br.monografias.com

Uso da Própolis em Substituição a Antibióticos 
na Produção Sustentável de Ruminantes

Deolindo Stradiotti Júnior      jrstradiotti@cca.ufes.br
   
1. Introdução 

2. Os ruminantes e suas particularidades digestivas, fruto do processo evolutivo. 

3. Como manipular a fermentação ruminal: Bactérias Gram-positivas e suas relações com as fermentações indesejáveis no rúmen
4. Os antibióticos ionóforos e a inibição das bactérias Gram-positivas no rúmen
5. A própolis: Definição, composição e propriedades terapêuticas identificadas
6. A própolis como alternativa de manipulação da fermentação ruminal 

7. Preparo da Solução Estoque da própolis em Solução Alcoólica 

8. Alguns resultados da própolis como aditivo natural para ruminantes (em substituição aos antibióticos ionóforos)
9. Continuidade dos estudos com a própolis
10. Considerações finais
11. Referências Bibliograficas 

  (Implicações de cunho Produtivo, Econômico, Social e Ambiental)
I. Introdução 

Considerações Iniciais: “Breve histórico da produção de ruminantes nas últimas décadas”

Para título de exemplificação, se tomarmos como base o “valor líquido” que um produtor recebia por arroba de carne bovina vendida em meados da década de setenta, comparado aos valores atuais, constataremos que houve uma redução altamente expressiva (algo em torno de   cinco vezes). Já na década de oitenta os custos de produção apresentavam significativas alterações, estreitando as margens de lucro. Dessa forma, enquanto os custos de produção aumentavam, os valores pagos pelos produtos finais, não somente dos bovinos de corte, mas das espécies de ruminantes em geral, decaiam.  Assim fora constituído um quadro de instabilidade para a maioria dos produtores que perdura até hoje, obrigando-os, impreterivelmente, a buscarem a precisão nas ações gerais de manejo dos empreendimentos, condição “sine qua non” para permanecerem nesse mercado. As ocorrências que levaram a produção de ruminantes às condições acima referenciadas se devem, em grande parcela, às profissionalizações da avicultura e suinocultura (outros fatores como o preço de insumos e da terra, dentre outros devem ser observados) . Ao tempo em que os consumidores se deparavam com carnes bovinas, caprinas e ovinas em péssimas condições de preservação nos açougues, já era possível adquirir cortes desejáveis de carnes de aves e suínas embaladas a vácuo, marinadas, em gôndolas devidamente aclimatadas. Qual seja, enquanto grande parte dos produtos finais dos ruminantes chegava aos consumidores sem fiscalização, de forma clandestina (e ainda existe uma boa parcela dos abates e comercialização nessas condições), a avicultura e a suinocultura já tinham instituídas suas cadeias produtivas. Assim, com essa organização, os preços desses produtos atenderam de forma bem mais acessível às condições financeiras dos consumidores e a qualidade às exigências para consumo. 

Diante dessas adversidades, pesquisadores, cientes da importância da produção de ruminantes em todas as suas escalas de criação, passam a realizar estudos visando alcançar soluções produtivas que, através dessas, viessem gerar sustentabilidade para os produtores e, consequentemente, para a federação, a exemplo do Brasil, considerando-se o peso dessa atividade para o PIB1. Nesse quesito, os geneticistas (“melhoristas”), através de seleções bem sucedidas e de cruzamentos inter-raciais, foram os que alcançaram os melhores resultados.  Avanços significativos no campo da informática corroboraram para que esses especialistas galgassem largos saltos na conquista de animais melhorados para maiores potenciais de produtividade. Biotecnologias capazes, à escolha, de prévia definição do sexo animal (ex.: imunossexagem de espermatozóides), identificação de genes responsáveis por determinadas características que agregam certezas benéficas à produção, os já mencionados métodos seletivos e de cruzamentos inter-raciais, todos em conjunção para possibilitar a sustentabilidade real de índices zootécnicos outrora pouco imagináveis. Há que se considerar que o desenfreado crescimento populacional mundial ocorrido nessas últimas décadas também contribuiu para a aceleração na busca de resultados promissores quanto ao atendimento produtivo para suprir a alimentação humana. 

Figura 1: Bovinos de corte melhorados
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Não obstante os animais terem melhorado o potencial gênico para acumularem mais massa muscular, para produzirem mais leite e os demais produtos comercializáveis, esses não apresentaram aumentos em seu espaço gástrico para maiores ingestões de alimentos (entenda a existência de relação direta e positiva entre consumo e produção). Seria incoerente não relatar as conquistas em termos de melhorias na conversão alimentar
, mas sabe-se terem sido essas insuficientes para permitirem que os animais expressassem toda ou “quase toda” sua capacidade gênica para a produção. Alimentos denominados “nobres” visto serem utilizados na alimentação humana (soja, milho, trigo e outros), passam a ser utilizados em maiores proporções na dieta dos ruminantes. Assim, caracteriza-se, claramente, certa incompatibilidade entre a velocidade em que se alcançou potencial genético para aumento de produtividade e a possibilidade técnico-econômica de externá-la. Nesse contexto, as ações dos nutricionistas, diante dessa situação adversa (lembrar da não melhoria do espaço gástrico), passam a representar, senão a única, ao menos a principal ferramenta de manejo capaz de tentar equilibrar essa incompatibilidade apresentada. Nesse momento, o que impera não é somente o fato de esses profissionais terem ou não soluções técnicas para serem postas em prática, mas o fato de essas ações deverem ser pautadas na coerência quanto às relações custo/benefício, no respeito ao bem estar animal, na própria característica produtiva desses, quando se leva em conta todo um histórico de evolução gástrica que esse grupo de animais conquistou (será abordado no item III), ainda, pautadas no respeito ao meio ambiente e, por conseqüências, na saúde humana. 

Diante da situação supramencionada e da ferocidade de um mundo regido pelo “capitalismo imperativo”, estudos são realizados, principalmente com produtos promotores de crescimento, modificadores tanto do metabolismo corporal (a exemplo dos hormônios e aditivos adrenérgicos), quanto da fermentação microbiana ruminal (a exemplo dos antibióticos ionóforos), ignorando tantos sinais de ambientalistas e profissionais da área de  ignorando tantos sinais de ambientalistas e profissionais da 22
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Quanto aos citados modificadores do metabolismo corporal, os dois tipos apresentam resultados de inquestionável magnitude na produção, inclusive com economias de consumo animal para produção. 

Para se ter parâmetros, os hormônios ditos promotores de crescimento, usados isoladamente ou de forma conjugada, chegam a gerar até 30-35% de aumento de ganho de peso em rebanho bovino, tendo esses a possibilidade de melhorar em até 25% a eficiência alimentar. É o caso da combinação de andrógeno com estrógeno para bovinos castrados.  Nesse caso, a principal ação metabólica é o aumento da deposição de proteína, concomitante com a diminuição da deposição de gordura (repartição de nutrientes).  Embora com formas fisiológicas de ação diferentes, os aditivos ditos agonistas adrenérgicos também se comportam como repartidores de nutrientes. Enquanto no tecido adiposo ocorre a diminuição de síntese de gordura, com aumento da degradação, a síntese de proteína corporal aumenta, em detrimento da diminuição de sua degradação. 

Uma terceira categoria de aditivo não nutriente, os antibióticos ionóforos, esses responsáveis por alterações benéficas na fermentação microbiana, principalmente ruminal, será discutida mais à frente.

Se o foco permanecer sobre as respostas produtivas, todos esses aditivos respondem de forma surpreendentemente satisfatória. Ocorre que para se obter esses resultados, algumas situações são indispensáveis e motivo de divergências entre diferentes mercados consumidores. Vejamos: A política adotada pelo grande Mercado Norte Americano é a de apregoar que se, uma vez utilizados aditivos como os antibióticos ionóforos, não forem encontrados resíduos nos produtos finais para consumo, esses possam ser consumidos. Os antibióticos ionóforos chegam a ser utilizados em quase cem por cento dos confinamentos de bovinos de corte nesse país, sendo também utilizados na pecuária leiteira. Cabe ressaltar que essa droga tem patente nesse país. Do outro lado, o respeitável Mercado da Comunidade Econômica Européia (CEE), um dos principais importadores dos produtos da pecuária brasileira (principalmente da carne bovina), não aceita a presença dessas drogas na alimentação animal, mesmo que não seja encontrado resíduo no produto final. Fundamentam a “negação ao uso” em Tese de irrevogável conceituação, ou seja, o resíduo da droga promotora de crescimento pode não estar presente no alimento, no entanto, diferentemente do uso para fins terapêuticos que se dá por curtos períodos de tempo, para fins de ganho em produção animal, mesmo que em doses subterapêuticas, estas são oferecidas por consideráveis períodos de tempo (em confinamentos podem chegar a cento e vinte dias). O resultado, exemplificando-se pelos antibióticos e, considerando-se que a pressão (mg/kg/ano) exercida pelas drogas sobre a flora do trato gastrintestinal, chega a ser 10 vezes superior àquela exercida em humanos, é a conseqüente seleção de cepas bacterianas mais resistentes. No artigo publicado por C. Torres e M. Zarazaga, intitulado “Repercussões no homem do consumo de antibióticos por animais”, disponível na internet, pode-se constatar as diversas formas de transferência dessas cepas do animal para o homem. 

A partir de reivindicações decisórias, organizadas e apropositadas da CEE, surge a necessidade de se criar mecanismos de controle quanto às garantias do não uso dessas substâncias nos produtos.  

Essas manifestações se fortalecem com os resultados dos estudos de casos de envenenamento de humanos ocorridos em diversos países da Europa, resultado do consumo de carne, que são apresentados por cientistas na Primeira Conferência Científica sobre o Uso de Promotores de Crescimento na Produção de Carne, realizada em Bruxelas em 1996 (Quadro 1) e com a declaração do governo britânico, nesse mesmo ano, da possibilidade de transmissão do mal de Creutzfeldt-Jakob (CJD) para seres humanos, via consumo de carne de animais acometidos pela Encefalopatia Espongiforme Bovina (Doença da Vaca Louca). Mais ainda se intensificam as exigências dos consumidores para que sejam criadas medidas (mecanismos) precautelares à sustentação devida da segurança alimentar. A rastreabilidade dos rebanhos surge como um dos métodos que busca, dentre tantos e fundamentais  objetivos a que se propõe, evitar  o uso de substâncias que, mesmo de forma indireta, possam causar riscos à saúde humana. 

Quadro 1 - Casos de envenenamento por carne ou fígado contaminados por promotores de    crescimento

	Local e data
	Alimento e níveis de contaminação
	Nº de pessoas envenenadas
	Sintomas

	Espanha, 1990
	Fígado (0,16 a 0,30 ppm)
	135
	Tremores, palpitações, nervosismo e taquicardia

	Espanha, 1994
	Fígado 
	127
	Não especificado

	França, 1990
	Fígado (0,38 a 0,50 ppm)
	22
	Tremores, dores de cabeça, palpitações, vertigens

	Itália, 

1995
	Carne de traseiro (> que 0,50 ppm)
	16
	Tremores, palpitações, nervosismo e taquicardia


WITKAMP (1996)
II. Os ruminantes e suas particularidades digestivas, fruto do processo evolutivo. 

    Os ruminantes são considerados animais "gastricamente evoluídos" por conterem um estômago com quatro compartimentos, sendo o rúmen, o principal responsável por esta classificação. Ocorre que a existência do rúmen permite a ingestão e digestão parcial de carboidratos estruturais, principalmente da celulose e hemicelulose, material abundante na face da terra, porém sem utilização direta pelo homem. Esta digestão diferenciada explica-se pela presença, no rúmen, de uma fauna e flora microbiana constituída de bactérias, protozoários e fungos que convivem em simbiose com o animal. 

    Dentre os microrganismos presentes, as bactérias desempenham papel fundamental na digestão dos alimentos ingeridos pelo animal. Por intermédio da fermentação ruminal dos carboidratos estruturais e solúveis, da proteólise, da desaminação e do aproveitamento de fontes de Nitrogênio Não Protéico, feitos, a princípio, para possibilitar suas multiplicações (o que o zootecnista denomina de produção de proteína microbiana), acabam produzindo, através da disponibilidade de amônia e alfa cetoácidos, a principal fonte de energia para os ruminantes que são os Ácidos Graxos Voláteis (AGV). Ocorre que o processo de síntese de proteína microbiana tem um custo energético. Assim, no processo de produção de AGV, essa energia gasta é reposta para a continuidade do crescimento microbiano (Figura 2). 

    Os microrganismos sintetizam, também, aminoácidos e algumas vitaminas, essenciais ao animal hospedeiro. Institui-se a interação denominada simbiose.

 “Potencializar essa simbiose através de manipulações ruminais, objetivando obter melhor desempenho animal (principalmente produção de leite e carne) é uma das principais tarefas do nutricionista de ruminantes." 

III. Como manipular a fermentação ruminal: Bactérias Gram-positivas e suas relações com as fermentações indesejáveis no rúmen

 Um dos caminhos encontrado para melhorar o desempenho animal, através da manipulação dos microrganismos, é o de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas responsáveis por alguns processos de fermentação ruminal considerados ineficientes ou mesmo prejudiciais. Dentre esses processos que devem ser minimizados, inclui-se a degradação da proteína do alimento. Faz-se importante que parte dessa proteína, na forma de proteína verdadeira, uma vez ingerida, escape à digestão no rúmen, devida ao ataque dos microrganismos, e seja aproveitada pelo último saco gástrico (abomaso), onde ocorre a digestão enzimática do alimento, com posterior absorção no intestino delgado. O escape dessa proteína verdadeira ao ataque de microrganismos gera uma diminuição do acúmulo de amônia no rúmen e da excreção de uréia na urina. A excreção de uréia causa perda energética, diminuição da eficiência de utilização do nitrogênio alimentar e, em casos onde há maiores concentrações de animais, a contaminação do solo, cursos de água e de plantas.

Deve-se ter o conhecimento de que a quantidade e combinação dos diferentes nutrientes na dieta total dos animais, assim como o nível de produção desses, são fatores que determinam a maior ou menor necessidade de Proteína Degradada no Rúmen (PDR) e, dessa feita, a de proteína “By pass” (de escape), denominada Proteína Não Degradada no Rúmen (PNDR). Um exemplo são as vacas leiteiras que produzem trinta ou mais kg de leite/dia. Essas necessitam de um escape em torno de quarenta por cento da proteína total verdadeira.

A inibição dessas bactérias Gram-positivas causa outros efeitos benéficos, por meio, por exemplo, da inibição das bactérias produtoras de ácido lático, com o favorecimento do aumento das consumidoras desse ácido produzido, o que diminui consideravelmente os riscos da ocorrência de um distúrbio de ordem metabólica, denominado acidose lática. Esse efeito combinado possibilita que os animais suportem uma maior relação concentrado/volumoso na dieta, por haver um controle da diminuição excessiva do pH ruminal. Diversas são as ocasiões de manejo nas quais se faz necessário o aumento na quantidade de ração concentrada na dieta. Pode-se considerar aqui a fase de transição, também denominada de fase pré e pós-parto em ruminantes, uma ocasião determinante, em que há uma necessidade de certa redução da quantidade de volumoso consumida, compensada pelo aumento do consumo de concentrado. Essa alteração na relação volumoso/concentrado se faz necessária para o caso referido, por ocorrer, no terço final da gestação de caprinos, ovinos, bovinos e bubalinos (principais espécies de ruminantes domesticados para produção), um crescimento singular do feto. Qual seja, durante dois terços do tempo total de uma gestação, somente um terço do desenvolvimento do feto ocorre, enquanto que no restante final da gestação, observa-se um desenvolvimento de dois terços do peso final. Esse desenvolvimento do feto resulta numa compressão do espaço ruminal, diminuindo sua capacidade volumétrica. A diminuição da ingestão em bovinos é da ordem de trinta por cento, principalmente nos trinta dias que antecedem o parto, sendo de quinze por cento em caprinovinos, por volta de uma a duas semanas pré-parto. Normalmente o nutricionista busca aumentar a densidade volumétrica da dieta no terço final da gestação, ou seja, conseguir que em um menor volume de espaço ruminal, caiba a mesma quantidade em quilocalorias (Kcal) que atenderia as necessidades energéticas em situação de espaço ruminal normal. Porém, somente se alcança resultados favoráveis à produção se esse manejo alimentar for realizado de forma gradativa, dando suporte à necessária adaptação da microbiota ruminal. O cuidado com a velocidade e amplitude de variação do pH ruminal é fator preponderante para a estabilização relativa dessa microflora e fauna. 

Obtêm-se assim, vários benefícios com esse manejo. Uma conseqüência do manejo estratégico acima citado é a menor necessidade de mobilização de gordura corporal das matrizes ovinas no pré e pós-parto, principalmente as com partos gemelares, reduzindo consideravelmente a ocorrência de toxemia da gestação (aborto pré-parto) e a de acetonemia pós-parto nessas matrizes. A menor mobilização de gordura corporal das matrizes de ruminantes nessas fases de criação é sinônimo de manutenção de Escore de Condição Corporal (ECC) adequada que, por sua vez, garante boa produção leiteira para assegurar o bom desempenho ponderal das crias e a recuperação do aparelho reprodutivo para nova concepção, dentro dos índices zootécnicos preconizados para cada espécie. 

A inibição das bactérias gram-positivas causa um outro efeito benéfico, tanto ao desempenho do animal, quanto à poluição ambiental que é a diminuição da produção de metano (gás responsável pela destruição da camada de ozônio). Segundo LANA et al. (1998), a produção indesejável de gás metano pelas bactérias ruminais e intestinais pode corresponder a uma perda energética de até 13% em relação à energia do alimento ingerido. Com relação à poluição ambiental deve-se considerar o fato de que um bovino adulto chega a produzir mais de 400 litros de gás por dia ( metano + dióxido de carbono),  liberado no meio, principalmente por eructação e que hoje o rebanho bovino mundial é de mais de 1 bilhão de cabeças. MADIGAN et al. (1997) alertaram para o fato dos ruminantes serem os animais que mais contribuem para a emissão de metano na atmosfera, na proporção de 27%.
IV. Os antibióticos ionóforos e a inibição das bactérias Gram-positivas no rúmen

Dentre as alternativas para se manipular o rúmen com vistas a controlar a atividade e o crescimento das bactérias gram-positivas, existe a possibilidade de utilização de antibióticos ionóforos, principalmente monensina e lasalocida. Seus nomes comercias são, respectivamente, Rumensin₢ e Taurotec₢. Estes foram citados no início desse trabalho como sendo aditivos não nutrientes e modificadores da fermentação microbiana ruminal. 

A forma de ação inibitória desses antibióticos sobre as bactérias gram-positivas (efeito bacteriostático) se dá através da catalisação das trocas de sódio e prótons ou prótons e potássio na membrana (PRESSMAN, 1976). Não apresentam a mesma ação sobre as bactérias do Gênero Gram-negativas porque suas paredes celulares apresentam uma membrana externa, de natureza lipopolissacarídica, (RUSSELL e STROBEL, 1988) que impede essa catalisação.

Figura 2 – Movimento de íons através da membrana de bactérias Gram-positivas. 
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Como pode ser observado na Figura acima, os antibióticos com propriedades ionóforas são capazes de mudar a direção dos íons e facilitar seus movimentos, funcionando como carreadores móveis dentro da membrana e movimentando milhares de íons por segundo (PRESSMAN, 1976). O movimento de íons através da monensina recebe a denominação de "antiporte próton - sódio", mas também tem a capacidade de translocar íons potássio (FELLNER et al., 1997).

Segundo RUSSELL (1996), a monensina inibe o crescimento da bactéria gram-positiva Streptococcus bovis que está relacionada com acidose aguda no rúmen, sendo as utilizadoras de lactato, resistentes (RUSSELL e STROBEL, 1988). NAGARAJA et al. (1997) consideram serem sensíveis à monensina, não somente a Streptococcus bovis, mas também a Lactobacillus spp, principais produtoras de ácido lático no rúmen. 

Esta substância inibe ainda as bactérias produtoras de hidrogênio e formato (RUSSELL e STROBEL, 1989). Considerando que os antibióticos ionóforos não são inibidores das bactérias metanogênicas (CHEN e WOLIN, 1979, citados por NAGARAJA et al., 1997), a diminuição na metanogênese pode ser atribuída à redução dos precursores (H2 e formato). 

O efeito dos antibióticos ionóforos (monensina) na inibição da produção ruminal de amônia foi inicialmente observado por DINIUS et al. (1976). Resultados de trabalhos in vitro têm demonstrado diminuição no crescimento de bactérias proteolíticas e, consequentemente, na desaminação, com conseqüente diminuição na produção de amônia no rúmen. (variação de 33 a 36%), quando incubada num meio contendo 15 g/L de caseína hidrolisada (CHEN e RUSSELL, 1991; YANG e RUSSELL, 1993a). Em experimentos com animais, a redução na produção de amônia variou de 28 a 54% (YANG e RUSSELL, 1993b,  LANA e RUSSELL, 1997). Por sua vez, a atividade específica de produção de amônia (AEPA), nesses dois últimos experimentos, variou de 18 a  38%.  

Com as modificações na fermentação ruminal, os ionóforos melhoram a eficiência alimentar, podendo essa se dar, ou pela menor ingestão de alimentos e mesmo ganho de peso para animais confinados ou pela mesma ingestão com maiores ganhos, quando os animais se encontram em pastejo (MORAES et al., 1993).

Reiterando, apesar dos resultados apresentados serem praticamente determinantes no alcance de maior margem de lucro, dentre a vasta gama de exigências impostas pelos mercados importadores dos produtos de origem animal, a observância de que os animais tenham sido alimentados com rações isentas de antibióticos aditivos e promotores de crescimento mostra-se a principal delas. Este tipo de exigência já se observa também no mercado interno através de movimentos de associações de consumidores. Logo, a busca e utilização de aditivos naturais que possam suprir, ao menos em equivalência, o uso desses antibióticos no quesito produtividade, traria consigo o diferencial de qualidade, por isentar os produtos de qualquer toxicidade, favorecendo o ganho em competitividade para esses produtos.
V. A própolis: Definição, composição e propriedades terapêuticas identificadas

A própolis é um produto natural proveniente de substâncias (resinas) coletadas das plantas, pelas abelhas, e misturadas com suas secreções. As abelhas modificam a composição original da resina da planta misturando-as com secreções das glândulas hipofaringeais, especialmente -glicosidases. Desta forma, os flavonóides heterosídeos são hidrolisados para a forma de agliconas livres, o que aumenta a ação farmacológica destes compostos (BONHEVI et al., 1994; PARK e IKEGAKI, 1998). 

Tem sido objeto de estudo em diversos países por tratar-se de um subproduto da apicultura que tem demonstrado importantes propriedades terapêuticas, como atividade antiviral, antifúngica, antiprotozoário (Quadro 2), além da atividade antibacteriana que será apresentada e discutida na seqüência.

Quadro 2 - Relação de alguns estudos sobre as diversas atividades terapêuticas da própolis 

	ATIVIDADE OBSERVADA
	EXTRATO

ORIGEM/TIPO
	REFERÊNCIA

	Antiviral
	França/ Etanólico
	AMOROS et al. (1992a)

	
	França/ Etanólico
	AMOROS et al. (1992b)

	
	Alemanha/ Etanólico
	HEINZE et al. (1998)

	Antifúngica
	Cuba/Aquoso e Etanólico
	VALDES et al. (1987)

	
	Polônia/ Tabletes
	DOBROWOLSKI et al. (1991)

	
	Brasil/ Etanólico
	HOFFMANN et al. (1998)

	Antiprotozoário
	Polônia/ Tabletes
	DOBROWOLSKI et al. (1991)

	
	Sigma/ Etanólico e

Dimetilsulfóxido
	HIGASHI e CASTRO (1994)

	
	Sigma/Aquoso e Etanólico
	CASTRO e HIGASHI (1995)

	
	Brasil/Aquoso
	MORONI et al. (1999)

	Antiprotozoário
	Polônia/ Etanólico
	KROL et al. (1990)

	
	Brasil/ China/ Japão/ EUA/ Metanólico
	YAMAUCHI et al. (1992)

	
	Brasil/Aquoso e Metanólico
	MATSUSHIGE et al. (1996)

	
	Brasil/ Aquoso
	MATSUNO et al. (1997)

	Hepatoprotetora
	Brasil/ Aquoso
	SAID (1998)

	Antitumoral
	Brasil/ Aquoso
	MATSUNO et al. (1997)

	Imunomodulatória
	Bulgária/ Aquoso
	IVANOVSKA et al. (1995)

	
	Brasil/ Aquoso
	TATEFUJI et al. (1996)

	
	Brasil/ China/Japão

Aquoso e Etanólico
	MIYATAKA et al. (1998)

	Antiinflamatória
	Polônia/ Tabletes
	DOBROWOLSKI et al. (1991)

	
	Brasil/ China/Japão

Aquoso e Etanólico
	MIYATAKA et al. (1997)

	Analgésica
	Brasil/ Etanólica
	MARCUCCI et al. (1999c)

	
	Brasil/ Etanólico
	OKUYAMA et al. (1999)

	Broncodilatadora
	Brasil/ Etanólica
	MARCUCCI et al. (1999c)

	Cicatrizante
	Brasil/Etanólico
	DAMIAN et al. (1999)

	Outras
	Brasil/Aquoso e Metanólico
	MATSUSHIGE et al. (1996)

	
	Brasil/ Compostos identificados
	RAICHASKI et al. (1999)


Segundo MARCUCCI (1995), um grande número de substâncias tem sido encontrado nas amostras de própolis: ceras, resinas, bálsamos, óleos aromáticos, pólen e outras substâncias orgânicas. É composta, em média, por 55% de resinas e bálsamos, 30% de ceras, 10% de óleos voláteis e 5% de pólen (IOIRISH, 1975; NIKOLAEV, 1975; GHISALBERTI, 1979; GRANGE e DAVEY, 1990; BONVEHI et al., 1994). 

Possui uma composição química complexa, contendo mais de 160 componentes. Dentre os compostos químicos identificados, podem ser citados os flavonóides (flavonas, flavolonas e flavononas), chalconas, ácido benzóico e derivados, benzaldeídos, álcoois, cetonas, fenólicos, heteroaromáticos, álcool cinâmico e derivados, ácido cafeico e derivados, ácidos diterpenos e triterpenos, minerais e outros (WALKER e CRANE, 1987; BONVEHI et al., 1994; MARCUCCI, 1995; BANKOVA et al., 1998; SEIXAS et al., 2000; SOARES et al., 2000). 

Diversos autores atribuem aos flavonóides (flavonas, flavolonas e flavononas), a maior capacidade de atuarem como agentes antiviróticos, antiparasitários, antibacterianos e antioxidantes, propriedades farmacológicas observadas na própolis (GRANGE e DAVEY, 1990; BONVEHI et al., 1994; LANGONI et al., 1994; BANKOVA et al., 1995).

Ao contrário da própolis de regiões temperadas do mundo, onde o “choupo” (Populus sp.) é sua única fonte, no Brasil há uma maior diversidade de plantas que as abelhas podem adotar como fonte de própolis e em diferentes regiões. Assim, sua composição química pode diferir entre uma amostra e outra. KOO e PARK (1997) procuraram avaliar amostras de própolis advindas de diferentes regiões do Brasil, vindo esses autores a constatar a presença de quantidades diferentes de certos flavonóides na forma de agliconas em suas composições. Nesse trabalho foram encontrados valores que variaram de 23,71 até 48,46 mg de flavonóides por grama de própolis, tendo a própolis da “região sudeste” apresentado o maior valor, enquanto que à própolis do sul coube o menor valor (baixa diversidade de plantas visitadas pelas abelhas). 

VI. A própolis como alternativa de manipulação da fermentação ruminal 

Foi na forma de “ineditismo”, que nos anos 2000-2001, se deram, na Universidade Federal de Viçosa (UFV), Minas Gerais, os primeiros estudos buscando avaliar a própolis como possível agente bacteriostático sobre a microbiota ruminal. Assim, em 2001, algumas respostas às indagações da possível ação antimicrobiana da própolis são dadas na forma de uma publicação intitulada “Ação da própolis sobre microorganismos ruminais desaminadores de aminoácidos e sobre alguns parâmetros de fermentação no rúmen”, feita nos Anais da XXXVII Reunião Anual da Sociedade Brasileira de zootecnia (vide citação STRADIOTTI et al., 2001).  Até esse momento, tinha-se somente o conhecimento de três trabalhos testando-a como agente antimicrobiano em ruminantes, mas relacionados com bactérias responsáveis pela incidência de mastite em vacas leiteiras. Em dois deles, os de LANGONI et al. (1994) e VARGAS et al. (1994), os ensaios experimentais foram realizados in vitro, com respostas promissoras para a continuidade dos estudos. Já, PINTO (2000) trabalhou com aplicações de soluções alcoólicas de própolis nos tetos com mastite de vacas leiteiras. Embora tenha observado efeito positivo do extrato de própolis, o mesmo relata a ocorrência de forte purulência nos tetos tratados. O uso desse subproduto apícola, via teto, fica vinculado à resolução desse efeito colateral. 

Quanto ao estudo da própolis como possível modificadora da fermentação microbiana ruminal, fundamentou-se a hipótese inicial nas seguintes premissas: se a própolis atua sobre as bactérias Gram-positivas, presume-se que a sua adição à ração e em cultivos de microrganismos In vitro, assim como ocorre com os ionóforos, possa vir a inibir o crescimento de bactérias proteolíticas e, consequentemente, a desaminação e a proteólise. Presume-se que possa ocorrer a inibição de bactérias produtoras de lactato, o que permitiria ao nutricionista explorar melhor o vigor produtivo dos animais através do aumento da quantidade de concentrado na ração, sem riscos de ocorrência de acidose lática. Por fim, presume-se, ainda, a possibilidade de uma inibição direta ou indireta da produção de metano, com conseqüente economia de energia no processo digestivo do animal, além da diminuição da poluição ambiental. 

Por tratar-se de substância natural e, em sendo efetiva sua aplicação como aditivo para a nutrição de ruminantes, a própolis agregaria aos produtos animais resultantes de seu uso, o diferencial de qualidade, vindo a fortalecer a aceitação e comercialização desses produtos. Como agente antimicrobiano ruminal, estaria ainda, de forma indireta, reduzindo a poluição ambiental, através da redução das perdas por fermentação (metano e amônia). 

VII. Preparo da Solução Estoque da própolis em Solução Alcoólica 

Na obtenção do extrato de própolis, inicialmente faz-se a limpeza da pedra bruta (Figura 3), também denominada retirada da borra, promove-se a moagem a frio da mesma (Figura 4) e coloca-se solução alcoólica 70% (técnica de extração em etanol hidratado) sobre o material moído em recipiente (Figura 5), de preferência por um período de extração de 30 dias. Importante evitar incidência de calor e luz, fazendo-se adequada vedação do recipiente. Posteriormente a esse período, faz-se a filtragem em papel de filtro, obtendo-se a solução estoque. Esta solução fica disponível para aplicar diluições sobre a mesma. Para efeito de parâmetro, STRADIOTTI Jr. et al. (2001), ao utilizarem 16,7; 33,3; 50,0; 66,7; 83,3 e 100,0% da mesma, obtiveram melhores resultados com o uso de 33,3 e 66,7%. Para esses estudos foram utilizadas 30 gramas de própolis bruta triturada para cada 100 mL de solução alcoólica (etanol hidratado 70%).

Figura 3 - Pedra bruta de própolis


Figura 4 – Moagem a frio
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Figura 5 – Extração com Solução Alcoólica
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VIII. Alguns resultados da própolis como aditivo natural para ruminantes 

(em substituição aos antibióticos ionóforos)

Quanto à aplicabilidade da própolis como aditivo natural não nutriente para ruminantes e seus efeitos sobre a população microbiana ruminal, STRADIOTTI Jr. et al. (2001), objetivaram, inicialmente, determinar a ação in vitro (experimento 1) e in vivo (experimento 2) da própolis sobre a atividade específica de produção de amônia (AEPA) ou atividade de desaminação de aminoácidos e sobre a fermentação ruminal em bovinos. 

No experimento 1, o extrato de própolis obtido com etanol a 70% em água foi mais eficiente que a 99,5%, obtendo-se valores de até 78% de inibição da AEPA, in vitro, em relação ao controle (somente etanol 70% e 99,5%). Em trabalhos in vitro, a monensina (5 micro molares) diminuiu de três a 36% a AEPA, pela população microbiana, quando incubada em um meio contendo 15 g/L de caseína hidrolisada (Chen & Russell, 1991; Yang & Russell, 1993), valores inferiores aos observados no presente trabalho.

Figura 6 – Efeito de níveis de solução estoque contendo extrato de própolis, em diluição com o mesmo álcool usado na extração, sobre a atividade específica de produção de amônia (AEPA) ou atividade de desaminação.
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No experimento 2, a ação da própolis, in vivo, sobre a fermentação ruminal e AEPA, utilizou-se quatro novilhos Holandeses, em dois períodos experimentais, sob dieta contendo 35% de concentrado, submetidos aos tratamentos controle e com extrato de própolis. O extrato de própolis não afetou o consumo de matéria seca, o pH ruminal e a proteína microbiana. Entretanto, o extrato de própolis aumentou a concentração de AGV totais e inibiu a AEPA pelos microrganismos ruminais (Tabela 1), indicando que existe o potencial deste efeito ocorrer em outras situações, como em dietas contendo alta taxa de proteína degradável/carboidrato fermentescível, observado em pastagens novas de gramíneas ou pastagens de gramíneas consorciadas com leguminosas. Em linhas gerais, confere aos ruminantes, maior possibilidade de se manterem e produzirem a partir de uma mesma dieta.

Tabela 1- Efeito do extrato de própolis sobre o consumo de matéria seca (CMS), pH,  proteína microbiana e ácidos graxos voláteis total (AGVT) ruminais em novilhos e atividade específica de produção de amônia (AEPA), por microrganismos ruminais.

	
	Tratamentos
	

	Parâmetros
	Controle
	Própolis
	EPM
	P <

	CMS (kg/animal/dia)
	10,88
	10,52
	1,487
	0,870

	pH ruminal
	6,36
	6,52
	0,105
	0,310

	Proteína microbiana (mg/l)
	2997,20
	3076,20
	194,029
	0,780

	AEPA (nmol/mg PM/minuto)
	11,65
	8,10
	0,373
	0,001

	AGV Total (mM)
	60,8a
	94,8b
	1,24
	0,001


EPM = erro padrão da média; QMR = quadrado médio do resíduo, P = nível significância 

STRADIOTTI Jr et al. (2004), através da Coleta de amostras de líquido ruminal, determinaram, in vitro,  a produção de gases pelos microrganismos ruminais na ausência  ou presença de própolis e monensina.  Pode-se observar, atravez da Tabela 2, o efeito de tratamento sobre o volume final total de gases.  Os tratamentos testando o nível intermediário (33,3%) e superior de própolis (66,7%), oriundos da diluição da solução estoque de própolis (extração de 3 g de própolis em pedra triturada para cada 10 mL de álcool 70%, durante trinta dias, posteriormente diluída para 50% da mesma), mostraram-se eficientes (P<0,05) em inibir a produção final de gases. 

Tabela 2 – Efeito da própolis e monensina sobre a produção total de gases após 72 horas de incubação de 100 mg de volumoso e concentrado em diferentes proporções.

Tratamento

                                       Volume Final  (Vf)

Controle



                       40,69 A

Própolis 16,7%


                       39,80 A

Própolis 33,3%

                    
           34,87 B

Própolis 66,7%


                       22,66 D

Monensina



                       27,60 C

* A > B comparação entre tratamentos (P< 0,05).

Observa-se, ainda, na Tabela 2, que o nível superior de própolis reduziu em aproximadamente 45% a produção de gases, quando comparado ao tratamento controle. Assim, esse nível torna-se um valor referencial para novos estudos, inclusive com a expectativa de possibilidade de domínio sobre as concentrações e tipos de princípios ativos da própolis utilizada. 

IX. Continuidade dos estudos com a própolis

De posse do conhecimento da capacidade da própolis em inibir bactérias causadoras de mastite (PINTO, 2000), e da sua inviabilidade (até então) de uso via teto, buscar-se-á observar se parte dos princípios ativos da própolis fornecida via oral (dieta) chegam ao sangue e ao úbere. Uma vez se confirmando, analisar a sua eficácia na inibição de bactérias causadoras de mastite. 

Devido às alterações que a própolis provoca na produção total de ácidos graxos voláteis no rúmen, com tendência de aumento na produção de propionato, estudos deverão ser realizados para observar as possíveis mudanças quanti-qualitativas dos sólidos do leite. 

X. Considerações finais

Os resultados dos ensaios experimentais acima supracitados, tanto in vitro quanto in vivo, são indicativos de igualdade na capacidade de inibição do crescimento de bactérias Gram-positivas no rúmen, entre a monensina e a própolis, mesmo que em proporções de inibição diferentes. Por outro lado, embora a espectativa seja de que a própolis, a exemplo da monensina, apresente ação ionófora, novos estudos devem ser realizados, inclusive com o objetivo de elucidar essa incógnita, o que possibilitaria fazer uso devidamente racional deste subproduto apícola na manipulação da fermentação ruminal, com vistas a melhorar não somente a produção, mas também a qualidade dos produtos finais para consumo humano.
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Gráfico2

		



Solução estoque (%)

AEPA, nmol/mgPM/min



Amônia

		Extração de própolis em Álcool 70%												3				Padrão

		0 horas		Abs.		mmol NH3		4 horas		Abs.		mmol NH3		0		0														AEPAnmol/mgPM/min

		16.7		0.676		7.9768		0,5:10		1.07		12.64383333		5		0.634														34.0

		16.7		0.582		6.8676		0,5:10		1.09		12.88016667		10		0.82														43.8

		33.3		0.564		6.6552		1,0:10		0.72		8.508		15		1.16														13.5

		33.3		0.576		6.7968		1,0:10		0.492		6.7968		20		1.33														12.0

		50		0.548		6.4664		1,5:10		0.648		7.6572		25		1.44														8.7

		50		0.572		6.7496		1,5:10		0.815		9.630583333		1																21.0

		66.7		0.646		7.6228		2,0:10		0.796		9.406066667		0		0														13.0

		66.7		0.614		7.2452		2,0:10		0.718		8.484366667		5		0.524														9.0

		83.3		0.588		6.9384		2,5:10		0.684		8.0826		10		0.84														8.3

		83.3		0.586		6.9148		2,5:10		0.732		8.6498		15		1.2														12.6

		100		0.566		6.6788		3,0:10		0.808		9.547866667		20		1.37														20.9

		100		0.606		7.1508		3,0:10		0.86		10.16233333		25		1.42														21.9

		0		0.672		7.9296		B1		1.34		15.83433333		2																57.6

		0		0.594		7.0092		B2		1.26		14.889		0		0														57.4

		LR		0.396		4.6728								5		0.584

														10		0.91

														15		1.16

		Extração de própolis em Álcool 99,5%												20		1.31

		0 horas		Abs.		mmol NH3		4 horas		Abs.		mmol NH3		25		1.39

		16.7		0.772		9.1096		0,5:10		1.24		14.65266667																		40.4

		16.7		0.734		8.6612		0,5:10		1.31		15.47983333																		49.7

		33.3		0.754		8.8972		1,0:10		1.06		12.52566667																		26.4

		33.3		0.808		9.5344		1,0:10		1.13		13.35283333																		27.8

		50		0.794		9.3692		1,5:10		1.09		12.88016667																		25.6

		50		0.804		9.4872		1,5:10		0.98		11.58033333																		15.2

		66.7		0.788		9.2984		2,0:10		0.935		11.04858333																		12.7

		66.7		0.8		9.44		2,0:10		0.935		11.04858333																		11.7

		83.3		0.804		9.4872		2,5:10		1.02		12.053																		18.7

		83.3		0.845		9.971		2,5:10		0.98		11.58033333																		11.7

		100		0.72		8.496		3,0:10		0.88		10.39866667																		13.9

		100		0.825		9.735		3,0:10		0.975		11.52125																		13.0

		0		0.778		9.1804		B1		1.28		15.12533333																		43.3

		0		0.772		9.1096		B2		1.26		14.889																		42.1

		LR		0.58		6.844





Amônia

		





Proteína Bacteriana

		





Plan3

		





		



Solução estoque (%)

AEPA, nmol/mgPM/min



		Extração de própolis em Álcool 70%																		Padrão

		0 h  %		Abs.		mg PB		4 horas		Abs.		mg PB								0		0.095

		0.05		0.796		489.508056		0,5:10		0.815		502.168896								20		0.355

		0.05		0.514		301.594536		0,5:10		0.714		434.866536								40		0.582

		0.1		0.75		458.855496		1,0:10		0.7		425.537496								80		1.27

		0.1		0.664		401.548536		1,0:10		0.295		155.661696

		0.15		0.672		406.879416		1,5:10		0.612		366.897816

		0.15		0.688		417.541176		1,5:10		0.52		305.592696

		0.2		1.29		818.689896		2,0:10		0.925		575.468496

		0.2		1.18		745.390296		2,0:10		0.71		432.201096								0		0.101

		0.25		1.35		858.671496		2,5:10		0.648		390.886776								20		0.336

		0.25		0.845		522.159696		2,5:10		0.754		461.520936								40		0.622

		0.3		0.855		528.823296		3,0:10		0.73		445.528296								80		1.14

		0.3		0.199		91.691136		3,0:10		1.44		918.643896

		0		1.11		698.745096		B1		1.23		778.708296

		0		1.17		738.726696		B2		0.945		588.795696

		LR		0.92		572.136696

																				1.233501912

																				1233.502

		Extração de própolis em Álcool 99,5%

		0 horas		Abs.		mg PB		4 horas		Abs.		mg PB

		0.05		0.624		374.894136		0,5:10		0.678		410.877576

		0.05		0.578		344.241576		0,5:10		0.706		429.535656

		0.1		0.684		414.875736		1,0:10		0.602		360.234216

		0.1		0.67		405.546696		1,0:10		0.586		349.572456

		0.15		0.636		382.890456		1,5:10		0.648		390.886776

		0.15		0.52		305.592696		1,5:10		0.602		360.234216

		0.2		0.556		329.581656		2,0:10		0.588		350.905176

		0.2		0.582		346.907016		2,0:10		0.688		417.541176

		0.25		0.694		421.539336		2,5:10		0.608		364.232376

		0.25		0.815		502.168896		2,5:10		0.64		385.555896

		0.3		0.7		425.537496		3,0:10		0.742		453.524616										0

		0.3		0.642		386.888616		3,0:10		0.696		422.872056

		0		0.374		208.304136		B1		0.592		353.570616

		0		0.57		338.910696		B2		0.648		390.886776

		LR		0.766		469.517256





		





		





		





		





		






