UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO
FACULDADE DE LINGUAGEM, CIENCIAS AGRARIAS E SOCIAIS APLICADAS
COORDENACAO DO CURSO DE ZOOTECNIA

KAROLLAYNNE CARDOSO DA SILVA

PROPOLIS VERDE PROVENIENTE DO ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharis
dracunculifolia) COMO ADITIVO NATURAL SOBRE O BALANCO DE
NITROGENIO EM OVINOS

PONTES E LACERDA-MT
NOVEMBRO/2019



KAROLLAYNNE CARDOSO DA SILVA

PROPOLIS VERDE PROVENIENTE DO ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharis
dracunculifolia) COMO ADITIVO NATURAL SOBRE O BALANCO DE
NITROGENIO EM OVINOS

“Trabalho de conclusdo de Curso, apresentado
a Coordenacdo do Curso de Graduacdo em
Zootecnia da Universidade do Estado de Mato
Grosso, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de BACHAREL EM
ZOOTECNIA”.

Orientadora: Profa. Dra. Silvia Cristina de
Aguiar

PONTES E LACERDA-MT
NOVEMBRO/2019



KAROLLAYNNE CARDOSO DA SILVA

PROPOLIS VERDE PROVENIENTE DO ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharis
dracunculifolia) COMO ADITIVO NATURAL SOBRE O BALANCO DE

NITROGENIO EM OVINOS

Trabalho de conclusédo de Curso, apresentado a
Coordenacdo do Curso de Graduagdo em
Zootecnia da Universidade do Estado de Mato
Grosso, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de BACHAREL em
ZOOTECNIA.

APROVADO EM: 26/11/2019

B, B e i

ProfalDra. Silvia Cristina de Agujar
Orientadora/ UNEMAT- Pontes e Lacerda

\ .
.f 155l

phd
|

'

Prof. Dr..L.uiz Juliano Valério Geron
Membro/ UNEMAT- Pontes e Lacerda

ol s G e

( Profa.&a. Jacilaine Garcia
Me MAT- Pontes e Lacerda



A minha mée, Maria Dalva, pelo amor incondicional,
por todo apoio e incentivo constante.

A minha irm@&, Dinalva Fatima, por todo carinho e amor
Ao Tiago, por toda motivacéo, por toda forca e amor

Dedico-lhes de coragdo



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela minha vida, por ter me guiado ao longo desse caminho, ao amor e protecao,
a forca diéria, a todas as ben¢des derramadas sobre mim. Agradeco por acolher-me debaixo de
suas asas nos meus momentos de aflicbes, por sempre confortar meu corag¢do, ndo tenho
palavras para expressar a minha gratidao.

A minha mée, por sempre me incentivar, por todos os conselhos sabios, pelo amor
incondicional, por fazer de tudo para me manter bem, mesmo estando longe. Agradeco por
sempre me lembrar de ter foco e ndo desistir, sem 0 seu apoio nada disso seria possivel. Serei
eternamente grata por tudo, obrigada por ser essa mulher guerreira e maravilhosa. Me sinto
extremamente honrada por ser sua filha.

A minha irmd, pela amizade, pelas palavras confortantes nos meus momentos dificeis,
por todos 0s momentos de alegria proporcionado, por toda compreensao.

A meu namorado Tiago por todo amor, dedicacdo, pelo apoio, pelos constantes
incentivos, conselhos, pela paciéncia.

A Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT) Campus de Pontes e Lacerda,
por me abrir as portas e permitir a realizacdo deste projeto.

Ao Departamento de Zootecnia e aos professores do Curso de Zootecnia pelos valiosos
ensinamentos.

A professora Silvia Cristina de Aguiar por ter participado da minha formacéo académica,
pela compreensdo, pela orientacdo, pelo carinho e apoio, para que fosse possivel a realizagdo
deste projeto.

A professora Jocilaine Garcia, pela paciéncia e colaboracdo no desenvolvimento deste
projeto.

A Alessandra Miranda, minha melhor amiga, que mesmo com a distancia permaneceu
sempre presente.

Aos meus melhores amigos, Anderson, Andressa, Fabiane, Joice, Rayane, Tatielle, por
todo carinho, amizade, respeito. Pelos inimeros momentos incriveis proporcionados, por toda
a forca nos momentos de tempestade. Sem voceés, ndo seria possivel ter passado esses cinco
anos.

A Liauany, Alexsandra, Amanda, Katryn por toda amizade e companheirismo, e a todos

que contribuiram de forma direta e indiretamente.



“Porque tu, 6 Senhor, és 0 meu refagio! O Altissimo é a tua habitagdo, nenhum mal te
sucedera, nem praga alguma chegara a tua tenda, porque aos seus anjos dara ordem a

teu respeito, para te guardarem em todos os teus caminhos.”

(Salmos 91:9-11)



RESUMO

Obijetivou-se avaliar o balanco de nitrogénio (BN) de ovinos recebendo doses crescentes
de extrato seco de propolis verde na ra¢do. Foram utilizados quatro ovinos machos, castrados,
sem raca definida, com peso corporal (PC) médio de 26 kg. A racdo dos animais foi constituida
de 65% de volumoso e 35% de concentrado, sendo o volumoso utilizado o feno de capim
Tamani (Panicum maximum cultivar BRS Tamani). Os tratamentos experimentais diferiram
com a inclusdo ou ndo do extrato seco de propolis verde a racdo, constituindo-se, portanto, em
quatro tratamentos: sem adicdo de propolis verde (Controle, CON), adicdo de 200 mg/dia de
prépolis verde (PRO2), adicdo de 400 mg/dia de propolis verde (PRO4) e adi¢do de 600 mg/dia
de propolis verde (PROG6). Foi realizada a coleta total de fezes e urina, através de sacolas de
napa adaptadas aos animais e baldes colocados embaixo de cada gaiola metabdlica. A incluséo
das doses crescentes do extrato de propolis ndo influenciou (p>0,05) o BN em ovinos, com
médias de 9,61 g/dia, 0,76 g/kg®"™ e BN de 50,79% do N ingerido. Isto que pode ter ocorrido
devido a varios fatores, como: razdo alcool:agua usada para a extracdo dos compostos ativos da
prépolis, concentracdo de propolis utilizada para extracdo, doses fornecidas aos animais, entre
outros. Conclui-se que a adicao de doses crescentes de propolis em até 600 mg/dia a racdo nao
altera o balango de N em ovinos. Sugere-se, portanto, que outras doses deste mesmo extrato

devem ser testadas.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Metabolismo do nitrogénio. Ruminante. Urina.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the nitrogen balance (NB) of sheep receiving increasing
doses of green propolis dry extract in the diet. Four castrated male sheep, mixed breed, with an
average body weight (BW) of 26 kg were used. The animals' diet consisted of 65:35 forage to
concentrate ratio, and the forage used was Tamani grass hay (Panicum maximum BRS Tamani).
Experimental treatments differed with or without the inclusion of green propolis dry extract in
the diet, thus constituting four treatments: without addition of green propolis (Control, CON),
addition of green propolis 200 mg/day (PRO2), addition of 400 mg/day of green propolis
(PRO4) and addition of 600 mg/day of green propolis (PRO6). Total fecal and urine collection
was performed through nappa bags and buckets placed under each metabolic cage. The
inclusion of increasing doses of propolis extract did not influence (p> 0.05) NB in sheep, with
averages of 9.61 g/day, 0.76 g/kg®™ and BN of 50.79% of N ingested. This may have occurred
due to several factors, such as: alcohol: water ratio used for extraction of propolis active
compounds, propolis concentration used for extraction, doses supplied to animals, among
others. It is concluded that the addition of increasing propolis doses up to 600 mg/day to the
diet does not change the NB in sheep. Therefore, it is suggested that other doses of this same
extract should be tested.

Keywords: Nitrogen metabolism. Phenolic compounds. Ruminant. Urine.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt n sttt 10
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 12
2.1 UsO DE ADITIVOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO NA NUTRIGAO DE RUMINANTES ............. 12
2.2 PROPOLIS ...ttt te ettt te sttt ettt s et et e s e be e e st et st e e e b e et et e s e e be st et eneebe st e st e b et e 14
2.2.1 Composicao quimica da propolis e suas atividades bioldgicas.............ccccceevevvernenen. 17
2.2.2 PrOPOLIIS VEIUE ..ot bbb bttt 20
2.2.3 Propolis na alimentagdo de rUMINANTES .........c.ccoureririririenieenesie e 21
2.2.4 METABOLISMO E BALANGO DE NITROGENIO (N) EM RUMINANTES .....cveviiieieriniesieeereneenis 23
2.3.1 Metabolismo da proteina No FUMEN ..........ccciiiii e 24
SMATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt 27
4 RESULTADOS E DISCUSSAD ...ttt en e 31
5 CONCLUSAO ...ttt 34

REFERENCIAS ..o ettt e e et e e er et e e et et e e s e e es et e e es e e es e e s eteeeseeesereesereseneensann 35



10

1 INTRODUCAO

O uso de aditivos na dieta de ruminantes caracteriza-se como alternativa para
intensificacdo dos sistemas de produgéo, e tem como objetivo a melhoria do desempenho
animal e possivel reducdo da poluicdo ambiental, por meio da atenuacdo das perdas por aménia
e metano. Dentre os aditivos mais utilizados na dieta de ruminantes destacam-se os classificados
como ionoforos, os quais tém como intuito elevar a participacdo de bactérias Gram-negativas
no rimen (HEIMBACH et al., 2014).

A monensina perdeu aceitagcdo social e comercial na Unido Europeia (UE) devido a
possiveis residuos no produto e a resisténcia cruzada com bactérias causadoras de patologia
humana. Devido aos agravantes, o mercado consumidor tem se mostrado intolerante aos
produtos originados de animais alimentados com esse tipo de aditivo (OLIVEIRA et al., 2013).

Estudos estéo sendo realizados em busca de produtos alternativos e naturais que possam
agir da mesma maneira ou de forma semelhante aos dos iondéforos, porém, que ndo sejam
sintéticos. Nesta busca por aditivos alimentares alternativos, a propolis apresenta resultados
satisfatorios, pois possui acdo semelhante aos iondforos, capaz de auxiliar na degradacdo do
alimento e diminuicdo na producdo de gases (especialmente o0 metano) na fermentacéo ruminal
(OLIVEIRA et al., 2019).

A prépolis € um material resinoso, encontrado em tons que variam do amarelo
esverdeado, passando pelo marrom-avermelhado ao negro, apresenta aroma forte e
caracteristico (em consequéncia de uma fracdo volatil de acidos fendlicos), forte propriedade
adesiva e um conjunto complexo de substancias (GOMES et al., 2007).

Aguiar et al. (2014), ao estudarem a atividade antioxidante e oxidacao lipidica no leite de
vacas, com Oleo de soja e extrato de propolis adicionados a racdo, relataram aumento na
atividade antioxidante nas amostras de leite de vacas que receberam propolis.

Pinto et al. (2001) verificaram a atividade antimicrobiana da propolis, avaliando a
sensibilidade in vitro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas do leite de vacas
com mastite a diferentes extratos de propolis, e observaram que a propolis detém maior agdo
antibacteriana sobre as espécies Gram-positivas, com pouca ou nenhuma eficacia sobre as
especies Gram-negativas, sugerindo mais estudos sobre seu mecanismo de acéo.

Silva et al. (2016) notaram o efeito do uso de um produto a base de propolis sobre a
presenca de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas no liquido ruminal de bovinos. Os

resultados sugerem que a propolis pode influenciar as caracteristicas da flora ruminal alterando
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a composicdo de suas bactérias, porém, de maneira diferente dos ionoforos, selecionando
bactérias Gram-positivas. Neste sentido, os autores afirmaram serem necessarios mais estudos,
a fim de compreender seus efeitos sobre a manipulacao das bactérias ruminais.

Desta forma, objetivou-se avaliar o balanco de nitrogénio (BN) em ovinos que receberam
ou ndo doses crescentes de extrato seco de propolis verde na ragdo, proveniente do alecrim-do-

campo (Baccharis dracunculifolia), como um possivel aditivo natural.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A manipulacao da fermentacdo ruminal por meio da utilizacao de produtos modificadores
(aditivos) é dependente do sistema de produgdo (VAN NEVEL, 1992). De acordo com Zeoula
et al. (2008), o processo de otimizacdo da fermentacdo ruminal pode ser considerado como
maximizacdo ou minimizacdo de reacdes no rimen, dependendo do tipo e do teor de alimento,
da producéo animal e dos compostos utilizados na modificacdo da fermentacdo ruminal. Em
qualquer situacdo, 0s processos que devem ser maximizados sdo a sintese de proteina
microbiana e fermentacdo da fibra em acidos graxos de cadeia curta (AGCC); e os que devem
ser minimizados sdo a metanogénese, a degradacdo da proteina verdadeira do alimento, a
biohidrogenacdo de acidos graxos insaturados e, em parte, fermentacao do amido.

Desta forma surgiram os compostos denominados como aditivos, que de maneira geral
correspondem a uma série de compostos, os quais por diferentes mecanismos alteram a
fermentacao ruminal (pela maior formacéo de acido propidnico, diminuicdo da formacéo de
metano, reducdo da protedlise e desaminacdo da proteina dietética no rimen), estabilizam o
ambiente e protegem o trato gastrintestinal dos agentes patogénicos (NICODEMO, 2001).

Vérias alternativas de aditivos tém sido pesquisadas para atuar na manipulacdo dos
parametros ruminais com o objetivo de intensificar a atividade microbiana e consequente
aumento da eficiéncia digestiva dos ruminantes (FRANCA; RIGO, 2011).

2.1 Uso DE ADITIVOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO NA NUTRICAO DE RUMINANTES

Aditivo, segundo o “Decreto 4.629 de 21 de marco de 2004”, é uma “substancia, micro-
organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos produtos, que ndo €
utilizado normalmente como ingrediente, tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as
caracteristicas dos produtos destinados a alimentacao animal ou dos produtos animais, melhore
0 desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades nutricionais ou tenha efeito
anticoccidiano” (BRASIL, 2004).

Os efeitos principais dos aditivos alimentares sdo aumentar a eficiéncia alimentar e/ou o
desempenho produtivo. Dentre os aditivos promotores de crescimento, liberados para o uso no

Brasil e utilizados para ruminantes, tém-se: tampdes; ionoforos; antibioticos ndo ionoforos;
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enzimas fibroliticas; leveduras; lipidios; propolis; dentre outros (OLIVEIRA; ZANINE;
SANTOS, 2005).

De acordo com Berchielli e Bertipaglia (2010), o objetivo maior da nutricao € a eficiéncia
na producdo animal e, para tanto, sao lancados recursos para manipular a fermentacdo ruminal,
como o uso dos aditivos na dieta. Os esforgos focalizam, particularmente, as substancias que
aumentam a digestibilidade da fibra, o maior provimento do &cido propi6énico no ramen, a
manutencdo do pH proximo a normalidade, a reducéo da acidose ruminal, do timpanismo, da
metanogénese, da proteodlise ruminal e desaminacdo de aminoacidos. O emprego de aditivos
consiste em uma estratégia de manipulacdo ruminal direta, regulando os processos de
fermentagdo ruminal e aumentando a eficiéncia de utilizag&o de nutrientes.

Van Nevel e Demeyer (1992), afirmaram que a manipulacéo da fermentacao ruminal por
meio da utilizacdo de produtos modificadores (aditivos), é dependente do sistema de producao.
H& uma grande variedade de aditivos alimentares que podem influenciar os componentes do
metabolismo do rimen. Dentre essa variedade encontram-se os ionoforos, que sdo um tipo de
antibidtico que, seletivamente, deprime ou inibe o crescimento de microrganismos do riamen
(SOARES et al., 2015).

O iondforo monensina tem sido amplamente utilizado na alimentagao de bovinos de corte.
Sua forma de agdo se baseia na maior eficiéncia contra as bactérias Gram-positivas (maiores
produtoras de hidrogénio, precursor de metano), do que contra as bactérias Gram-negativas.
Quando a producdo de hidrogénio e metano diminui, os cofatores reduzidos durante a
fermentacao dos carboidratos sdo oxidados na producédo do propionato, aumentando a retengédo
de energia pelo animal (LANNA; RUSSELL, 2001).

Nos ultimos anos, tém surgido uma grande preocupacao com o0 uso de antibidticos e a
propagacdo da resisténcia aos mesmos. O regulamento N° 1831/2003 proposto pela UE,
determina a proibicdo da utilizacdo de antibioticos e coccidiostaticos como aditivos alimentares
para bovinos. Espera-se que, com esta medida, ocorra a prevencao dos efeitos de uma possivel
relacdo entre o aumento da incidéncia de microrganismos resistentes aos antibioticos,
observado na medicina humana, e a utilizacdo destas substdncias em racfes animais
(HOULIHAN; RUSSELL, 2003).

Devido a estas restri¢cdes, tem ocorrido aumento nas pesquisas para utilizacdo de novos
aditivos em que haja uma exploracdo de produtos naturais, que venham oferecer resultados
semelhantes aos iondforos, mas sem causar danos/riscos a salde humana. Tais produtos
englobam os probidticos, prebidticos, enzimas, acidos e metabdlitos secundarios de plantas ou
de sua natureza quimica (WALLACE, 2004).
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Dentre as possibilidades de aditivos, tém-se a utilizacdo de leveduras vivas
(principalmente Saccharomyces cerevisiae) como aditivo microbiano para alimentagdo animal
e que sdo atualmente bem aceitos e amplamente utilizados, especialmente desde que alguns
deles foram reconhecidos oficialmente como aditivos alimentares na Europa (FRANCA; RIGO,
2011).

Eukles e Williams (1924), publicaram um artigo sobre a utilizacéo de leveduras, as quais
foram utilizadas como alimento complementar para vacas em lactacéo; e foi relatado aumento
em ganho de peso e producdo de leite. Dawson (1997), avaliou leveduras como aditivo
microbiano alimentar, relatou 0 aumento médio de producéo de leite de 2 a 30% e, em relacéo
ao ganho de peso, apresentaram um aumento médio de 8,7%, porém podendo chegar a mais de
20%.

Uma outra possibilidade também seria a propolis, que é um produto natural e tem acao
antimicrobiana. Hino e Russel (1987) afirmaram que a propolis pode ser utilizada como aditivo,
por possuir acdo bacteriostatica sobre as populacdes de bactérias Gram-positivas e algumas
Gram-negativas, aparentemente pela modificacdo do status bioenergético da membrana
bacteriana e pela inibicdo de sua motilidade, o que remete a atividade dos ion6foros. Broudiscou
et al. (2000), realizaram um experimento in vitro onde foi observado que a prépolis aumentou
a producdo de propionato em 10,36% e diminuiu a populacdo de protozoarios.

Peixoto, Rodrigues e Gois (2010), testaram o efeito dos extratos aquoso e alcodlico da
prépolis sobre a viabilidade dos protozoarios do rimen de bovino, juntamente com verificacao
da acdo destes extratos controlando o pH do liquido ruminal, obtiveram resultados positivos,
onde os extratos aquoso e alcodlico de proépolis in vitro, em diferentes concentracfes, sao
passiveis de utilizacdo no liquido ruminal por ndo alterar a viabilidade dos protozoérios, ndo

alterando o pH.

2.2 PROPOLIS

De acordo com os contextos historicos da humanidade ha uma grande diversidade de
produtos naturais e, dentre esses produtos, a propolis era e vem sendo a mais utilizada. Os
registros mais antigos referentes ao uso da prépolis no antigo Egito (1700 a.C.), relataram a sua
utilizacdo para embalsamento de cadaveres (FERREIRA, NEGRI, 2017). Tanto os incas,

guanto romanos e assirios faziam a uso da propolis para tratar de enfermidades. A propolis teve
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suas propriedades medicinais reconhecidas por médicos romanos e gregos, como Aristoteles,
Dioscorides, Plinio e Galeno, que deixaram grande marco na histéria (CAPASSO;
CASTALDO, 2002).

Segundo Pereira et al. (2002), a propolis desempenhou grande papel nos periodos de
guerra na Africa do Sul durante o século X1X. Na antiga URSS a propolis também se destacou
ndo somente na medicina humana quanto na veterinaria (tratamento de tuberculose). No
entanto, somente em 1968 surgiu a primeira patente sobre suas propriedades quimicas,
publicado no Chemical Abstracts, esse marco deu abertura para que mais trabalhos viessem ser
publicados.

A palavra propolis deriva do Grego pro, em defesa de, e polis, cidade, sendo assim a sua
producdo tem como funcéo proteger (defender) a colmeia contra ameacas de insetos invasores,
manter a colmeia higienizada (recobrindo insetos mortos que ficaram presos na colmeia) e,
ainda, realiza funcéo de isolante térmico (Figura 1) (GHISLBERT]I, 1979).

A propolis é uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsdmico coletado
pelas abelhas, de matéria-prima de diversas flores, brotos, ramos e exsudados de arvores. A
essa matéria-prima, as abelhas adicionam secrec¢des salivares durante o processo de elaboragédo
da prépolis (PEREIRA et al., 2002). De acordo com Marcucci (1995), algumas prépolis sdo
fibrosas e firmes, entretanto outras sdo gomosas e maleaveis, e a sua coloracdo depende da
regido geografica e do tipo de vegetacdo disponivel, variando do amarelo claro ao marrom,

vermelha e verde.

Figura 1: Propolis verde.
Fonte: https://i0.wp.com/www.oleosessenciais.org/wpcontent/uploads/2015/07/AlecrimDoCampo03.jpg
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A producéo de propolis no Brasil é estimada em torno de 100 a 150 toneladas anuais,
sendo que cerca de 75% desse total é exportado (tanto na forma bruta quanto em produtos
manufaturados), especialmente ao Japdo (97% das exportacdes), ou seja, 80% da demanda
japonesa, alcancando assim elevados precos no comércio exterior e representando uma
importante fonte de renda. Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor de propolis do
mundo, perdendo apenas para Russia e a China (MACHADO et al. 2012; SILVA et al. 2016).

Park, Ikegaki e Alencar (2002), realizaram pesquisas onde foram feitas coletas de 500
amostras de propolis de diferentes regiGes do Brasil (exceto a regido Norte), visando a
classificacdo das mesmas. Apos todo o processamento e andlise das amostras, foi possivel
classificar 12 grupos distintos de prépolis (Quadro 1), onde pode-se observar que cinco grupos
de propolis foram encontrados na regido Sul, seis grupos na regido Nordeste e um grupo na
regido Sudeste. Tais resultados demostrados pelos autores, sugerem que ha maior diversidade
de propolis nas regides Sul e Nordeste do Brasil, na mesma proporcao que a vegetacao destas

regides também variam.

Quadro 1- Agrupamento da prépolis brasileira quanto a coloracéo.

Extrato Etandlico de Propolis
Grupos? Cor Substancias Origem da Propolis
Soluveis (%)

Grupo 1 (RS) Amarelo 63,0 Regido Sul
Grupo 2 (RS) Castanho claro 57,5 Regido Sul
Grupo 3(PR) Castanho escuro 65,0 Regido Sul
Grupo 4 (PR) Castanho claro 54,5 Regiéo Sul
Grupo 5 (PR) Marrom esverdeado 58,7 Regiéo Sul
Grupo 6 (BA) Marrom avermelhado 45,9 Regido Nordeste
Grupo 7 (BA) Marrom esverdeado 43,8 Regido Nordeste
Grupo 8 (PE) Castanho escuro 41,3 Regido Nordeste
Grupo 9 (PE) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
Grupo 10 (CE) Amarelo escuro 24,1 Regido Nordeste
Grupo 11 (PI) Amarelo 23,1 Regido Nordeste
Grupo 12 (SP) | Verde ou marrom esverdeado 61,0 Regido Sudeste

Fonte: Adaptado de Park, Ikegaki e Alencar (2002).
L ocais de coleta: RS- Rio Grande do Sul; PR- Parana; BA- Bahia; PE- Pernambuco; CE- Ceara; PI- Piaui; SP-
Sao Paulo.

Com base no exposto acima, a prépolis verde ficou classificada como PG12 (Propolis do
grupo 12) produzida por abelhas da espécie Apis mellifera, possuindo uma coloragdo verde
caracteristica que € utilizada para sua rapida identificacdo no processo de comercializagéo,

sendo que esta propolis é conhecida internacionalmente como prépolis verde (green propolis).
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O grupo 12 representa com fidelidade a sua origem boténica, a Baccharis dracunculifolia
(KUMAZAWA et al., 2003).

2.2.1 Composigdo quimica da propolis e suas atividades bioldgicas

Segundo Mendonca et al. (2011) a propolis € considerada complexa devido a diversidade
das substancias que a comp&em, ou seja, a ecologia da flora de cada regido. Atualmente mais
de 300 constituintes ja foram identificados e devidamente caracterizados, tendo como principais
os flavonoides e &cidos fenolicos.

Todavia, em estudos realizados por Koo e Park (1996) foram observadas diferencas entre
a quantidade e qualidade dos flavonoides extraidos de dois tipos de prépolis coletadas de duas
variedades diferentes de abelhas Apis mellifera de uma mesma regido, sugerindo assim que a
composicdo quimica da propolis é dependente também da variedade da abelha, ndo sendo a
origem botanica o unico fator que determina tais diferencas.

Dentre os compostos em geral, a propolis contém 50% de resina vegetal, 30% de cera,
10% de Oleos essenciais e aromaticos e 5% de polen (PINTO; PRADO; CARVALHO 2011).
De acordo com estudos realizados por Matsuda e Mastro (2002), dentro desta composicao estéo
incluidos microelementos; tais como aluminio, célcio, ferro, cobre, manganés e tracos das
vitaminas B1, B2, B6, C e E, que sdo importantes e conferem propriedades medicinais.

Na Europa, América do Norte e oeste da Asia, a fonte dominante para a elaboracio da
prépolis é o exsudato do botdo de dlamo (Populus sp.). Entretanto, na América do Sul, a espécie
vegetal do género Populus ndo é nativa, existindo uma grande diversidade vegetal para a
retirada de resina, o que dificulta a correlacdo da propolis com a fonte produtora (MARKHAM
et al., 1996).

Aga et al. (1994), realizaram um estudo sobre o isolamento e identificacdo de compostos
antimicrobianos em prépolis brasileiras obtidas no estado de Séo Paulo, com total de trés
compostos isolados. Os compostos foram: &cido 3,5-diprenila-4-hidrocindmico, acido 3-
prenila-4-dihidro-cinamoiloxicindmico e 2,2-dimetila-6-carboxietenila-2H-1-benzopirano.
Tais compostos agiram em resposta antimicrobiana contra Bacillus cereus, Enterobacter
aerogenes e contra Arthroderma benhamiae. De acordo com os autores, o acido 3,5-diprenil-4-

hidroxicinamico foi o composto da propolis brasileira com maior atividade antibacteriana.
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De acordo com Menezes (2005), dentre o grupo de compostos da prépolis, os flavonoides
sdo 0s que mais vém causado interesse nos pesquisadores. Os flavonoides sdo uma subclasse
dos polifendis, sdo compostos de baixo peso molecular, constituido por dois anéis aromaticos,
designados A e B, que sdo unidos por trés atomos de carbono, formando um terceiro anel
(denominado C) oxigenado e heterociclico (Figura 2) (MATIAS; BUOISI; GOMES, 2016).

[~
i

Figura 2:Estrutura basica dos flavonoides.
Fonte: Ivan Goncalves Ribeiro, 2007.

Em seus estudos Beecher (2003) relatou que os flavonoides séo distribuidos na natureza,
ou seja, sdo substancias naturais. A ingestdo dos flavonoides proporciona efeitos benéficos pois
interferem nos processos fisiol6gicos, auxiliando na absor¢do e na a¢do de vitaminas, processos
de cicatrizacdo, como antioxidantes, e por apresentarem atividade antimicrobiana e moduladora
do sistema imune.

No mais, a propolis possui uma composi¢cdo quimica vasta, com varios outros
componentes que tém grande importancia, onde estdo incluidos os &cidos fenolicos, como a
cafeina, &cidos ferulico, p-cumérico e cindmico. Os &cidos fendlicos, assim como 0s
flavonoides, sdo compostos de plantas amplamente espelhados por todo o reino vegetal. O
interesse crescente pelos acidos fenolicos decorre de seu potencial protetor contra doencas
causadoras de danos oxidativos, doencas cardiacas, derrame e cancer (GULCIN; BURSAL,;
SEHITOGLU et al., 2010).

Os é&cidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
propriedades antioxidantes tanto para os alimentos quanto para o0 organismo, além de
contribuirem para a prevencdo geral do cancer e efeitos antitumorais da prépolis (SOARES,
2002). Os acidos fendlicos consistem em dois grupos, derivados do acido hidroxibenzbico e
derivados do &cido hidroxicinamico (Figura 3). Os acidos hidroxibenzdicos incluem os acidos
galico p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico, que tém estrutura comum, C6—
C1 (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).
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Figura 3: Estrutura quimica dos acidos hifroxibenzdicos (a) e hifroxicinamicos (b).
Fonte: Angelo e Gorge (2007).

Em estudos realizados por Grunberger et al. (1988), foi relatado uma identificacéo dentro
do grupo de polifendis existente na constituicdo da propolis, uma série de ésteres de cafeato
dotados de espectros de bioatividade, o éster fenetil do acido cafeico (CAPE). Dentre suas
atividades, destaca-se o efeito inibitorio sobre o HIV-1, além de atividades antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antioxidante e antitumoral.

Outro composto presente na prépolis com atividades bioldgica antitumoral, antioxidante
e antimicrobiana é o Artepillin C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico), que é o principal
componente fendlico biologicamente ativo encontrado na propolis verde coletado da planta
Baccharis dracunculiforia. A presenca deste composto confere a propolis ndo somente um alto
valor terapéutico, mas também um incremento no seu valor comercial (ESTRADA; SILVA;
ANTUNES, 2008).

Em estudos realizados por Shimizu et al. (2004), ao avaliarem a biodisponibilidade
antioxidante do Artepillin C na prdpolis brasileira, constatou-se que 0 mesmo pode prevenir
doencas degenerativas, agindo no DNA celular. Os resultados encontrados demostraram que 0
Artepillin C da dieta passa pelo sistema de absor¢éo intestinal na forma livre e evita o dano
oxidativo (doengas degenerativas tais como o cancer) ao DNA em células como hepatdcitos.
Shimizu et al. (2005), relataram que o Artepillin C previne o cancer de cdlon através da indugéo
da parada do ciclo celular, sendo um fator quimio preventivo til na carcinogénese do colon.

A propriedade antimicrobiana da prépolis é amplamente relatada, sendo destacada sua
acao sobre Staphycoccus aureus, Streptococcus pyogenes, Candida sp, e sobre inimeros outros
microrganismos (ASTANI et al., 2013).
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2.2.2 Propolis verde

A propolis verde é proveniente da resina da Baccharis dracunculifolia, conhecida
popularmente como alecrim-do-campo e vassourinha; é nativa do Brasil, onde ocorre nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, principalmente nas areas em processo de sucessdo (PARK
etal. 2004). A Baccharis dracunculifolia produz éleos essenciais caracterizados por aroma forte
e exotico, e as abelhas, por possuirem antenas com alta capacidade olfatéria, visitam os apices
foliares (Figura 4). Esta planta é um arbusto lenhoso, que pode chegar a quatro (4) metros de
altura, de espécie perene, e contém muitas ramificacbes em seus galhos (SPRING, 2000;
GONCALVES et al., 2005).

De acordo com Park et al. (2002), o melhor indicador da origem botanica da propolis € a
andlise da sua composicdo quimica comparada com a provavel fonte vegetal e determinacéo da
origem geogréfica, o que é crucial para o controle de qualidade.

Figura 4: Abelha Apis mellifera coletando em apices vegetativo de Baccharis dracunculifolia.
Fonte: (KUMAZAWA et al., 2003).

Nascimento et al. (2008) relataram um novo marcador quimico para a propolis do
alecrim-do-campo, onde foi utilizada a cromatografia gasosa e, de acordo com os resultados, a
fonte vegetal mais importante para a preparacdo da propolis verde s&o os &pices vegetativos da
Baccharis dracunculifolia. Outro ponto interessante deste mesmo estudo foi que o0s
cromatogramas mostraram que 0 marcador quimico néo esta presente em propolis da coloragéo

marrom (regido da Uberlandia, onde o pasto apicola ndo contém o alecrim), mas continua
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presente em prépolis de regides que contém como vegetagdo o alecrim, embora a propolis ndo
seja de cor verde.

A propolis verde é conhecida internacionalmente como Green propolis, € a mais
requisitada certamente devido a suas propriedades quimicas e que tem como principal fonte
vegetal a espécie de Baccharis dracunculifolia. No Japdo, a propolis verde € utilizada para fins
de consumo em suplemento alimentar e para tratamento de doengas, devido suas caracteristicas
organolépticas (PARK et al., 2004).

Funari e Ferro (2006) ao avaliarem a qualidade da propolis incluindo a indicacéo de sua
provavel fonte boténica, afirmaram que a propolis verde encontrada na Regido Sudeste do
Brasil é rica em &cidos fendlicos, o que possivelmente possui relagdo com a sua cor e
composicao quimica.

De acordo com Simdes et al. (2004), a propolis verde produzida no estado de Sdo Paulo
e Minas Gerais, tendo como fonte vegetal a Baccharis dracunculifolia, tem como componentes
majoritarios o &cido p-cumarico e flavonoides, os quais apresentam importantes atividades
bioldgicas, antitumoral e antimicrobiana, e estdo ausentes na prépolis da europeia, norte-

americana e asiatica.

2.2.3 Propolis na alimentagdo de ruminantes

Stradiotti et al. (2004), em estudos com a a¢do do extrato de propolis sobre a fermentacdo
in vitro de diferentes alimentos pela técnica de producdo de gases, relataram que o extrato de
prépolis quando comparado ao tratamento controle (solucdo alcodlica a 70%), reduziu a
producdo final total de gases para carboidratos fibrosos. Foi observado também, que a taxa de
digestdo especifica para carboidratos fibrosos e carboidratos ndo-fibrosos foi superior, quando
se utilizou o extrato de propolis.

Freitas et al. (2009), ao avaliarem o extrato etanoico de propolis na alimentacdo de vacas
leiteiras, obtiveram resultados positivos sobre a producdo de leite e teores de proteina. O
aumento do teor de proteina no leite ocorreu devido aos acréscimos de amino&cidos na glandula
mamaria, promovida pela menor taxa de fermentacdo da proteina dietética e pela reducdo na
producdo de gases, possibilitando maior escape de proteina para o intestino delgado.

Em estudos realizados por Rispoli et al. (2009), os quais avaliaram o efeito de dietas

suplementadas com monensina ou produtos a base de propolis sobre as populacbes de
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protozoarios ciliados no ramen de bovinos e bubalinos, observaram efeito redutor nas
populacdes de ciliados no rimen de bubalinos da ragca Murrah.

Stelzer et al. (2009), avaliaram o desempenho de vacas Holandesas consumindo racéo
com dois niveis de concentrado associados ou ndo ao extrato etandlico de propolis (34 mL por
dia), relataram que a adi¢do da prépolis ndo altera o consumo, a digestibilidade e o desempenho
de vacas produzindo acima de 20 kg de leite/ dia.

De acordo com estudos realizados por Faria et al. (2011), a adi¢do do produto a base de
prépolis (LLOS) na dieta de bovinos mesticos inteiros confinados demostrou aumentar as
células leucocitérias (principais agentes de defesa contra-ataque de agentes externos).

Zawadzki et al. (2011), avaliaram a capacidade de produto a base de propolis em
substituicdo a monensina sodica no desempenho de novilhos da raca Nelore terminados em
confinamento, e verificaram que o ganho médio diario em kg/dia e o peso corporal final foram
superiores para a propolis (1,17 kg/dia; 501 kg) em relacdo ao tratamento controle (0,87 kg/dia;
472 kg) e ao tratamento contendo monensina (0,94 kg/dia; 480 kg), revelando melhor
desempenho com o uso da propolis se comparada a monensina.

Geron et al. (2014) realizaram um estudo utilizando 54 novilhas da raca Nelore, cujo
produto a base de prdpolis foi fornecido juntamente com o suplemento energético-mineral com
concentracdo de prépolis entre 5 a 30 g e diluicdo alcodlica entre 60,0 a 93,8 % (v/v). Os autores
relataram que a utilizacdo de aditivo a base de prépolis possibilitou a substituicdo da monensina
sodica para novilhas mantidas a pasto se alterar o comportamento ingestivo.

Heimbach et al. (2014) avaliaram quatro niveis de inclusdo da prépolis marrom (5, 10, 15
e 20g) proveniente de Baccharis dracunculifolia sobre a digestibilidade in vitro dos nutrientes
e relataram que o residuo da extracéo de prépolis marrom (RPM) apresentou efeito positivo na
digestibilidade ruminal, onde o melhor nivel de inclusdo foi de 20 g de RPM/kg MS. A
digestibilidade da MS também foi melhor com o aumento do nivel de inclusdo de RPM.

Aguiar et al. (2014), estudaram o efeito de um produto a base de prépolis (PBP) sobre a
producdo, composicdo em acidos graxos (AG) e capacidade antioxidante do leite de vacas
leiteiras e constataram que a composicdo de AG do leite foi alterada pela adi¢do do PBP, e essa
alteracdo se deve ao aumento no isémero cis9, trans11-18:2 (CLA); que promoveu aumento
dos AG mono e poli-insaturados e reducdo dos AG saturados. Alem disso, a capacidade
antioxidante do leite também foi maior com a adi¢cdo do PBP na ragéo.

Assim, com base nos estudos supracitados, mais pesquisas sobre o uso da propolis na

nutricdo de ruminantes devem ser conduzidos, uma vez que varios fatores influenciam nos
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resultados obtidos, tais como origem boténica da prépolis, forma de extracdo, quantidade

utilizada, entre outros.

2.2.4 METABOLISMO E BALANGO DE NITROGENIO (N) EM RUMINANTES

A determinacdo do balanc¢o de nitrogénio no animal, assim como a sintese de proteina sao
de grande importancia para avaliar a qualidade das dietas fornecidas aos animais. A proteina
digestivel representa o balanco entre o consumo de proteina da dieta e a excrecdo fecal,
enguanto o balanco de nitrogénio reflete as perdas urinarias, o que fornece uma quantificacdo
do metabolismo proteico e demostra especificamente a retencdo de proteina pelo organismo
(ALVES et al., 2011).

De acordo com estudos realizados por Russell et al. (1992), os microrganismos ruminais
dependem de esqueletos de carbono, disponibilidade de energia de amdnia e peptideos para que
haja sintese de proteina microbiana. A disponibilidade de carboidratos no rimen é muito
importante e tem grande efeito sobre a utilizacdo dos compostos nitrogenados, pois as bactérias
ruminais podem incorporar os aminoacidos e fermenté-los como fonte de energia. Através da
manipulacdo da razdo volumoso: concentrado € possivel alterar os processos fermentativos e
maximizar a eficiéncia de sintese microbiana, bem como a eficiéncia de utilizacdo dos
nutrientes dietéticos.

O nitrogénio (N), presente no compartimento ruminal, pode ser de origem enddgena ou
dietética. O N de origem enddgena é derivado da reciclagem da ureia, das células epiteliais de
descamacédo e do processo de lise das células microbianas. O N dietético é composto pela
proteina verdadeira e pelo nitrogénio-ndo-proteico (NNP), pertencente ao alimento (PEREIRA
et al., 2007). O metabolismo de nitrogénio no ramen pode ser dividido em dois eventos
distintos: degradacéo de proteinas, que fornece fontes de N para bactérias e sintese de proteina
microbiana (CAVALCANTE et al., 2006).

Considerando o papel central da fermentacdo microbiana na digestdo dos ruminantes,
torna-se importante a avaliacdo do N para a absorcao pelo animal. Os compostos nitrogenados
ndo-amoniacais (NNA) no abomaso tém sido utilizados para avaliar o N que chega ao intestino
delgado e incluem, principalmente, o N dietético ndo-degradado e o N de origem microbiana.
Os NNA totais do abomaso contém ainda outra fracdo, a proteina enddgena, constituida

principalmente de enzimas, muco e células epiteliais (LADEIRA et al., 2002).
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2.3.1 Metabolismo da proteina no rumen

O metabolismo proteico no rdmen é o resultado da atividade metabolica dos
microrganismos ruminais. A estrutura da proteina é um fator chave na determinacéo de sua
suscetibilidade a proteases microbianas e, assim, sua degradabilidade (BACH;
CALSAMIGLIA; STERN, 2005).

O fornecimento de amino&cidos a partir da proteina microbiana é fundamental para o
metabolismo proteico dos ruminantes, uma vez que a maior parte dos aminoacidos absorvidos
no intestino delgado é proveniente da proteina microbiana. A eficiéncia de producdo microbiana
e o fluxo microbiano sdo fatores determinantes da quantidade de proteina microbiana que
alcanca o intestino delgado (AGUIAR et al., 2015).

A proteina bruta contida nos alimentos é composta de uma fragdo degradavel no ramen
(PDR) e uma fracéo ndo degradavel no ramen (PNDR).Os fatores que afetam a degradabilidade
proteica no rimen sdo a composic¢ao quimica e fisica da PB, a atividade proteolitica microbiana,
0 acesso microbiano a proteina, o tempo de retencdo do alimento no rimen, o pH ruminal, o
processamento do alimento e a temperatura ambiente (CAVALCANTE et al., 2008).

As fontes de proteina consumidas pelos ruminantes podem sofrer processos de hidrolise
no rimen (degradacdo da proteina), liberando aminoacidos livres em um primeiro momento,
gue podem ser desaminados, liberando aménia. Os aminoacidos liberados, bem como a aménia
produzida, podem ser utilizados para a sintese de proteina microbiana, a qual pode apresentar
um perfil de aminoacidos completamente diferente da fonte dietética. Desta forma, o aporte
final de proteina para o intestino delgado é formado ndo somente pela proteina dietética, mas
em grande parte pela proteina microbiana (CALDAS NETO et al., 2008).

A fragdo NNP é composta por N presente no DNA, RNA, aménia, aminoacidos e
pequenos peptideos. Quando a velocidade de degradacdo ruminal da proteina excede a
velocidade de utilizagcdo dos compostos nitrogenados para a sintese microbiana, o excesso de
amonia produzida no ramen atravessa a parede ruminal e pode ser perdida via urina, na forma
de ureia. Além disso, os peptideos e aminoacidos provenientes da degradacdo ruminal da
proteina ndo incorporados nas células microbianas, podem passar para o duodeno e serem
absorvidos pelo ruminante (SANTQOS, 2006).

Deste modo, a rapida degradacdo da ureia no rimen pode acarretar um aumento nas

concentracdes de N-amoniacal e uma alta absor¢do de amonia pela parede ruminal, caso ndo
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haja carboidratos fermentaveis suficientes no rimen. Isto ir4 acarretar uma sobrecarga de N-
amoniacal no figado e um gasto maior de energia para excre¢do da ureia, além de risco de
intoxicacdo. A taxa de degradacdo ruminal da fonte energética é o principal fator limitante para
a utilizacdo do NNP (DOMINGUES et al., 2010).

A degradacdo da proteina envolve alguns processos onde inicialmente a cadeia proteica
é quebrada por hidrolise de ligagdes peptidicas (protedlise), resultando em peptideos e
aminoacidos. O mecanismo de degradacdo de proteinas difere um pouco entre bactérias e
protozoarios. Os peptideos e aminoacidos resultantes da atividade proteolitica sdo transportados
para dentro da célula microbiana, que podem ser incorporados na proteina microbiana ou
degradados em AGCC, amonia, dioxido de carbono (CO.) e metano (CH4) (Figura 6)
(TAMMINGA, 1979).

Proteinas
l Proteases

Extracelular

Peptideos Grandes g

Peptidases

—— Peptideos Pequenos
l Peptidases

Crescimento &

. ER .
Bacteriano aminoacidos Intracelular

lDaami nases

Esqueleto de Carbono +
Amonia
l Fermentagao

Acido Graxo Volatil

Figura 6: Processo sequencial de degradacdo de proteinas por bactérias.
Fonte: Santos, Cavalieri e Modesto (2001).

O metabolismo bacteriano dos aminoacidos absorvidos é complexo e altamente
integrado. Alguns sdo incorporados diretamente na proteina microbiana, enquanto que o
restante ¢ deaminado, formando a-cetodcidos e amonia, sendo 0s primeiros utilizados no
processo de fermentacdo de energia e a amodnia excretada no meio (SANTOS; CAVALIERI;
MODESTO, 2001).

A quantidade de energia disponivel no rimen é um dos fatores que afetam a utilizacao de

aminoacidos e proteinas. Quando ha energia suficiente para 0 metabolismo microbiano, os
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aminoacidos sdo utilizados para sintese de proteina microbiana, mas se o fator limitante for a
disponibilidade de energia, os amino&cidos serdo fontes de AGCC e amonia (NOCEK;
RUSSELL, 1988).

De acordo com Wallace et al. (2004), quando h& uma quebra excessiva de peptideos,
ultrapassando a capacidade de assimilagéo, ocorre uma produgéo excessiva de amonia e uma
pequena retencao de N. A reducdo da quebra dos peptideos reduziria o fluxo de N proteico para
amonia no rumen ajudando a aumentar a eficiéncia da retencdo do N pelo animal.

Assim, com base no exposto acima, a estimativa do balango de N (BN) e da sintese de
proteina microbiana séo analises de grande importancia para avaliagdo da qualidade das dietas
fornecidas para os animais, por fornecer uma quantificacdo do metabolismo proteico e revelar
especificamente se ha ganhos ou perdas proteicas (LADEIRA et al., 2002). De acordo com
Pessoa et al. (2009), a avaliacdo do balanco de nitrogénio no animal permite a obtencédo de
informacdes a respeito da nutricdo proteica dos ruminantes, 0 que pode ser importante para
evitar prejuizos produtivos, reprodutivos e ambientais, decorrentes do fornecimento de

guantidades excessivas de proteina ou inadequada sincronia energia-proteina no rimen.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Campus Universitario de Pontes e Lacerda, no Setor de
Metabolismo Animal (SeMA). As analises bromatolégicas foram realizadas no Laboratdrio de
Analise de Alimentos e Nutricdo Animal (LAANA), pertencente ao Departamento de Zootecnia
(DZO) da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT). Foram utilizados quatro ovinos
machos, castrados, sem raca definida com peso corporal (PC) médio de 26,0 kg. Os animais
foram alojados em gaiolas metabdlicas apropriadas para coleta de urina (Figura 7).

Figura 7: Setor de metabolismo animal (SeMA), gaiolas metabdlicas e animais experimentais.
Fonte: Arquivo pessoal.

Os ovinos foram vermifugados com produto a base de ivermectina quinze dias antes do
inicio do periodo experimental. A ragdo dos animais foi constituida de 65% de volumoso e 35%
de concentrado, sendo o volumoso utilizado o feno de capim Tamani (Panicum maximum
cultivar BRS Tamani) e o concentrado foi constituido de 24% de milho triturado, 10% de farelo
de soja e 1% de sal mineral (Tabela 1). A dieta experimental foi formulada de acordo com as
recomendacdes propostas pelo NRC (2007), contendo 65% de NDT e 13% de PB com base na
MS. Os tratamentos experimentais diferiram com a inclusdo ou ndo da propolis verde na racdo

dos animais constituindo-se, portanto, em quatro tratamentos, sendo: sem adi¢do de prdpolis
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(Controle, CON), adi¢do de 200 mg/dia de propolis (PRO2), adicdo de 400 mg/dia de propolis
verde (PRO4) e adi¢do de 600 mg/dia de propolis verde (PRO6).

Tabela 1 — Composicéo quimica dos alimentos e proporc¢do dos ingredientes utilizados na dieta
experimental.

o/kg!

Alimentos MS MO PB EE FDN FDA CT CNF NDT® Dieta (%)
Feno? 8748 9178 687 7.7 8344 4915 8414 70 47,99 65
;f};e'c’de 8948 9312 4591 199 1153 1032 4522 3369 7859 10
Milho

\ 9079 9402 110,7 418 1661 453 7877 621 7869 24
quirera

sul. 9000 - - - oL i 1
mineral

IMS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra em detergente
neutro; FDA = fibra em detergente &cido; CT = carboidratos totais; CNF = carboidratos ndo-fibrosos; NDT =
nutrientes digestiveis totais. 2Feno de capim Tamani (Panicum maximum cultivar BRS Tamani). *Determinado
segundo equagBes propostas por Kearl (1982). “Composicdo do suplemento mineral (quantidade minima por kg
de produto): 74 g de fosforo, 142 g de célcio, 138 g de sodio, 19 de enxofre, 12 g de magnésio, 6150 mg de zinco,
832 mg de manganés, 51 mg de cobalto, 136 mg de iodo, 25 mg de selénio, 820 mg de fltor.

Fonte: elaborado pelo autor

O extrato de prépolis verde comercial utilizado, denominado Cytopropolis Biochance
(Néctar Farmacéutica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil), é um extrato seco de prépolis verde
em pé obtido a partir do alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) em areas livres de

poluicdo no estado de Minas Gerais (Figura 9).

Figura 8: Extrato de propolis Néctar Cytopropolis Biochance.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Seu processo de producdo € certificado e auditado por instituicdes internacionais
ISO9001 e GMP. A propolis utilizada se encontra em capsulas contendo 700 mg de extrato
seco, as quais foram abertas para liberacdo do extrato em pd, 0s quais posteriormente foram
pesados e embrulhados em papel para fornecer aos animais.

O experimento foi constituido de 4 periodos experimentais com 21 dias cada, em que 14
dias foram para adaptagdo dos animais e 7 dias para coleta. O fornecimento das racgdes foi
realizado duas vezes ao dia, as 07 h e as 17 h, sendo o volumoso e o concentrado misturados
manualmente no comedouro. A limpeza do SeMA foi realizada diariamente para promocao do
bem-estar animal, estando em um ambiente agradavel.

Os ovinos foram pesados no inicio e no fim de cada periodo experimental, para estimativa
do fornecimento de MS das racGes experimentais e obtencdo do peso metabolico dos animais.
Durante o periodo de adaptacdo, a racdo foi fornecida de maneira a ter 10% de sobras nos
comedouros.

As sobras do cocho foram coletadas e pesadas diariamente, para a determinagdo do
consumo voluntario. Durante o periodo de coleta, as sobras dos alimentos foram amostradas
pela manha e armazenadas em freezer (-10°C), para posterior analise laboratorial.

As gaiolas metabolicas foram devidamente lavadas nos dias antecedentes as coletas de
fezes e urina para evitar a contaminagdo da urina com alimentos e fezes aderidos nas gaiolas.
A coleta total de fezes foi realizada utilizando uma sacola de napa adaptada em cada animal,
provida de abertura com ziper.

Embaixo de cada gaiola metabdlica foi colocado um balde plastico para a coleta de urina,
com 20 mL de &cido cloridrico (HCI) 1:1, para evitar a volatilizacdo do N e possivel
fermentacdo da urina. Os baldes plasticos foram cobertos com telas, para evitar a contaminacgao
da urina com pelos, fezes e racgéo.

A amostragem de fezes e urina foram realizadas durante o periodo da manhd. Todo o
contetdo fecal presente na sacola foi pesado para a determinacgdo da producdo fecal diaria por
periodo, tratamento e animal.

A producéo diaria de urina dos animais foi mensurada utilizando uma proveta graduada,
e 10% do total foi amostrado e conservado em frascos de vidro devidamente identificados por
periodo, tratamento e animal e armazenados em geladeira (5°C) para posterior anélise.

As andlises de MS (meétodo no 934.01), material orgéanica (MO, método no 924.05),
proteina bruta (PB, método no 920.87) e extrato etéreo (EE, método no 920.85) das amostras

de alimentos foram conduzidas de acordo com A.O.A.C. (1990). A fibra em detergente neutro
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(FDN) foi determinada segundo Van Soest et al. (1991) e a fibra em detergente acido (FDA) de
acordo com o método no 973.18 (AOAC, 1990).

Os carboidratos totais (CT) foram obtidos por intermédio da seguinte equacédo de Sniffen
etal. (1992, em que: CT =100 - (%PB + %EE + %Matéria Mineral), (. Os carboidratos fibrosos
(CNF) foram determinados pela diferenca entre CT e FDN.

A determinacéo do teor de nitrogénio total das amostras compostas de alimentos, sobras,
fezes e urina foi realizada pelo método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1990). O balanco de N foi
calculado da seguinte maneira: BN = Noferecido — (Nsobras + Nfezes + Nurina), 0Nde Noferecido, Nsobras,
Nrezes, Nurina, Na qual representam, respectivamente, as quantidades médias diérias de nitrogénio
nos alimentos oferecidos, nas sobras, fezes e urina.

O delineamento experimental utilizado foi em quadrado latino 4x4, com quatro
tratamentos e quatro repeticdes. As analises estatisticas das variaveis estudadas foram
interpretadas por andlises de varidncia e regressdo, utilizando o software estatistico Sisvar,
Versdo 5.6 (FERREIRA et al., 2011), através do seguinte modelo:

Yijk = u + Ni + Pj + Aij + €ijk.

Em que:
Yijk = variavel estudada no individuo k, do periodo j, recebendo o tratamento i com adi¢do ou
ndo de propolis verde;
u = constante geral da variavel; N; = efeito da dose i de propolis verde a racdo (i = 0; 200; 400;
600 mg/dia);
Pj = efeito do periodo j;
Aijx = animal k, no periodo j, recebendo o tratamento com a dose i de propolis verde;

eijk = erro aleatorio associado a cada observacao Yij..
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A incluséo das doses crescentes do extrato de propolis ndo influenciou (p>0,05) o balan¢o
de nitrogénio (BN) em ovinos, com médias de 9,61 g/dia, 0,76 g/kg®”™ e BN de 50,79% do N
ingerido (Tabela 1). Estes valores sdo superiores aos obtidos por Zeoula et al. (2006) e Santana
et al. (2016), com médias de 44,27% e 32,29% do N ingerido, respectivamente.

Entretanto, o BN observado neste trabalho corrobora com Carvalho et al. (2015), com
média de 52,33% do N ingerido. Essas diferencas observadas provavelmente se devem ao tipo
de dieta fornecida aos animais, uma vez que o tipo de alimento influencia na disponibilidade de
nutrientes a serem utilizados no ramen. Aguiar et al. (2014), ao utilizarem um produto a base
de propolis na racdo de vacas leiteiras (PBP B1, PBP C1 e PBP C3), sugeriram que a propolis
melhorou o metabolismo de N no rimen, reduzindo as populacfes de bactérias produtoras de
nitrogénio amoniacal (N-NHz), aumentando assim, o fluxo de proteina microbiana para o

intestino.

Tabela 1 — Médias do nitrogénio (N) ingerido, N excretado nas fezes e urina e balanco de
nitrogénio (BN) em g/dia, porcentagem do N ingerido e coeficientes de variagdo
(CV) de ovinos recebendo propolis verde na racéo.

Propolis verde (mg/dia)

Variaveis 0 200 400 600 CV (%) Regressao
Nitrogénio ingerido

g/dia 18,03 18,93 19,37 18,75 10,90 Y =18,77

glkg 07 1,43 1,52 1,58 1,46 9,64 Y =150

Nitrogénio fecal

g/dia 5,46 4,88 5,34 4,73 20,36 Y =5,10

glkg 07 0,43 0,39 0,44 0,36 21,35 Y =0,40

% N ingerido 30,69 2541 27,95 2516 19,88 Y =27,30
Nitrogénio urinario

g/dia 4,85 4,18 3,54 4,29 25,46 Y =422

glkg 07 0,39 0,33 0,29 0,34 26,80 Y =0,33

% N ingerido 27,38 22,32 18,69 22,89 28,60 Y =22,82

Balango de nitrogénio

g/dia 8,17 10,09 10,47 9,72 21,84 Y =9,61

glkg °7° 0,64 0,80 0,85 0,76 19,32 Y =0,76

% N ingerido 44,47 53,40 53,34 5194 1580 Y =50,79

Fonte: elaborado pelo autor
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Aguiar et al. (2014) também verificaram que um dos PBP C1 reduziu a concentracao
média de N-NHz no rimen, mostrando que a prépolis tem efeito positivo no metabolismo
proteico de ruminantes. Estes resultados ndo corroboram com o presente estudo, e isto pode ter
ocorrido devido a varios fatores, tais como a razdo alcool:agua usada para a extracdo dos
compostos ativos da propolis, concentracdo de propolis utilizada para extracdo, doses
fornecidas aos animais, entre outros.

Oliveira et al. (2004), ao estudarem o efeito da monensina sddica e extrato de prépolis
sobre a producdo de amdnia e degradabilidade in vitro da PB de diferentes fontes de N
(tripticase, farelo de soja e farinha de peixe), observaram que a préopolis foi mais eficiente do
que a monensina em manter maiores concentracfes de proteina sollvel no inicio das
incubacdes, pois causou a reducdo da atividade de desaminacdo, a qual aumentou a degradacéo
da farinha de peixe e a concentracdo de proteina solivel no meio.

No presente estudo, as perdas de N pelas vias fecal e urinaria correspondem a 27,30% e
22,82% do N ingerido, respectivamente, indicando que 50,12% do N ingerido foi perdido nas
fezes e na urina. Apesar do volumoso utilizado (feno de Panicum maximum cultivar BRS
Tamani) conter mais de 80% de FDN, considerado de baixa degradacdo no rimen, observa-se
um BN superior ao obtido na literatura. Estudos indicam que a taxa de degradacdo ruminal dos
diferentes alimentos pode exercer um profundo efeito sobre a fermentacdo, produtos da
fermentacdo e desempenho animal. Se a taxa de degradacdo proteica exceder a taxa de
fermentacao de carboidratos, grandes quantidades de N poderéo ser perdidas como amdnia; em
contraposicdo a esta situacdo, se a taxa de fermentacdo dos carboidratos exceder a taxa de
degradacdo da proteina, a producdo de proteina microbiana pode ser reduzida (NOCEK;
RUSSEL, 1988).

Uma outra possibilidade seria aquela em que os alimentos sdo degradados muito
lentamente, entdo o efeito do enchimento ruminal podera restringir o consumo; e, se a taxa de
degradacdo for baixa, alguns dos alimentos podera escapar da fermentacdo ruminal passando
diretamente para o intestino; e este maior fluxo de proteina ao intestino pode ter contribuido
com a maior retencdo de N. Sabe-se, também, que os microrganismos que fermentam a celulose
e hemicelulose multiplicam-se mais lentamente e utilizam aménia com fonte de N para a sintese
de proteina microbiana. Os microrganismos que fermentam amido, pectina e acgucares,
multiplicam-se mais rapidamente que os fermentadores de CF, e utilizam tanto a aménia (34%)
guanto aminoéacidos (66%) como fonte nitrogenada para sintese de proteina microbiana ruminal
(RUSSELL et al., 1983).
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Vale ressaltar que o consumo de N pelos animais (18,77 g/dia) também esta abaixo do
observado na literatura (Zeoula et al., 2006) com média de 31,68 g/dia; Carvalho et al. (2015)
com media de 54,96 g/dia e Santana et al. (2016) com média de 22,24 g/dia), o que pode ter
ocorrido devido ao alto teor de FDN do volumoso, causando enchimento ruminal e restringindo
0 consumo.

Caldas Neto et al. (2007), ao avaliarem a utilizacdo de dietas com niveis crescentes de
PDR associada a fonte de amido de alta degradabilidade ruminal, verificaram que esta
associacdo influenciou na digestibilidade in vitro da MS, comprovando a possibilidade de
existéncia de um nivel de sincronizacdo da liberacdo de N e energia no rimen que permita
maior digestibilidade ruminal da dieta. Arruda et al. (2005) relataram que a maximizacao da
sincronizacdo de proteina e carboidratos dietéticos no rimen resulta na minimizacgéo das perdas
nitrogenadas e aumento do processo microbiano.

Com relagdo a propolis verde, devido a complexidade em se obter um extrato “padrdo”
ou Unico em seu estudo como um aditivo natural, outras doses deste mesmo extrato devem ser
testadas, assim como outras dietas (p.e., maiores quantidades de concentrado na racdo) devem
ser utilizadas, para uma melhor compreensdao da forma de atuacdo da prépolis sobre a

microbiota ruminal.
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5 CONCLUSAO

A adicdo de doses crescentes de propolis em até 600 mg/dia a racdo ndo altera o balanco
de N em ovinos. Neste contexto, novos estudos sdo necessarios acerca da utilizagao da prépolis
como aditivo natural, a fim de melhor elucidar seus efeitos sobre o metabolismo ruminal,
principalmente quando dietas com excesso de CF (carboidratos fibrosos), sdo fornecidas aos

animais.
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