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RESUMO

Obijetivou-se avaliar os valores de pH e nitrogénio amoniacal (N-NHs3) do liquido ruminal
de ovinos recebendo diferentes doses de propolis verde na ragdo. Foram utilizados quatro
ovinos sem raca definida, pesando 26 kg de peso corporal e distribuidos em um quadrado latino
4x4. A dieta experimental foi formulada com 65% de feno de capim Tamani (Panicum
maximum cultivar BRS Tamani) e 35% concentrado, constituido de quirera de milho, farelo de
soja e sal mineral com base na matéria seca (MS) para conter 13% de proteina bruta e 65% de
nutrientes digestiveis totais. Os tratamentos experimentais diferiram com a inclusdo ou ndo da
prépolis verde na racdo dos animais, constituindo-se, portanto, em quatro tratamentos: sem
adicdo de prépolis (CON), adicdo diaria de 200 mg de prépolis (PRO2), 400 mg de propolis
(PRO4) e 600 mg de propolis (PRO6), com quatro tratamentos e quatro repeticdes. Para
determinacdo do pH e N-NHs, amostras de liquido ruminal foram coletadas com o auxilio de
uma sonda de silicone, nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 horas apds a primeira alimentacdo. Ndo houve
efeito da interacdo tratamento x horéario de coleta apos a alimentacao para os valores de pH no
ramen (P=0,9597) porém, houve efeito do horério de coleta (P=0,0000). O pH ruminal em
funcdo das horas ap6s alimentacdo apresentou comportamento quadratico e demonstrou valor
minimo de 5,8 as 08h 01min. Também ndo houve efeito da interacdo tratamento x horario de
coleta apos a alimentacédo (P=0,3493) para a concentracdo de N-NHs do liquido ruminal. Porém,
houve efeito quadratico (P<0,0000) para a concentracdo do N-NH3z em funcdo do tempo. A
maior concentracdo estimada de N-NHs foi de 9,41 mg/100 mL no tempo 05h 06min apds a
alimentacdo e a concentracdo minima foi de 3,28 mg/100 mL as 12 h ap6s a primeira refeicéo.
A adicdo crescente de propolis na racdo de ovinos ndo alterou (P>0,05) os valores médios de
pH e N-NH3, com respectivas médias de 6,02 e 6,53 mg/100 mL. Conclui-se que a adigéo de
doses crescentes de propolis verde em até 600 mg/dia na racdo ndo altera os parametros

ruminais (pH e N-NHz) em ovinos.

Palavras chave: Artepillin C. Nitrogénio amoniacal. pH. Rimen.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the pH and ammonia nitrogen (N-NHz3) values of ruminal
fluid from sheep receiving different doses of green propolis in the diet. Four crossbred sheep,
weighing 26 kg of body weight and distributed in a 4x4 Latin square were used. The
experimental diet consisted of 65:35 forage-to-concentrate ratio, with the forage being Tamani
grass hay (Panicum maximum BRS Tamani) and the concentrate consisting of ground corn,
soybean meal and mineral salt (dry matter-based) to contain 13% of crude protein and 65% of
total digestible nutrients. The treatments differed with or without the inclusion of green propolis
in the animal feed, thus constituting four treatments: no propolis (Control, CON), daily addition
of 200 mg of propolis (PRO2), 400 mg of propolis (PRO4) and 600 mg of green propolis
(PROG6)., with four treatments and four repetitions. For pH and N-NHs determination, ruminal
fluid samples were collected with a silicone probe at times 0, 3, 6, 9 and 12 hours after the first
feeding. There was no effect of treatment x collection time after feeding interaction for rumen
pH values (P= 0.9597) but there was effect of collection time (P=0.0000). Ruminal pH as a
function of hours after feeding showed quadratic behavior and showed a minimum value of 5.8
at 08h 01min. There was also no effect of the interaction treatment x collection time after
feeding (P = 0.3493) for ruminal fluid N-NHs concentration. However, there was a quadratic
effect (P<0.0000) for N-NHs concentration as a function of time. The highest estimated
concentration of N-NH3z was 9.41 mg/100 mL at 05h 06min after feeding and the minimum
concentration was 3.28 mg/100 mL at 12 h before the second meal. The increasing addition of
propolis in sheep diet was not significant for pH and N-NHz3 values, with averages of 6.02 and
6.53 mg/100 mL, respectively. Increasing levels in the diet did not influence (P> 0.05) the mean
values of ruminal pH and N-NHs at different collection times. It was concluded that the addition
of increasing doses of green propolis up to 600 mg/day in the diet did not change ruminal

parameters (pH and N-NHs3) in sheep.

Keywords: Ammonia nitrogen. Artepillin C. pH. Rumen.
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1 INTRODUCAO

O processo da globalizagcdo da economia brasileira, tem acarretado grandes mudancas em
diversos setores do agronegocio. A producdo de gado de corte no Brasil, por exemplo, é uma
atividade de destaque na pecudria nacional tornando-se, para o pecuarista, mais competitivo o
mercado. Contudo, é de suma importancia que se elimine as fases negativas do sistema de
producdo proporcionando, entdo, condi¢fes de crescimento continuo ao animal durante todas
as fases de sua vida, sendo levado ao abate mais precoce (KOSCHECK et al., 2011).

Assim, o aprimoramento da eficiéncia na producdo é um dos principais objetivos dos
estudos sobre nutricdo de ruminantes, sendo a manipulacdo da fermentacdo ruminal
considerada ferramenta de destaque (STIVARI et al., 2014).

Os aditivos promotores de crescimento tém sido utilizados para potencializar os ganhos
produtivos através da manipulacéo dos padrdes de fermentacdo ruminal, gerando alteracGes na
composicdo de microrganismos, tornando de forma mais eficiente a sintese de produtos
provenientes da digestdo no ramen, diminuindo, assim, as perdas de energia, bem como a
reducdo de gases nocivos (OLIVEIRA et al., 2019).

Com as restri¢gdes no uso dos aditivos convencionais, muitos pesquisadores tém buscado
alternativas naturais a esses aditivos. A propolis, material que as abelhas produzem usando a
cera e resinas de diferentes plantas, tém demonstrado possuir a¢do antimicrobiana sobre
bactérias Gram-positivas, sendo esperado que sua adicdo em cultivo de microrganismos
ruminais iniba o crescimento de bactérias proteoliticas da mesma forma que o ion6foro
(OLIVEIRA et al., 2004). Estudo realizado por Aguiar et al. (2013) corroboram com Oliveira
et al. (2004) mostrando que a propolis teve forte atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas.

A prépolis é conhecida, principalmente, por suas propriedades antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatoria, imuno-modulatoria, hipotensiva, cicatrizante, anestesica,
anticancer, anti-HIV e anti-carcinogénica (PARK; IKEGAKI; ALENCAR, 2001). Possui uma
composi¢do quimica bastante complexa e variada, devido a ecologia da flora de cada regido
visitada pelas abelhas.

Com o uso da propolis aliada a dieta, espera-se que no rimen, aumente a producéo de
propionato, assim fazendo com que a razdo acetato:propionato diminua; o que é benéfico ao
hospedeiro, pois a maior producédo de propionato disponibiliza, no rimen, menores quantidades

de carbono e hidrogénio que seriam utilizados para a producdo de metano, aumentando, assim,
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a eficiéncia energetica e, consequentemente, o desempenho animal (STRADIOTTI JR. et al.,
2004).

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de extrato de propolis verde obtida a
partir do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) como aditivo natural na racdo de
ovinos sobre o pH e N-NHz do liquido ruminal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os aditivos promotores de crescimento sao divididos em duas categorias. A primeira é
formada por antibidticos, iondforos e agentes ndo-esteroides, que sdo produtos que melhoram
a qualidade e aumentam a quantidade de nutrientes disponiveis na alimentacdo dos animais. A
segunda categoria & composta principalmente por hormonios e anabolizantes, que aumentam a
eficiéncia dos nutrientes absorvidos pelo animal (SILVA et al., 2006).

Por questdes relacionadas a seguranga alimentar, a utilizacdo de ion6foros vem sendo
restringida, como exemplo a Uni&o Europeia (UE) que, por precaucéo, proibiu a utilizagéo de
antibiodticos como promotores de crescimento para bovinos (GONCALVES et al., 2012).

Existe possibilidade de intoxicacdo com o uso de ioné6foros, no entanto, sua toxicidade
ndo esta associada somente ao uso de doses excessivas ou inadequadas, e sim ao fornecimento
errbneo, como ma homogeneizacdo e fornecimento sem periodo de adaptacdo (SALMAN;
PAZIANI; SOARES, 2006).

Existem alguns promotores de crescimento proibidos no Brasil, como o caso de
anabolizantes e hormonios, outros sdo aprovados para serem usados em combinagdo. A
indUstria brasileira tem intensamente investido em pesquisas e no desenvolvimento de aditivos
promotores de crescimento, com o intuito de aprimorar o sistema produtivo (OLIVEIRA et al.,
2005). Estudos apontam que a prépolis vem sendo utilizada como substituicdo aos ionéforos na
alimentacdo de ruminantes (PRADO, 2010).

As abelhas utilizam a prépolis com a finalidade de manter a colmeia vedada, eliminando
as frestas, diminuindo os riscos de a colmeia ser invadida por intrusos e ser destruida por ventos
fortes e frio que retardam o crescimento de suas crias. Quando ha entrada de intrusos na
colmeia, a propolis é utilizada para envolver os inimigos, evitando o apodrecimento e
contaminagéo da colmeia (BREYER, 1982).

Uma colmeia produz entre 50 a 400 g de propolis por ano, isso depende da raca da abelha,
das condigdes geogréficas e climaticas da regido e do manejo adotado (WIESE, 2005). O Brasil
é o terceiro maior produtor mundial de prépolis, produzindo cerca de 150 toneladas por ano,
destas, 100 toneladas sdo exportadas para o Japdo, onde séo utilizadas para experimentos
focados na area da saide humana (BRASIL, 2017).

No Brasil, a propolis é utilizada na parte clinica animal para cicatrizacao de feridas, cortes

poOs-operatdrios, controle de hemorragias e tratamento de mastite. J& na agricultura, substitui



14

produtos quimicos no tratamento e doencas de espécies vegetais. Também é usada na industria
de alimentos na confecg@o de bombons, pastilhas e chicletes (COSTA; OLIVEIRA, 2005).

2.1 ADITIVOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO NA NUTRICAO ANIMAL

No Brasil, define-se como aditivo os produtos destinados a alimentagédo animal, produtos
estes que podem ser classificados como substancias, microrganismo ou produtos formulados,
adicionados intencionalmente na alimentacéo, a fim de modificar suas propriedades, podendo
ter ou ndo valor nutritivo, com o intuito de melhorar as caracteristicas dos produtos destinados
a alimentacdo, melhorando, assim, o desempenho dos animais sadios e atendendo as
necessidades nutricionais (BRASIL, 2004).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), na Instru¢cdo Normativa
13/04 (alterada pela Instrucdo Normativa n° 44/15) estabelece um novo modelo de regulamento
técnico sobre aditivos para produtos destinados a alimentacdo animal, apresentando medidas
como na avaliacdo, registro, comercializacdo e uso dos aditivos na alimentacdo animal, com
objetivo de garantir um nivel adequado de protecdo da salde humana e dos animais (BRASIL,
2004).

A Ultima atualizacdo feita pelo MAPA, no decreto 6.296/07 de 16 de agosto de 2019,
atualiza a classificacdo de aditivos aprovados para uso na alimentacdo animal modificando o
extrato de propolis como um aditivo aromatizante (BRASIL, 2019).

Desde a década de 50 os antibi6ticos vém sendo utilizados na alimentac&o animal com o
objetivo de cura e prevencdo de patologias, agindo pela exclusdo de microrganismos
competidores de substrato no trato gastrintestinal. Mesmo com o uso de pequenas doses, foi
observado um sucesso no crescimento dos animais, conversdo alimentar e prevencdo de
infeccOes, e isso comecou a surpreender 0s produtores, que comecaram a investir nos
antibiéticos (MATQS, 2008).

Atualmente, os métodos empregados na manipulagéo da fermentacdo ruminal envolvem,
basicamente, adi¢ao de substancias a racdo; como enzimas, ionoforos, antibioticos e os aditivos
alimentares microbianos. Os aditivos alimentares microbianos séo definidos como fonte de
microrganismos Vvivos (viaveis) e incluem: bactérias, fungos e leveduras, dos quais 0s mais

importantes e comumente utilizados na dieta de ruminantes, sdo as leveduras ou cultura de
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leveduras e os extratos fangicos, frequentemente citados como sindnimos, apesar de serem um
pouco distintos (GOES, 2005).

Os iondforos e antibidticos, que melhoram a fungéo do sistema digestério, sao utilizados
em larga escala no Brasil e Estados Unidos. Ja na Uni&o Europeia, esses produtos sdo proibidos;
consequentemente, seu uso continuado pode interferir nas exportac6es de produtos de origem
animal para esse mercado (MAGNABOSCO et al., 2010).

Marino e Medeiros (2015), relataram que ainda € muito reduzido o uso de aditivos no
Brasil pelo fato do produtor ter que selecionar os que realmente atendem sua necessidade.
Muitos aditivos ainda precisam ser melhor compreendidos, a fim de serem usados no momento

correto e de forma adequada para que realmente facam diferenca.

2.1.1 Antibioticos (iono6foros e ndo iono6foros)

Um antibidtico muito conhecido na nutricdo animal sdo os ionéforos, inicialmente eram
utilizados como coccidiostaticos para aves, s6 mais tarde passou a ser utilizado na dieta de
animais ruminantes. Com sua forma seletiva deprime e inibe o crescimento de microrganismos
no rumen, assim, aumentando a formacdo de acido propidnico, e diminuindo a formacéo de
metano, além de reduzir protedlise e desaminacdo da proteina dietética no rdmen
(NICODEMO, 2001).

Atualmente, sdo conhecidos mais de 120 tipos de ion6foros resultantes da fermentacao
de varios tipos de actinomicetos, produzidos principalmente por bactérias do género
Streptomyces, mas somente a monensina, lasalocida, salinomicina e laidlomicina propionato
sdo aprovados para uso em dietas de ruminantes (MORAIS; BERCHIELLI; REIS, 2006).

Segundo Morais, Berchielli e Reis (2006) dentre todos os ionéforos, o aditivo mais
pesquisado em dietas de ruminantes € a monensina. A monensina sodica é um produto da
fermentagdo metabolica do Streptomyces cinnamonensis. Pode ser txica a muitos protozoarios,
fungos e bactérias, especialmente as Gram-positivas, afetando a passagem de nutrientes através
de sua membrana (BERCHIELLI; BERTIPAGLIA, 2010).

A acdo dos iono6foros no rimen ocorre por mudancas na populagdo microbiana, atuando
sobre os fatores de resisténcia existentes na parede celular, selecionando entdo bactérias Gram-
negativas e inibindo as Gram-positivas. A parede celular, € responsavel por regular o balango

quimico entre o meio interno e externo da célula (bomba i6nica), quando o iondforo se liga ao
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cation de maior afinidade, transporta-o através da membrana celular para dentro da bactéria. E
esta, por meio do mecanismo da bomba i6nica, na tentativa de manter sua osmolalidade, utiliza
sua energia, de forma excessiva, se rompendo (RANGEL, 2008).

Nos ruminantes, os ionoforos alteram a producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) no ramen, aumentando a produgdo de acido propiénico e diminuindo a producao de
acético e butirico, proporcionando uma queda na producao de metano e &cido latico. Com isso,
ocorre uma menor perda de energia e um melhor aproveitamento do alimento para a produgéo
(NEGRAO; DANTAS, 2010).

A digestibilidade da fibra tende a aumentar em alguns casos quando sdo adicionados
ion6foros na dieta dos ruminantes, j& que estes reduzem a ingestdo e, por consequéncia,
diminuem a taxa de passagem do alimento no ambiente ruminal. Dessa maneira, a particula
fibrosa permanece maior tempo no rumen, prolongando o tempo de fermentagédo
(GONCALVES et al., 2012).

Em resumo, os efeitos observados com a utilizacdo de ionoforos sdo: aumento de
producdo de propionato; reducdo da producdo de metano; aumento da digestibilidade da matéria
organica e amido; reducdo da producdo de proteina microbiana; aumento da retencdo de
nitrogénio; reducao da mobilizagdo de gordura corporal; diminuicdo de distdrbios metabolicos,
como a acidose e timpanismo (BERCHIELLI; BERTIPAGLIA, 2010).

Ao grupo de antibi6ticos ndo iondforos tem-se a flavomicina, tilosina, virginiamicina,
avoparcina, bacitracina, neomicina dentre outras, tendo sua melhor eficiéncia em condicGes de
stress e doencas nos animais. Entretanto, mesmo testando a eficiéncia dos antibi6ticos nas
condicBes brasileiras, 0 seu uso poderia ndo ser viavel devido as restricdes comerciais que
podem vir a sofrer a carne de animais submetidos a esses aditivos. Além de sua atividade contra
bactérias gram-positivas eles agem em um determinado grupo de gram-negativas, no entanto
também tem atividades contra fungos e protozoarios. Suas rea¢des ndo sdo bem claras, porém,
ocorre uma diminuicdo da taxa de passagem e decréscimo no volume liquido do rimen
(OLIVEIRA et al. 2005).

2.1.2 Proibigbes

Na UE, em 2003 foi criada a EFSA (Autoridade Europeia da Seguranca do Alimento),

que se responsabilizou pelo regulamento do uso de aditivos na nutrigdo animal e pela proibicao
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do uso de antibioticos (Regulamentacdo da EC 1831/2003). Uma das ac¢des da EFSA foi a
restricdo de promotores de crescimento a partir de 01/01/2006, daqueles que apresentavam
principio ativo ndo utilizado em seres humanos (avilamicina, flavofosfolipol, monensina sddica
e salinomicina). Esta decisdo, somente elimina seu uso como antibidticos promotores de
crescimento pelos produtores dentro da unidade europeia (BERCHIELLI; BERTIPAGLIA,
2010).

Contudo, os produtores devem assegurar que estdo seguindo a legislacéo brasileira quanto
ao uso de antibidticos, independentemente de produzirem para o comercio local ou para a
exportacdo (BERCHIELLI; BERTIPAGLIA, 2010).

Existe possibilidade de intoxicacdo com o uso de iondforos, no entanto, sua toxicidade
ndo esta associada somente ao uso de doses excessivas ou inadequadas, e sim ao fornecimento
errdbneo, como ma homogeneizagdo e fornecimento sem periodo de adaptacdo (SALMAN;
PAZIANI; SOARES, 2006).

2.1.3 Probiéticos

A palavra probidticos, que significa “pro-vida”, deriva do grego e é o antbénimo de
antibiotico, que significa “contra a vida” (COPPOLA; TURNES, 2004). Considera-se que 0S
probidticos sejam suplementos alimentares que contenham bactérias vivas e que resultam em
efeitos benéficos ao seu hospedeiro, assim, favorecendo o equilibrio de sua microbiota intestinal
(FULLER, 1989). Séo caracterizados e indicados para preservar e reestabelecer a homeostase
do intestino. Sua acao sobre o trato gastrintestinal inclui fatores como efeitos antag6nicos e
efeitos imunolégicos (PAIXAQ; CASTRO, 2016).

Os probidticos em ruminantes podem atuar como promotores de crescimento, auxiliando
tambem no repovoamento da microbiota intestinal (como em casos de tratamentos de diarreias
em bezerros), podendo também atuar como neutralizador de toxinas patogénicas, a partir de
mecanismos de competicdo tanto quanto por nutrientes, espaco ou por metabdlitos oriundo do
proprio probidtico, além de produzir nutrientes e vitaminas (MARINO; MEDEIRQS, 2015).

Na medicina humana, sdo bastante utilizados na prevencéo e tratamento de doencas,
agindo na regulacdo da microbiota intestinal, também em distarbios do metabolismo
gastrintestinal, como imunomoduladores, dentre outros. Ja na medicina veterinaria, além dessas

aplicagdes ja citadas, podem ser utilizados como promotores de crescimento, constituindo-se
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em uma alternativa aos antibiéticos, cujo uso indiscriminado pode selecionar cepas resistentes
(COPPOLA; TURNES, 2004).

Os probioticos podem ser apresentados aos animais de varias maneiras. O tipo de
preparacdo dependera do uso pretendido. Podem ser inclusos na racdo na forma peletizada ou
produzidos na forma de cépsulas, pastas, p6 ou granulos (FULLER, 1989).

Seu modo de acgdo ainda ndo foi completamente esclarecido, embora existam varias
sugestfes aos processos que podem atuar independentemente ou associados (COPPOLA;
TURNES, 2004). Trés possiveis mecanismos de atuacéo sdo atribuidos aos probioticos, sendo
o primeiro deles a supressdo do nimero de células vidveis, através da producgdo de compostos
com atividade antimicrobiana, a competicéo por nutrientes e a competigdo por sitios de adesdo.
O segundo desses mecanismos € a alteracdo do metabolismo microbiano, através do aumento
ou da diminuicdo da atividade enzimatica. O terceiro € o estimulo da imunidade do hospedeiro,
através do aumento dos niveis de anticorpos e o aumento da atividade dos macréfagos (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2011).

Nas dietas de ruminantes, 0s microrganismos mais comumente adicionados incluem as
bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus, Enterococcus e Bacillus; as leveduras
Saccharomyces cerevisiae; e 0s fungos Aspergillus oryzae (STIVARI et al., 2014).

A adicdo de leveduras no fluido ruminal aumenta a quantidade de bactérias anaerdbicas,
principalmente as bactérias celuloliticas, além de aumentar a utilizacdo de lactato pelas
bactérias, como a Selenomonas ruminantium, bactérias estas que sdo estimuladas pela presenca
dos acidos dicarboxilicos liberados (GOES et al., 2005). Segundo Berchielli e Bertipaglia
(2010), as culturas de leveduras utilizadas como probi6ticos ndo conseguem sobreviver por
muito tempo em meio anaerdébio do rimen podendo afetar outros microrganismos, em virtude
de sua persisténcia e metabolismo. Essa persisténcia é fundamental, e os efeitos do probidtico
podem ndo ser observados quando se utilizam células mortas ou extratos de leveduras.

A remocdo do oxigénio presente no ambiente ruminal através da atividade respiratoria
das leveduras, como ja citado, previne a toxicidade dos microrganismos anaerobios do meio
(Figura 1) (GOES et al., 2005).
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MELHOR FRODUTIVIDADE

T

AUMENTO DO CONSUMO DE ALIMENTOS

Aumento da taxa de Aumento do fluxo de
degradagio da celulose proteina microbiana
Diminungio da AUMENTO DA VIABILIDADE Alteracio das
produgio de lactato DAS BACTERIAS proporgies de AGV

Alteragio da Melhor estabilidade

metanogeénese do pH

REMOCAO DO OXIGENIO PELA Sac charomyces cerevisiae

Figura 1 — Mecanismo de acéo das leveduras no rimen.
Fonte: Goes et al. (2005)

Os fungos Aspergillus oryzae, produzem uma grande variedade de enzimas como as
celulases e hemicelulases. Existem indicaces de que o Aspergillus possa facilitar a aderéncia
de bactérias celuloliticas a fibra, por meio da atracdo quimiostatica provocada pela liberacdo de
acucares soluveis, ou por alteracdo da superficie da fibra, o que acaba propiciando a degradacéo.
Seu maior efeito se da em parte pela presenca de enzimas polissacaridases (celulase e xilanase)
nos extratos, que podem afetar a degradacdo da parede celular (BERCHIELLI,
BERTIPAGLIA, 2010).

Segundo Gibson e Roberfroid (1995) os probidticos devem ser capazes de serem
preparados de forma vidvel e em uma grande escala, como por exemplo, para fins industriais.
Segundo Berchielli e Bertipaglia (2010), o beneficio do probidtico é que ndo produzem residuos
nos produtos de origem animal e também ndo desenvolvem resisténcia as drogas utilizadas em
seres humanos, por serem essencialmente naturais, o que ja lhes garante uma visdo positiva em

todos os segmentos da cadeia de producdo e consumo de proteina animal.
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2.1.4 Prebidticos

O termo prebidtico é utilizado para designar ingredientes alimentares que ndo sejam
digeriveis e visam beneficiar o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento ou a
atividade de numero reduzido de espécies bacterianas no célon (GIBSON; ROBERFROID,
1995), tendo capacidade de inibir a multiplicacdo de patdgenos, o0 que proporciona beneficios
a saude do hospedeiro. O sucesso de um prebidtico dependerd, essencialmente, da sua nao
hidrolizacéo pelas enzimas digestivas, o que possibilitara atingir o intestino grosso intacto, local
no qual ocorrerd a sua fermentacéo e digestdo. Sua funcdo principal é estimular o crescimento
ou ativar o metabolismo de bactérias ndo patogénicas no trato gastrintestinal (TGI) (BRITO et
al., 2014).

Os prebidticos conseguem modificar a composicdo da microbiota fazendo com que as
bactérias com potencial de promocéo de salde tornam-se a maioria predominante. Eles, por sua
vez, possuem resisténcia as enzimas salivares, pancreaticas e intestinais, bem como ao acido
estomacal e, para sua eficacia, ndo devem sofrer hidrélise enzimatica ou absorcao no intestino
delgado, devem ser metabolizados seletivamente no c6lon por um ndmero limitado de bactérias
benéficas, devem ser capazes de alterar a microbiota colénica para uma microbiota bacteriana
saudavel e induzirem um efeito fisiolégico que seja importante para a saude (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2011).

Hasunuma et al. (2011) em estudos utilizando cinguenta e duas bezerras holandesas,
utilizaram em sua alimentacdo, um tipo de oligossacarideo (celuligossacarideo), obtivendo
resultados que demonstram que o uso de prebidticos melhoram o ganho de peso diério e a

eficiéncia alimentar para o periodo pos-desmame.

2.2 PROPOLIS E SEU USO COMO ADITIVO NUTRICIONAL

A existéncia das abelhas se da a 125 milhdes de anos e seu sucesso proporcionou que se
tornasse uma espécie duradoura, podendo entdo explorar quase todos os habitats da Terra.
Sucesso este que se da devido a capacidade quimica das abelhas, e também pelo seu poder de
producdo de produtos, tais como: mel, cera, propolis, pdlen e geléia real (BANKOVA, 2005).

A propolis ndo é o produto mais popular das abelhas, mas, no entanto, € um potencial excelente,
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sendo um dos materiais mais fascinantes ja fabricados pelas mesmas, utilizado tanto como
material de construcdo quanto como substancia defensiva. Por apresentar propriedades
mecanicas, pode ser empregado em colmeias para bloquear contra a entrada de invasores
(BANKOVA, 2009).

A prépolis nada mais é do que uma substéncia resinosa produzida pelas abelhas a partir
de um exsudato de brotos e botbes florais de diversas plantas. Pode possuir coloragédo e
consisténcia diversificada, sendo utilizada pelas abelhas para reparar os favos de mel, fechar
pequenas frestas, embalsamar insetos mortos, bem como proteger a colmeia contra a invasao
de microrganismos (GHISALBERTI, 1979). Sua coloracdo varia de amarelo a verde e a
marrom escuro, conforme sua origem e idade (BURDOCK, 1998).

A palavra propolis é derivada do grego, na qual “pr0” significa para ou em defesa, e
“polis”, a cidade, ou seja, em “defesa da cidade” (GHISALBERT]I, 1979). Dentre os variados
designios que a propolis recebe, uma de suas principais fungdes é a de selar as aberturas da
colmeia, assim, impossibilitando a entrada de intrusos, além de favorecer a estabilidade da
temperatura dentro da colmeia em torno de 35 °C (SALATINO et al., 2005).

Nos ultimos anos, a propolis vem ganhando popularidade no mercado por ser considerada
um produto saudavel, é utilizada também em alimentos e bebidas, melhorando a satide humana
e previnindo doengas como inflamacéo, doencas cardiacas, diabetes e até o cancer. Devido a
sua ampla utilizacdo como espectro de atividades bioldgicas e uso em alimentos saudaveis,
assim como na medicina popular, existe um interesse renovado na composicao da propolis e
suas atividades bioldgicas (BANSKOTA et al., 2001).

Analisando os principais compostos quimicos isolados da prépolis até o0 momento, os
mesmos podem ser organizados em alguns grupos principais como, por exemplo, &cidos e
ésteres alifaticos, acidos e ésteres aromaticos, acucares, alcoois, aldeidos, acidos graxos,
aminoéacidos, esteroides, cetonas, charconas e di-hidrocharconas, flavonoides (flavonas,
flavondis e flavononas), &cidos fendlicos, terpenoides, proteinas, vitaminas B1, B2, B6, C, E;
ndo podendo ficar de fora também os diversos minerais (MENEZES, 2005).

O interesse mundial pelo o conhecimento avancado da prépolis pode ser explicado devido
a suas caracteristicas curativas. De certa maneira, essas caracteristicas também dificultam a sua
aceitacdo, ja que os médicos e outros profissionais tendem a desconfiar de sua eficacia, devido

a suas diversas atividades biologicas simultaneas (PEREIRA et al., 2002).
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2.2.1 Obtencao da propolis

O néctar e 0 pdlen sdo os materiais mais importantes coletados pelas abelhas e séo, por
sua vez, referidos por seus nomes botanicos. Entretanto, a “propolis” é um termo que ndo tem
uma derivacdo boténica, pois o material disponivel para as abelhas segue de uma variedade de
processos botanicos em diferentes partes das plantas (BANKOVA et al., 2000).

Um dos melhores indicadores da origem botanica da propolis é a analise de sua
composic¢do quimica comparada com a provavel fonte vegetal. Entretanto, a determinacéo da
origem geografica e principalmente a origem vegetal, aliada a fenologia da planta hospedeira,
é de suma importancia no controle de qualidade e até mesmo na busca pela padronizacdo das
amostras de propolis para uma efetiva aplicacdo terapéutica (PARK et al., 2002).

No Brasil, como uma forma de maximizar a producdo da propolis, apicultores
desenvolveram fendas de ambos os lados da caixa de madeira que abriga a colonia de abelhas.
Como as abelhas tendem a selar as aberturas na colmeia, este método vem sendo utilizado
(SALATINO et al., 2005).

Teixeira et al. (2005) em estudo, observaram que as abelhas sobrevoam ao redor da
colmeia, durante um periodo de 7 minutos. A assiduidade que esses voos ocorrem, dependera
da demanda de propolis exigida pela colmeia. Observou-se também que a busca por
determinadas plantas, esta relacionada com os diferentes teores quimicos de plantas da mesma
espécie, no mesmo estado fenoldgico.

O tipo de vegetacdo ndo afeta somente a composicdo quimica da propolis, mas também
outros produtos como: mel e reservas de p6len. Essa diferenca na composicao da propolis acaba

levando a uma variacdo nas suas atividades farmacoldgicas (MENEZES, 2005).

2.2.2 Propolis verde

Entre os tipos de propolis produzidas no Brasil, a propolis verde ganhou preferéncia no
mercado mundial de propolis. A propolis verde tipica e dura e fridvel, facilmente transformada
em pd por moagem mecanica. Ele exala um agradavel odor resinoso e a cor varia de amarelo-

esverdeado a verde-escuro. A falta de registros sobre as caracteristicas da prépolis significa que
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uma comparagéo entre o produto contemporaneo e amostras produzidas antes de 1960 no Brasil
néo pode ser feita (SALATINO et al., 2005).

O uso da prépolis verde no Japdo como suplemento alimentar € amplamente utilizado
como medida profilatica de doencas, devido as suas Otimas caracteristicas organolépticas e
também em raz&o do menor teor de poluentes ambientais (SOUSA et al., 2007).

A origem boténica da propolis verde se da, principalmente, por exsudados de resina
coletados do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) (PARK; ALENCAR; AGUIAR,
2002). A espeécie Baccharis dracunculifolia vem se destacando ndo somente por sua resina
extraida, que é utilizada pelas abelhas para formar a propolis verde, mas também pelo seu dleo
essencial muito utilizado na industria de perfumaria (BUDEL et al., 2005). J& em certas regiGes
brasileiras a Baccharis dracunculifolia é reconhecida por suas intmeras propriedades
bioldgicas, tais como antiviral, imunomoduladora, anti-inflamatoria, anti-Ulcera,
antimicrobiana, antiparasitéria entre outras (SFORCIN et al., 2012).

Segundo Sforcin et al. (2012) a propolis recebe o nome de “Propolis Verde” devido a sua
origem botanica, pois as abelhas coletam os tecidos jovens contendo clorofila, como brotos
vegetativos e folhas jovens de Baccharis dracunculifolia. Esta espécie se distribui da regido
sudeste a regido sul do Brasil, indo até a Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia (GOMES;
FERNANDES, 2002).

Sousa et al. (2007) defendem que havendo a presenca de B. dracunculifolia, as abelhas
Apis melliifera produzirdo preferencialmente a propolis verde, independentemente do periodo
do ano ou estagio de crescimento da planta. Contudo, em localidades onde a mata é nativa existe
uma maior producdo da propolis verde, quando comparada com outras regides que tenham
atividades agricolas, sendo assim, a preservacao de areas de cerrado é de suma importancia para
a producao da propolis verde.

Para a propolis verde, no Brasil, a rea de ocorréncia compreende uma faixa geografica
que inclui o Centro, Sul e Zona da Mata mineira, a regido serrana dos estados do Rio de Janeiro
e Espirito Santo, o estado de S&o Paulo, exceto a faixa litoranea e a regido de cerrado, além do
norte do Parand (NASCIMENTO JUNIOR, 2007).

Sua composi¢do quimica é bastante complexa e variada, estando intimamente relacionada
com a ecologia da flora de cada regido (PARK et al., 2002).

A propolis apresenta uma grande variedade no rendimento de solidos totais, tais como
flavonoides e fendlicos totais, assim como no perfil cromatografico, eletroforético e

espectrofotométrico entre as diferentes amostras de prépolis, mesmo fixando a variedade da
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abelha coletora, devido as diferencas na origem geografica e, consequentemente, na
composicao das mesmas (PARK, 2000).

Segundo pesquisas realizadas por Valero (2010) as amostras de propolis que possuem
maiores teores de flavonoides e fendlicos totais nem sempre apresentardo maiores atividades
bioldgicas, ou seja, fun¢des antimicrobianas e antioxidantes, onde se pode comprovar que ndo
se refere s a quantidade destes compostos presentes na propolis, mas fundamentalmente a
qualidade.

Existem algumas classes de flavonoides, como por exemplo o kaempferol e a quercetina,
0 qual sdo dependentes do tipo de vegetacdo na qual a abelha tem acesso e pela seletividade
especifica de cada espécie nesta coleta, possivelmente devido a necessidade de atividade
antimicrobiana no interior da colmeia (SAWAYA et al., 2011; MENEZES, 2005).

Outro composto de maior importancia responsavel por diversos mecanismos de agdo
contra patdgenos em diversas espécies, com seu potencial antioxidante, anti-inflamatorio e
anticancerigeno € o Artepillin C, representado na Figura 2 (KIMOTO, 1998; SHIMIZU et al.,
2004).

Figura 2 — Estrutura do Artepillin C
Fonte: National Center for Biotechnology Information

O Artepillin C (&cido 4-hidroxi-3,5-diprenil cindmico) foi identificado como sendo um
dos principais compostos da propolis verde (CASTRO et al., 2007). O Artepillin C possui
propriedades antimicrobianas, das quais se destacando as a¢Oes antibacteriana, antifungica e

atividades antiprotozoarias, no entanto seu mecanismo de agdo ainda é desconhecido. Outras
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atividades biol6gicas que podem ser atribuidas ao Artepillin C sdo atividades antivirais e anti-
inflamatdrios (ESTRADA; SILVA; ANTUNES, 2008).

Shimizu et al. (2004) ao incorporarem o Artepillin C a células de HepG2, observaram que
este foi incorporado facilmente nas células na forma livre, o que suprimiu a peroxidacdo lipidica
membranosa e a oxidacdo de DNA. 1sso nos leva a entender que o Artepillin C dietética passa
pelo sistema de absorcdo intestinal na forma livre e impede danos oxidativos ao DNA.

O conhecimento dos mecanismos de acdo da propolis sobre o sistema imunoldgico tem
avancado nos ultimos anos. A propolis pode ativar macrofagos, aumentando sua atividade
microbicida. A propolis pode, também, estimular a producéo de anticorpos, sendo sugerido seu
uso em vacinas, como um adjuvante. Efeitos inibitorios da prépolis na linfoproliferacdo pode
estar associada a sua propriedade anti-inflamatéria (SFORCIN, 2007).

Além do Artepillin C, a propolis verde contém outros compostos derivados de acidos
fendlicos também importante para a manutencao e defesa das col6nias das abelhas, tais como a
drupanina, &cido p-cumarico e acido cafeico (YONG et al., 2002).

2.2.3 Influéncia sobre a microbiota ruminal

O rumen € considerado como uma camara fermentativa, pois apresenta temperatura média
de 39°C, auséncia de oxigénio, pH médio de 6,9 e substratos (LANA, 2007). Além disso, Flint
et al. (2008) descreveram o ecossistema ruminal como um ambiente filogeneticamente
complexo e funcionalmente redundante, possuindo uma gama de espécies microbianas que
conferem aos animais ruminantes a capacidade de digerir material vegetal rico em fibras.
Embora, nesse local, os ruminantes ndo secretem enzimas digestivas; as bactérias, fungos e
protozoarios anaerdbios que vivem em simbiose com o hospedeiro sdo capazes de hidrolisar
carboidratos soluveis, insollveis, proteinas e lipidios da dieta (NAFIKOV; BEITZ, 2007).

A populagdo mais diversa no rimen, em espécie e capacidade metabdlica, € composta por
bactérias (ACURI; LOPES; CARNEIRO, 2006). Esses microrganismos desempenham
importante participacdo no processo digestivo dos materiais da parede celular vegetal
consumida por ruminantes (LOPES et al., 2015).

As bactérias do rimen séo classificadas de acordo com o substrato que elas degradam e
dos produtos de fermentacdo. Logo, uma das principais atividades das bactérias no rimen é a

degradacdo da celulose. A celulose, por sua vez, € um dos compostos organicos mais
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abundantes na natureza e pode ser convertido em carboidratos solGveis (RUIZ; PIMENTEL,;
SHIROMA, 1992).

De acordo com Valadares Filho (2006) algumas bactérias celuloliticas apresentam como
principal fonte de nitrogénio (N) a aménia, sendo que esta é resultante de um processo
fermentativo da proteina. Porém, quando a concentracdo de amonia esta em excesso no fluido
ruminal, essa ndo € utilizada eficientemente para a sintese microbiana, o que resultara no
aumento da excrecdo de nitrogénio, consequentemente aumentando o custo energético de
producdo de ureia.

Segundo Martins et al. (2006), os denominados intermediarios da producdo de amonia
sdo os aminoacidos e peptideos, que sdo provenientes da quebra da proteina soltvel do alimento
através de enzimas microbianas ruminais, sendo estes incorporados a proteina microbiana ou
deaminados.

Quando se tem uma quebra excessiva de peptideos, eles ndo séo assimilados totalmente,
ocorrendo uma perda desses na forma de amoOnia. Uma forma de reduzir essa perda de
nitrogénio pelo animal seria através da administracdo dos inibidores bacterianos, como a
prépolis e a monensina (STRADIOTTI Jr. et al., 2001).

Mirzoeva et al. (1997) afirmaram que a prépolis e alguns de seus componentes possuem
efeitos sobre a permeabilidade da membrana citoplasmatica bacteriana aos ions, levando-a a
dissipacdo do potencial de membrana, 0 que a caracteriza como substancia semelhante aos

ionéforos.

2.2.4 Propolis na nutricdo de ruminantes

Um dos maiores objetivos na nutricdo de ruminantes consiste no aumento da eficiéncia
alimentar e a diminuigéo de custos com alimentagdo. Neste contexto, substancias introduzidas
na alimentacdo como aditivos zootécnicos tém oferecido alternativas para aumentar a eficiéncia
de utilizagéo das dietas consumidas pelos ruminantes (SOUZA et al., 2018).

Desta forma, levando em consideracdo a diversidade de microrganismos presentes no
riamen, a alimentacao dos ruminantes € algo extremamente complexo, sendo que varios fatores
podem influenciar o desenvolvimento de tais microrganismos ruminais, como por exemplo tipo

de concentrado e volumoso, razdo volumoso: concentrado da dieta, pH ruminal e uso de
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aditivos, visando melhora da fermentacéo ruminal e do aproveitamento da fibra (SOUZA et al.,
2018).

A prépolis atua inibindo a producdo de gases oriundos da fermentacdo ruminal,
principalmente metano, tornando o processo fermentativo mais eficiente, ja que esta producéo
de metano realizada pelas bactérias ruminais pode gerar uma perda energética de até 13% do
alimento ingerido. Uma alternativa para reduzir a producéo de metano, é aumentar a producao
de acido propibnico. Esta razdo inversa entre 0 metano e o0 acido propidnico baseia-se em
direcionar os hidrogénios e carbonos, excedentes da producdo de acetato, para a producédo de
propionato (STRADIOTTI Jr et al., 2004).

De acordo com o trabalho realizado por Stradiotti Jr. et al. (2004), o extrato de propolis
fez com que a producdo de gases proveniente da fermentacdo de diferentes alimentos fosse
inibida, tendo resultados eficientes na reducdo da producdo final de gases para carboidratos
fibrosos e nédo fibrosos. Os autores verificaram, ainda, que o consumo de matéria seca, pH,
amonia ruminal e a concentragdo de proteina microbiana no rimen de bovinos alimentados com
volumoso ndo sofreram alteracéo.

Vargas et al. (2004), avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de extrato alcéolico de
prépolis, que como resultado mostrou que o extrato alc6olico a 50% de propolis apresentou
atividade antibacteriana in vitro, inibindo o crescimento de 67,70% das amostras de Nocardia
asteroides, Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Rhodococcus equi, Salmonella sp.,
Escherichia coli, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa. As bactérias Gram-positivas
foram mais sensiveis (92,6%) ao extrato testado do que as Gram-negativas (42,5%).

Oliveira et al. (2004) estudaram a fermentacdo da proteina de trés fontes de nitrogénio
(tripticase ou hidrolisado de caseina, farelo de soja e farinha de peixe), com ou sem adi¢do de
prépolis e monensina. A propolis foi eficiente na inibi¢do da producdo de amdnia nas fontes
tripticase e farelo de soja. A prépolis ndo afetou o crescimento microbiano, mas foi capaz de
inibir a producdo de amdnia, permitindo acimulo de peptideos e aminoacidos no meio.

Aguiar et al. (2012), ao avaliarem caracteristicas de carcaca e desempenho em bovinos
confinados suplementados com produtos a base de prépolis, concluiram que os tratamentos que
continham prépolis ndo tiveram resultados diferentes ao tratamento controle.

Em outro estudo Prado et al. (2010) utilizaram os produtos a base de propolis LLOSB3 e
LLOSC1 em duas concentracbes de propolis (B e C) e duas extracOes alcodlicas (1 e 3) e
monensina sodica em dietas a base de forragem e avaliaram os efeitos desses produtos no
consumo, na digestibilidade total e parcial e nas caracteristicas ruminais em bovinos. Os autores

observaram que os produtos contendo prépolis e monensina sodica tém efeitos negativos sobre
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0s processos de digestdo que refletem em menores teores de nutrientes digestiveis totais em
bovinos em crescimento alimentados com dietas a base de forragem. Os produtos contendo
prépolis LLOSC1 e LLOSB3 propiciaram maior fluxo de proteina para os intestinos, porém
com efeitos diversos nas caracteristicas ruminais.

Umas das principais vantagens da propolis é ser um produto natural, e seus efeitos
similares aos dos iono6foros sdo comprovados. Por ndo ser classificada como antibiotico, seu
uso ndo é proibido, estimulando assim a realizacdo de mais pesquisas na area (STELZER et al.,
2009).

2.3 UTILIZACAO DO NITROGENIO PELO RUMINANTE E INFLUENCIA DA DIETA SOBRE OS

PARAMETROS RUMINAIS

A capacidade dos ruminantes em converterem alimentos ricos em fibras, imprépria para
0 consumo humano, em produtos de alto valor bioldgico (leite, carne), classifica-se como sendo
uma das principais caracteristicas desses animais (GOTTSCHALL, 2001).

A constituicdo da dieta desses animais é basicamente volumosa (feno, palhas, pastos,
silagens) e/ou concentrados (gréaos, farelos, residuos agroindustriais). Sendo assim, a principal
funcdo do sistema digestdrio é a digestdo e absorcdo dos nutrientes e a excrecao dos produtos
ndo utilizados (LANA, 2007).

Os microrganismos ruminais sdo de fundamental importancia para os animais ruminantes,
pela transformacdo dos carboidratos estruturais, principais constituintes das gramineas, em
AGCC, que sdo fontes de energia disponiveis para absor¢do pelo sistema digestorio. Os
microrganismos ruminais contribuem, ainda, com o suprimento de proteinas e vitaminas aos
animais, apés a digestdo e absorcdo das mesmas no intestino delgado. Dai a importancia de se
saber cada vez mais sobre a sua atividade dentro do rimen (OLIVEIRA et al., 2004).

Segundo Oliveira, Santana Neto e Valenca (2013) para que 0S microrganismos se
desenvolvam adequadamente e possam degradar de forma eficiente os alimentos, o hospedeiro
deve oferecer condices fisioldgicas adequadas como pH, temperatura, anaerobiose, substrato
e taxa de passagem do alimento pelo trato digestorio.

O valor nutritivo dos alimentos é dado pelas informac@es de sua composi¢do quimica
associada a disponibilidade dos nutrientes para a fermentacdo microbiana, determinando a

eficiéncia da mesma. Essa eficiéncia de utilizacdo dos alimentos no rimen e a capacidade de
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transformacdo dos nutrientes em proteina de alta qualidade ocorrem em funcdo da
disponibilidade de energia e nitrogénio no rimen para a 6tima atividade microbiana (RUSSELL
etal., 1992).

A proteina da dieta € dividida em proteina degradavel no rimen (PDR) e proteina néo
degradavel no ramen (PNDR), composta por nitrogénio ndo-proteico (NNP) e proteina
verdadeira. A degradacdo da proteina no rimen envolve a fixacdo das bactérias as particulas
dos alimentos, seguido pela acdo de enzimas (proteases, peptidases e deaminases) secretadas
pelos microrganismos ruminais. Esses microrganismos degradam a fracdo da PDR da proteina
bruta da ragdo e utilizam peptideos, aminoacidos e aménia para a sintese de proteina microbiana
e multiplicagdo celular. A maior parte da atividade das proteases bacterianas ocorre associada
a superficie da parede celular (SANTOS; PEDROSO, 2011).

Os peptideos e aminoacidos (AA), produto final da degradacdo da proteina verdadeira,
sdo finalmente, deaminados em nitrogénio amoniacal ou incorporada a proteina microbiana. No
entanto, 0 NNP é composto por N presente na amonia, AA e pequenos peptideos; o nitrogénio
obtido dos peptideos, AA e aménia sdo utilizados para o crescimento microbiano. A saida de
nitrogénio no rdamen inclui nitrogénio amoniacal, proteina ndo degradada (dietética ou
enddgena) e proteina microbiana (BACH et al., 2005).

A concentracdo de amdnia pode ser usada como indicador da eficiéncia de sua utilizagéo
no rimen. Altas concentracbes de aménia ruminal resultam em maior absorcdo liquida de
nitrogénio amoniacal (N-NHs) pelas paredes do rimen, conversdo em ureia e consequentes
perdas através da excrecdo urinaria (ASSIS et al., 2004). A amonia ruminal é proveniente do
nitrogénio ndo-proteico da dieta, da degradacao da proteina verdadeira dietética e da reciclagem
via saliva ou difusdo pela parede ruminal. Sua remocao pode ser realizada na incorporagdo em
proteina microbiana, pela passagem ao trato posterior ou absorcdo ruminal (VAN SOEST,
1994).

De Acordo com Satter e Slyter (1974) os niveis considerados ideais para a concentracdo
de N-NHs do liquido ruminal sdo instaveis e ndo ha conformidade com rela¢do a um valor ou
faixa comum, a faixa minima da concentracdo do N-NHz seria de 2 a 5 mg/100 mL de liquido
ruminal. Entretanto, a maxima atividade microbiana no rimen ocorre na concentracdo de 19 a
23 mg/100 mL de N NHs no liquido ruminal.

Devido a relativa absor¢cdo de aménia no ramen, é dispendioso para 0 ruminante, em
termos energéticos, a re-sintese de ureia no figado, representando um desafio avaliar o ponto
6timo de reciclagem do nitrogénio com relaco a sua eficiéncia de utilizacdo (PANCOTI et al.,
2012).
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O pH é um dos parametros de grande influéncia no desempenho metabolico dos animais
ruminantes, uma vez que sua reducdo pode ocasionar disturbios metabdlicos nos animais e
interfere na taxa de producdo de AGCC. O ideal é oferecer dietas que ndo causem variagao no
pH ruminal, mantendo-o sempre proximo a neutralidade (VIEIRA et al., 2010). O valor de 6,2
para pH, é considerado como ideal para o crescimento microbiano, mas a eficiéncia da
degradacéo proteica pode ser comprometida com o aumento ou diminui¢do do pH (SALAZAR,
2008).

Van Soest (1994) relatou que, para que haja atividade microbiana normal no ramen, o pH
deve estar em uma faixa de 6,7 £ 0,5; uma vez que valores abaixo de 6,2 inibem a taxa de
digestéo e aumentam o tempo de colonizacao para a degradagéo da parede celular.

O valor do pH ruminal esta diretamente ligada a dieta, e a quantidade de carboidratos
prontamente fermentaveis, que oscilam dentre 5,5 e 7,0. O que corrobora para que haja um
valor constante, sdo principalmente o poder tamponante da saliva e da remogdo dos &cidos
graxos volateis por absor¢cdo (VAN SOEST, 1994).
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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) e as analises bromatoldgicas foram realizadas no Laboratorio de
Anélise de Alimentos e Nutricdo Animal (LAANA), pertencentes ao Departamento de
Zootecnia (DZO) da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT).

Foram utilizados quatro ovinos machos, castrados, sem raca definida e com peso corporal
(PC) médio de 26,0 Kg. Os animais, contudo, foram alojados em gaiolas metabolicas com piso
de madeira ripada com a parte inicial revestida de borracha, para proporcionar um melhor
conforto aos animais, além de possuirem bebedouros e comedouros individuais em cada gaiola
(Figura 3). A vermifugacdo de cada animal foi realizada com produto a base de ivermectina,

num periodo de quinze dias anteriores ao inicio do periodo experimental.

Figura 3 — Ovinos machos alojados em gaiolas metabdlicas
Fonte: Arquivo pessoal

O delineamento experimental utilizado foi em quadrado latino 4x4, sendo quatro
periodos de 21 dias cada, em que 14 dias foram para a adaptacdo dos animais, sendo 6 dias

destinados para a coleta de amostras, e 1 dia de coleta do liquido ruminal e, ap6s o término de
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cada periodo, os animais eram encaminhados para um piquete onde permaneciam por 1 dia em
descanso.

A racdo fornecida aos animais era 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 constituido de milho triturado, farelo de soja e sal mineral nas
propor¢des conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Composicao quimica e proporcao dos ingredientes utilizados na dieta experimental.

a/kg?

MS MO PB EE FDN FDA CT CNF NDT® Dieta

(%)

Feno? 8748 9178 68,7 77 8344 4915 8414 70 4799 65

;;ijrae")de 8948 9312 4591 199 1153 1032 4522 3369 7859 10
Milho

: 9079 9402 1107 418 1661 453 7877 621 7869 24
quirera

Supl. . 000 - ; - ; ; ; ; ; 1
mineral

Fonte: Elaborada pela Autora

IMS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra em detergente
neutro; FDA = fibra em detergente acido; CT = carboidratos totais; CNF = carboidratos ndo-fibrosos; NDT =
nutrientes digestiveis totais. 2Feno de capim Tamani (Panicum maximum cultivar BRS Tamani). *Determinado
segundo equacdes propostas por Kearl (1982). “Composicédo do suplemento mineral (quantidade minima por kg
de produto): 74 g de fosforo, 142 g de calcio, 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.

A dieta experimental formulada foi elaborada de acordo com as recomendacg6es 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: sem adicdo de prépolis (Controle, CON),
adicdo de 200 mg/dia de propolis (PRO2), adicdo de 400 mg/dia de prépolis verde (PROA4) e
adicdo de 600 mg/dia de propolis verde (PRO6). As ragdes eram fornecidas duas vezes ao dia,
as 07 heas 17 h, sendo o volumoso e o concentrado misturados no comedouro.

O extrato de prépolis verde comercial utilizado, denominado Cytopropolis Biochance
(Nectar Farmacéutica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil), é um extrato seco de propolis verde
em po obtido a partir do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) em areas livres de
poluicdo no estado de Minas Gerais. Seu processo de producdo é certificado e auditado por

institui¢des internacionais 1ISO9001 e GMP.
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A prépolis era fornecida no momento do fornecimento das dietas diariamente, a fim de
garantir a ingestdo das quantidades estipuladas em cada tratamento. A prépolis encontrava-se
em capsulas contendo 700 mg de extrato seco, conforme a Figura 4, as quais eram abertas para

liberacdo do extrato em po e posteriormente pesados para serem fornececidas aos animais.

Figura 4 — Cépsulas de Prdpolis verde em extrato seco
Fonte: Arquivo pessoal

Os ovinos foram pesados no inicio e no fim de cada periodo experimental, para que
pudesse ser estimado o fornecimento de MS das ra¢des experimentais. Durante o periodo de
adaptacdo, a racdo era fornecida de maneira a ter 10% de sobras nos comedouros. No periodo
de coleta, a racéo foi restrita a 90% do consumo total, evitando excesso de sobras. As sobras
foram coletadas e pesadas diariamente, para a determinacdo do consumo voluntario.

Para avaliagdo dos efeitos da prdpolis nos parametros ruminais, no tltimo dia de coleta
de cada periodo experimental foram realizadas amostragens de liquido ruminal, com cinco
coletas por animal, nos seguintes horarios: 0 (antes da primeira alimentacdo), 3, 6, 9 e 12 horas
(apos a primeira alimentacéo).

Para a coleta do liquido ruminal foi utilizada uma bomba de vicuo e uma sonda de
silicone, lubrificada com éleo mineral (Nujol) antes de ser introduzida pela boca do animal.
Foram retirados aproximadamente 100 mL de liquido ruminal de cada animal e, posteriormente,



34

filtrados com um tecido duplo de algodéao; e em seguida, homogeneizados e mensurado o valor
de pH imediatamente apds cada coleta.

Posteriormente, aproximadamente 50 mL de liquido foi transferido para um frasco com
1 mL de H2SOs (PA - 98,0%), para cessar a fermentacdo. A determinacdo do N-NHs foi
realizada por destilacdo com hidroxido de potassio 2 N, conforme método descrito por Vieira
(1980).

O delineamento experimental utilizado foi um quadrado latino 4x4, com quatro
tratamentos e quatro repeticdes. As andlises estatisticas das variaveis estudadas foram
interpretadas por andlises de varidncia e regressdo, utilizando o software estatistico Sisvar,
Versdo 5.6 (FERREIRA, 2011).

O modelo matematico utilizado para a analise de variancia foi:

Yijk = u + Ni + Pj + Aij + €ijk,.

Em que:

Yijk = variavel estudada no individuo k, do periodo j, recebendo o tratamento i com
adicdo ou ndo de propolis verde;

u = constante geral da variavel;

N; = efeito da dose i de propolis verde a ragdo (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 prépolis verde;
eijk = erro aleatorio associado a cada observagdo Yijk.

As analises estatisticas dos parametros ruminais (pH e N-NH3) foram realizadas em
esquema de parcelas subdivididas, tendo na parcela os tratamentos e nas subparcelas o tempo
de coleta. As diferencas entre as médias dos tratamentos foram determinadas pelo teste de
Tukey considerando 5% o grau de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito da interacdo tratamento x horario de coleta apds a alimentagéo para 0s
valores de pH no rimen (P=0,9597) porém, houve efeito do horario de coleta (P=0,0000)
conforme representado na Figura 5.

6,60 -
6,50 -
6,40
6,30
6,20 -
6,10 -
6,00
5,90
5,80 -
5,70 +
5,60

Valor de pH do liquido ruminal

0 3 6 9 12

Horas ap6s a alimentagdo da manha

Figura 5 - Valores médios observados de pH de liquido ruminal de ovinos em funcéo do
tempo apoés a alimentagéo.
Fonte: Elaborada pela autora

O pH ruminal em funcdo das horas ap6s alimentacdo apresentou comportamento
quadrético (pH = 6,478946 — 0,149235h + 0,008150h?; r? = 0,895) com valor minimo de 5,8 as
08h 01min.

Também ndo houve efeito da interacdo tratamento x horario de coleta (P=0,3493) apos a
alimentacdo para a concentragdo de N-NH3 do liquido ruminal (Figura 6). Contudo, houve
efeito quadratico (P=0,0000) para a concentracdo do N-NHz em fungdo do tempo apos
alimentacdo, em que N-NHz = 4,045214+ 1,851336h — 0,159578h% r?> = 0,980. A maior
concentracdo estimada de N-NHs foi de 9,41 mg/100 mL no tempo 05h 06min apds a
alimentacéo e a concentracdo minima foi de 3,28 mg/100 mL as 12 h apos a primeira refeicao.
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Figura 6 - Valores médios observados de N-NHz de liquido ruminal de ovinos em func¢éo do
tempo apds a alimentacéo.

Fonte: Elaborada pela autora

Aguiar et al. (2014) avaliaram diferentes produtos a base propolis na nutricdo de vacas
leiteiras sobre 0s parametros ruminais e ndo observaram interacao entre o tratamento e o tempo
de coleta para a concentra¢do de N-NHs no liquido ruminal, corroborando com os resultados
encontrados no presente trabalho. Entretanto, Yoshimura et al. (2018), ao testarem o
fornecimento de races contendo 6leo de linhaca e produto a base de prépolis, com ou sem
vitamina E, para vacas leiteiras, também verificaram efeito do tempo de coleta para pH e N-
NHs. Os autores obtiveram reposta quadréatica para os valores de pH e cubica para N-NHs.

Um pico de producdo de N-NHsz ruminal foi observado 05h 06min apos a primeira
alimentagdo. As concentragdes de N-NHs ruminal foram suficientes para o crescimento
bacteriano, conforme o valor minimo citado por Preston (1986), de 5 mg N-NH3/100 mL. No
entanto, o nivel de amdnia deve ser superior a 10 mg/mL para que haja aumento da degradagéo
ruminal da matéria seca e superiores a 20 mg/mL para que ocorra aumento da ingestdo de
materia seca (LENG, 1990).

A adicéo de propolis verde néo influenciou (P>0,05) os valores médios de pH e N-NH3

(Tabela 2), com médias de 6,02 e 6,53 mg/mL, respectivamente.
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Tabela 2 — Valores médios de pH ruminal e nitrogénio amoniacal (N-NHz, mg/100 mL) para
ovinos recebendo doses crescentes de propolis verde na racdo e coeficientes de
variacdo (CV%).

Parametros Doses diarias de propolis (mg) CV% Regressdo
0 200 400 600

pH 6,04 6,04 5,98 6,02 5,48 Y =6,02

N-NHs 6,96 6,32 6,16 6,70 21,35 Y =6,53

Fonte: Elaborada pela Autora

Tais resultados corroboram com os observados por Costa Junior et al. (2010), de Paula et
al. (2016), Prado et al. (2010), ) e Yoshimura et al. (2018) que avaliaram diferentes extratos de
prépolis sobre os parametros ruminais em bubalinos e bovinos.

Ja Aguiar et al. (2014) avaliaram o efeito de trés produtos a base de propolis (PBP) (com
concentracdes de prépolis e teores alcodlicos diferentes) sobre o consumo, digestibilidade
(ruminal e intestinal) e parametros sanguineos de vacas leiteiras e observaram que os trés PBP
reduziram a digestibilidade ruminal da PB, sugerindo que o PBP aumenta o metabolismo de N
no ramen, reduzindo as populacgdes de bactérias produtoras de (N-NHz) e, portanto, aumentando
o fluxo de proteina microbiana para o intestino. Os autores também verificaram que um dos
PBP reduziu a concentracdo média de N-NHs no ramen, mostrando que a propolis tem efeito
positivo no metabolismo proteico de ruminantes.

Prado et al. (2010) utilizaram os produtos a base prépolis LLOSB3 e LLOSC1, com duas
concentracdes de propolis (B e C) e duas extracdes alcodlicas (1 e 3), e monensina sodica em
dietas a base de forragem para bovinos, e obtiveram valores minimos de N-NHz no rimen de
6,15 mg/100 mL e concentragdo média foi de 10,64 mg/100 mL de liquido ruminal. No entanto,
o valor médio encontrado no presente trabalho ndo foge da faixa ideal requerido para
fermentacao ruminal, sendo no minimo 5,0 mg /100 mL (SATTER; STYLER, 1974).

O valor medio para a concentracdo de N-NHz obtido no presente trabalho, estd muito
abaixo do observado em experimentos com ovinos (ALVES et al., 2012; FOTIUS et al., 2014;
GERON et al., 2015; PESSOA et al., 2013). Mesmo com a dieta contendo razdo 65:35
volumoso:concentrado, é importante destacar a qualidade do feno utilizado, o qual continha
834,4 g de FDN/Kkg de feno e 491,5 g de FDA/kg de feno.

Esses valores refletem a baixa qualidade deste feno, em termos nutricionais, uma vez que
isso ocasiona na degradacdo mais lenta dos carboidratos, levando a pouca energia disponivel
aos microrganismos e a sintese de proteina microbiana. A pouca disponibilidade de energia
disponivel, proveniente dos carboidratos da racdo, também leva a baixa utilizacdo do N para

sintese de proteina. E importante salientar também que, quanto maior for a degradabilidade da
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proteina da racdo, maior serd a producdo de aménia (SANTOS et al., 2001), o que
provavelmente ndo ocorreu no presente estudo devido ao alto teor de carboidratos lentamente
fermentesciveis na racao.

Aguiar et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes extratos de
propolis brasileira em bactérias ruminais selecionadas pertencentes aos principais grupos
funcionais (celuloliticas, amiloliticas e proteoliticas) e verificaram que, das onze cepas testadas,
oito foram sensiveis aos extratos de propolis. Dentre essas bactérias, a mais sensivel aos extratos
de prépolis foi a cepa Peptostreptococcus sp. D1, a qual é classificada como hiper produtora de
amonia. Os autores também verificaram que a agdo antimicrobiana da prépolis ndo depende de
um Ganico componente em si, mas do sinergismo entre eles.

Estes resultados comprovam que a prépolis tem efeito sobre o metabolismo de nitrogénio
em ruminantes, porém, tal efeito é dependente do tipo de propolis utilizado, formas de extracéo,
concentracdo de propolis no extrato e dosagens utilizadas, uma vez que esses fatores
influenciam na composi¢do em compostos ativos da propolis e, consequentemente, em sua a¢éo
sobre o rumen.

As doses crescentes de propolis na ragéo ndo alteraram (p>0,05) os valores médios de pH
e N-NHs ruminal nos diferentes horarios de coleta (Tabela 3). Deste modo, o valor médio
maximo obtido para pH foi de 6,54 para o tempo 0 horas, antes da primeira alimentacéo, seguido
do valor médio de pH obtido no tempo de 12 horas ap6s a alimentacédo de 5,81.

Tabela 3 — Valores médios de pH ruminal nos diferentes horarios de coleta para ovinos
recebendo doses crescentes de propolis verde na ragdo e coeficientes de variacdo

(CV).
Horéario Doses diarias de propolis (mg) CV,% Regressdo
(horas)?
0,0 200 400 600
0 6,57 6,51 6,59 6,49 591 Y =6,54
3 6,01 5,81 591 6,08 6,79 Y=5,95
6 5,97 5,95 5,85 5,93 5,85 Y=5,92
9 5,92 591 5,89 5,77 5,98 Y=5,87
12 573 6,01 5,69 5,81 6,20 Y=5,81

Fonte: Elaborado pelo autor
IColeta antes da primeira alimentagéo (horario 0) e ap6s a primeira alimentacgéo (demais horarios).

Aguiar et al. (2014) estudaram os efeitos de compostos fendlicos da prépolis sobre
parametros digestivos e ruminais em vacas leiteiras e obtiveram valores médios de pH minimo

estimado de 5,83 as 4,9 h o qual se aproxima dos valores encontrados no presente estudo.
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Van Soest (1994) relatou que, para que haja atividade microbiana normal no ramen, o pH
deve estar em uma faixa de 6,7 £ 0,5; uma vez que valores abaixo de 6,2 inibem a taxa de
digestdo e aumentam o tempo de colonizacao para a degradacédo da parede celular.

As doses crescentes de propolis na ragdo ndo alteraram (p>0,05) os valores medios de N-

NH;3 ruminal nos diferentes horarios de coleta (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores médios de nitrogénio amoniacal (N-NHs, mg/100 mL) nos diferentes
horarios de coleta para ovinos recebendo doses crescentes de propolis verde na
racao e coeficientes de variacdo (CV%).

Horéario Doses diarias de propolis (mg) «

(horas)® 0,0 200 400 600 CV%  Regressdo
0 4,51 3,72 3,18 4,25 20,42 Y =391
3 8,76 7,70 8,23 8,5 23,54 Y= 8,30
6 10,62 9,56 9,29 9,56 21,85 Y=9,76
9 7,17 7,17 6,90 7,43 26,61 Y=17,17
12 3,72 3,45 3,18 3,75 28,68 Y=3,52

IColeta antes da primeira alimentagéo (horério 0) e apds a primeira alimentacdo (demais horarios).
Fonte: Elaborada pela Autora

Este resultado ja era esperado, uma vez que as concentracdes de N-NHs nos diferentes
horarios de coleta ndo apresentaram interacdo entre os tratamentos avaliados e o tempo de
coleta, conforme demonstrado na Figura 6. Apesar da propolis verde inibir as bactérias
consideradas hiper produtoras de amonia (AGUIAR et al., 2013), o que reduziria a concentragéo
de N-NHsz no rumen para os tratamentos contendo as doses de propolis, ressalta-se que a
composicdo bromatoldgica da dieta (com destaque para a FDN e FDA do feno) pode ter
influenciado a acéo da propolis sobre tais microrganismos.

Ainda ndo se sabe, com clareza, de que forma a propolis atua sobre os microrganismos
ruminais e se a microbiota predominante pode interferir em sua atividade antimicrobiana no
ramen. A forma de extracdo da propolis, bem como sua quantidade e solventes utilizados,
também interferem em sua agdo sobre a microbiota ruminal.

Uma vez que a liberacdo dos compostos ativos da propolis estd diretamente relacionada
com sua concentracdo (quantidade de propolis no extrato) e tipo de solvente utilizado
(alcodlico, hidroalcoolico) na extracdo. Portanto, a falta de padronizacdo da propolis leva a
resultados diferentes quando avaliada na nutricdo de ruminantes, necessitando de mais estudos,

de um mesmo extrato de propolis, sobre a microbiota ruminal e seu metabolismo.
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5 CONCLUSAO

A adicdo de propolis verde oriunda do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) em
até 600 mg/dia na racdo ndo alterou os parametros ruminais (pH e N-NHz) em ovinos. Sugere-
se que outras dosagens do extrato de prépolis verde sejam testadas em dietas contendo
diferentes razdes de volumoso:concentrado, para melhor entendimento de seu mecanismo de

acao sobre a microbiota ruminal.
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