes apiarios.

A composicao quimica da prépolis inclui flavonoides (como a galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol), que sdo compostos polifendlicos naturais largamente
distribuidos nos vegetais superiores. Também apresenta &cidos aromaticos e ésteres, aldeidos
e cetonas, terpenoides e fenilpropanoides (como os acidos cafeico e clorogénico), esteroides,
aminoéacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, &cidos graxos e varios outros compostos em
pequenas quantidades (MARCUCCI, 1996; BANKOVA et al., 2000; PACKER; LUZ, 2007,
LUSTOSA et al., 2008).

E preciso estabelecer um padrdo para garantir a qualidade, eficacia, e seguranca da
prépolis, entretanto a padronizacdo torna-se dificil devido aos varios fatores que influenciam a
composicdo quimica e atividade bioldgica, o que suscitou a realizacdo de diversos trabalhos
no Brasil com o objetivo de verificar a composicdo quimica e acdo bioldgica da prépolis
(LUSTOSA et al., 2008).

Analises fisico-quimicas de amostras de prépolis provenientes do Brasil, Uruguai e
China foram realizadas por Serra Bonvehi et al. (1994), verificando variagdo na composicéo e
atividade bacteriostética da prépolis proveniente de diferentes origens botanica e geogréfica,
sendo que a acdo antibacteriana da propolis esta relacionada ao efeito sinérgico de todos
flavonoides e outros compostos fendlicos, pois 0s autores ndo encontraram correlacdo entre
componente individual e acdo antibacteriana.

No sul do Brasil, Argentina e Uruguai, Park et al. (2002a) classificaram a prépolis em
5 grupos, evidenciando a grande diversificacdo da propolis advinda de tal regido. Também,
pesquisando a origem e a composi¢do quimica da propolis brasileira, Park et al. (2002b)
classificaram a propolis em doze grupos, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas,
sendo cinco grupos no sul, um no sudeste e seis no nordeste. A prépolis do grupo trés foi

identificada como sendo uma resina do bot&o floral de Populus, a propolis do grupo seis



proveniente da resina de folhas jovens de Hyptis divaricata e a prépolis do grupo doze
proveniente da Baccharis dracunculifolia.

A regido geogréafica onde a propolis foi coletada, bem como o processo de extracao
exercem influéncia direta sobre a qualidade da mesma. Cunha et al. (2004), estudando a
influéncia do processo de extracdo de propolis oriundas do sudeste do Brasil sobre o
rendimento e teor de fenois totais, verificaram maiores rendimentos com o uso de 70% de
etanol ou um volume maior deste solvente, sem diferenca entre extratos de maceragdes com
ou sem luz. Somado a isso, houve aumento no rendimento por maceracdo durante 10 e 30
dias, sem variacdo significativa no teor de fendis.

A propolis produzida no Quénia foi estudada por Muli; Maingi (2007) com o objetivo
de avaliar a susceptibilidade das bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella typhi ATCC 2202, Escherichia coli Standard Cultura 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 20591 e Bacillus subtilis ATCC 6633, aos extratos etanolicos de prépolis
produzidos com 30g de cada amostra de propolis a qual foram adicionados 100 mL dos
solventes: etanol absoluto puro, etanol e dgua destilada (70%, 50% e 30% de etanol v/v),
sendo utilizado o método de difusdo em disco. O extrato 70% apresentou o melhor efeito
antibacteriano, sendo as duas bactérias Gram-positivas mais sensiveis que P. aeruginosa e E.
coli, no entanto, ocorreu semelhanca de sensibilidade entre S. typhi e bactérias Gram-
positivas. H& de se destacar que alguns desses microrganismos estdo presentes no rimen e/ou
sdo causadores de infec¢Bes tais como mastite.

A preparacdo do extrato etandlico e aquoso foi desenvolvida por Park et al. (1998),
verificando que a maioria dos flavonoides foi extraida nas concentracées alcodlicas entre 60 e
80%, onde foram extraidos compostos fendlicos que apresentaram uma inibicdo satisfatoria
do crescimento microbiano, no entanto os extratos etandlicos a 70 e 80% apresentaram grande
atividade antioxidante.

Gonsales et al. (2006), investigando a atividade antibacteriana do extrato etanélico de
propolis 30%, sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 35218,
em associagdo com a determinacdo do teor de flavonoides de prépolis dos estados de Goias,
Parana e S&o Paulo, verificaram uma correlacdo positiva entre a atividade antibacteriana e a
quantidade de flavonoides, contra Staphylococcus aureus, mas ndo contra Escherichia coli,
demonstrando efetiva agéo contra bactéria Gram-positiva, independente da origem geografica.

Orsi et al. (2005) avaliando a acdo do extrato de propolis proveniente do Brasil e da

Bulgaria, sobre a atividade dos macréfagos, 0s quais desempenham papel importante no inicio



da infeccdo por Salmonella typhimurium, verificaram aumento da atividade bactericida dos
macrofagos.

A prdpolis apresenta compostos fendlicos especialmente flavonoides, predominantes
na propolis europeia, e acidos fendlicos, predominantes na propolis brasileira. Embora, a
concentracdo de flavonoides da propolis brasileira seja relativamente pequena, € possivel
quantifica-los e utilizar os valores obtidos como pardmetro para o controle de qualidade
quimica (MARCUCCI et al., 1998; BANKOVA, 2005b; DAUGSCH et al., 2008; BARTH et
al., 2013).

A combinacdo de todos estes fatores afetam as propriedades farmacologicas da
propolis, a qual tem sido classificada em diferentes tipos como marrom, verde e vermelha. De
acordo com Silva et al. (2008) a propolis vermelha é o novo tipo de prépolis brasileira que
apresenta altas porcentagens de isoflavonoides 3-hidroxi-8, 9 dimethoxypterocarpan e
medicarpina.

A propolis verde é oriunda principalmente dos apices vegetativos das plantas de
alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia). No entanto, pode ocorrer uma variagdo na
composicado quimica, sugerindo que outras fontes vegetais fornecam resinas alternativas. Os
componentes predominantes da resina de propolis verde sdo os acidos cindmicos, seus esteres
e os dipertenos (SALATINO et al., 2005). O Artepellin C, também presente na prépolis verde,
possui propriedades anti-inflamatorias, antibacteriana, antitumoral e antioxidativa (PAULINO
et al., 2003).

Popova et al. (2013), pesquisaram a origem boténica, a composi¢do quimica e a
atividade antibacteriana da propolis proveniente da regido de Omani situada na Peninsula
Arébica, verificaram que a planta Azadirachta indica é fornecedora da resina de prépolis que
apresenta em sua composicdo quantidade significativa de flavononas C5-prenilo,
diferenciando-o dos demais tipos de prépolis conhecidos. Foram também, identificadas
Acacia spp como fornecedoras de uma importante fonte de resina de prépolis, com potencial
acao antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Entre os componentes da propolis, os derivados cinamicos (acido cafeico fenil éster -
CAPE e éacido cafeico) e flavonoides (quercetina e naringenina) afetam o potencial da
membrana bacteriana e motilidade, sugerindo que estes compostos atuem como
antimicrobianos. Assim, é possivel que os efeitos bactericida e bacteriostatico da prépolis

sejam resultantes de vérias agdes combinadas destes componentes (MIRZOEVA et al., 1997).



Na composicdo quimica da propolis sdo encontrados o acido cafeico, acido p-
cumérico, 3 — prenil — 4 hidroxicinamico, 3,5 — diprenil — 4 hidroxicindmico, 1 — campferol
(flavonoide) (BANKOVA et al., 2000).

Park et al. (2002b) verificaram a origem e a composicdo quimica da propolis
brasileira, classificando-a em doze grupos: cinco grupos na regido sul, um na regido sudeste e
seis na regido nordeste. A propolis do grupo trés (sul) foi identificada como sendo uma resina
do bot&o floral de Populus, a propolis do grupo seis (nordeste) proveniente da resina de folhas
jovens de Hyptis divaricata e a prépolis denominada grupo doze (sudeste) proveniente da
Baccharis dracunculifolia.

Com o objetivo de estabelecer um controle de qualidade da prépolis, bem como
verificar sua origem boténica, Funari; Ferro (2006) coletaram amostras de propolis produzida
em uma area de protecdo ambiental (Serra do Japi, no municipio de Cabretva — SP), com
predominancia de planta Baccharis dracunculifolia. Identificaram os &cidos clorogénico,
cafeico, para-cumarico, ferdlico, trans-cinamico, flavonoides e Artepellin C (&cido 3,5 —
diprenil — 4 — hidroxicindmico), sendo esse ultimo um marcador fitoquimico em potencial
desta planta. Assim, concluiram que a comparacdo cromatografica entre a propolis e sua
suposta fonte botanica poderia ser incorporada no controle de qualidade do extrato.

A prépolis obtida a partir de Baccharis (Asteraceae) ocorre principalmente em regides
montanhosas do sul do Estado de Minas Gerais até a parte norte do Estado do Parana,
apresentando um alto teor de Artepillin-C (BARTH et al., 2013), em areas de crescimento de
Baccharis e com a presenca de outras espécies de plantas da familia das Asteraceae, como
Eupatorium, que devem contribuir para a producao de propolis com alto teor de flavonoides.

Donelly et al. (1973) realizaram analises fitoquimicas da planta Dalbergia
ecastophyllum (L) Taub., conhecida como rabo de bugio, identificando a presenca de grande
guantidade de isoflavonoides. Com o objetivo de analisar comparativamente as amostras de
exsudato resinoso desta planta, bem como da propolis vermelha coletada de colmeias
localizadas nos manguezais do litoral do nordeste brasileiro, Daugsch et al. (2008) utilizaram
os metodos de Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase Reversa
(CCDAE - FR) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE — FR), e
verificaram que a propolis vermelha é originada da Dalbergia ecastophyllum (L) Taub., sendo
essa classificada como propolis do grupo 13, com atividade antimicrobiana maior que a

propolis produzidas em areas com outras plantas.



Outro tipo de prépolis vermelha produzida no litoral nordestino do Brasil, foi
pesquisada por Luz et al. (2009), encontrando no sedimento da prépolis pdlen da planta
Schimus terebinthifolius (“Aroeira vermelha”) e auséncia de graos de poélen de Dalbergia
ecastophyllum, concluindo que outra fonte botanica também origina a propolis vermelha.

A composicdo quimica da propolis de uma regido € influenciada pelos efeitos da
sazonalidade, plantas apicolas fornecedoras da propolis e da regido onde os enxames estao
localizados (BANKOVA, 2005b; CASTRO et al., 2007; MORAES, 2009; SOUZA et al.,
2010).

Considerando o aumento da procura pela prépolis como fitoterapico e aditivo para
animais, a sua producdo em escala comercial é de fundamental importancia. Diante dessa
necessidade, Martinez; Soares (2012) sugeriram que o melhoramento genético das abelhas
fosse estudado com o objetivo de aumentar a producdo de prépolis em quantidade e
qualidade.

O levantamento da flora apicola de uma regido é imprescindivel para o
desenvolvimento da atividade apicola. Diante disto, diversos trabalhos foram desenvolvidos
no atual Setor de Apicultura da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), entre estes, o realizado por Faustino;
Gomes (1996) no municipio de Terenos no estado de Mato Grosso do Sul, que constataram
picos de floradas entre os meses de maio a outubro, fornecendo néctar, pélen e propolis. Nos
demais meses foi observado florada fornecendo néctar e/ou pdlen que serviam de subsisténcia
para as colmeias.

O primeiro passo para 0 processamento € a remocao da cera e impurezas, em seguida,
a maceracao da prdpolis em solventes e posterior analise dos mesmos (BURDOCK et al.,
1998). Considerando que no processamento da prépolis a cera deve ser removida,
Hogendoorn et al. (2013) desenvolveram um método alternativo para remocao e quantificacéo
do contetdo de cera da prépolis, baseado na diferenca entre densidade especifica, com adicédo
de &gua e aquecimento por micro-ondas. Apds chegar a temperatura ambiente, um sistema de
trés fases promove a separacdo completa, com a propolis na camada superior, e as amostras
com variacdo entre 10 e 42,5% de cera de abelha, com médias de 11,1% (HOGENDOORN et
al., 2013), entretanto, é necessaria a avaliacdo da acdo do extrato obtido.

Ap0s o processamento, a propolis deve ser armazenada entre 0 — 4°C, ou a temperatura
ambiente. Durante trés ou quatro anos néo ocorre redugéo da sua atividade bioldgica, porém,

0 aquecimento a 60°C destrdi parcialmente a sua a¢éo antibacteriana (BANKOVA, 2005a).



E preciso estabelecer um padrdo quimico para garantir a qualidade, efic4cia, e
seguranca da propolis. A padronizacdo torna-se dificil devido aos vérios fatores que
influenciam na composicdo quimica e sua atuacdo como atividade bioldgica. Em varios
estados do Brasil foram desenvolvidos diversos trabalhos com o objetivo de verificar a
composicao quimica e acdo bioldgica da propolis (LUSTOSA et al., 2008).

O extrato de propolis contendo alcool confere um sabor ndo agradavel. Desta forma,
pesquisas sdo realizadas para extrair a propolis com outras substancias. Com o objetivo de
avaliar a composicdo quimica e a atividade bioldgica de extrato oleoso de prépolis,
proveniente do municipio de Prudentdpolis — PR, como uma alternativa ao extrato etanolico,
Buriol et al. (2009) empregaram as técnicas de espectrometria de massa com ionizagao por
electrospray (ESI — MS) e espectrofotometria no UV, concluindo que é viavel a extracdo da

prépolis com dleo vegetal, obtendo substancias fenolicas bioativas em tempos menores.

3 Atividade antimicrobiana

A propolis possui como caracteristica essencial, a agdo contra microrganismos e tem
sido utilizada desde os tempos antigos devido as suas propriedades farmacéuticas. A prépolis
apresenta propriedades bioldgicas antibacterianas, antifingicas e antivirais, além de possuir
outras atividades: anti-inflamatoria, antitlcera, anestésico local, hepatoprotetora, antitumoral
e imune estimulante (MARCUCCI, 1995; BURDOCK, 1998; PARK et al., 1998;
BANKOVA et al., 2000; SFORCIN; BANKOVA, 2011).

A prépolis e alguns de seus constituintes (&cido cafeico fenil éster - CAPE e
quercetina) causam significante inibicdo da motilidade bacteriana, sugerindo que a propolis
contém componentes que atuam como ionoforos (MIRZOEVA et al., 1997).

Os flavonoides possuem compostos que atuam como antimicrobianos, inibindo a
funcdo da membrana citoplasmatica, metabolismo energético e a sintese de acido nucleico
(CUSHNIE; LAMB, 2005). O potencial antimicrobiano dos flavonoides depende do nimero e
da posicdo do grupo hidroxila e da presenca dos grupos alifaticos e glicosil em sua estrutura
(ALCARAZ et al., 2000).

As propriedades quimicas da propolis apresentam importante valor farmacoldgico
como um complexo natural e ndo como uma fonte de compostos que atuam isoladamente
(KUJUMGIEV et al., 1999).

De acordo com Winn Jr. et al. (2008), a coloracdo de Gram ajuda a diferenciar as

bactérias com base na sua parede celular em Gram-positivas e Gram-negativas. A parede



celular de bactérias Gram-negativas € mais fina que a de bactérias Gram-positivas, porém, é
mais complexa. A membrana externa das bactérias Gram-negativas possui quantidade
significante de proteinas (proteina porina, transmembrana e proteina periférica).

As porinas sao proteinas encontradas nas bactérias Gram-negativas formando canais
transmembrana na membrana externa, atraves dos quais materiais de peso molecular mais
baixo (aminoéacidos, agucares e ions) podem passar para 0 espago periplasmico e muitas
dessas porinas tém uma estrutura “trimérica” que formam um poro. As porinas também
ajudam a limitar a passagem de muitos farmacos antimicrobianos para o interior da célula
(WINN JR. et al., 2008).

A acdo antimicrobiana da prépolis sobre o crescimento, potencial de membrana e a
motilidade das bactérias foi estudado por Mirzoeva et al. (1997). Neste trabalho foi
identificado um efeito da propolis sobre a permeabilidade i6nica da membrana interna da
bactéria e mostrou que a propolis causou a dissipacdo do potencial da membrana,
prejudicando a sintese de ATP, o transporte de ions e a motilidade da bactéria.

A propolis possui uma atividade antibacteriana maior contra as bactérias Gram-
positivas e limitada contra Gram-negativas (MARCUCCI, 1996). As bactérias Gram-
negativas possuem uma parede celular menos rigida do que as bactérias Gram-positivas, no
entanto, quimicamente mais complexa, apresentando lipopolissacarideo e somando-se a isto
possui um teor lipidico maior, 0 que pode explicar essa maior resisténcia ao extrato de
prépolis (VARGAS et al., 2004). Os mesmo pesquisadores, analisando a atividade
antibacteriana do extrato de propolis 50%, verificaram que 100% dos isolados de Nocardia
asteroides foram sensiveis ao extrato, sequido por Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e
Rhodococcus equi. Enquanto as Gram-negativas demonstraram resisténcia mais elevada que
as bactérias Gram-positivas, sendo o maior percentual de sensibilidade o de Pseudomonas
aeruginosa, seguido de Proteus mirabillis, Escherichia coli e Salmonella sp.

Compostos fendlicos da propolis brasileira com propriedades farmacoldgicas foram
estudados por Marcucci et al. (2001), verificando que a atividade antibacteriana pode ser
potencializada pelo aumento de grupos prenil ligados as moléculas de flavonoides.

Entre os fatores que influenciam na composi¢cdo quimica da propolis, estdo as
diferentes ragas das abelhas. Silici; Kutluca (2005) coletaram trés amostras de prépolis de trés
diferentes racas de abelhas, Apis mellifera caucasica, Apis mellifera anatolica e Apis
mellifera carnica, mantidas no mesmo apiario, para verificar a atividade antimicrobiana do

extrato de prépolis a 30%, constatando que a prépolis produzida por Apis mellifera caucasica
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apresentou maior atividade antibacteriana por possuir uma maior concentracdo de compostos
que inibem os microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, quando comparadas com a propolis produzida pela Apis mellifera anatolica e
Apis mellifera carnica.

Cabral (2008) isolou compostos com atividade antibacteriana da propolis vermelha
brasileira, por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e de
Ressonancia Magnética Nuclear (RNM) e identificou um composto da classe das isoflavonas
e um segundo composto, uma chalcona, que apresentaram alta atividade antibacteriana frente
a Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii.

Park et al. (2002b) classificaram a propolis brasileira em 12 grupos de acordo com a
composi¢do quimica e atividades antimicrobiana e antioxidante, sendo que as prépolis do tipo
3 (Rio Grande do Sul), 6 (Bahia) e 12 (Minas Gerais) apresentaram as maiores atividades
bioldgicas. A prépolis tipo 12, conhecida como propolis verde, possui flavonoides e derivados
de &cido cindmico (Park et al., 2002a), j& a propolis do tipo 6 tem um distinto padrdo com
baixo teor de flavonoides e maiores quantidades de compostos apolares.

A correlacdo entre a composicdo fendlica e as atividades biologicas apresentadas pela
prépolis do tipo 6 do Estado da Bahia e a propolis verde do tipo 12 de Minas Gerais, foram
estudadas por Cabral et al. (2012), utilizando extrato etanélico de prépolis (2 g de prépolis e
15 mL de etanol 80%), e retirando uma aliquota de 25 mL do extrato etandlico de prépolis
diluida em 30 mL de etanol a 90% (v/v). Cabral et al. (2012) verificaram que o extrato
etanolico de prépolis do tipo 12 apresentou maior atividade antioxidante, enquanto a prépolis
tipo 6 apresentou maior atividade antimicrobiana e citotoxica e menor teor de flavonoides,
concluindo que os compostos fendlicos ndo sdo 0s Unicos responsaveis pela atividade
bioldgica da prépolis.

De acordo com Aguiar et al. (2013), os principais compostos fendlicos LLOS C3
encontrados nos extratos de propolis foram naringenina, crisina, acido cafeico, acido p-
cumarico e acido Artepellin C, sendo a naringenina um componente que apresentou efeito
inibidor da atividade bacteriana ruminal.

A atividade antibacteriana da propolis proveniente da vegetacdo de uma &rea de
transicdo entre o Cerrado e a Floresta Amazonica, no Estado de Tocantins, foi avaliada por
Portilho et al. (2013), utilizando extrato etanolico 83,8% na proporcdo 1:3 (p/v), constatando
halos de inibicdo para as bactérias Gram-negativas Salmonella typhimurium ATCC 14028 e

Escherichia coli ATCC 25922 e para as Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923
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e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, sendo a melhor atividade antibacteriana sobre
esta Gltima.

Os aspectos ambientais, quimicos e bioldgicos de amostras de prépolis vermelha do
litoral norte de Sergipe, bem como a sua variabilidade ao longo do ano foram estudados por
Mendonca (2011), constatando que todos os extratos de propolis inibiram o desenvolvimento
in vitro de Candida sp., sendo encontrada a formonometina como composto predominante.

Diversos processos metabdlicos do organismo humano produzem substancias oxidadas
denominadas radicais livres que provocam uma serie de efeitos deletérios a saude humana.
Foi demonstrado que a prépolis contém flavonoides e compostos fendlicos que possuem
capacidade de remover o excesso de radicais livres (CABRAL et al., 2009). Esta agdo
antioxidante se deve ao fato de que os flavonoides minimizam a peroxidacdo lipidica e o
efeito dos radicais livres (MARCUCCI et al., 1998).

Em estudos realizados sobre a atividade antioxidante da propolis produzida na ilha de
Okinawa, no Japdo, Kumazawa et al. (2007) verificaram que a posicdo de grupos geranil ou
grupos prenil em flavonoides apresentaram um papel importante na atividade antioxidante
desses compostos.

Os compostos fendlicos predominantes encontrados na propolis tailandesa foram a
rutina, quercetina e naringenina. O extrato etandlico de prépolis em diferentes solucdes
aquosas, 30%, 40%, 50% e 70%, exibiu atividade antioxidante, e antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis.
A propolis tailandesa mostrou um elevado potencial para ser usada como um antioxidante e
um agente antimicrobiano para aplica¢Oes alimentares (SIRIPATRAWAN et al., 2013).

Com o objetivo de investigar as origens botanicas de amostras de prépolis brasileiras e
suas composicdes quimicas, Park et al. (2002b) estudaram amostras de prépolis provenientes
do Sul, Nordeste e Sudeste do Brasil, encontrando uma atividade antioxidativa em funcéo do

acido cinamico, acido ferulico e Artepellin C.

4 Prépolis na saude animal e na producéo de ruminantes

Vérias pesquisas vém sendo realizadas buscando alternativas de produtos
antimicrobianos naturais provenientes de plantas. Entre estes, o extrato de prépolis tem
demonstrado resultados satisfatorios.

Como demonstrado em diversas pesquisas, a vegetacdo de uma regido encontra-se

entre os fatores que influenciam na composicdo quimica da propolis e consequente atividade
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antimicrobiana. Borges et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
etandlicos da propolis vermelha proveniente da Mata Atléantica de Alagoas e da propolis do
tipo 6 da Bahia, frente a sensibilidade de Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. isolados
de bovinos com mastite subclinica. Para obtencdo dos extratos utilizaram 2 g de propolis em
15 mL de etanol 70% e aos residuos obtidos foram adicionados 10 mL de etanol. Ocorreram
diferencas nas atividades inibitorias dos extratos contra 0s microrganismos testados, sendo o
maior potencial encontrado pela prépolis G6 para Staphylococcus sp. com halo de inibi¢do de
12 mm contra um halo de 16 mm apresentado pela gentamicina.

Com o objetivo de verificar o efeito do extrato etandlico de propolis vermelha
brasileira (10 g de propolis adicionada em 100 mL de etanol 70%) sobre a saude de ovelhas
utilizando 3 g desse extrato/ovelha/dia, Morsy et al. (2013) avaliaram alguns parametros
hematoldgicos e respostas parasitarias de ovelhas Santa Inés durante e apds o periodo de
flushing. O extrato etandlico de prépolis aumentou o total de leucdcitos, mas ndo houve
diferencas significativas para outros pardmetros hematoldgicos. O extrato etandlico de
propolis também diminuiu a quantidade de ovos dos parasitas nas fezes. Assim, a propolis
pode ser um aditivo promissor durante periodos criticos, tais como o flushing.

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentracdes de extrato etandlico de
propolis (EEP) em racGes isoprotéicas sobre o desempenho produtivo e prevencdo de diarreia,
Dierckx; Funari (1999) utilizaram 60 leitdes Large White de ambos os sexos recém-
desmamados submetidos aos tratamentos contendo T1:500 (0,5% de prépolis), T2:1.500
(0,15% prépolis), T3:4.500 mg/kg de EEP (0,45% propolis); T4: sem EEP, sem promotor de
crescimento e nem coccidiostatico (controle negativo) e T5: com 500 mg/kg de sulfato de
cobre e 120 mg/kg de oxitetraciclina (controle positivo). Ndo houve efeito significativo entre
0s extratos de propolis e os tratamentos controle negativo e positivo, sobre as variaveis ganho
de peso, consumo de racdo e conversao alimentar.

A prépolis tem sido utilizada em experimentos visando melhoria na salide e producéo
animal, bem como alternativa para diminuir a poluicdo ambiental. Diversos trabalhos foram
conduzidos com o objetivo de utilizar a propolis como aditivo iondforo, substituindo a
monensina que é fornecida aos ruminantes visando melhoria de desempenho animal.

A incluséo de ion6foros como aditivo em dietas para bovinos tem sido uma pratica
comum na manipulagdo da fermentacdo ruminal, aumentando a eficiéncia alimentar e
produtividade (RUSSEL; STROBEL, 1989). Apesar dos efeitos positivos da monensina

sodica no desempenho animal, este aditivo representa risco para a saude humana, devido a
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possiveis intoxicacOes e resisténcia das bactérias. Por essa razdo, o ion6foro monensina foi
proibido na Europa desde janeiro de 2006, através da Resolugdo da UE 1831/2003 (RISPOLI
et al., 2009).

A propolis tem sido utilizada como aditivo na nutricdo de ruminantes, apresentando
uma acdo ionofora, inibindo a producdo de gases, principalmente do metano, na fermentacéao
ruminal (STRADIOTTI JUNIOR et al., 2004a). A propolis e alguns de seus componentes
(&cido cafeico fenil éster - CAPE e quercetina) provavelmente possuem efeito sobre a
permeabilidade da membrana citoplasmatica bacteriana aos ions, causando a dissipacdo do
potencial de membrana, 0 que a caracteriza como substancia iondfora, ocorrendo também
uma significante inibicdo da motilidade bacteriana (MIRZOEVA et al., 1997).

Oliveira et al. (2004) estudaram o efeito da monensina e do extrato de propolis obtido
com 30 g de propolis moida em 100 mL de solucgéo alcodlica (70% de alcool e 30% de agua),
sobre a producdo de aménia e degradabilidade in vitro da proteina bruta de diferentes fontes
de nitrogénio, utilizando liquido ruminal de bovino fistulado mantido em pastagem de
Brachiaria spp., e verificaram que a monensina e a propolis foram eficientes em reduzir a
producdo de aménia de fontes de proteina de maior degradabilidade, sendo a propolis mais
eficiente que a monensina, isto porque reduz a atividade da desaminagdo, com acdo
bacteriostatica.

Dando continuidade a essa linha de pesquisa, Oliveira et al. (2006) conduziram um
experimento com o objetivo de estudar os efeitos in vitro da monensina e do extrato de
prépolis obtido com 30 g de propolis moida em 100 mL de solucdo alcoodlica (70% de alcool e
30% de &gua), sobre a fermentacdo ruminal de amino&cidos e verificaram que a propolis foi
mais eficiente que a monensina em reduzir a producdo de amonia de culturas de
microrganismos ruminais em meio contendo caseina hidrolisada. A produgdo de amonia
normalizou assim que a monensina foi removida do meio de cultura, provavelmente em razéo
do restabelecimento da populacdo de bactérias produtoras de aménia, comprovando que esse
antibidtico apenas inibe estes microrganismos.

Devido a auséncia de estudos que demonstrassem os efeitos do extrato da propolis
(30% de propolis em solucéo alcoolica a 70% em agua) sobre a qualidade da carne bovina,
Zawadzki et al. (2011) pesquisaram os efeitos da monensina sodica ou extrato alcodlico de
propolis sobre as caracteristicas da raca Nelore em confinamento. Os extratos de propolis
foram preparados com alcool e as amostras foram diluidas em alcool 96 °GL com uma

concentracdo fixa de extrato de prdpolis. Os pesquisadores verificaram que a adicdo do
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extrato de prépolis aumentou o ganho de peso e melhorou a conversao alimentar, em
comparagdo com a monensina sodica, sem alteracdo nas caracteristicas de carcaca, sugerindo
0 uso de propolis como aditivo por se tratar de um produto natural.

Em pesquisa realizada para investigar os efeitos da adi¢do do 6leo de soja (0 ou 120 g)
e extrato de prépolis (0 ou 10 mL de extrato etandlico de prépolis/animal/dia) na alimentagéo
de cabras leiteiras, Lana et al. (2005) verificaram que o extrato de propolis ndo interferiu no
consumo, na digestibilidade, na producdo e na composi¢do do leite e nos parametros de
fermentacao ruminal.

Os efeitos dos aditivos prépolis verde, propolis marrom e monensina sodica sobre o
comportamento ingestivo e produtividade de cordeiros confinados foram estudados por itavo
et al. (2011), concluindo que a propolis marrom pode ser um aditivo para substituir a
monensina sodica em dietas para ovinos confinados. No entanto, o uso esta na dependéncia de
se encontrar um solvente que possa diminuir 0s custos na obtencao do extrato.

A atividade antimicrobiana de extrato de prépolis (solucdo hidroalcodlica 60,0 — 93,8%
v/v de alcool) com diferentes concentragcGes na composi¢do fendlica foi avaliada em bactérias
ruminais, obtendo-se uma inibicdo do crescimento das cepas Fibrobacter succinogenes S85,
Ruminococcus flavefaciens FD-1, Ruminococcus albus 7, Butyrivibrio fibrisolvens D1,
Prevotella albensis M384, Peptostreptococcus sp. D1, Clostridium aminophilum F e
Streptococcus bovis Pearl 11. Enquanto as cepas R. albus 20, Prevotella bryantii B14 e
Ruminobacter amylophilus H18, apresentaram resisténcia aos extratos (AGUIAR et al.,
2013).

Os efeitos dos compostos fenolicos da propolis sobre os parametros digestivos e
ruminais de vacas leiteiras foram pesquisados por Aguiar et al. (2014), utilizando quatro vacas
fistuladas de primeira lactacdo, submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes de
prépolis: sem propolis; 3,81 mg de compostos fendlicos/kg de matéria seca (MS) ingerida;
3,27 mg de compostos fendlicos/kg de MS ingerida e 1,93 mg de compostos fendlicos/kg de
MS ingerida e verificaram que a inclusdo de 3,27 mg de compostos fenolicos/kg reduziu a
producéo de amdnia ruminal, e a inclusdo de 3,81 mg de compostos fendlicos/kg aumentou a
digestibilidade intestinal de proteina bruta. Portanto, a inclusdo de propolis em dietas para
vacas leiteiras tem efeitos positivos sobre 0 metabolismo de proteinas no rimen e a variagdo
das quantidades de compostos fendlicos em diferentes produtos a base de prdpolis podem

explicar os diversos efeitos sobre os parametros digestivos avaliados.
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Os efeitos dos flavonoides foram estudados por Oskoueian et al. (2013), que
verificaram que a inclusdo de 4,5%, com base na matéria seca, de flavona, miricetina e
kaempferol diminuiram a degradabilidade da matéria seca, com exce¢do da naringenina e
quercetina, sendo que todos foram efetivos quanto a reducdo na producdo de metano. A
producdo de gas in vitro foi diminuida pela flavona, miricetina e kaempferol, ao passo que a
rutina e quercetina aumentaram a producao de gas total.

Com o objetivo de verificar o efeito da adicdo do extrato etanolico de prdpolis na
alimentacdo de 20 vacas da raca Holandesa, Freitas et al. (2009) analisaram a producdo de
leite, teores de gordura e proteina do leite de vacas alimentadas sem (controle) e com a adi¢éo
de 64 mL de extrato etandlico de propolis 30% peso/volume na dieta com um consumo diério
de 19,2 g de extrato de prdpolis/animal/dia, verificando que a adi¢do do extrato etandlico de
prépolis aumentou a producdo de leite e teores de proteina, ndo apresentando efeito sobre os
teores de gordura do leite.

O desempenho, a digestibilidade, a produg¢do microbiana e as caracteristicas de carcaca
de bovinos confinados recebendo dietas contendo extrato de prdpolis foram estudados por
Aguiar et al. (2012), utilizando 27 bovinos divididos em trés tratamentos: duas dietas
contendo prépolis bruta (PBP 1, com 0,018 mg de flavonoides/g de produto; e PBP 2, com
0,036 mg de flavonoides/g de produto) e a dieta controle, sem adicdo de propolis e
verificaram que a adicdo da prépolis ndo teve efeito sobre a digestibilidade da matéria seca e
de nutrientes (exceto para fibra em detergente acido), eficiéncia na sintese microbiana e
caracteristicas de carcaca, o que foi atribuido a baixa dosagem.

O residuo proveniente do processamento da propolis também tem sido testado na
alimentacdo animal para verificar possivel contribuicdo no sentido de diminuir as perdas de
energia, bem como diminuir a poluicdo ambiental. Para verificar o efeito antimicrobiano de
residuos da propolis verde e da marrom, Heimbach et al. (2009) utilizaram cepas bacterianas
de Escherichia coli e de Staphylococcus aureus e observaram que 0s residuos da extracdo
hidro alcodlica de propolis verde e marrom afetaram o crescimento de Escherichia coli,
enquanto a inibicdo do crescimento do Staphylococcus aureus ocorreu somente pela acdo do
residuo da extracdo da propolis verde.

Em estudo avaliando o efeito do produto Propolis (LLOS) sobre o consumo da matéria
seca (MS), a digestibilidade dos nutrientes totais, as caracteristicas ruminais e a eficiéncia
microbiana em bubalinos alimentados com uma dieta baseada em volumoso (70% feno de

Cynodon spp. e 30% concentrado), Costa Janior et al. (2012) utilizaram quatro tratamentos
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com trés concentraces de LLOS: Controle (sem LLOS) , LLOS B3 + (0,272 mg/g
flavonoides crisina), LLOS C1 (0,092 mg/g de flavonoides crisina) e LLOS C1 + (0,184 mg/g
flavonoides crisina), sugerindo que LLOS C1 melhora o valor nutricional da alimentacdo dos
bufalos, alterando a cinética de fermentacdo, porém a propolis LLOS em doses maiores nao
apresenta 0 mesmo efeito.

O rumen € uma estrutura diversificada na qual encontram-se em simbiose diferentes
grupos de microrganismos, entre 0s quais estdo as bactérias metanogénicas que utilizam parte
da energia dos nutrientes, produzindo metano e consequentemente, diminuindo a
produtividade animal (KUMAR et al., 2009). O metano é produzido no rimen e no intestino
grosso de animais ruminantes por um grupo de Archaea conhecido coletivamente como
metanogénicas, pertencentes ao filo Euryarcheota produtores de metano e de interesse na
investigacdo de estratégias de reducdo desse gas (HOOK et al.,, 2010). O metano é o
subproduto da digestdo da biomassa vegetal pelos herbivoros. Na sua liberacdo ha perdas de
energia pelo animal e este gas contribui para as mudancas climéticas (KING et al., 2011).

Os intermediarios da produgdo de amdnia sdo os aminoacidos e os peptideos, que sdo
provenientes da quebra da proteina solivel do alimento através de enzimas microbianas
ruminais, sendo 0s mesmos incorporados a proteina microbiana ou desaminados. Porém, ao se
ter uma quebra excessiva de peptideos, 0s mesmos nao sdo assimilados totalmente, ocorrendo
uma perda desses na forma de amonia. Uma forma de reduzir a perda de nitrogénio pelo
animal seria através da administracdo dos inibidores bacterianos, como a monensina e
propolis (STRADIOTTI JUNIOR et al., 2001).

Segundo Stradiotti Junior et al. (2004b) a maior producdo de propionato € benéfica,
por disponibilizar no rimen, menores quantidades de carbono e hidrogénio que seriam
utilizados para a producdo de metano. A menor producdo de metano é sinénimo de aumento
na eficiéncia energética, com consequente melhora no desempenho animal.

Com o objetivo de utilizar a técnica in vitro para medir a perda de potassio celular,
Leopoldino et al. (2007) avaliaram a producéo total de gases in vitro das ragdes com ou sem
oleo de soja incubadas com monensina, lasalocida ou propolis e concluiram que as bacterias
do ramen de vacas submetidas a dietas que contenham lipidios ou monensina sdo mais
resistentes a perda do potassio intracelular pela acdo da lasalocida. Os antibidticos foram
efetivos em reduzir o volume de gases, com maior ac¢ao da propolis. A prépolis leva a reducgéo

de metano, o que resulta em diminuicéo da perda de energia para o meio.
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Um método de avaliacdo interessante, também, para estudos com propolis foi
desenvolvido por Pell; Schofield (1993), que desenharam um sistema fechado ligado a um
sensor, sendo os dados enviados para um computador para serem armazenados para posterior
analise. Theodorou et al. (1994) descreveram uma variante da técnica in vitro de producédo de
gas em que um transdutor de pressdo foi utilizado para ler e libertar as pressées dos gases
acumulados a partir das seringas de incubagdo. Uma discussdo sobre a utilizacdo da técnica de
producdo de gas in vitro e as estimativas dos parametros obtidos por modelos néo lineares foi
publicada por Schofield (2000).

EquacBes empiricas usando os resultados da producdo de gas e da composicdo de
alimentos foram usadas para estimar a energia metabolizavel dos alimentos (MENKE;
STEINGASS, 1988). Este sistema ainda é utilizado para determinar a dindmica de
fermentacdo, a biomassa microbiana, e os acidos graxos volateis (BLUMMEL et al., 1997).

Adicionalmente, os modelos podem assumir um, dois ou mais compartimentos e/ou
fases de fermentacdo. Dessa forma, segundo Mello et al. (2008), quando os resultados forem
analisados por modelos diferentes, os resultados também podem ser diferentes, exigindo
cautela e bom senso em sua interpretacédo e julgamento.

As atividades biologicas da propolis tém sido comprovadas nas diferentes areas,
utilizando-se diferentes meios de extracdo, métodos de aplicacdo e quantidade do produto.
Sendo sua atividade antibacteriana a mais estudada, aliada também, atualmente, a busca pela
utilizacdo de produtos naturais na producdo animal. Dessa forma, pesquisas tem-se
direcionado a utilizacdo da propolis.

Diante do exposto, realizou-se este trabalho com o objetivo de avaliar a atividade
antibacteriana da propolis produzida no municipio de Terenos — MS, na saude animal e na
nutricdo de ruminantes, e os resultados obtidos estdo apresentados na forma de dois artigos
intitulados “Atividade antibacteriana in vitro da prépolis produzida no municipio de Terenos
— MS” e “Cinética da producdo de gas e degradabilidade in vitro de ragdes contendo doses
crescentes de extrato alcodlico de prépolis marrom”, que estdo redigidos de acordo com as
normas de publicacdo do periodico Ciéncia Rural.
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Atividade antibacteriana in vitro da propolis marrom produzida no Municipio de

Terenos — MS

"In vitro" biological activity of brown propolis produced in Terenos city - MS

RESUMO

Objetivou-se avaliar a atividade antibacteriana in vitro da propolis marrom produzida
em Terenos - MS, por meio da determinagdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) pela
técnica de sensibilidade por microdiluicdo. O teste de sensibilidade foi realizado em placas de
titulagdo com 96 pocos. As concentracdes do extrato de prépolis (35 g de propolis bruta e 65
mL de alcool de cereais, com 27,65 mg/mL de fendis totais e 13,98 mg/mL de flavonoides
totais), usadas foram: 75 mg/mL; 56,4 mg/mL; 37,5 mg/mL; 18,9 mg/mL; 9,3 mg/mL; 4,5
mg/mL e 2,25 mg/mL. Foram utilizados 32 isolados de bactérias Gram-positivas:
Rhodococcus equi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp., e 32 isolados de bactérias Gram-negativas: Enterobacter agglomerans,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas spp., Salmonella spp. e Serratia rubidaea, provenientes de processos clinicos
infecciosos de animais domésticos, obtidas e armazenadas no Laborat6rio de Bacteriologia da
FAMEZ/UFMS. O extrato de préopolis apresentou atividade antimicrobiana com CIM
variando de 2,25 a 18,9 mg/mL para as bactérias Gram-positivas e 4,5 a 18,9 mg/mL para as
bactérias Gram-negativas, sendo as bactérias provenientes de bovinos e caninos as mais
resistentes. Conclui-se que a prépolis marrom obtida em Terenos — MS tem acdo bactericida,
em funcédo da espécie da bactéria e da procedéncia animal.

Palavras-chave: bactérias, bactericida, Concentracéo Inibitéria Minima.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro antibacterial activity of brown
propolis produced in Terenos city - MS, by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) by the technique of sensitivity by microdilution. The sensitivity test was
performed in 96 well microtiter plates. Dilutions of propolis extracts used were: 75 mg/mL;
56.4 mg/mL; 37.5 mg/mL; 18.9 mg/mL; 9.3 mg/mL; 4.5 mg/mL and 2.25 mg/mL. The
alcoholic extract of propolis was obtained from 35 g of crude propolis macerated in 65 mL of
alcohol. Thirty-two Gram-positive bacteria isolates were used: Rhodococcus equi,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus spp. and Streptococcus
spp.; and the thirty-two Gram-negative bacteria isolated were: Enterobacter agglomerans,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp., Salmonella sp. and Serratia rubidaea. The samples of bacteria were
obtained from infectious clinical processes of domestic animals. They were stored in the
laboratory of Bacteriology FAMEZ / UFMS. These samples were kept frozen at -20 °C with
glycerol criopreservante v/v. The brown propolis extract showed antibacterial activity with
MIC ranging from 2.25 to 18.9 mg/ml for Gram-positive bacteria and 4.5 to 18.9 mg/ml for
Gram-negative bacteria, being derived from bacteria more resistant cattle and dogs. It was
concluded that brown propolis has antibacterial action, but the effect depends on the species
of the bacterium and its origin.

Keywords: bacteria, bactericidal, Minimum Inhibitory Concentration.

INTRODUCAO
A propolis é uma substancia resinosa que as abelhas coletam de diversas partes das
plantas, como brotos, botdes florais, cascas e exsudatos resinosos (PARK et al., 1998;

PEREIRA et al.,, 2002). As abelhas utilizam a prépolis para fechar pequenos orificios,
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mumificar insetos que morrem no interior da colmeia, defender contra invasdo de
microrganismos, fortalecer os favos e proteger a entrada das colmeias (MARCUCCI, 1996;
BANKOVA et al., 2000).

A prépolis tem sido empregada como um importante fitoterapico devido aos estudos
que revelaram seu potencial antibacteriano, anti-inflamatorio, antiviral, antifngico e
imunomodulatério (CASTRO, 2001; SFORCIN & BANKOVA, 2011; CABRAL et al., 2012;
PORTILHO et al., 2013). Também, apresenta propriedades farmaco-terapéuticas que a coloca
como possivel alternativa ao uso dos antibidticos. No entanto, hd necessidade de uma
padronizacdo das doses e dos extratos (COELHO et al., 2010).

Em toda a extensdo do territorio brasileiro sdo encontradas plantas apicolas
produtoras de substrato para a composicdo e sintese de prdpolis. A grande diversidade dessas
plantas, a época de coleta da resina, a genética das abelhas e a regido geografica
proporcionam a prépolis uma variada composi¢do quimica (MARCUCCI, 1996; BANKOVA
et al. 2000; ORSI et al., 2005; GONSALES et al., 2006; DAUGSCH et al., 2008). As
propriedades quimicas da propolis apresentam importante valor farmacol6gico como um
complexo natural e ndo como uma fonte de compostos que atuam isoladamente
(KUJUMGIEV et al., 1999).

O Estado de Mato Grosso do Sul possui uma rica flora apicola, da qual as abelhas
podem coletar a propolis (FAUSTINO & GOMES, 1996). No entanto, poucos trabalhos se
referem a composi¢do quimica e a acdo microbioldgica da propolis produzida pela vegetacdo
dessa regiéo.

Diante do exposto, realizou-se este trabalhno com o objetivo de avaliar a atividade
antibacteriana da propolis produzida no municipio de Terenos — MS, Estado de Mato Grosso

do Sul.
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MATERIAL E METODOS
2.1 Extrato de Propolis

A propolis bruta foi coletada das colmeias de abelha Apis mellifera, instaladas em
apiario na Fazenda Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, situada no municipio de Terenos/MS. (20°26°34.31”’S
54°50°27.86°°0, com 530,7 m de altitude). Para producgdo da prépolis, entre os meses de maio
a agosto, foram colocadas telas de nylon entre a melgueira e a tampa. Ap6s 45 dias as telas
foram removidas, embaladas e transportadas até o laboratério de Apicultura da
FAMEZ/UFMS, em Campo Grande, MS. A propolis foi proveniente da florada de plantas
apicolas da regido: Luehea sp. (acoita-cavalo), Piptadenia falcata (angico-do-cerrado),
Tabebuia spp. (ipés), Tabebuia caraiba (para-tudo), predominando a Vernonia spp. (assa-
peixes) e a Cecropia pachystachya (embauba).

Para obtencdo do extrato alcoolico de prépolis, foram utilizadas 35 g da propolis
bruta com agitacdo diaria durante 45 dias em 65 mL de alcool de cereais. Posteriormente foi
filtrada em papel de filtro, obtendo-se uma solugéo estoque, armazenada em frascos &mbar e
mantida em temperatura ambiente. Analisaram-se os parametros fisico-quimicos (cera,
residuo seco, fendis totais e flavonoides totais) adotados pela legislacdo brasileira vigente
(BRASIL, 2001), segundo a metodologia descrita por FUNARI & FERRO (2006).

2.2 Amostras de bactérias

Todas as amostras de bactérias utilizadas neste estudo foram provenientes da
micoteca do Laboratorio de Bacteriologia da FAMEZ/UFMS. As amostras foram obtidas de
processos clinicos infecciosos de animais domésticos, sendo mantidas congeladas a -20°C,
com criopreservante glicerol, na proporcao v/v. Foram usadas 32 amostras de Gram-positivas

e 32 amostras de Gram-negativas. A identificacdo das amostras, a espécie animal de origem e
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0 numero de isolados, estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente, para as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
2.3 Atividade antibacteriana do extrato alcodlico de prépolis

A atividade antibacteriana do extrato alcoolico de prépolis foi investigada por meio
da determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de sensibilidade por
microdiluicdo em caldo, segundo protocolo descrito por WINN JR. et al. (2008), com
modificagdes.

As amostras bacterianas foram reativadas em caldo infusdo de cérebro e coragdo
(BHI) e o teste de pureza e viabilidade realizado em Agar BHI. Foram escolhidas algumas
colnias bem isoladas que foram repicadas em caldo BHI. A padronizagdo do inoculo foi
realizada pela equiparagéo da turvacdo do repique com o tubo 0,5 da escala de Mac Farland,
que corresponde ao niimero de 1,5x10° bactérias/mL.

O ensaio de sensibilidade foi executado em placas de microtitulagcdo de 96 pocos. As
diluicbes do extrato de prépolis usadas foram: 75 mg/mL, 56,4 mg/mL, 37,5 mg/mL, 18,9
mg/mL, 9,3 mg/mL, 4,5 mg/mL e 2,25 mg/mL. A cada poco foram adicionados 10 pL do
indculo bacteriano. Controles foram usados empregando o indculo bacteriano e alcool de
cereais. Os ensaios foram realizados em duplicata/microrganismo/tratamento.

As placas contendo in6culo, e as diferentes concentragdes do extrato, foram
incubadas em estufa a 37°C por uma noite. Apds esta etapa todos os pocos foram semeados
em placas de agar BHI as quais foram incubadas a 37°C por uma noite. A leitura das placas

foi realizada pela observagéo do crescimento das coldnias.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O extrato alcoolico de propolis 35% apresentou 29,90 mg/mL de cera, 151,28

mg/mL de residuo seco, 13,95 mg/mL de flavonoides totais e 27,65 mg/mL de fenais totais. O
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teor de compostos fendlicos do extrato de propolis marrom deste ensaio é semelhante aos
2,61% (26,1 mg/mL), encontrado no extrato de propolis proveniente de Prudent6polis — PR
analisado por BURIOL et al. (2009), entretanto o teor de flavondides é superior aos 0,46%
(4,6 mg/mL). Ha de se destacar que ambos 0s extratos estdo dentro dos limites estabelecidos
pela legislacdo brasileira, na qual o teor de flavonoides da prépolis € de 0,25% - minimo (2,5
mg/mL) e para os compostos fendlicos 0,50% - minimo (5,0 mg/mL) (BRASIL, 2001).

Foi verificado que o extrato alcodlico de propolis apresentou atividade
antimicrobiana para todas as bactérias Gram-positivas (Tabela 1) e Gram-negativas (Tabela 2)
utilizadas nesta pesquisa, no entanto, com diferentes CIM, dependendo da espécie e do
isolado.

Para as bactérias Gram-positivas, a CIM do extrato alcodlico de prdpolis variou de
2,25 a 18,5 mg/mL. A menor CIM do extrato alcoolico de prépolis capaz de inibir o
crescimento de Streptococcus spp. de procedéncia bovina foi 2,25 mg/mL. Para as bactérias
do género Staphylococcus, também de procedéncia bovina a CIM foi 9,3 mg/mL, indicando
maior resisténcia desse género ao extrato de propolis quando comparada ao género
Streptococcus, 0 que é esperado, uma vez que bactérias do género Staphylococcus possuem
maior habilidade em desenvolver resisténcia a compostos em geral, sendo utilizada como um
microrganismo de referéncia em testes de resisténcia.

BURIOL et al. (2009), estudando o extrato de prépolis (5g de prépolis bruta e 25 mL
de etanol), encontraram atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus.

Resultados positivos também foram encontrados por SAEKI et al. (2011), em que o
extrato alcoolico de propolis a 30% foi eficaz contra Staphylococcus aureus proveniente de
animais portadores de mastite, apresentando um halo de inibicdo entre 6 — 18 mm, sugerindo
como alternativa ao uso dos antibioticos comerciais. Apesar da tecnica de difuséo de discos

ser amplamente utilizada para ensaios antibacterianos, tal técnica possui como limitagdo o
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fato de ndo indicar a quantidade exata do composto necessaria pra inibir uma determinada
concentracédo bacteriana.

SERRA BONVEHI et al. (1994) encontraram agio bactericida da préopolis bruta, de
origem brasileira, para Staphylococcus aureus com uma CIM de 0,1 mg/mL, valor inferior
aos 9,3 mg/mL encontrados neste ensaio, 0 que demonstra maior atividade inibitoria da
propolis testada por estes autores. Vale ressaltar que no presente ensaio, a procedéncia clinica
dos microrganismos testados pode ter influenciado na eficacia da inibi¢cdo do crescimento
bacteriano.

Nesse trabalho verificou-se que, o extrato alcodlico de propolis 35% apresentou acao
antibacteriana com concentragdo inibitoéria minima variando de 4,5 a 18,9 mg/mL para
Escherichia coli e de 4,5 a 9,3 mg/mL para Pseudomonas aeruginosa. Valores com
concentracdes inibitorias superiores foram encontrados por SFORCIN et al. (2000), usando
extrato de propolis 30%, sendo a CIM de 5,70% (57 mg/mL) para Pseudomonas aeruginosa
e de 6,33 — 8,00% (63,3 — 80,0 mg/mL) para Escherichia coli, o que pode estar relacionado
ao fato das amostras de bactérias serem provenientes de pacientes humanos, provavelmente,
em tratamento, o que torna estes isolados com possibilidade de apresentacdo de maior
resisténcia a antimicrobianos.

Estes valores foram superiores aos encontrados para as bactérias Gram-positivas, 0
que € esperado, considerando-se que a parede celular das bactérias Gram-negativas é mais
fina que a das bactérias Gram-positivas, porém mais complexa, devido ao lipopolissacarideo
(LPS), sendo a agéo sobre este tipo de estrutura um desafio para os testes com antibacterianos
(WINN JR. et al., 2008).

Ainda de acordo Winn Jr. et al. (2008), as porinas sdo proteinas encontradas nas
bactérias Gram-negativas que formam canais transmembrana na membrana externa, atraves

dos quais materiais de peso molecular mais baixo (aminoacidos, agucares e ions) podem
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passar para o espaco peripldsmico e muitas dessas porinas tém uma estrutura “trimérica” que
formam um poro. As porinas também ajudam a limitar a passagem de muitos farmacos
antimicrobianos para o interior da célula.

As investigacOes realizadas por MIRZOEVA et al. (1997) corroboram com os
resultados obtidos nesse estudo, onde foi verificado que o extrato de propolis apresentou
atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-negativas, utilizando concentracdo entre 4,5 e
18,9 mg/mL do extrato de propolis e frente as bactérias Gram-positivas apresentou menor
CIM, entre 2,25 a 18,9 mg/mL.

SIRIPATRAWAN et al. (2013), utilizando proépolis tailandesa extraida com etanol
30, 40, 50%, verificaram que os extratos de propolis demonstraram atividade antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus TISTR 118, no entanto, ndo exibindo halo de inibicdo com
extrato 70% e, nenhuma dessas concentracBes apresentou efeito inibitério frente a
Escherichia coli TISTR 780, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella
enteritidis DMTS 17368. J4 ORSI et al. (2005), utilizando extratos de propolis provenientes
de duas regides do Brasil, verificaram efeito bactericida do extrato de propolis frente a
Salmonella spp, assim como neste ensaio, no qual obteve-se CIM entre 4,5 a 9,3 mg/mL
(Tabela 2).

De acordo com STEPANOVIC et al. (2003), independentemente da resisténcia
microbiana aos antibioticos, o extrato de propolis (2 g propolis bruta e 10 mL etanol 95%)
mostrou significativa atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (CIM 0,78
mg/mL a 12,5 mg/mL de extrato etandlico de propolis), enquanto as bactérias Gram-negativas
foram menos suscetiveis (12,5 mg/mL a > 50 mg/mL de extrato etanolico de propolis). Os
valores encontrados por estes autores para Staphylococcus aureus foram entre 0,78 mg/mL e
3,1 mg/mL, inferiores aos obtidos no presente trabalho (Tabela 1). J& para Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa, STEPANOVIC et al. (2003) encontraram 12,5 mg/mL e > 50
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mg/mL, respectivamente, ambos valores superiores aos encontrados no presente estudo
(Tabela 2).

A propolis apresentou acdo bactericida com diferentes CIM frente as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Tabelas 1 e 2), conferindo a prépolis desta regido uma possivel
aplicacdo como substancia antibacteriana.

Bactérias de procedéncia bovinas e caninas apresentaram maior resisténcia,
provavelmente pelo histérico de tratamento destes animais, marcado pelo uso indiscriminado
de antimicrobiano, acarretando selecdo de populacOes bacterianas mais resistentes.

O emprego da propolis como antibi6tico natural seria possivelmente mais viavel para
o tratamento de infec¢bes provocadas por bactérias Gram-positivas, com formulaces que
permitissem o uso topico, a exemplo do que € praticado em infec¢bes da via respiratoria
superior e na odontologia, uma vez que ja foram realizadas pesquisas com o extrato etandlico
de prépolis, sendo verificada a inibicdo da atividade do microrganismo Streptococcus mutans
causador da cérie dentaria (PARK et al., 1998; ALVES et al., 2006) ou como extrato
hidrossoltvel de prdpolis na pré e pés-imersdo dos tetos de bovinos leiteiros na prevencdo da

mastite bovina (ANDRADE, 2010).

CONCLUSAO

A prépolis marrom produzida em Terenos — MS, utilizada como extrato alcodlico
35%, tem acdo bactericida frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas utilizadas
neste estudo, apresentando diferentes concentragfes inibitorias minimas, dependendo da
especie, do microrganismo e de sua procedéncia, sendo as de origem bovina e canina as mais

resistentes.
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Tabela 1 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato alcodlico de prépolis produzida

em Terenos — MS, frente as bactérias Gram-positivas

Bactérias Procedéncia N° de CIM (mg/mL)
isolados
Rhodococcus equi Equina 1 9,30
Staphylococcus aureus Bovina 3 9,30 (2/3) 18,90 (1/3)
Camundongo 1 4,50
Staphylococcus hyicus Canina 1 4,50
Staphylococcus spp. Bovina 1 9,30
Canina 21 2,25 (9/21) 4,50 (7/21)
9,30 (4/21) 18,90 (1/21)
Felina 1 2,25
Camundongo 1 9,30
Streptococcus spp. Bovina 1 2,25
Equina 1 2,25
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Tabela 2 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato alcodlico de propolis produzida

em Terenos — MS, frente as bactérias Gram-negativas

Bactérias Procedéncia  N°deisolados CIM (mg/mL)
Enterobacter agglomerans Bovina 2 9,30
Suina 1 9,30
Escherichia coli Ave 1 9,30
Bovina 7 9,30 (5/7) 18,90 (2/7)
Canina 3 4,50
Felina 1 4,50
Klebsiella pneumoniae Canina 2 4,50 - 18,90
Felina 1 4,50
ATCC 13883 1 4,50
Klebsiella sp. Felina 1 9,30
Pseudomonas aeruginosa Felina 3 4,50 (1/3) 9,30 (2/3)
Pseudomonas spp. Bovina 2 9,30
Canina 3 4,50 (1/3) 9,30 (2/3)
Salmonella spp. Alimento 1 9,30
Equina 1 9,30
Bovina 1 4,50
Serratia rubidaea Felina 1 9,30

ATCC 13883=American Type Culture Collection
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Cinética da producéo de gas e degradabilidade in vitro de racdes contendo doses

crescentes de extrato alcodlico de propolis marrom

Gas production kinects and degradability for in vitro fermentation of rations containing

increasing levels of brown propolis alcoholic extract

RESUMO

Objetivou-se avaliar a inclusdo do extrato alcodlico de prépolis marrom em quatro
diluicdes e doses (4; 8; 12; 16 e 20 mL/kg de MS de ragéo) sobre a fermentagdo ruminal por
meio da producdo de gases in vitro ajustada nos modelos Logistico Bicompartimental e
Exponencial. A dieta foi composta por 400 g/kg de feno de capim-Tifton e de 600 g/kg
concentrado. As amostras foram incubadas por 96 horas. O delineamento estatistico foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial, com quatro diluicdes e cinco doses, em
triplicata. Houve interagéo significativa entre tratamento e dose para degradabilidade da MS.
A degradabilidade da matéria seca do tratamento sem aditivo foi 678,55 g/kg. O Tratamento
Alcool-puro apresentou efeito exponencial negativo com 303,61 g/kg para a dose de 20
mL/kg MS. O Extrato-100% apresentou os maiores valores de degradabilidade, com méaximo
estimado em 18,93 mL/kg MS. O Extrato-70% apresentou minima de 6,35 mL/kg MS e o
Extrato-50% 7,65 mL/kg MS. Houve efeito de tratamento e de dose sobre a producdo de
gases. O Tratamento Alcool-puro apresentou potencial de reducéo de -0,32 mL de gas para
cada mL de alcool adicionado para os dois modelos. No Extrato-70% as maximas estimativas
de producéo de gases em funcédo da dose foram 11,43 mL e 12,60 mL de gas para os modelos
Bicompartimental e Exponencial, respectivamente. No Extrato-100% as maximas foram
13,10 mL e 12,07 mL de extrato, respectivamente, com as maiores estimativas de producao de

gases, com valores acima de 30 mL de gas/100mg de MS fermentada. O extrato de propolis
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tem acdo positiva sobre a degradacdo da MS e producdo de gases. Sugere-se a utilizacdo de 13
mL do extrato alcoolico de propolis (obtido a partir de 35g de prépolis macerada em 65 mL
de alcool de cereais)/kg de MS de para ragbes com relacdo volumoso:concentrado igual a
40:60.

Palavras-chave: aditivo, prdpolis, producdo de gases in vitro, ruminantes.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the inclusion of alcoholic extract of brown propolis in
four dilutions in water (0-50-70-100%) and doses (4, 8, 12, 16 and 20 mL/kg DM diet)
through the production in vitro gas adjusted models Bicompartimental Logistic and
Exponential. The feed was composed of 400 g/kg Tifton hay and 600 g/kg of concentrate. The
samples were incubated for 96 hours. The statistical design was a completely randomized
factorial design with four dilutions and five doses in triplicate. There was a significant
interaction between dilution and dose for DM degradability. The degradability of DM the
treatment without additive was 678.55 g/kg. Alcohol-pure treatment showed a negative
exponential effect with 303.61 g/kg for the dose of 20 mL/kg DM. The Extract-100% showed
the highest values of degradability, with maximum estimated at 18.93 mL/kg DM. The
Extract-70% showed minimum of 6.35 mL/kg DM and Extract-50% 7.65 mL/kg DM. There
was effect of treatment and dose on the production of gases. The Alcohol pure Treatment
presented reduction potential of -0.32 mL gas for each mL of alcohol added. For the Extract-
70% the value maximum estimate was 11.43 mL and 12.60 mL for the models
Bicompartimental Logistic and Exponential, respectively. For Extract 100% on-peak was
13.10 mL and 12.07 mL of extract, respectively, with the highest estimates of gas production,
with values above 30 mL gas/100mg DM fermented. Propolis extract had a positive action on

the degradation and gas production. It's possible to suggest using 13 mL of alcoholic extract
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of propolis (obtained from 35g of macerated propolis in 65 mL of alcohol)/ kg DM of diets
with proportion roughage:concentrate equal 40:60.

Keywords: additive, propolis, In vitro gas production, ruminants.

INTRODUCAO

A prépolis é um produto natural, que tem acdo antimicrobiana (PARK et al., 2000;
STRADIOTTI JUNIOR et al., 2004b), com uma composi¢do quimica bastante complexa e
variada e intimamente relacionada a ecologia da flora visitada pelas abelhas (GHISALBERTI,
1979).

Segundo MIRZOEVA et al. (1997), a propolis e alguns de seus componentes (acido
cafeico fenil éster - CAPE e quercetina) tem acdo bacteriostatica sobre bactérias Gram-
positivas e algumas Gram-negativas, aparentemente pela modificacdo do status bioenergético
da membrana bacteriana e pela inibicdo de sua motilidade, o que remete a atividade dos
ion6foros. Os iondforos sdo aditivos utilizados na manipulagdo do ambiente ruminal que
proporcionam uma melhor utilizacdo da energia metabdlica e diminuicdo da concentracdo de
lactato e da desaminacdo proteica pelos ruminantes (PRADO et al., 2010).

A propolis tem sido utilizada como aditivo na nutricdo de ruminantes, apresentando
uma ac¢do iondfora, inibindo a producdo de gases, principalmente do metano, e reduzindo as
perdas de nitrogénio pelo animal na fermentacdo ruminal (STRADIOTTI JUNIOR et al,
2001; STRADIOTTI JUNIOR et al., 2004a; ITAVO et al., 2011; HEIMBACH et al., 2014).

De acordo com MAKKAR (2005), a técnica de producdo de gés in vitro tem sido
considerada como método aceitavel para avaliar os efeitos de fitoquimicos na fermentacao
microbiana do ramen. GROOT et al. (1996) mencionaram que diversos modelos ndo-lineares,

com pressuposices e tratamentos distintos, estdo disponiveis para ajuste das curvas de
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producdo cumulativa de gases in vitro para a determinacdo dos parametros de degradacéo ou
0 conhecimento da cinética de fermentagdo.

Desta forma, objetivou-se avaliar a inclusdo de solucdo de extrato de propolis, em
diferentes diluicOes e em doses crescentes, na dieta para ruminantes por meio da degradagéo
em liquido ruminal, da producdo cumulativa de gases in vitro e da cinética da producgéo de
gases ajustada por dois modelos nédo-lineares: Exponencial (JRSKOV & McDONALD,

1979) e Logistico Bicompartimental (PELL & SCHOFIELD, 1993).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e no Laboratério de
Biotecnologia aplicada a Nutricdo Animal da Universidade Cat6lica Dom Bosco (UCDB), em
Campo Grande - MS.

A propolis bruta foi coletada das colmeias de abelha Apis mellifera, instaladas em
apiario na Fazenda Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, situada no municipio de Terenos/MS, 20°26°34.31°’S
54°50°27.86°°0, com 530,7 m de altitude. Para producédo da propolis foram colocadas telas de
nylon entre a melgueira e a tampa. Apds 45 dias as telas foram removidas, embaladas e
transportadas até o laborat6rio de Apicultura da FAMEZ/UFMS, em Campo Grande, MS. A
prépolis foi proveniente da florada de plantas apicolas da regido: Luehea sp. (acoita-cavalo),
Piptadenia falcata (angico-do-cerrado), Tabebuia spp. (ipés), Tabebuia caraiba (para-tudo),
predominando a Vernonia spp. (assa-peixes) e a Cecropia pachystachya (embauba).

Para obtencdo do extrato da propolis, foram utilizadas 35 g da propolis bruta
macerada em 65 mL de alcool de cereais (alcool etilico hidratado de cereais - 95°GL NBR

5991), agitada diariamente, durante 45 dias, e posteriormente filtrada em papel de filtro,
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obtendo-se uma solucédo estoque de extrato de prépolis, que foi armazenada em frascos ambar,
e mantida em temperatura ambiente. Foram analisados os parametros fisico-quimicos (cera,
residuo seco, fendis totais e flavonoides totais) adotados pela legislacdo brasileira vigente
(BRASIL, 2001), segundo a metodologia descrita por FUNARI & FERRO (2006).

Foram adicionados niveis crescentes de solucdo de extrato de propolis em uma dieta
contendo concentrado & base de milho, farelo de soja e nicleo mineral e feno de capim-Tifton,
na proporcao volumoso:concentrado de 40:60, com base na matéria seca.

Utilizou-se extrato de propolis em diferentes diluigdes:

(1) Controle negativo (0% de extrato de propolis a 35% e 100% de alcool de
cereais);

(2) Extrato 50% (50% de extrato de propolis a 35% e 50% agua);

(3) Extrato 70% (70% de extrato de propolis a 35% e 30% de agua);

(4) Extrato 100% (100% de extrato de propolis a 35%);

Cada diluicdo foi adicionada em cinco doses: 4; 8; 12; 16 e 20 mL/kg de MS de
racao, ao concentrado, e em seguida misturado ao feno para compor a racdo total (Tabela 1).

As amostras dos alimentos foram pré-secas em estufa de ventilagdo forcada a 55 °C
por 72 horas e trituradas em moinho com peneira dotada de crivos de 1 mm. Para a
composic¢do quimica, foram determinados os teores de matéria seca (MS), matéria organica
(MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), pelos métodos 930.15, 932.05, 976.05 e
920,39 (AOAC, 2000), respectivamente, e da fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA), o método utilizado foi segundo GOERING & VAN SOEST (1970),
sem o uso de sulfito e amilase termoestavel. Os carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram
obtidos segundo equacdo proposta por SNIFFEN et al. (1992), onde CNF=CHOT-FDN

(Tabela 2).
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Para producdo cumulativa de gases in vitro, foram pesados 0,5 g de amostra, em
triplicata, incubados com saliva artificial (MARTEN & BARNES, 1980) e inoculo
proveniente de duas vacas mantidas em pastagens recebendo suplementacdo proteica-
energética, sendo fistuladas no ramen de acordo com CAMPOS et al. (2000). Durante 96
horas, avaliou-se a cinética da digestdo por intermédio da producdo de gads no processo
fermentativo de cada alimento através de sistema computadorizado sem fio, dotado de
transdutor de pressdo, com comunicacio feita por radio frequéncia (ANKOM® RF — Gas
production system). Os dados de pressdo, em psi, foram coletados a cada 10 minutos, sendo
transformados para mL de g&s/100 mg de matéria seca da amostra fermentada.

Os valores de produgdo cumulativa de gases, correspondentes as diferentes fracoes
analisadas, foram obtidos segundo os modelos néo-lineares:

(1) Logistico Bicompartimental (PELL & SCHOFIELD, 1993)

y = A/{1+exp[2+4*B*(C-t)]}+D/{1+exp[2+4*E*(C-1)]},

Em que: y= Volume total de gas no tempo t (extensdo da degradacdo); A = volume
de gés produzido (mL) proveniente da fracdo de degradacdo rapida (acucares sollveis, amido,
aminoacidos solGveis e nitrogénio ndo proteico); B = taxa de degradacdo da fracdo de
digestdo rapida; C = tempo de colonizagcdo das bactérias (h) e inicio da fermentagdo (log
time); D= volume de gas produzido (mL) provenientes das fracdes de degradacdo lenta
(celulose, hemicelulose e proteina verdadeira); E= taxa de degradacdo da fracdo de digestdo
lenta e,

(2) Exponencial (JRSKOV & McDONALD, 1979)

y = a+b*(1- exp™),

Em que: y= Volume total de gas no tempo t (extensdo da degradacao); a = volume de
gas produzido (mL) proveniente da fracdo de degradacdo rapida (acucares soluveis, amido,

aminoacidos sollveis e nitrogénio ndo proteico); b = volume de gas produzido (mL)



47

proveniente da fracdo potencialmente degradéavel (fracdo fibrosa e proteinas); k = taxa de
degradacéo da fracédo b; t = tempo de incubacéo.

Os parédmetros do modelo foram estimados pelo método iterativo de Gauss-Newton
inserido no procedimento Equagdes N&o-Lineares do Sistema para Andlises Estatisticas e
Geneéticas (SAEG, UFV, versdo 9.1, 2007). As estimativas dos parametros foram submetidas
a andlise de variancia e regressdo em funcdo as medias obtidas para cada varidvel em funcéao
do processamento e do nivel de inclusdo, sendo considerada significativa a 10% de
probabilidade.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado em um esquema
fatorial 4 x 5, com quatro dilui¢des (0, 50, 70 e 100% de extrato de prdpolis) e cinco doses (4;
8; 12; 16 e 20 mL/kg de MS da ragdo) em 96 horas de fermentagdo in vitro, com trés
repeti¢des por diluicdo e dose, no seguinte modelo estatistico:

Yiju = p+ Ti + Cj + TC, + €jja M que:

u = Média geral; Ti= Efeito de tratamento, i = 1,..., 4; Cj = Efeito de dose , j = 1, ...,
5; TCk = Efeito da interagdo processamento x dose e €jq = Erro experimental associado a

cada observagéo Y.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato alcodlico de prépolis, na propor¢do de 35 g de prdpolis bruta por 65 mL de
alcool de cereais, apresentou 29,90 mg/mL de cera, 151,28 mg/mL de residuo seco, 27,65
mg/mL de fenois totais e 13,98 mg/mL de flavonoides totais, e portanto classificado como
dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira, onde o teor de flavonoides da
propolis € de 0,25% - minimo (2,5 mg/mL) e de compostos fendlicos 0,50% - minimo (5,0

mg/mL) (BRASIL, 2001).
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Houve interacdo significativa entre diluicdo e dose. A degradabilidade da MS sem
aditivo foi 678,55 g/kg. Houve efeito significativo de tratamento (diluicdo de extrato de
propolis e de dose) sobre a degradabilidade da matéria seca (Tabela 2).

Para o tratamento com &lcool puro (controle negativo) houve um efeito exponencial

02 sobre a degradabilidade da MS (Tabela 2) com minimo

negativo (y = 678,55.dose
observado de 303,61 g/kg para a dose de 20 mL/kg MS. Isto indica que a inclusdo de alcool
puro no liquido ruminal, em doses crescentes, ird interferir negativamente na sintese
microbiana e na fermentacdo de substrato pelos microrganismos anaer6bicos presentes no
liguido ruminal. Este resultado também refletiu na producdo cumulativa de gases in vitro,
onde o tratamento Alcool puro (controle negativo) apresentou a menor producio cumulativa
de gés 6,9 e 7,9 mL/100 mg de MS, respectivamente, para os modelos Bicompartimental e
Exponencial (Tabelas 3 e 4).

O Extrato 100% (35 g de prdpolis bruta e 65 mL de alcool de cereais) apresentou 0s
maiores valores de degradabilidade in vitro (Tabela 2), com méximo estimado em 18,93
mL/kg MS. Tal fato sugere que ha efeito dos compostos presentes no extrato de propolis, que
estimularam a degradacdo da matéria seca da racdo no liquido ruminal, provavelmente pela
selecdo e estimulo de crescimento de algumas bactérias ruminais, principalmente Gram-
negativas.

A acdo antimicrobiana da propolis sobre o crescimento, potencial de membrana e a
motilidade das bactérias foi estudado por MIRZOEVA et al. (1997), que identificaram efeito
da propolis sobre a permeabilidade i6nica da membrana interna da bactéria e mostrou que a
propolis causou a dissipacdo do potencial da membrana, prejudicando a sintese de ATP, o
transporte de ions e a motilidade da bactéria Gram-positiva. A propolis possui uma atividade
antibacteriana maior contra as bactérias Gram-positivas e limitada contra Gram-negativas

(BANKOVA et al., 1999; MARCUCCI et al., 2001; PACKER & LUZ, 2007).
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As bactérias Gram-negativas possuem uma parede celular menos rigida do que as
bactérias Gram-positivas, no entanto, quimicamente mais complexa, apresentando
lipopolissacarideo e um teor lipidico maior, 0 que pode explicar essa maior resisténcia ao
extrato de propolis (VARGAS et al., 2004).

Os flavonoides presentes no extrato de prdpolis atuam contra microrganismos através
da inibicéo da fungdo da membrana citoplasmatica, inibicdo da sintese da célula bacteriana ou
inibicdo da sintese de acido nucleico (CUSHNIE & LAMB, 2005). Tal fato pode estar
associado aos maiores resultados de degradabilidade dos tratamentos com extrato de prépolis,
em relacdo ao controle negativo, que contém alcool puro com acdo bactericida total.

O Extrato 70% apresentou estimativa de degradabilidade minima com a adicdo de
6,35 mL/kg MS e o tratamento Extrato-50% apresentou a estimativa de minima
degradabilidade de 7,65 mL/kg MS. Estas estimativas sd&o muito préximas e indicam, mesmo
com a diluicdo em agua (30% ou 50% de &gua), que o extrato de propolis ainda apresenta
algum efeito sobre a fermentacdo microbiana, também observado para as estimativas da
producdo de gas (Tabelas 3 e 4). A presenca de flavonoides no extrato de propolis (13,98
mg/mL) foi capaz de influenciar a fermentacdo no liquido ruminal, provavelmente pela
selecdo de bactérias.

A diluicdo em agua da solucgdo etandlica de propolis reduziu a acdo bacteriostética do
extrato de prépolis, provavelmente pela menor inclusdo dos compostos ativos na ragdo. A
composi¢do quimica da prdpolis inclui flavonoides (como a galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol), que sdo compostos polifendlicos naturais largamente
distribuidos nos vegetais superiores. Também apresenta acidos aromaticos e ésteres, aldeidos
e cetonas, terpenoides e fenilpropanoides (como os &acidos cafeico e clorogénico), esteroides,

aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, &cidos graxos e varios outros compostos em
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pequenas quantidades (BANKOVA et al., 2000; PACKER & LUZ, 2007; LUSTOSA et al.,
2008), considerados na analise como fendis totais (27,65 mg/mL).

PARK et al. (1998) testando 0 uso de agua e concentracdes de etanol, verificaram
que a maioria dos flavonoides foi extraida nas concentragdes alcoolicas entre 60 e 80%,
apresentando inibigdo satisfatoria do crescimento microbiano, sendo que o0s extratos
etandlicos a 70 e 80% apresentaram grande atividade antioxidante, similar ao tratamento
Extrato 100% (35 g de prépolis bruta e 65 mL de alcool de cereais), com resultados
favoraveis sobre a degradabilidade ruminal e producdo de gas in vitro (Tabelas 2 e 3).

OLIVEIRA et al. (2004) estudaram o efeito da monensina e do extrato de propolis
sobre a degradabilidade in vitro da proteina bruta de diferentes fontes de nitrogénio,
utilizando liquido ruminal de bovino mantido em pastagem de Brachiaria spp., e verificaram
que a monensina e a propolis foram eficientes em reduzir a producdo de aménia de fontes de
proteina de maior degradabilidade, sendo a prépolis mais eficiente que a monensina, isto
porque reduz a atividade da desaminacdo (STRADIOTTI JUNIOR et al., 2001), o que
favoreceria 0 aumento na sintese e eficiéncia microbiana, uma vez que as bactérias ruminais
utilizam melhor as fontes de nitrogénio presentes na dieta. Tais relatos corroboram com 0s
resultados de degradabilidade in vitro (Tabela 2) maiores para dietas com inclusdo de extrato
de prépolis.

Houve efeito de diluicdo e dose sobre a producdo cumulativa de gases, estimada pelo
modelo Logistico Bicompartimental (PELL & SCHOFIELD, 1993) e pelo modelo
Exponencial (GRSKOV & McDONALD, 1979) (Tabelas 3 e 4). Observa-se para o
tratamento Alcool puro (controle negativo) um efeito exponencial negativo, onde a adicio de
alcool a dieta reduziu a producdo de gases, por meio, provavelmente, da mortalidade de

microrganismos no liquido ruminal (efeito bactericida).
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O potencial de reducéo estimado pelo modelo proposto por PELL & SCHOFIELD,
(1993) foi de -0,32 mL de gés produzido para cada mL de &lcool adicional. Da mesma forma,
as estimativas obtidas por meio do modelo de @RSKOV & McDONALD (1979),
apresentaram o mesmo comportamento exponencial negativo para o tratamento Alcool puro
(controle negativo), com o mesmo potencial de reducdo, -0,32 mL de géas produzido para cada
mL de alcool adicional.

Houve efeito de dose para os tratamentos com extrato de prdpolis (Tabela 3).
Observa-se que o0s tratamentos com adicdo de extrato de propolis apresentaram
comportamento quadratico em funcdo da dose aplicada, com excecdo do tratamento Extrato
50% com estimativas obtidas pelo Modelo Exponencial: Yexponencia = 14,4549 +
0,0576799.dose (R?=0,94), que apresentou aumento exponencial na producéo cumulativa de
gases in vitro. Tal fato sugere que houve maximizagdo do efeito na producdo de gas in vitro
com o aumento da dose, uma vez que as maiores doses forneceriam maiores quantidades de
flavonoides e fendis totais.

Utilizando-se 0 modelo proposto por PELL & SCHOFIELD (1993), o tratamento
Extrato 70% apresentou maxima estimativa de producdo cumulativa de gases in vitro com
11,43 mL, a partir da derivada da equacdo ajustada em fungédo da dose e do tempo de inibicéo
(Y = 13,2401 + 1,90770.dose - 0,0834357.dose? (R*=0,92)). O tratamento Extrato 100%
apresentou maxima estimativa com 13,10 mL de produto adicionado a dieta, utilizando-se a
equacdo Y= 16,5623 + 3,69375.dose - 0,140931.dose2 (R°=0,92). Da mesma forma, as
estimativas obtidas por meio do modelo de GRSKOV & McDONALD (1979), foram 12,07
mL e 12,60 mL de extrato, respectivamente para os tratamentos Extrato 100% e Extrato 70%
(Tabelas 3 e 4).

ITAVO et al. (2011) sugerem a utilizacdo de 15 ml de extrato da propolis marrom/kg

de MS para melhorar a conversdo alimentar em substituicdo a monensina sodica de ovinos
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confinados. Neste sentido, os resultados obtidos neste ensaio demonstram a importancia de
andlises in vitro, uma vez que se verificou agdo com 13 mL/kg MS, o que significa economia
em termos de administracdo em larga escala aos animais.

Tais resultados indicam que a inclusdo de propolis proporciona melhoria na
degradacdo da MS (Tabela 2), provavelmente por meio da selecdo bacteriana (acéo
bacteriostatica), também observada pela producdo cumulativa de gases (Tabelas 3 e 4).
Entretanto, o potencial de acréscimo na degradacdo e consequentemente, na producdo de
gases € limitado como demonstrado pelo comportamento quadratico das estimativas.
Provavelmente, devido aos fatores associados ao ambiente ruminal, sendo a taxa de passagem
e a taxa de diluicdo ausentes em ambiente in vitro, o que pode estar impedindo 0 méximo
potencial de acdo da solucdo de prépolis como aditivo, devido a presencga de alcool em sua
COmMposig&o.

O tratamento Extrato 100% apresentou as maiores estimativas de producdo de gases,
com valores acima de 30 mL de gas/100mg de MS fermentada (Tabelas 3 e 4). Esses
resultados s@o superiores aos resultados apresentados por HEIMBACH et al. (2014), que
estudaram a adicdo de residuo da extracdo de prépolis marrom na dieta para ruminantes e
encontraram maiores estimativas de producdo de gases in vitro (18,18 mL) com a adigéo de
10 g/kg de MS incubada em liquido ruminal de ovinos. Ja para o liquido ruminal de bovinos,
0s maiores resultados de producdo de gases foram observados com a adicdo de 5 g/kg de MS
(16,89 mL). Estes autores também utilizaram feno de capim-Tifton e concentrado a base de
milho e farelo de soja, porém, numa proporcao volumoso: concentrado igual a 50:50.

A dose de 20 mL de Extrato 70% apresentou média de 18,26 mL de gas/100 mg de
MS (Tabelas 3 e 4), semelhantes aos (18,78 mL ga&s/100 mg MS) apresentados por
HEIMBACH et al. (2014). Provavelmente, as diferencas entre as estimativas de producao de

gases encontradas nos tratamentos Extrato 100% e Extrato 70% em comparagdo com 0S
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resultados de HEIMBACH et al. (2014) estejam relacionados a concentracdo de fenodis e
flavonoides totais, uma vez que os autores avaliaram o residuo da extragdo de préopolis com
concentracdo de fendis totais de 0,24 mg/g de residuo seco e flavonoides totais de 0,35 mg/g
de residuo seco, contrariamente ao extrato de propolis puro utilizado (Extrato 100%) que
apresentou 151,28 mg/mL de residuo seco, 27,65 mg/mL de fendis e 13,98 mg/mL de
flavonoides totais. As médias observadas para as diferentes doses de Extrato 100% foram
superiores aos observados por HEIMBACH et al. (2014) e, portanto, poderiam apresentar
maiores efeitos sobre as bactérias presentes no liquido ruminal e, consequentemente, maiores

resultados de degradabilidade e producdo de gés in vitro.

CONCLUSAO

O extrato de propolis marrom (35:65), sem diluicdo em agua, apresenta os melhores
resultados de degradabilidade e producdo cumulativa de gases in vitro.

Recomenda-se a adigdo méaxima de 13 mL de extrato de prépolis marrom/kg de MS
da dieta (35 g/100 mL de propolis e 65 mL/100 mL) para obtencdo de resultados favoraveis

para degradacéo e fermentacdo, atuando como aditivo para ra¢fes de ruminantes.

REFERENCIAS

AOAC. Official methods of analysis of the Association of Official Analytical Chemists
International. Gaithersburg: AOAC, 2000.

BANKOVA, V. et al. Antibacterial activity of essential oils from Brazilian propolis.
Fitoterapia, v.70, n.2, p.190-193, 19909. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874198001317>. Acesso em: 12 ago.

2014. doi: 10.1016/S0378-8741(98)00131-7.



54

BANKOVA, V.S. et al. Propolis: recent advances in chemistry and plant origin. Apidologie,
v.31, n.1, p.3-15, 2000. Disponivel em:
<http://www.apidologie.org/index.php?option=com_article&access=standard&Itemid=129&u
rl=/articles/apido/pdf/2000/01/M0105.pdf>.  Acesso em: 3 mai. 2014. doi:
10.1051/apido:2000102.

BRASIL. Ministério da Salde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Legislacéo.
Instrucdo Normativa n.3, de 19 de Janeiro de 2001. Aprova os Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade de Apitoxina, Cera de Abelha, Geléia Real, Pdlen Apicola,
Prépolis e Extrato de Prépolis, 2001. Disponivel em:
<http://extranet.agricultura.gov.br/sislegisconsulta/consultarLegislacao.do?operacao=visualiz

ar&id=1798>. Acesso em: 07 de novembro 2013.

CAMPOQOS, F.P. et al. Avaliacédo do sistema de monitoramento computadorizado de digestdo in
vitro. 3. Desaparecimento da matéria seca e/ou FDN pela producdo de gas. Revista Brasileira
de Zootecnia, v. 29, n. 2, p. 537-544, 2000. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/rbz/v29n2/5793.pdf>. Acesso em: 18 jun. 2014.

CUSHNIE, T.P.; LAMB, A.J. Detection of galangin-induced cytoplasmic membrane damage
in Staphylococcus aureus by measuring potassium loss. Journal of Ethnopharmacology,
v.101, n.1, p.243-248, 2005. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887410500293X>. Acesso em: 29
mar. 2014. doi: 10.1016/j.jep.2005.04.014.

FUNARI, C.S.; FERRO, V.O. Analise de prépolis. Ciéncia Tecnologia Alimentos, v.26, n.1,
p.171-178, 2006. Disponivel em:< http://www.scielo.br/pdf/cta/v26n1/28867.pdf>. Acesso
em: 12 de ago. 2013.

GHISALBERT]I, E.L. Propolis: a review. Bee World, v.60, p.59-84, 1979.



55

GOERING, H.K.; VAN SOEST, P.J. Forage fiber analyses (apparatus, reagents, prcedures,
and some applications). US Departament of Agriculture Handbook, 1970.

GROOT, J.C.J. et al. Multiphasic analysis of gas production kinetics for in vitro fermentation
of ruminant feeds. Animal Feed Science and Technology, v.64, p.77-89, 1996. Disponivel
em: < http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840196010127>. Acesso em: 28
nov. 2013. doi: 10.1016/S0377-8401(96)01012-7.

HEIMBACH, N.S. et al. Residuo da extracdo de propolis marrom na dieta de ruminantes:
digestibilidade e producdo de gas in vitro. Archivos de Zootecnia. v.63, n.242, p.259-267.
2014. Disponivel em: <http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=49530665004>. Acesso em: 1
set. 2014.

ITAVO, C.C.B.F. et al. Addition of prdopolis or monensin in the diet: Behavior and
productivity of lambs in feedlot. Animal Feed Science and Techonology, v.165, p.161-166,
2011. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840111000812>. Acesso em: 27 mai.
2013. doi: 10.1016/j.anifeedsci.2011.02.020.

LUSTOSA, S.R.; et al. Prépolis: atualizacdes sobre a quimica e a farmacologia. Revista
Brasileira de Farmacognosia, V.18, n.3, p.447-454, 2008. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/rbfar/v18n3/a20v18n3.pdf >. Acesso em: 21 jun. 2013.

MAKKAR, H.P.S. In vitro gas methods for evaluation of feeds containing phytochemicals.
Animal Feed Science and Technology, v.123, p.291-302, 2005. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840105002610>. Acesso em: 12 mai.
2014. doi: 10.1016/j.anifeedsci.2005.06.003.

MARCUCCI, M.C. et al. Phenolic compounds from Brazilian propolis with pharmacological

activities. Journal of Ethnopharmacology, v 74, n 2, p.105-112, 2001. Disponivel em: <



56

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874100003263>. Acesso em: 12 jul.
2014. doi: 10.1016/S0378-8741(00)00326-3.

MARTEN, G.C.; BARNES, R.F. Prediction of energy digestibility of forages with in vitro
rumen fermentation and fungal enzyme systems. Standardization of analytical
methodology for feeds, p. 61-71, 1980.

MELLO, R. et al. Modelos para ajuste da producdo de gases em silagens de girassol e milho.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.43, n.2, p.261-269, 2008. Disponivel em:
<http://www.scielosp.org/pdf/pab/v43n2/al6v43n2.pdf>. Acesso em: 24 set. 2013.
MIRZOEVA, O. K. et al. Antimicrobial action of propolis and some of its components: the
effects on growth, membrane potencial and motility of bacteria. Microbiology Research,
v.152, n.3, p.239-246, 1997. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501397800341>. Acesso em: 30 jul.
2013. doi: 10.1016/S0944-5013(97)80034-1.

OLIVEIRA, J.S. et al. Efeito da monensina e extrato de prdpolis sobre a producdo de amonia
e degradabilidade in vitro da proteina bruta de diferentes fontes de nitrogénio. Revista
Brasileira de  Zootecnia, V.33, n.2, p.504-510, 2004. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/rbz/v33n2/21265.pdf>. Acesso em: 6 mai. 2014.

@RSKOV, E. R.; McDONALD, I. The estimation of protein degradability in the rumen from
incubation measurements weighted according to rate of passage. Journal of Agriculture
Science, v.92, p.449-503, 1979. Disponivel em:
<http://journals.cambridge.org/action/displayAbstract?fromPage=online&aid=4777356&filel
d=50021859600063048>. Acesso em: 1 jun. 2014. doi: 10.1017/S0021859600063048.
PACKER, J.F.; LUZ, M.M.S. Método para avaliagdo e pesquisa da atividade antimicrobiana

de produtos de origem natural. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.17, n.1, p.102-107,



57

2007. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/rbfar/v17n1/al19v17n1>. Acesso em: 19 jan.
2014.

PARK, Y.K. et al. Classificacdo das propolis brasileiras a partir de suas caracteristicas fisico-
quimicas e propriedades bioldgicas. Mensagem doce, v.58, n.9, p.3-7, 2000. Disponivel em:
< http://www.apacame.org.br/mensagemdoce/58/artigo.htm >. Acesso em: 11 mai. 2014.
PARK, Y.K.; et al. Estudo da preparagdo dos extratos de propolis e suas aplicacdes. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v.18, n.3, p. 313-318, 1998. Disponivel em:
<http://www.educadores.iaadia.pr.gov.br/arquivos/File/2010/veiculos_de_comunicacao/CTA/
VOL18N3/CTA18N3_10.PDF>. Acesso em: 7 abr. 2014.

PELL, A.N., SCHOFIELD, P. Computerized monitoring of gas production to measure forage
digestion in vitro. Journal of Dairy Science, v.76, n.4, p.1063-1073, 1993. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030293774354>. Acesso em: 6 mai.
2014. doi: 10.3168/jds.S0022-0302(93)77435-4.

PRADO, O.P.P. et al. Adicdo de prépolis ou monensina sédica sobre digestibilidade in vitro
da matéria seca. Revista Brasileira de Saude e Produgdo Animal, v.11, n.4, p.1023-1032,
2010. Disponivel em: <http://revistas.ufba.br/index.php/rbspa/article/viewArticle/1765>.
Acesso em: 5 fev. 2014.

SNIFFEN, C. J. et al. A net carbohydrate and protein system for evaluating cattle diets: II.
Carbohydrate and protein availability. Journal of Animal Science, v. 70, n. 11, p. 3562-3577,
1992. Disponivel em: < http://www.journalofanimalscience.org/content/70/11/3562.short>.
Acesso em: 12 jul. 2013.

STRADIOTTI JUNIOR, D. et al. Acdo da propolis sobre a desaminacio de aminoécidos e a
fermentagdo ruminal. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 33, n.4, p.1086-1092, 2004b.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-

35982004000400029 >. Acesso em: 26 jun. 2014.



58

STRADIOTTI JUNIOR, D. et al. Acdo da prépolis sobre microorganismos ruminais e sobre
alguns parametros de fermentacdo no rumen. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 38, 2001, Piracicaba. Anais... Piracicaba: Sociedade
Brasileira de Zootecnia, p.942-944, 2001.

STRADIOTTI JUNIOR, D. et al. A¢do do Extrato de Propolis sobre a Fermentagao in vitro
de Diferentes Alimentos pela Técnica de Producdo de Gases. Revista Brasileira de
Zootecnia, v.33, n.4, p.1093-1099, 2004a. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-35982004000400030>.
Acesso em: 11 mai. 2013.

VARGAS, A.C. et al. Atividade antimicrobiana “in vitro” de extrato alcoolico de propolis.
Ciéncia Rural, v.34, n.l, p.159-163, 2004. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/cr/v34nl/a24v34nl.pdf. Acesso em: 11 mai. 2013.> Acesso em: 11

mai. 2013.



Tabela 1 - Proporcéo de ingredientes e composi¢do quimica da racéo
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Ingredientes

Milho Moido (g/kg) 435,00
Farelo de Soja (g/kg) 138,00
Nucleo Mineral (g/kg) 17,00
Ureia (g/kg) 10,00
Feno de Tifton (g/kg) 400,00
Nutrientes

Matéria seca (g/kg) 915,29
Matéria organica (g/kg MS) 921,20
Proteina bruta (g/kg MS) 180,54
Extrato etéreo (g/kg MS) 27,78
Fibra em detergente neutro (g/kg MS) 429,99
Fibra em detergente acido (g/kg MS) 202,27
Carboidratos néo fibrosos (g/kg MS) 28,30
Energia Metabolizavel (Mcal/kg MS) 1,92

Estimativa de Energia Metabolizavel: NDT x 0,82
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Tabela 2 - Degradabilidade da matéria seca (g/kg MS) em funcdo das diluicGes e doses

utilizadas em 96 horas de fermentagdo in vitro

Doses Diluicoes
(mL/kg IControle “Extrato- 3Extrato- *Extrato- eom P
MS) Negativo 50% 70% 100%

(Alcool puro)
0 678,55 678,55 678,55 678,55 1,619 0,211
4 466,94 522,20 592,87 686,23 2,629 0,155
8 381,09b 546,17ab 638,76ab 782,48a 4,424 0,087
12 347,06¢ 654,04b 677,09ab 927,22a 5716 0,010
16 306,35¢ 720,88b 723,74b 806,58a 5,733 0,049
20 303,61c 724,67b 794,07ab 872,81a 6,072 0,007
EPM 2,130 1,123 0,975 1,774
P 0,029 0,015 0,050 0,040

Médias seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,10)

#
!y = 668,55.dose®*"* (R? = 0,98)

2y = 653,067 — 18,7350.dose + 1,22517.dose’ (R? = 0,90)
'y =667,682 — 11,8769.dose + 0,934635.dose” (R? = 0,90)
*y = 664,197 + 21,2811.dose — 0,561958.dose? (R* = 0,76)

Controle negativo (0% de extrato de prépolis 35% e 100% de &lcool de cereais);

Extrato 50% (50% de extrato de prépolis 35% e 50% agua);
Extrato 70% (70% de extrato de prépolis 35% e 30% de agua);
Extrato 100% (100% de extrato de prépolis 35%);
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Tabela 3 - Estimativas da producdo cumulativa de gases (mL/100 mg MS) pelo Modelo
Logistico-Bicompartimental, em funcéo das diluicdes e das doses adicionadas (0, 4, 8, 12, 16
e 20 mL/kg MS) em 96 horas de fermentacéo in vitro

Doses Diluicdes”
mL/kg IControle ’Extrato 3Extrato *Extrato _— -
MS Negativo 50% 70% 100%

(Alcool puro)

Modelo Logistico-Bicompartimental

0 14,26 14,26 14,26 14,26 0,124 NS
4 10,66d 14,01c 16,19b 35,13a 0,369 0,001
8 9,52d 13,17¢c 23,76b 35,60a 0,381 0,001
12 9,59d 13,22¢c 27,07b 39,92a 0,322 0,001
16 7,66d 15,81c 20,43b 36,79 0,337 0,001
20 6,90d 16,19c 18,26b 36,09a 0,315 0,001
EPM 0,043 0,023 0,082 0,176
P 0,001 0,001 0,001 0,001

# Médias seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,10)
EPM = Erro padrdo da média; NS = ndo significativo (P>0,05);

1Controle negativo (0% de extrato de propolis 35% e 100% de &lcool de cereais);

2Extrato 50% (50% de extrato de prépolis 35% e 50% agua);

3Extrato 70% (70% de extrato de prépolis 35% e 30% de agua);

*Extrato 100% (100% de extrato de prépolis 35%);

YY icompartimental = 12,9597 - 0,321742.dose (R*=0,93); *Y icompartimental = 14,5422 - 0,29840.dose + 0,0199332.dose’
(R°=0.82); *Yvicompartimentat = 13,2401 + 1,90770.dose - 0,0834357.dose’ (R*=0,92); *Y vicompartimentat = 16,5623 +
3,69375.dose - 0,140931.dose? (R?=0,92)
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Tabela 4 - Estimativas da producdo cumulativa de gases (mL/100 mg MS) pelo Modelo
Exponencial, em funcdo das dilui¢cbes e das doses adicionadas (0, 4, 8, 12, 16 e 20 mL/kg
MS) em 96 horas de fermentagéo in vitro

Doses Diluicdes”
mL/kg IControle ’Extrato 3Extrato *Extrato _— -
MS Negativo 50% 70% 100%

(Alcool puro)

Modelo Exponencial

0 14,24 14,24 14,24 14,24 0,615 NS
4 10,85¢ 15,20b 16,85b 37,16a  0,0322 0,001
8 9,56d 15,17c 24,19b 38,12a 0,303 0,001
12 8,47d 15,27¢c 22,78b 36,29a 0,321 0,001
16 8,63d 14,48c 19,12b 37,56a 0,309 0,001
20 7,86d 16,05¢ 20,95b 31,93a 0,302 0,001
EPM 0,365 0,324 0,322 0,386
P 0,001 0,002 0,001 0,001

# Médias seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,10)
EPM = Erro padrdo da média; NS = ndo significativo (P>0,05);

1Controle negativo (0% de extrato de propolis 35% e 100% de alcool de cereais);

2Extrato 50% (50% de extrato de prépolis 35% e 50% agua);

3Extrato 70% (70% de extrato de prépolis 35% e 30% de agua);

4Extrato 100% (100% de extrato de prépolis 35%);

'Y exponencial = 13,2719 - 0,317609.dose (R*=0.85); 2Yex,,onenc.a. = 14,4549 + 0,0576799.dose (R*=0.94); 3\(ex,wnenc.a.
= 214 ,1354 + 1,33265.dose - 0,05290.dose” (R°=0.78); “Yexponenciat = 16,2216 + 4,07810.dose - 0,16892.dose”
(R=0.88);
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CONSIDERACOES FINAIS

A atividade antimicrobiana da prépolis é comprovada, no entanto, ha necessidade de
se conhecer a flora apicola que deu origem a prépolis, bem como o teor e a caracterizagdo do
perfil dos compostos quimicos.

S&80 necessarios estudos para uma padronizacdo dos extratos e das concentracdes a
serem utilizadas, para rotulagem dos extratos em funcdo dos compostos ativos.

Deve ser estabelecido um padrdo da metodologia para verificar a atividade inibitoria
minima da propolis frente aos microrganismos, para permitir a comparagdo de resultados e
definir o uso da mesma.

E importante que sejam desenvolvidos trabalhos relacionados a producéo da propolis e
sua utilizacdo como aditivo e antimicrobiano.

Estudos sobre forma e nivel de inclusdo na dieta de ruminantes devem ser realizados
para definicdo de teores minimos de fornecimento de flavonoides e fendis/kg de matéria seca
da dieta.

Apesar das propriedades bioldgicas da prépolis ja estudadas em outras regides do
Brasil e do mundo, no Estado de Mato Grosso do Sul existem poucos trabalhos que se referem
a composicdo quimica e a agdo microbioldgica da propolis.

Dessa forma, trabalhos de analise da composi¢do quimica da prépolis sdo de grande
relevancia para que outras pesquisas sejam desenvolvidas no Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul.



