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Resumo

SAPATERRO, G.A. Residuo da extracdo da prépolis como aditivo na dieta de ovinos
fistulados. 2012. 36 f. Dissertacdo - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2012,

Dois experimentos foram conduzidos para avaliar o residuo da extracdo alcdolica da propolis
na alimentagéo de borregos de corte. No primeiro experimento, avaliaram o efeito da inclusao
do residuo da extragdo alcodlica da prépolis em dieta a base de feno e concentrado, sobre o
consumo e digestibilidade de nutrientes, parametros ruminais e comportamento ingestivos de
borregos canulados no ramen, castrado, com peso médio de 29,5 kg, contemporarenos e
mesmo plantel. Foi utilizado como volumoso o feno moido de capim-Tifton (Cynodon spp.),
na relacdo volumoso:concentrado de 40:60, com base na matéria seca. Os animais foram
submetidos a trés tratamentos, sendo a dieta controle (sem residuo de propolis), com
acréscimo de 5g de residuo da extracdo de propolis/ kg MS da dieta (RP5) proporcionava
0,031 mg de flavonoides/kg MS da dieta e 0,021 mg de fenois totais/kg MS da dieta e a dieta
com 10 g de residuo da extracdo de propolis/ kg MS da dieta (RP10) continha 0,061mg de
flavonoides/kg MS da dieta e 0,041 mg de fendis totais/lkg MS da dieta. O RP10 teve um
maior consumo de matéria seca (921,88g) em relacdo ao controle (795,07g), além de
proporcionar melhor digestibilidade para FDA (0,5399), RP5 (0,4264) e controle (0,4543). A
producdo de nitrogénio amoniacal e pH afetada em funcdo do tempo. O RP10 pode ser viavel,
no entanto, necessita de mais estudos. No segundo experimento objetivou-se avaliar as
producdes de gas e taxa de degradacdo nas diferentes fracGes, utilizando a mesma dieta do
primeiro ensaio. A mensuracdo dos gases foi realizada por meio de um sensor de pressao
acoplado a um voltimetro, por 48 horas. Com o somatorio do volume de gés para cada tempo
de leitura, foram estabelecidas as curvas de producdo cumulativa dos gases. A cinética da
producdo cumulativa dos gases foi analisada empregando-se o modelo logistico
bicompartimental, O RP10 se mostrou mais eficiente (P<0,05) para degradacdo do somatorio
da fracdo de rapida e lenta degradacdo, tendo um total produzido 10,43 mi/100.MS, enquanto
que a dieta controle e RP5 tiveram uma producdo de 5,88 e 5,97 ml/100 MS, respectivamente,
indicando uma menor digestibilidade.

Palavras chaves: cinética, iondforo, producao de gas



Abstract

SAPATERRO, G.A. Residue of brown propolis extraction as additive in the diet of fistulated
sheep. 2012. 36 f. Dissertacdo - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2012.

Two experiments were conducted to evaluate the propolis alcoholic extraction residue in the
feeding of lambs. In the first experiment evaluated the effect of inclusion of alcoholic
extraction residue of propolis in the base diet of hay and concentrate on the nutrient intake
and digestibility, ruminal parameters and ingestivos behavior of cannulated lambs in the
rumen, neutered, with an average weight of 29.5 kg, contemporarenos and even squad.Was
used as bulky hay ground-Tifton grass (Cynodon spp.), bulky: concentrate ratio is between
40:60, on dry matter basis. The animals were subjected to three treatments, being the control
diet (no residue of propolis), with addition of 5 g of propolis extraction residue diet/kg DM
(RP5) provided 0.031 mg of flavonoids/kg MS diet and 0.021 mg of phenols totais/kg MS
diet and the diet with 10 g of propolis extraction residue diet/kg DM (RP10) contained 0,
061mg of flavonoids/kg MS diet and 0.041 mg of phenols totais/kg MS diet. The RP10 had a
higher dry matter intake (921, 88 g) compared to the control (795, 07 g), in addition to
providing better digestibility to ADF (0.5399), RP5 (0.4264) and control (0.4543). The
production of nitrogen ammonial and pH is affected as a function of time. The RP10 can be
viable, however, requires further studies. In the second experiment the objective to evaluate
the gas production and rate of degradation in the different fractions, using the same diet the
first test. The measurement of gases has been carried out by means of a pressure sensor
coupled to a voltmeter, for 48 hours. With the sum of the volume of gas for each reading time,
were established the cumulative gas production curves. The kinetics of cumulative gas
production was analyzed using the logistic model bicompartimental, the RP10 proved to be
more efficient (P 0.05) for degradation of the sum of the fraction of fast and slow degradation,
having a total produced 10,43ml/100g DM, while the control diet and RP5 had a production
of 5.88 5.97 ml/100 g DM, respectively, indicating a lower digestibility.

Keywords: kinetic, ionophore, gas production
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INTRODUCAO

Durante o processo de fermentacdo os ruminantes emitem metano que pode
representar perda em até 12% da energia bruta do alimento (Baker,1999), energia que
poderia ser usada pelo animal.

Estudos na area de nutricdo animal mostraram que a intensidade na emisséo de
metano proveniente da fermentacdo ruminal depende principalmente da categoria
animal, do consumo de alimento, tipo e quantidade de carboidrato na dieta, manipulagéo
da microflora ruminal (Berchielli et al. 2006).

Neste sentido, a utilizacdo de aditivos tem sido um recurso utilizado para
otimizar a producdo animal, com o objetivo de melhora no desempenho e reducdo da
poluicdo ambiental, por meio da atenuacao de perdas por aménia e metano (Berchielli et
al. 2006). Ha alguns anos, varias pesquisas tentam estabelecer adequada producédo
desses compostos, com alteracbes na composicdo da dieta ou uso de aditivos
zootécnicos, a exemplo dos iondforos, leveduras, fungos, antibidticos nédo-ionoforos,

lipidios insaturados, &cidos organicos e a propolis (Leopoldino, 2004).

1. Uso dos ion6foros como aditivo

Os ionoforos, principalmente a monensina, foram provavelmente os aditivos
mais pesquisados em dietas de ruminantes. Sdo conhecidos mais de 120 tipos de
ionoforos resultantes da fermentacdo de varios tipos de actinomicetos, produzidos
principalmente por bactéria do género Streptomyces, mas somente a monensina,
lasalocida, salinomicina e laidlomicina propionato sdo aprovados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para uso em dietas de ruminantes
(Berchielli et al., 2006).

Os iondforos melhoram o desempenho animal, principalmente devido as
alteracdes na fermentacdo ruminal, com alta efetividade contra bactérias gram-positivas
e pouca ou nenhuma atividade contra bactérias gram-negativas, devido ao fato de que
na camada lipidica externa estd presente a porina (canais de proteinas), com um
tamanho limite de aproximadamente 600 Dalton. A maioria dos iondforos € maior que
600 Dalton, ndo passando através das porinas (Nagajara et al., 1997). As bactérias
gram-positivas ndo possuem essa camada externa e a monensina pode penetrar

livremente na parece celular. Entretanto, a presenca de membrana externa ndo € um



absoluto critério para resisténcia, sendo que algumas bactérias gram-negativas séo
susceptiveis a altas concentracfes de iondforos (Nagajara & Taylor, 1987).

Os ionoforos sdo geralmente bacteriostaticos e ndo bactericidas (Nagajara &
Taylor, 1987), por meio da alteracdo do fluxo de cations através da membrana. A
monensina, por exemplo, faz o antiporte de sodio/potassio, decrescendo a concentracao
de potassio celular e o influxo de protons, resultando no abaixamento do pH
intracelular. Uma vez que o pH intracelular fica baixo, a monensina cataliza um efluxo
de prétons em mudanca com o sodio, entdo, para conter a queda de pH pelo influxo de
prétons e sodio, a célula transporta prétons para fora, através das bombas Na+/K+ e de
proton ATPase (Russell, 1987).

Inicialmente, a célula ainda continua sendo capaz de metabolizar a glicose, no
entanto, com o passar do tempo, ela diminui o metabolismo interno para sobreviver,
devido ao gasto de energia com as bombas de Na+/K+ e de proton ATPase, fazendo
com que ocorra um declinio de ATP intracelular. Com essa diminuicdo do ATP
intracelular, a célula se mantém em um estado de letargia, ou acaba morrendo (Russel &
Strobel, 1989).

Ricke et al. (1983) avaliaram a inclusdo dos ion6foros monensina e lasalocida,
na dosagem de 33 mg/kg MS da dieta e observaram melhora na eficiéncia alimentar na
presenca dos ionoforos,em ambos aditivos, no entanto, a monensina diminuiu o nivel de
amonia no rumen, enquanto, a lasalocida aumentou quando comparado a dieta controle.

Cabral et al. (1999), estudando os efeitos dos niveis de salinomicina na dieta de
ovinos submetidos em regime de confinamento por 62 dias, concluiram que o uso de até
28 mg/kg de salinomicina por um periodo de 62 dias proporciona melhoria da
conversdo alimentar em até 29,18% em ovinos confinados, quando comparados aos

niveis 7 e 14 mg/kg e dieta controle.

2. Efeito da monensina sédica sobre o desempenho animal

Aradujo et al. (2007) avaliaram o efeito do ion6foro adicionado concentrado, , nos
niveis de 0; 25; 50 e 75 mg de monensina/animal/dia, no desempenho de cordeiros,
quatro meses e peso médio vivo inicial de 17,85 kg, criados a pasto e verificaram que a
adicdo de monensina sédica nao afetou o consumo de concentrado e 0 ganho de peso
médio dos cordeiros. Em confinamento, Oliveira et al. (2007) administraram 28 mg de
monensina sodica por kg de MS consumida por ovinos e verificaram reducgdo

significativa no consumo de nutrientes; porém, sem alteracdo de digestibilidade.



Quatro ovinos da raca Suffolk canulados no rumen recebendo uma dieta com
50% volumoso e 50% concentrado com a inclusdo de 25 mg de monensina/dia, levedura
20x10° UFC/g , 25 mg de monensina/dia + levedura 20x10° UFC/g, e sem a includo de
aditivo, ndo apresentaram alteracdes no consumo, digestibilidade e pH ruminal, mas
houve aumento da producdo de propionato em animais que receberam monensina e a
associacéo entre levedura e monensina (Haddad & Goussous, 2005).

No marco da politica de seguranca alimentar e criacdo da agéncia de seguranca
alimentar (EFSA) a Unido Européia, a partir do ano 2006, proibiu o uso de aditivos ou
antibioticos como avilacina, flavofosfolipol, monensina sédica e salinomicina sodica na
alimentacdo animal, assim como a entrada de produtos provenientes de animais
alimentados com estes aditivos. Desta forma, existe a necessidade de desenvolver
pesquisas sobre aditivos naturais com efeitos semelhantes que ndo coloquem em risco a

salde do consumidor ou do ambiente (Valero, 2010).

3. Uso da propolis como aditivo

Propolis é 0 nome genérico para a substancia resinosa de composi¢cdo complexa
coletada pelas abelhas, a partir dos mais heterogéneos tipos de plantas. A palavra
propolis é derivada do grego pro que significa em defesa de, e polis, cidade, isto €, em
defesa da cidade ou da colméia (Marcucci, 1996; Burdock, 1998). A prépolis € coletada
por abelhas a partir de diversas partes das plantas como brotos, botGes florais, casca e
exsudatos resinosos.

As propriedades bioldgicas da propolis estdo diretamente ligadas a sua
composicdo quimica, e esta possivelmente € o maior problema para sua utilizacdo em
fitoterapia, tendo em vista que a sua composicdo quimica varia com a flora da regido,
época da colheita, fatores que exerce enorme importancia nas propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas (Adelmann, 2005).

A técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM)
detectou aproximadamente 150 componentes quimicos (Burdock, 1998). A prépolis €
considerada uma das misturas mais heterogéneas encontradas em fontes naturais, e mais
de 300 constituintes ja foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras
de propolis (Burdock, 1998).

Os principais compostos quimicos isolados da prépolis até 0 momento podem
ser organizados em alguns grupos principais como: acidos e ésteres alifaticos, acidos e

ésteres aromaticos, acgucares, alcodis, aldeidos, acidos graxos, aminoacidos, esteroides,



cetonas, flavonoides (flavonas, flavondis e flavononas), terpenoides, proteinas,
vitaminas B, B;, Bs, C, E, bem como diversos minerais. De todos esses grupos de
compostos, certamente 0 que mais vem chamando a atencdo dos pesquisadores sdo 0s
flavonoides (Havsteen, 1983).

Flavondide é um dos principais grupos fenolicos presentes na propolis, sendo
apontado como fator principal na estimativa da qualidade da propolis (Kosalec et al.,
2004). A caracteristica estrutural basica dos flavonoides é o nucleo flavona, que consiste
em dois anéis de benzeno ligados por meio de um anel pirano heterociclico (Cushnie &
Lamb, 2005). Apesar da estrutura relativamente homogénea desses compostos, 0S
flavondides inibem um grande numero e variedade de enzimas eucariéticas, devido a
interacdo entre as enzimas e as diferentes partes da molécula do flavondide (Havsteen,
1983; Cushnie & Lamb, 2005).

OH

HO OH

OH OH
OH 0]

Figura 01. Estrutura quimica do flavonoide (Trouillas, 2004).

O extrato de propolis possui atividade antibacteriana especialmente contra
bactérias gram-positivas (Mirzoeva et al., 1997). Vargas et al. (2004) também
observaram atividade antibacteriana da propolis em solucdo alcoolica a 50% em
isolados bacterianos gram positivas (81) e gram negativas (80) demonstrando maior
sensibilidade dos isolados gram positivos (92,6%) do que gram negativos (42,5%)
avaliados. Esta atividade é relacionada a presenca de flavondides, acidos aromaticos e
ésteres presentes na resina (Burdock, 1998).

Vérias propriedades tém sido atribuidas a propolis, como atividade antimicrobiana
(Gonsales et al., 2006), anti-fungica (Longhini et al., 2007), antiinflamatoria (Montpied
et al., 2003), cicatrizante (Ghisalberti, 1979), anestésica (Burdock, 1998),
anticariogénica (Park et al., 1998a), anticarcinogénica (Menezes, 2005), antioxidante
(Park et al., 1998b), dentre outras.

Por tais motivos, a propolis tem sido utilizada pelas industrias farmacéutica e

alimenticia na forma de alimentos funcionais. O Brasil € um dos maiores exportadores
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de propolis para Japdo, Estados Unidos e Europa e com objetivo de padronizar tal
produto, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento aprovou regulamento

técnico de identidade e qualidade de propolis e extrato de prépolis (Brasil, 2001).

4. Efeito da prdpolis sobre a produc¢éo animal

Broudiscou et al. (2000) avaliaram treze extratos vegetais, selecionados pela alta
concentracdo de flavonoides, os quais, foram incluidos em dietas a base de aveia e feno
com a relacdo volumoso e concentrado de 50: 50, observaram que a prépolis aumentou
a producdo de propionato (fonte de energia) em 10,3% e diminuiu a populagdo de
protozoarios.

Stradiotti Jr et al. (2004a) observaram que a prépolis foi eficiente em inibir a
atividade de desaminacgdo pelos microrganismos ruminais tanto in vitro quanto in vivo.
Em outro trabalho, Stradiotti Jr et al. (2004b) observaram que o extrato de prépolis
inibiu a produgdo de gases in vitro, mas ndo alterou a ingestdo de matéria seca, pH,
producdo de aménia e concentracdo de proteina microbiana no liquido ruminal de
bovinos.

Em cabras leiteiras, Lana et al. (2005) avaliaram a inclusdo de éleo de soja e
extrato etanolico de propolis no concentrado utilizado e ndo relataram interferéncia do
extrato de propolis sobre consumo, digestibilidade, producdo e composicdo de leite,
assim como parametros de fermentacéo ruminal.

Prado et al (2010) utilizaram quatro bufalos mesticos castrados, canulados no
ramen com peso médio corporal inicial de 459,3 kg, submetidos a dietas com relagdo
volumoso:concentrado de 80:20, controle (sem aditivo), ou com 2g de monensina
sodica/animal/dia e com os produtos contendo prépolis (LLOS), sendo que, as
concentracdes de propolis avaliadas foram 0,036 mg de flavonoides/animal/dia
(LLOSC1) e de 0,022 mg de flavonoides/animal/dia (LLOSB3) e néo verificaram efeito
no consumo de matéria seca e demais nutrientes, além dos nutrientes digestiveis totais.

Valero (2010), trabalhando com bovinos confinados recebendo dietas composta
por 50% volumoso e 50% concentrado, com a adicdo de 250mg de
monensina/animal/dia ou 35 mg de flavondide/animal/dia do produto a base de prépolis,
contendo 0,036 mg de flavonoide/g do produto, observou diminuicdo de consumo de
matéria seca e melhora na eficiéncia alimentar dos animais submetidos aos aditivos, em

relagdo dieta controle.



Daniel (2011) avaliou cinco bovinos mesticos (Zebu x Holandés) castrados
canulados no rimen, com peso corporal médio 437,04 kg, alimentados com dieta com
60% de silagem de milho e 40% de concentrado fornecida em 2% do peso corporal,
acrescidas de produtos a base de propolis LLOSC1 (15,09 mg de
flavonoides/animal/dia), LLOSC1+ (30,18 mg de flavonoides/animal/dia), LLOSC1++
(45,27 mg de flavondides /animal/dia) e LLOSC1l+++ (60,36 mg de
flavondides/animal/dia) e observaram que a adicdo das doses crescentes do produto a
base de propolis LLOS C1 na dieta ndo alteraram os parametros digestivos, cinética de
transito de solidos e liquidos e eficiéncia de sintese microbiana.

itavo et al. (2011) estudaram a inclusdo de extrato de propolis marrom (20,2 mg
de flavondides/animal/dia) e verde (67,0 mg de flavonoides/animal/dia), na dosagem de
15 ml/animal/dia, em dietas de cordeiros confinados e verificaram que animais
submetidos a prépolis marrom apresentaram consumo de matéria seca, conversdo
alimentar e eficiéncia alimentar semelhante aos animais submetidos a monensina
sodica.

Silva (2011), utilizando cordeiros com sete meses de idade e peso médio inicial de
24,36 kg submetidos ou ndo ao uso de aditivos alimentares: prépolis marrom bruta
(0,142 mg de flavonbides/kg MS) ou em extrato (17,88 mg de flavondides/kg MS),
monensina sodica (31,8 mg/kg MS) e controle, respectivamente, ndo observou efeito
dos tratamentos sobre ganho de peso, consumo de matéria seca e conversdo alimentar.

Simioni (2011), utilizando cinco bovinos castrados, com peso corporal médio
295,00 kg, fistulados no rumen. Os animais foram distribuidos em Quadrado Latino
(5x5), recebendo uma dieta, restrita a 2,1% do peso corporal, composta por 47% de
silagem de milho e 53% de concentrado, e acrescidas com monensina sodica, produto a
base de prépolis, com diferentes niveis de flavonodides, LLOS Bl+ (34,74
mg/dia/animal), LLOS C1+ (30,18 mg/dia/animal) e LLOS Cl++ (45,27
mg/dia/animal) e ndo verificaram semelhanca entre os produtos e a monensina.

Zawadzki et al. (2011) observaram que a adicdo de produto a base de propolis
aumentou o ganho em peso e melhorou a eficiéncia alimentar, em 20%, em bovinos
Nelore terminados em confinamento e alimentados com uma dieta com 50% de
volumoso (silagem de milho) e 50% de concentrado.

Em teste com os produtos a base de propolis (LLOS) e lasalocida, Pontara et al.
(2011) observaram que ndo houve efeito da substituicdo do iondforo pelos diferentes

produtos a base de prépolis sobre o desempenho, conversdo alimentar e digestibilidade



das racOes, sugerindo que os produtos a base de propolis podem substituir 0 uso de

lasalocida sodica em bezerras.

5. Uso do residuo da extracgdo da propolis

Santos et al. (2003) avaliaram o residuo da extracdo da propolis sobre o
desempenho de frangos de corte e concluiram que a adicdo de 2,86% de residuo da
extracdo da prépolis aumentou o0 ganho de peso na fase de 1 a 21 dias e reduziu, com
piora na conversao alimentar na fase de 21 a 42 dias.

Heimbach et al. (2009) testando o efeito antimicrobiano do residuo da extracdo
das propolis verde e marrom sobre a contagem de unidades formadoras de colbnia
(UFC) observaram efetividade sobre Escherichia coli, enquanto que o residuo do
extrato de propolis verde, recebendo 0,59, concentracdo afetou o crescimento de
Staphylococcus aureus.

H4& inumeros estudos avaliando os efeitos do extrato alc6olico da propolis como
forma de aditivos para ruminantes, no entanto, o elevador valor do alcool de cereais
pode inviabilizar a utilizacdo (itavo et al. 2008), entdo, torna-se importante o estudo
acerca das possibilidades de uso do residuo da extragdo de prépolis.

Devido a escassez de estudos cientificos sobre a caracterizacdo da composicao
quimica ou utilizacdo do residuo de propolis na alimentacdo animal, a busca por uma
aplicabilidade desse residuo se torna importante.

Nesse contexto a realizacdo do presente trabalho, apoiado pela FUNDECT,
processo N° 15725.291.1716.2511.2009, teve como objetivo caracterizar quimicamente
o residuo da extracdo de propolis marrom e identificar os efeitos da sua adicdo na dieta
de ovinos fistulados. Os resultados obtidos foram abordados nos artigos denominados
“Efeito do residuo de extragdo da propolis sobre comportamento ingestivo,
digestibilidade aparente e parametros ruminais de ovinos”, “Efeito do residuo da
extracdo de propolis marrom sobre a producéo de gas e degradacdo in vitro”, redigidos

de acordo com as normas editoriais do periddico Revista Brasileira de Zootecnia.
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EFEITO DO RESIDUO DA EXTRACAO DE PROPOLIS MARROM SOBRE O
COMPORTAMENTO INGESTIVO, PARAMETROS RUMINAIS E
DIGESTIBILIDADE EM BORREGOS FISTULADOS.

RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito do inclusdo do residuo da extracdo alcodlica
da prépolis em dieta a base de feno e concentrado, sobre o consumo e digestibilidade de
nutrientes, parametros ruminais e comportamento ingestivos de borregos. Foram
utilizados quatro borregos cruzados texel, canulados no rumen, castrado, com peso
médio de 29,5 kg, contemporaneos e mesmo plantel. Foi utilizado como volumoso o
feno moido de capim-Tifton (Cynodon spp.), na relacdo volumoso:concentrado de
40:60, com base na matéria seca. Os animais foram submetidos a trés tratamentos,
sendo a dieta controle (sem residuo de prépolis), com acréscimo de 5g de residuo da
extracdo de propolis/ kg MS da dieta (RP5) proporcionava 0,031 mg de flavonoides/kg
MS da dieta e 0,021 mg de fendis totais/kg MS da dieta e a dieta com 10 g de residuo da
extracdo de prépolis/ kg MS da dieta (RP10) continha 0,061mg de flavonoides/kg MS
da dieta e 0,041 mg de fendis totais/kg MS da dieta. O RP10 teve um maior consumo de
matéria seca (921,88g) em relacdo ao controle (795,079), além de proporcionar melhor
digestibilidade para FDA (0,5399), RP5 (0,4264) e controle (0,4543). A producdo de
nitrogénio amoniacal e pH afetada em funcdo do tempo. O RP10 pode ser viavel, no
entanto, necessita de mais estudos.

Palavras-chave: confinamento, compostos fendlicos, ionoforo, nitrogénio amoniacal
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EFFECT OF RESIDUE OF BROWN PROPOLIS EXTRACTION ON THE
INGESTIVO BEHAVIOR, RUMEN AND DIGESTIBILITY PARAMETERS IN
FISTULATED LAMBS.

ABSTRACT: It was aimed to evaluate the effect of the inclusion of alcoholic
extraction residue of propolis in the base diet of hay and concentrate on the nutrient
intake and digestibility, ruminal parameters and ingestivos behavior of lambs. Four
cross-texel lambs were used, in the rumen cannulated, neutered, with an average weight
of 29.5 kg, contemporaries and even squad. Was used as bulky hay ground-Tifton grass
(Cynodon spp.), bulky: concentrate ratio is between 40:60, on dry matter basis. The
animals were subjected to three treatments, being the control diet (no residue of
propolis), with addition of 5 g of propolis extraction residue diet kg DM (RP5) provided
0.031 mg of flavonoids/kg DM diet and 0.021 mg of phenols totais/kg DM diet and the
diet with 10 g of propolis extraction residue diet kg DM (RP10) contained 0, 061mg of
flavonoids/kg DM diet and 0.041 mg of phenols totais/kg DM diet. The RP10 had a
higher consumption of dry matter (921, 88 g) compared to the control (795, 07 g), in
addition to providing better digestibility to ADF (0.5399), RP5 (0.4264) and control
(0.4543). The production of ammonia and nitrogen affected pH as a function of time.
The RP10 can be viable, however, requires further studies.

Keywords: feedlot, phenolic compounds, ionophore, ammoniacal nitrogen
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Introducéo

O metano é produzido pelos ruminantes durante o processo de fermentag&o,
podendo representar uma perda em até 12% da energia bruta do alimento (Baker,1999).
Estudos na area de nutricdo animal mostraram que a intensidade na emissao de metano
proveniente da fermentacdo ruminal devido a dieta ou conforme a manipulacdo da
microflora ruminal (Berchielli et al., 2006).

Os aditivos tem sido utilizados para otimizar a produgdo animal. No caso dos
ruminantes, o objetivo € melhorar o desempenho, evitar distdrbios metabdlicos, e
reduzir a poluicdo ambiental, por meio da diminuicdo de perdas por amdnia e metano.
Esses objetivos podem ser alcangados pela manipulacdo da fermentagdo ruminal, onde o
processo de otimizagdo ocorre em funcdo da alimentacdo e do uso de compostos
quimicos para modificacdo da fermentacdo ruminal (Zeoula et al., 2008).

Propolis é o produto oriundo de substancias colhidas pelas abelhas, nas quais as
abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e polen para elaboragdo final do produto
(Brasil, 2001). Ja foram identificados mais de 300 compostos quimicos na propolis,
entre eles flavondides, &cidos graxos, &cidos aromaticos, entre outros (Pereira et al.,
2002). O maior grupo é dos flavondides (flavonas, flavonois, flavononas,
dihidroflavonais), os quais sdo descritos como principais responsaveis pela atividade
antimicrobiana (Havsteen, 1983).

Vérias propriedades tém sido atribuidas a prépolis, como atividade
antimicrobiana (Gonsales et al., 2006), antifingica (Longhini et al., 2007),
antiinflamatdria (Montpied et al., 2003), dentre outras. Por tal motivo, tem sido ampla a
utilizacdo do extrato na industria farmacéutica e alimenticia como um alimento
funcional.

Stradiotti Jr. et al. (2004) estudaram a acdo do extrato de propolis sobre a
fermentacdo in vitro de diferentes alimentos, pela técnica de producdo de gases, e
apontaram que a propolis foi eficiente em inibir a producdo de gases in vitro pelos
microrganismos ruminais, com aumento da taxa de digestdo especifica de carboidratos.

Em cabras leiteiras, Lana et al. (2005) avaliaram a inclusdo de 6leo de soja e
extrato etanolico de propolis no concentrado utilizado na alimentacdo de cabras e ndo
relataram interferéncia do extrato de préopolis sobre consumo, digestibilidade, producao

e composicédo de leite, assim como nos parametros de fermentacao ruminal.
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Heimbach et al. (2009), em estudos preliminares, verificaram efetividade dos
residuos da extracdo hidro-alcodlica de prépolis verde e marrom na limitacdo do
crescimento de Escherichia coli, sendo que altas concentragdes do residuo do extrato de
prépolis verde foram efetivas na inibi¢do do crescimento de Staphylococcus aureus.

Devido a escassez de estudos cientificos sobre a caracterizacdo da composicao
quimica ou utilizacdo do residuo de propolis na alimentacéo animal, objetivou-se avaliar
o efeito do residuo da extracdo da prépolis marrom na dieta de ovinos canulados sobre o

comportamento ingestivos, parametros ruminais e digestibilidade de nutrientes.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Campo Grande — MS. Foram
utilizados quatro borregos cruzados Texel de doze meses de idade, canulados no rumen,
castrado, com peso médio de 29,5 kg, contemporaneos e de mesmo plantel. Os animais
foram alojados em galp&o coberto provido de baias individuais de 3m?, com piso ripado,
providas de comedouro e bebedouro, com acesso irrestrito a &gua e mistura mineral.

A alimentacdo foi fornecida e corrigida diariamente em dois periodos as 8h00,
quando recebiam 60% da dieta do dia, e as 16h00, 40% da dieta do dia, na forma de
racao total, com ajuste do fornecido para obtencéo de sobras de aproximadamente 10%,
caracterizando fornecimento ad libitum.

O volumoso utilizado foi o feno moido de capim-Tifton (Cynodon spp.), na
relacdo volumoso:concentrado de 40:60, com base na matéria seca. A composi¢do do
concentrado e feno encontra-se na Tabela 1. O concentrado, a base de farelo de soja e
fuba de milho, formulado para atender as exigéncias nutricionais de cordeiros para um
ganho de peso estimado em 200 g/dia, com base no NRC (2007).

Os animais foram submetidos a trés tratamentos, sendo eles: sem incluséo de
aditivo na dieta, acréscimo de 5g de residuo da extracdo de prépolis/ kg MS da dieta
(RP5); acréscimo de 10 g de residuo da extracdo de propolis/ kg MS da dieta (RP10),
perfazendo niveis crescentes de incluséo.

O periodo experimental teve duracdo de 84 dias, divididos em quatro periodos
de 21 dias, sendo cada periodo, constituido por 14 dias de adaptacdo e sete dias de
coleta de amostra e dados. Os animais foram pesados inicialmente e ao final de cada

periodo, apds jejum de sélidos por 16 horas, para acompanhamento do peso corporal.
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Tabela 1 - Composicéo quimica dos alimentos e da racdo total misturada

Nutrientes Volumoso Concentrado® Racéo Total
Matéria Seca - MS (g/kg MN) 886,40 836,40 856,40
Matéria Orgéanica (g/kg MS) 927,61 932,30 930,42
Proteina Bruta (g/kg MS) 148,20 244,40 205,90
Fibra em Detergente Neutro g/kg MS 747,75 276,30 464,88
Fibra em Detergente Acido g/lkg MS 401,12 109,60 126,20
Extrato Etéreo g/kg MS 16,90 24,70 22,60
Carboidratos Totais g/kg MS 764,40 663,20 703,70
Carboidratos Nao Fibrosos g/kg MS 16,70 386,90 238,80

YIngredientes: 517 g/kg MS de fubé de milho, 472 g/kg MS de farelo de soja, 1 g/kg MS de premix
mineral

As amostras do fornecido, sobras e fezes foram pré-secas em estufa de
ventilagdo forgada, a 55°C por 96 horas, e trituradas em moinhos com peneira com
crivos de 1 mm. As amostras foram analisadas quanto aos teores de matéria seca (MS),
matéria organica (MO), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA) e extrato etéreo (EE), segundo metodologias descritas por Silva
& Queiroz (2002). Os carboidratos totais (CT) foram obtidos pela equacdo: 100 - (%PB
+ %EE + %Matéria Mineral), enquanto os carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram
obtidos pela diferenca entre CT e FDN (Sniffen et al., 1992). A densidade energética
das dietas experimentais, expressa em nutrientes digestiveis totais (NDT) foi
determinada segunda formula recomendada pelo NRC (2001): NDT(%) = PBD + 2,25 x
EED + CNFD + FDND, em que PBD, EED, CNFD e FDND significam: proteina bruta
digestivel, extrato etéreo digestivel, carboidratos ndo fibrosos digestiveis e fibra em
detergente neutro digestivel, respectivamente, cujo os coeficientes de digestibilidade
foram determinados neste experimento.

O residuo da extracdo da prépolis marrom foi obtido por meio do processamento
da propolis marrom proveniente de pasto apicola de alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia) e de assa-peixe (Vernonia polyanthes). Para obtencdo do extrato de
prépolis, foram utilizados 30 g de prdpolis marrom bruta triturada em 100 mL de
solucdo etanolica (70 v/v) de alcool de cereais, por um periodo de 10 dias de extracdo
(Stradiotti Jr. et al., 2004), sendo que apds a filtragem obteve-se o residuo da extragdo
da propolis marrom.

O residuo da extracdo da propolis marrom foi analisado quanto aos teores de

umidade, matéria mineral, residuo insolavel em metanol, cera, residuo seco (sélidos
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soltveis em metanol), flavondides e fendis totais (Tabela 2), estes por colorimetria
tendo, respectivamente, quercetina e acido galico como padrdes, de acordo com Funari
& Ferro (2006). A administracdo de 5g de residuo da extracdo de prépolis/lkg MS da
dieta (RP5) proporcionava 0,031 mg de flavonodides/kg MS da dieta e 0,021 mg de
fenois totais/kg MS da dieta e a dieta com 10 g de residuo da extracdo de propolis/ kg
MS da dieta (RP10) continha 0,061mg de flavonoides’kg MS da dieta e 0,042 mg de
fendis totais/kg MS da dieta.

Tabela 2 - Composic¢do quimica do residuo da extragdo da propolis marrom

Item Residuo da extracdo da prépolis marrom

Cinzas (g/lkg MS) 50,31
Perda por dessecacao (g/kg) 163,59
Residuo insoluvel em metanol (g/kg MS) 887,86
Cera (g/kg MS) 74,27
Residuo seco-RS (g/kg MS) 17,78
Fendis totais (mg/g RS) 0,24

Flavonoides totais (mg/g RS) 0,35

Para avaliacdo da digestibilidade foi utilizado o método de coleta total de fezes,
realizado por meio de bolsas coletoras, diariamente, no periodo de 5 dias, sendo
manualmente retiradas antes da alimentacdo, homogeneizadas, quantificadas e
amostradas em 10% do total excretado. Assim como o material fornecido e as sobras, as
fezes amostradas e quantificadas a cada periodo formaram amostras compostas em cada
tratamento, proporcionalmente por animal. As amostras foram devidamente
acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e congeladas (-20 °C), para posteriores
anélises

Para determinacdo do pH e nitrogénio amoniacal (N-NHs), o fluido ruminal foi
coletado via canula ruminal, nos tempos zero, 2, 4, 6 e 8 horas apos a alimentacao da
manhd. O pH foi determinado imediatamente apds a coleta. Aproximadamente 50 mL
foram acidificados com 1 mL de &cido sulfurico 1:1 para posterior determinacdo das
concentracdes de N-NHs;. A dosagem de aménia nas amostras de liquido ruminal
filtrado foi determinada conforme Preston (1995).

As avaliacbes de comportamento foram realizadas a cada 21 dias, em quatro
periodos. A coleta de dados foi realizada em sessdes de 24 horas consecutivas, iniciando
as oito horas da manh&, com a primeira alimentacdo dos animais, até oito horas do dia
seguinte, com o novo fornecimento, totalizando 96 horas de observacgdo por animal. A

coleta de dados quantitativos sobre os padrdes basicos de comportamento ingestivo dos
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ovinos, foram baseados na amostragem de varredura instantanea ou esquadrinhamento,
segundo Altmann (1974) e Martin & Bateson (1993).

As categorias comportamentais utilizadas no estudo séo apresentadas na Tabela
3. Como critério preferencial, foi utilizado varredura de 1 minuto com intervalo de 10
minutos, continuamente ao longo de 24 horas, com anotacdo de hora e atividade do
animal em planilha.

Tabela 3 - Categorias basicas de comportamento usadas no presente estudo (Etograma)

Item Categoria Descrigdo

1 Consumo de alimento  Observado no ato de consumo de alimento

2 Ocio Observado parados, sem outra atividade aparente
3 Ruminacéo Observado em ruminacéo

4 Atividade Observado em interacdo com ambiente

5 Ingestdo de agua Observado bebendo adgua

Os dados de consumo, digestibilidade aparente dos nutrientes e comportamento
ingestivo foram submetidos a analises de variancia, e as médias comparadas pelo teste
Tukey, em nivel de 10% de significancia. Os parametros ruminais foram avaliados
como parcelas subdivididas (tempo) e o modelo de regressdo multiplas com efeito do
tratamento e do tempo.

Resultados e Discussdes

Os consumos de matéria seca (CMS), matéria organica (CMO), proteina bruta
(CPB), fibra em detergente neutro (CFDN), fibra em detergente acido (CFDA),
carboidratos totais (CCT) e nutrientes digestiveis totais (CNDT) em gramas por dia
(Tabela 4) foi superior para a dieta que recebia 10g de residuo de propolis/kg MS da
dieta (RP10), quando comparado com a dieta controle. No entanto, a dieta com 5g de
residuo de propolis/kg MS da dieta (RP5) foi semelhante aos demais tratamentos.

O maior consumo de matéria seca e demais nutrientes, em g/dia dos animais que
receberam 10 g de residuo de extracdo propolis na dieta (Tabela 4) também foi descrito
por itavo et al. (2011), que verificaram maior consumo médio diario em cordeiros
recebendo 15 ml/dia de extrato de propolis verde em comparacdo aos que recebiam
monensina. O aumento no consumo pode ser atribuido a concentracdo de flavonodides e
fenois remanescentes no residuo da extracdo da propolis, compostos estes que por acdo
antimicrobiana seletiva pode ter propiciado uma melhoria no padrdo de fermentagéo

ruminal e digestéo do alimento.
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Tabela 4 - Médias e erros padrdo das médias dos pesos inicial e final e consumos de
matéria seca (CMS), matéria organica (CMO), proteina (CPB), extrato etéreo (CEE),
fibra em detergente neutro (CFDN), fibra em detergente &cido (CFDA), carboidratos
totais (CCT) e nutriente digestiveis totais (NDT) em gramas por dia (g/dia) e em gramas
por quilogramas de peso corporal (g/kg de PV).

Tratamentos®
Controle RP5 RP10 EPM P

PV inicial 29,122 28,612 29,812 0,47 NS
PV final 31,372 30,88? 31,76° 0,53 NS
CMS (g/dia) 795,07° 835,42%° 921,882 21,99 0,04296
CMO (g/dia) 740,69" 778,10 859,982 20,57 0,04099
CPB (g/dia) 169,65° 179,07 194,672 4,80 0,08246
CEE (g/dia) 19,25 18,952 20,962 0,51 0,24832
CFDN (g/dia)  348,21° 364,43% 409,822 9,73 0,01919
CFDA (g/dia)  155,13° 167,08% 189,612 5,75 0,03403
CCT (g/dia) 551,79" 580,08% 644,352 15,39 0,03130
CNDT (g/dia)  580,32° 576,18% 665,142 15,14 0,02021

Consumo de nutrientes (g/kg PV)
CMS (g/kgPC) 26,712 28,26° 30,50° 0,88 0,19161
CMO (g/kgPC) 24,892 26,322 28,45 0,82 0,18584
CPB (g/kgPC) 5,692 6,06 6,46° 0,20 0,26672
CEE (g/kgPC) 0,65? 0,652 0,69° 0,02 0,19581
CFDN . 2 a
(@/kgPC) 11,60 12,33 13,57 0,39 0,12122
CFDA . . a
(@/kgPC) 5,22 5,67 6,29 0,23 0,13827
CCT (g/kgPC) 18,542 19,612 21,30 0,61 0,15789
CNDT . 2 a
(@kgPC) 19,94 19,73 20,18 0,68 0,26527

"Médias seguidas por letras minGsculas distintas, na mesma linha, diferem entre si pelo
teste Tukey (p<0,10). RP5 = 5g de residuo de propolis’/kg MS da dieta (RP5) ou 0,031
mg de flavonoides/kg MS da dieta; RP10= 10g de residuo de propolis/kg MS da dieta
ou 0,061mg de flavonoides/kg MS da dieta; FDN = Fibra em Detergente Neutro; FDA =
Fibra em Detergente Acido; CT = Carboidratos Totais; NDT = Nutrientes Digestiveis
Totais

Entretetando, as dietas com inclusdo do residuo de prépolis, RP5 e RP10, ndo
promoveram diferencas no consumo dos nutrientes, quando avaliados em g/Kg PC.

Prado et al. (2010) utilizaram quatro bafalos mesticos castrados, canulados no
ramen, submetidos a dietas com relagdo volumoso:concentrado de 80:20 e acrescido ou
ndo dos aditivos monensina sodica (2g/animal/dia), 0,018 mg de flavonoides (produto a
base de propolis LLOSC1) e 0,011 mg flavonodides (produto a base de propolis

LLOSB3) e ndo verificaram efeito para o consumo de nutrientes.
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Entretetando, as dietas com incluséo do residuo de propolis, RP5 e RP10, ndo
promoveram diferencas no consumo dos nutrientes, quando avaliados em g/Kg PC.

Prado et al. (2010) utilizaram quatro bafalos mesticos castrados, canulados no
riamen, submetidos a dietas com relagdo volumoso:concentrado de 80:20 e acrescido ou
ndo dos aditivos monensina sddica (2g/animal/dia), 0,018 mg de flavondides (produto a
base de prépolis LLOSC1) e 0,011 mg flavondides (produto a base de prépolis
LLOSB3) e ndo verificaram efeito para o consumo de nutrientes.

Também Daniel (2011), ndo encontrou diferenca significativa para o consumo
de mateéria seca por bovinos mesticos castrados, canulados no rimen, submetidos a uma
dieta restria em 2% do peso corporal (60% de silagem de milho e 40% de concentrado)
acrescida de produto a base de prépolis (LLOSCL ou 1509 mg de
flavonoides/animal/dia, LLOSC1+ ou 30,18 mg de flavondides/animal/dia, o
LLOSC1++ ou 45,27 mg de flavondides /animal/dia e o LLOSC1+++ ou 60,36 mg de
flavondides /animal/dia).

Valero (2010), trabalhando com bovinos confinados recebendo dieta com
relacdo volumoso:concentrado de 50:50, com a adicdo de 250 mg de
monensina/animal/dia ou 35 mg de flavonoides/animal/dia do produto a base de
prépolis (0,036 mg de flavonoide/g do produto), observou que apresenca do extrato de
propolis acarretou a diminuicdo do CMS e melhora na eficiéncia alimentar, em relacéo
dieta controle.

Silva (2011), utilizando borregos com sete meses, peso médio inicial de 24,36
kg, submetidos ou ndo ao uso de aditivos alimentares prépolis marrom bruta (0,142 mg
de flavondides/kg MS) ou em extrato (17,88 mg de flavonoides/kg MS), monensina
sodica (31,8 mg/kg MS) nédo observou efeito dos tratamentos sobre consumo de matéria
seca.

Em relacéo a digestibilidade aparente dos nutrientes, (Tabela 5), RP10 mostro -
se maiores, em relacdo ao RP5, digestibilidade de matéria seca (DMS), matéria organica
(DMO), proteina bruta (DPB) e fibra em detergente neutro (DFDN), mas ndo foi
significativo para a dieta controle. A digestibilidade da fibra em detergente acido
(DFDA) foi superior para 0 RP10 em relacdo aos demais tratamentos, sendo que a
maior digestdo da fracdo fibrosa do alimento reduz a limitag&o fisica de consumo, o que
também pode ter contribuido com 0 aumento na ingestdo de nutrientes pelos animais.

A maior digestibilidade do extrato etéreo foi obtida na dieta controle. A menor

digestibilidade do EE nos tratamentos RP5 e RP10, pode estar associado a presenca da
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cera no residuo que € rico em n-alcanos de cadeia longa, comprimento das cadeias varia
de 21 a 37 carbonos. N-alcanos com mais de 33-35 carbonos apresentam baixa
digestibilidade e s&o recuperaveis nas fezes, podendo ser utilizado como indicadores de
consumo e digestibilidade.

Tabela 5 — Médias e erros padrdo das médias dos coeficientes de digestibilidade
aparente de matéria seca (DMS), matéria organica (DMO), proteina (DPB), extrato
etéreo (DEE), fibra em detergente neutro (DFDN), fibra em detergente acido (DFDA),
carboidratos totais (DCT) e nutriente digestiveis totais (NDT), em funcdo dos
tratamentos.

Tratamentos®

Controle RP5° RP10° EPM P
DMS 0,7755ab 0,7591b 0,78812 0,53 0,09277
DMO 0,7740ab 0,7443b 0,77842 0,66 0,08609
DPB 0,75502 0,7159b 0,76932 0,68 0,00444
DEE 0,65302 0,4534b 0,4550b 2,76 0,00153
DFDN 0,6578? 0,6128b 0,68922 0,91 0,00244
DFDA 0,4543b 0,4264b 0,53992 1,51 0,00452
DCT 0,76592 0,74262 0,77522 0,72 Ns
DNDT 0,72842 0,6928b 0,72762 0,70 0,07177

"Médias seguidas por letras minGsculas distintas, na mesma linha, diferem entre si pelo
Teste Tukey (p<0,10). ’RP5 = 59 de residuo de prépolis/kg MS da dieta (RP5) ou 0,031
mg de flavonoides/kg MS da dieta; >RP10= 10g de residuo de prépolis/kg MS da dieta
ou 0,061mg de flavonoides/kg MS da dieta.

MAYES et al. (1988) avaliaram ovinos com céanulas no rimen e tipo "T" no
duodeno e ileo terminal, para estudar a digestdo e metabolismo de n-alcanos naturais da
dieta e sintéticos fornecidos (C28, C32 e C36). Eles encontraram pouco
desaparecimento dos alcanos da dieta no ramen, ceco e colon, ocorrendo apenas no
intestino delgado.

Simioni (2011), utilizou cinco bovinos castrados, com peso corporal médio 295
kg, canulados no ramen, submetidos a uma dieta composta por 47% de silagem de
milho e 53% de concentrado, acrescida de aditivos alimentares: monensina sodica e
produtos a base de prépolis, com diferentes niveis de flavonoides: LLOS B1+ (34,74
mg/dia/animal), LLOS C1+ (30,18 mg/dia/animal) e LLOS Cl++ (45,27
mg/dia/animal) e constatou que somente a monensina apresentou maiores
digestibilidade da MS, MO e EE, em relacdio a dieta com 34,74 mg de
flavondides/dia/animal, e PB, em relacdo a dieta com 30,18 mg de
flavondides/dia/animal.

Zawadzki et al. (2011) observaram em bovinos nelore terminados em

confinamento e alimentados com uma dieta com 50% de volumoso (silagem de milho) e
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50% de concentrado, que a adicdo 35 gramas do produto a base de prépolis contendo
0,054 mg de flavonoides/g aumentou a digestibilidade, além de promover maior ganho
de peso e eficiéncia alimentar, com diferencial de 20% sobre a dieta controle e
monensina.

Em relacdo aos parametros ruminais, (Tabela 6), os animais submetidos ao RP10
apresentou pH mais elevado (6,52), em relagdo ao controle (6,3) e RP5 (6,26), antes da

alimentacédo. Para os demais tempos de coleta ndo houve efeito entre os tratamentos.

Tabela 6 — Médias e erros padrdo das médias do Nitrogénio Amoniacal (mg/100 mL de
liquido ruminal) e pH do liquido ruminal de ovinos fistulados, em funcéo do tempo de
amostragem e dos tratamentos

Tempo de Tratamentos”
amostragem Controle RP5 RP10 EPM P
(horas)
Nitrogénio amoniacal (mg/100 mL de liquido ruminal)
0 19,17 18,64 16,85 0,98 NS
2 36,45 37,61 35,22 1,30 NS
4 27,75 23,87 21,88 1,56 NS
6 15,20 15,29 14,33 1,12 NS
8 16,97ab 20,372 12,47b 1,34 0,00509
P 0,00069 0,00001 0,00001 - -
ER 1 2 3 - -
pH do liquido ruminal
0 6,30 b 6,26 b 6,52 a 0,03 0,00105
2 6,29 6,22 6,29 0,04 NS
4 6,16 6,13 6,03 0,04 NS
6 6,18 6,22 6,13 0,04 NS
8 6,36 6,26 6,23 0,03 NS
P 0,05217 NS 0,00001 - -
ER 4 5 6 - -

*Médias seguidas por letras minusculas distintas, na mesma linha, diferem entre si pelo teste Tukey
(p<0,10); NS = Néo significativo (p>0,10) * RP5 = 5g de residuo de prépolis’lkg MS da dieta (RP5) ou
0,031 mg de flavonoides/kg MS da dieta; RP10= 10g de residuo de prépolis’lkg MS da dieta ou 0,061mg
de flavonoides/kg MS da dieta
1Y =19,2287 + 18,1396.t — 5,66069.t* + 0,419859.t> (R*=0,99)
Y = 19,0583 + 18,9051.t — 6,20076.t> + 0,483093.t> (R*=0,96)
Yo = 17,3835 + 16,8759.t — 5,29476.t% + 0,389608.t> (R?=0,94)
* Y0 = 6,29954 + 0,0271726.t — 0,0257143.t* (R=0,95)
Y = 6,21625 (NS)
%Yo = 6,53496 — 0,185339.t + 0,0185268.t> (R?=0,94)
A menor concentracdo de nitrogénio amoniacal pode ter ocorrido devido a

reducdo da degradacdo de proteina dietética, aumentando a quantidade de proteina de
origem alimentar que chega ao intestino delgado, ocorrendo um efeito semelhante a
monensina, devido a atuacdo da prépolis nas bactérias gram positivas (Mirzoeva et al.,
1997 e Vargas et al. 2004), segundo Russel (1997), trés espécies de bactérias isoladas

utilizam somente aminoacidos como fontes de energia e sdo sensiveis a monensina,
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Clostridium sticklandii, Peptostreptococcus anaerobicus e Clostridium aminophilum o
que segundo esse autor, o fornecimento de monensina causou uma reducdo de
aproximadamente 50% na producdo de amonia ruminal, além de reduzir 10 vezes a
quantidade de bactérias fermentadoras de aminoacidos.

Stradiotti Jr. et al (2004) avaliaram a acdo da propolis na fermentagcdo ruminal
em bovinos e ndo observaram diferenca para os valores de pH e nitrogénio amoniacal.
Também, (Prado et al., 2010) ndo observaram diferengas no pH ruminal e nitrogénio
amoniacal de bubalinos submetidos a dietas com base em forragem com a adi¢do do
produto LLOSC1 e monensina, em relacdo a dieta controle.

Verifica-se que os resultados obtidos relacionados ao comportamento ndo foram
influenciados pelos tratamentos (Tabela 7), o tempo de ruminagdo esta altamente

correlacionado ao consumo de FDN, sendo 0 mesmo para todos os tratamentos.

Tabela 7. Médias de tempo gasto, em minutos, por atividade comportamental de ovinos
confinados em funcdo dos tratamentos.

Controle RP5 RP10 CV(%) P
Consumo 180,0 200,0 225,0 28,01 NS
Ruminagéo 317,5 335,0 292,5 29,32 NS
Ocio 647,5 635,0 722,5 15,10 0,27
Hidratagéo 10,0 12,5 10,0 31,42 NS
Deslocamento 285,0 257,5 190,0 23,95 0,166

P = Probabilidade; CV = Coeficiente de variacdo; NS = N&o significativo; RP5 = 5¢g de residuo de
prépolis’lkg MS da dieta (RP5) ou 0,031 mg de flavonoides/kg MS da dieta; RP10= 10g de residuo de
prépolis/kg MS da dieta ou 0,061mg de flavonoides/kg MS da dieta

Os resultados, em fungdo dos tratamentos, demonstraram semelhanga entre o
padrdo de comportamento de cordeiros em confinamento, concordando com Fischer et
al. (1997) ovinos confinados, arracoados duas vezes ao dia, apresentam duas refeices
principais ap6s o fornecimento da ragdo, com duracdo de uma a trés horas, além de
intervalos variaveis de pequenas refeicdes. Periodos de ruminagéo e descanso ocorrem
entre as refeicdes, em que sua duracdo e padrdo de distribui¢do sdo influenciados pelas
atividades de ingestao.

Conclusdes

A incluséo do residuo da extracdo da propolis marrom na dosagem de 10g/kg de
MS da dieta proporcionou melhor digestibilidade da fibra de detergente acido.

A concentragdo de nitrogénio amoniacal e o pH ruminal apresentou valores
adequados de modo que ndo ocorresse reducdo da digestibilidade da fibra em todos os

tratamentos.
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EFEITO DO RESIDUO DA EXTRAGAO ALCOOLICA DE PROPOLIS

MARRON SOBRE A PRODUCAO DE GAS E DEGRADACAO IN VITRO.

RESUMO - Objetivo-se avaliar as producbes de gas e taxa de degradacdo nas
diferentes fragdes. Em dietas com relagéo volumoso:concentrado 40:60, utilizando dois
niveis de residuo da extracdo alcoolica da propolis, 5 g de residuo de propolis/kg de MS
(RP5) e 10 g de residuo de prépolis/kg de MS da dieta (RP10) e o tratamento controle,
sem adicdo de aditivo. A mensuracdo dos gases foi realizada por meio de um sensor de
pressdo acoplado a um voltimetro, por 48 horas. Com 0 somatério do volume de gas
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para cada tempo de leitura, foram estabelecidas as curvas de produgdo cumulativa dos
gases. A cineética da producdo cumulativa dos gases foi analisada empregando-se o
modelo logistico bicompartimental, O RP10 se mostrou mais eficiente (P<0,05) para
degradacdo do somatorio da fracdo de répida e lenta degradacdo, tendo um total
produzido 10,43 ml/100.MS, enquanto que a dieta controle e RP5 tiveram uma
producdo de 5,88 e 597 ml/100 MS, respectivamente, indicando uma menor
digestibilidade.

Palavras chaves: cinética, iont6foro, producéo de gas

EFFECT OF ALCOHOLIC EXTRACTION RESIDUE OF PROPOLIS ON GAS
PRODUCTION AND DEGRADATION IN VITRO.

ABSTRACT - It was aimed to evaluate the gas production and rate of degradation in
different fractions. In diets bulky: concentrate ratio is between 40:60, on dry matter
basis, using two levels of alcoholic extraction residue of propolis, 5 g of propolis
DM/kg residue (RP5) and 10 g of propolis DM/kg residue of the diet (RP10) and the
control treatment without the addition of the additive. The measurement of gases has
been carried out by means of a pressure sensor coupled to a voltmeter, for 48 hours.
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With the sum of the volume of gas for each reading time, were established the
cumulative gas production curves. The kinetics of cumulative gas production was
analyzed using the logistic model bicompartimental, the RP10 proved to be more
efficient (PO .05) for degradation of the sum of the fraction of fast and slow degradation,
having a total produced 10.43 ml/100 DM, while the control diet and RP5 had a
production of 5.88 mI/100DM and 5.97 ml/100 DM, respectively, indicating a lower
digestibility.

Keywords: kinetic, ionophore, gas production

Introducao

A digestdo anaerobia de celulose e outros tipos de fibras por microrganismos
ruminais (por exemplo, Ruminococcus albus, succinogenes Fibrobacter, Ruminococcus
flauefaciens) produz &cidos graxos volateis (AGV), dioxido de carbono (CO,), metano
(CHyg), e vestigios de hidrogénio (Hy) (Schofield et al. 1994). In vivo e in vitro, 0 AGV
reage com tampé&o de bicarbonato para liberar CO, para que a producdo de gas ocorra
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simultaneamente e em conjunto com a digestdo de fibras. Portanto, a medi¢do da
evolugdo de gas in vitro pode fornecer informacBes quantitativas sobre a taxa e a
extensdo da digestdo da celulose (Schofield et al. 1995). Um complicador para
descrever matematicamente a digestdo de fibra € que as fibras naturais sdo na verdade
uma mistura de componentes, como a fibra de detergente neutro, que inclui
hemicelulose, celulose e lignina, e esses componentes sédo degradados em taxas
diferentes (Goering & Van Soest, 1970). As quantidades relativasde componentes de
fibra variam entre os alimentos (Van Soest, 1982),

A técnica de producdo de gas se baseia na suposicdo de que a producdo de AGV,
que gera aproximadamente 50% do gas observado (Beuvink & Spoelstra, 1992), ndo é
substancialmente alteradas por diferengas no substrato (entre um conjunto de forragem e
seu componente FDN).

Testando esta hipdtese Nocek & Tamminga (1991) analisaram perfis de AGV
no final de cada execucgdo da producdo de gas, por meio da relacéo acetato e propionato.
Os autores encontraram mais propionato, e, portanto, menor relagéo acetato propionato
no fluido ruminal de vacas alimentadas com uma dieta rica em graos. Mais propionato
estd associado a menor producdo de gas, uma vez que o atomo de carbono extra do
propionato diminui carbono para formacdo de CO2 (Schofieldet al. 1994), e por isso
deve se atentar para mudancas metabdlicas com a utilizacdo de métodos de
gas.Entretanto, estudos mostram que o volume de gas produzido pela digestdo da FDN é
linearmente relacionada com a massa de fibra digerido, uma vez que Pell e Schofield
(1993), verificaram que o volume de gas produzido foi 0,37 mL para cada 1,0 mg de
fibra digerido (Pell e Schofield, 1993) oriundo da alfafa e milho, assim como para alfafa
(maturidade diferentes) e capim-colonido e encontrou um valor semelhante de 0,39 ml /
mg (r* = 0,97, n = 24).Alguns aditivos tem sido utilizados na nutricdo de ruminantes
afim de manipular a fermentacdo ruminal, onde o processo de otimizacdo ocorre em
funcdo da alimentacdo e do uso de compostos quimicos para modificacdo da
fermentacdo ruminal (Zeoula et al., 2008), objetivando melhora do desempenho, evitar
disturbios metabdlicos, e reduzir a poluicdo ambiental, por meio da diminui¢do de
perdas por amonia e metano.

Objetivou se avaliar o efeito da adicdo de residuos da extracdo de propolis
marrom na dieta sobre a producéo de géas e taxa de degradacao das diferentes fracdes da
dieta.

Material e Métodos
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O experimento foi conduzido na Universidade Catolica Dom Bosco (UCDB), no
laboratdrio de Biotecnologia Aplicada a Nutricdo Animal, em Campo Grande/MS

O volumoso utilizado foi capim-tifton 85 (Cynodonspp.) e o concentrado a base
de farelo de soja e milho moido, na relacdo volumoso:concentrado de 40:60, com base
na matéria seca (MS). Os diferentes tratamentos foram controle, dieta sem aditivo;
adicdo de 5 g de residuo da extracdo da propolis marrom/kg MS da dieta (RP5) e adicao
de 10 g de residuo da extracdo da prépolis marrom/kg MS da dieta (RP10).

As amostras das dietas foram pré-secas em estufa de ventilacdo forcada, a 55°C
por 96 horas, e trituradas em moinhos com peneira com crivo de Imm. As amostras
foram analisadas quanto aos teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO),
proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA)
e extrato etéreo (EE), segundo metodologias descritas por Silva & Queiroz (2002). Os
carboidratos totais (CT) foram obtidos pela equacdo: 100 - (%PB + %EE + %Matéria
Mineral), enquanto os carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram obtidos pela diferenca
entre CT e FDN (Sniffenet al., 1992).

Tabela 3 - Composicao quimica dos alimentos e da racao total misturada

Nutrientes Volumoso Concentrado® Racéo Total
Matéria Seca - MS (g/kg MN) 886,40 836,40 856,40
Matéria Organica (g/kg MS) 927,61 932,30 930,42
Proteina Bruta (g/kg MS) 148,20 244,40 205,90
Fibra em Detergente Neutro g/kg MS 747,75 276,30 464,88
Fibra em Detergente Acido g/lkg MS 401,12 109,60 126,20
Extrato Etéreo g/kg MS 16,90 24,70 22,60
Carboidratos Totais g/kg MS 764,40 663,20 703,70
Carboidratos Nao Fibrosos g/kg MS 16,70 386,90 238,80

Ingredientes: 517 g/kg MS de fuba de milho, 472 g/lkg MS de farelo de soja, 1 g/kg MS de premix
mineral

O residuo da extracdo da propolis marrom foi analisado quanto aos teores de
umidade, matéria mineral, residuo insolivel em metanol, cera, residuo seco (sélidos
soltveis em metanol), flavondides e fendis totais (Tabela 2), estes por colorimetria
tendo, respectivamente, quercetina e acido galico como padrées, de acordo com Funari
& Ferro (2006). A administracdo de 5g de residuo da extracdo de préopolis’/kg MS da
dieta (RP5) proporcionava 0,031 mg de flavondides/kg MS da dieta e 0,021 mg de
fendis totais/kg MS da dieta e a dieta com 10 g de residuo da extracdo de propolis/ kg



29

MS da dieta (RP10) continha 0,061mg de flavonoides/kg MS da dieta e 0,042 mg de
fendis totais/kg MS da dieta.

Tabela 4 - Composicéo quimica do residuo da extracdo da propolis marrom

Item Residuo da extracdo da prépolis marrom
Cinzas (g/lkg MS) 50,31

Perda por dessecacao (g/kg) 163,59

Residuo insoltuvel em metanol (g/kg MS) 887,86

Cera (g/kg MS) 74,27

Residuo seco (g/kg MS) 17,78

Fendis totais (mg/g MS) 0,24

Flavonoides totais (mg/g MS) 0,35

O preparo das amostras para as incubagdes in vitro, pela técnica de producédo de
gases, foi realizado segundo metodologia descrita por Adesoganet al. 2005, em frascos
de vidro com capacidade de 50 ml, onde foram pesados aproximadamente 100mg de
substrato. Aos frascos foram adicionados 8ml de tampdo, previamente reduzido com
CO2 (pH 6,9-7,0) e 2ml de in6culo de um bovino fistulado no rumen, filtrado em
camada dupla de gaze sob aspersdo de CO2. Imediatamente apds, os frascos foram
vedados com tampa de borracha e lacre de aluminio e mantidos em mesa de agitacdo
orbital a 39°C, em sala climatizada. A mensuracéo dos gases foi realizada por meio de
um sensor de pressdo acoplado a um voltimetro, por 48horas. Com o somatoério do
volume de gés para cada tempo de leitura, foram estabelecidas as curvas de producéao
cumulativa dos gases. A cinética da producdo cumulativa dos gases foi analisada
empregando-se 0 modelo logistico bicompartimental,proposto por Pell&Schofield
(1993):

y=A{1+EXP[2+4*B*(C-T)|} +DI{1+EXP[2+4*E* (C-T)]}

Em que: y = Volume total de gas no tempo T (extensdo da degradacdo); Ae D =
volume de gas (ml) das fracdes de degradacdo de rapida (acucares sollveis e amido) e
lenta digestdo (celulose, hemicelulose), respectivamente; B e E = taxas de degradacdes
das fracOes de digestdo rapida e lenta (/h), respectivamente; e C = tempo de colonizacgéo
das bacteérias (h).

Os parametros de cinética da digestdo dos alimentos, em funcdo dos niveis de
residuo foram analisados sob a forma de coeficiente de variagdo (CV%) em duplicatas

por amostras. O delineamento experimental utilizado para comparar 0s parametros da
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cinética da digestdo foi o inteiramente casualizado e as médias comparadas pelo teste de
Tukey.
Resultados e discussao
Nas dietas controle e RP5 apresentaram menores volumes de gas produzido da
fracdo de degradacdo répida (Tabela 3) 2,07ml e 2,13ml respectivamente, indicando
uma menor digestibilidade, na fracdo de rapida degradacdo, ao passo que as dietas RP10
obtiveram um maior volume de gas (3,26 ml) na fracéo de répida degradacéo.

Tabela 3 — Médias e erros padrdo das médias dos parametros da producao cumulativa de
gases (mI/100 mg de MS) em 48 horas de incubagéo in vitro, em fungéo dos tratamentos

Pardmetros Tratamentos’

Controle Propolis Propolis EPM P

5 g/dia 10 g/dia

A 2,07b 2,13b 3,26 0,17 0,00001
B 0,30° 0,28 0,24° 0,02 0,09439
C 6,97 6,77° 7,63 0,42 0,34283
D 3,81b 3,84b 7,08 0,46 0,00001
E 0,05 0,05 0,04 0,003 0,11478
TOTAL 5,88b 5,97b 10,34° 0,67 0,00001
R 0,99 0,99 0,99 - -

* Dieta controle = Feno + Concentrado (60:40), > Médias seguidas por letras mindsculas distintas, na
mesma linha, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05), A= Fracdo de répida degradagdo; B= Taxa de
degradacéo da fragdo A; C = Tempo (horas) gasto para inicio da fermentacdo microbiana Lag-time; D=
Fracdo de degradacdo lenta; E= Taxa de degradacéo da fragcdo D; RP5 = 5¢g de residuo de propolis/lkg MS
da dieta (RP5) ou 0,031 mg de flavonoides/kg MS da dieta; RP10= 10g de residuo de prépolis’kg MS da
dieta ou 0,061mg de flavonoides/kg MS da dieta.

A maior concentracdo de flavonodides pode ter favorecido o crescimento
microbiano de bactérias fermentadoras de carboidratos ndo fibrosos, fazendo com que
tivesse uma maior degradacédo da fracdo rapida.

O volume de gas produzido pela digestdo da FDN ¢é linearmente relacionada
com a massa de fibra digerida (Pell e Schofield, 1993).A maior ou menor
digestibilidade pode estar relacionada com a caracteristica fermentativa das bactérias,
onde a maior digestibilidade pode estar associado a uma maior populacdo de bactérias
fermentadoras de carboidratos ndo fibrosos e a menor digestibilidade com bactérias
fermentadoras de carboidratos fibrosos. (Kozloski, 2009).

A taxa de degradacdo ndo variou entre os tratamentos, pois a susceptibilidade
dos diferentes carboidratos a degradacdo microbiana depende das caracteristicas fisico-
quimica dos alimentos ou dos fatores que limitam o acesso das enzimas bacterianas ao
substrato (Kozloski,2009).
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Stradiotti Jr et al (2004), avaliando a acdo do extrato de propolis sobre a
fermentagcdo in vitro do feno de Brachiaria pela técnica de producdo de gases
verificaram que o uso do extrato de propolis favoreceu maior taxa de degradacdo da
fracdo de rapida digestdo, em relacdo a dieta sem a presenca de extrato de prépolis.

O tempo de colonizacdo, lag-time, dos microrganismos ruminais para o inicio de
fermentagdo ndo foi influenciado pelos diferentes niveis de flavonoides em relacdo a
dieta controle.

A dieta com RP10 apresentou maior digestibilidade da fracdo de degradacgéo
lenta, assim como no total de 48 horas foi observada com a inclusdo do RP10 (Tabela
3), pode estar relacionado a atividade antimicrobiana, assim como o volume de gas
produzido oriundo da fracdo de degradacdo lenta (celulose e hemicelulose).
Possivelmente, a inclusdo de residuo de propolis marrom tenha favorecido a populacao
de bactérias celuloliticas, responsaveis pela degradacéo.

Concordando com Sapaterro (2012), que trabalhou com ovinos fistulados e
diferentes niveis de residuo de extracdo da propolis na dieta como fonte de flavondides
sendo 0,061 mg de flavonoides/kg MS da dieta e 0,031 mg de flavondides/kg MS da
dieta, observou maior digestibilidade de MS (78,81) para o tratamento com o maior
nivel de flavondide.

Heimbach et al. (2009) que verificaram efetividade dos residuos da extracéo de
prépolis verde e marrom na limitacdo do crescimento de Escherichia coli (gram
negativa), sendo que altas concentrac¢fes do residuo do extrato de propolis verde foram
efetivas na inibigdo do crescimento de Staphylococcus aureus (gram positiva).

Assim como Vargas et al. (2004) observaram atividade antibacteriana da
prépolis em solucdo alcoolica a 50% em isolados de 81 bactérias gram positivas e 80
gram negativas demonstrando maior sensibilidade dos isolados gram positivos (92,6%)
do que gram negativos (42,5%) avaliados. O extrato de propolis possui atividade
antibacteriana especialmente contra bactérias gram-positivas (Mirzoevaet al., 1997).
Esta atividade é relatada devido a presenca de flavondides, acidos aromaticos e ésteres
presentes na resina (Burdock, 1998), as quais continuam, apesar de em menor
quantidade, no residuo da extracdo de propolis marrom.

Na figura 1, nota se que ap0s o periodo de coloniza¢do para os tratamentos
controle (6,97 h), RP5 (6,77 h) e RP10 (7,63 h) o aumento da producdo de gas ocorre

em escala exponencial, a estabilizagdo para as dietas controle e RP5, 35 horas ap6s a
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incubacéo, e para RP10, apos 39 horas, caracterizando uma maior producdo de gas que

esta relacionado a maior fermentacdo da dieta (Tabela 3).
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Figura 1 — Producdo Cumulativa de Gas (mI/100 mg de MS) em 48 horas de incubacao
in vitro
Concluséo

A adicdo do residuo da extracdo de propolis, em 10 g/kg de matéria seca da
dieta, aumentou a producéo de gas e a digestibilidade de dietas com relacdo volumoso:
concentrado de 40:60.

Embora as medi¢Oes de gases in vitro podem fornecer informagdes valiosas
sobre a cinética de digestdo de alimentos em ruminantes. Os dados de gas sdo mais
dificeis de interpretar o desaparecimento de fibra em detergente neutro porque o gas é
gerado a partir de uma ampla gama de substratos, incluindo os componentes solUveis e

fibras, devendo entdo evitar generalizar os resultados.
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CONSIDERACOES FINAIS

A inclusdo de residuo da extracdo alcoolica da propolis marrom na dieta de
borregos em confinamentos com inclusdo de 60% de concentrado e tendo como
volumoso feno de Tifton aumentou o consumo voluntario de nutrientes, sem efeito

sobre o comportamento ingestivo e desempenho produtivo dos animais.
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A digestibilidade dos nutrientes em ovinos cruzados Texel, foi maior com a
utilizacdo de 10g de residuo de prépolis’lkg MS da dieta (RP10) ou 0,061mg de
flavonoides/kg MS da dieta, com exce¢do para a digestibilidade para extrato etéreo
(DEE).

Essa maior digestibilidade da matéria seca para o tratamento RP10 também foi
observado quando a dieta foi avaliada sobre a producdo de gas e taxa de degradacdo das
diferentes fracOes da dieta.

A menor digestibilidade para extrato etéro, provavelmente foi afetada
possivelmente pelos n-alcanos de cadeia longa, comprimento das cadeias varia de 21 a
37 carbonos, pois apresentam baixa digestibilidade e sdo recuperaveis nas fezes.

A inclusdo de residuo da extracdo da prépolis a dieta dos borregos néo afetou o
pH entre os tratamentos, no entanto, apresentou uma reducdo do valor de nitrogénio
amoniacal, essa reducdo pode ter ocorrido devido a diminuicdo da degradacdo de
proteina dietética, aumentando a quantidade de proteina de origem alimentar que chega
ao intestino delgado.

O uso do residuo da extracdo da prépolis como aditivo na dieta de ovinos em
confinamento recebendo dieta com niveis intermediarios de inclusdo de concentrado
parece ser aceitdvel segundos dados obtidos nos experimentos desenvolvidos, no
entanto, mais estudos sdo necessarios afim de que possa explorar o real potencial de
utilizacdo do residuo da extracdo da propolis como aditivo para ruminantes.

Fatores como tipos de processamentos fisicos, nivel de inclusdo, bem como o
uso adequado da melhor dose resposta em func¢do da composic¢éo quimica do residuo da
extracdo da propolis utilizada devem ser melhor explorados com o intuito de propiciar
recomendacdes adequadas para 0 uso pratico do residuo da prépolis como aditivo na

alimentacédo de ovinos.



