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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos de duas doses crescentes de extrato hidroalcodlico de
prépolis verde na digestibilidade in vitro da matéria seca (MS) de diferentes volumosos
utilizados na alimentacdo de ruminantes. Foram utilizadas cinco amostras de alimentos
volumosos: feno de capim Massai (Panicum maximum cv. Massai), capim Mavuno (Urochloa
ruziziensis), capim Zuri (Panicum maximum cv. BRS Zuri), silagem de cana-de-acucar
(Saccharum officinarum) e silagem de milho (Zea mays). As amostras foram submetidas a
quatro tratamentos: controle (sem adicdo de extrato de prépolis verde), branco (adi¢do apenas
da solugéo hidroalcoolica utilizada na extracdo — 30 mL), e duas doses de extrato de prépolis
verde (15 mL e 30 mL por jarro). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com quatro repetic6es por tratamento. A digestibilidade in vitro da MS foi determinada segundo
metodologia padrdo utilizando indculo ruminal de ovinos. Os resultados indicaram que o
extrato de propolis verde teve efeito inibitdrio sobre a digestibilidade, com reducbes mais
acentuadas nas doses elevadas (especialmente 30 mL), sugerindo que a acdo antimicrobiana
intensa da propolis pode afetar negativamente a atividade microbiana fibrolitica do ramen. A
resposta variou entre os diferentes volumosos, sendo 0s capins tropicais apresentou menor
DIVMS. Conclui-se que, embora a propolis verde tenha potencial como aditivo zootécnico
natural, seu uso em dietas para ruminantes deve considerar cuidadosamente a dose empregada,

a fim de evitar prejuizos a fermentacao e a utilizacdo dos nutrientes.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia. Compostos bioativos. Digestdo. Forragem.

Ruminantes.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the effects of two increasing doses of green propolis
hydroalcoholic extract on the in vitro dry matter (DM) digestibility of different forages used in
ruminant feeding. Five forage samples were used: Massai grass hay (Panicum maximum cv.
Massai), Mavuno grass (Urochloa ruziziensis), Zuri grass (Panicum maximum cv. BRS Zuri),
sugarcane silage (Saccharum officinarum), and corn silage (Zea mays). The samples were
subjected to four treatments: Control (no green propolis extract added), Blank (only the
hydroalcoholic solution used for extraction — 30 mL), and two doses of green propolis extract
(15 mL and 30 mL per jar). The experimental design was completely randomized, with four
replicates per treatment. In vitro digestibility of DM was determined using a standard method
and ruminal inoculum from sheep. Results showed that the green propolis extract had an
inhibitory effect on digestibility, especially at the highest dose (30 mL), suggesting that its
strong antimicrobial action may negatively affect the fibrolytic microbial population in the
rumen. Responses varied among forages, with tropical grasses showing the minor DIVMS. It is
concluded that, although green propolis has potential as a natural zootechnical additive, its
inclusion in ruminant diets should be carefully dosed to avoid impairing fermentation and

nutrient utilization.

Keywords: Baccharis dracunculifolia. Bioactive compounds. Digestion. Feed additives.

Forage. Ruminants.
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1 INTRODUCAO

As crescentes preocupacdes com a resisténcia antimicrobiana e a demanda por préticas
de producdo mais sustentaveis tém impulsionado a busca por alternativas aos aditivos
antibidticos tradicionalmente utilizados na nutri¢cdo de ruminantes. Pesquisas estdo explorando
compostos naturais com propriedades bioativas, como extratos vegetais e culturas de
microrganismos. Ambos vém sendo amplamente estudados por promoverem a saude ruminal e
melhorarem a eficiéncia digestiva, e contribuirem para a sustentabilidade da producdo. Essas
alternativas ndo apenas contribuem para a seguranca alimentar, mas também auxiliam na
otimizagdo da fermentacdo ruminal, melhorando a utilizagdo de nutrientes e, consequentemente
a producdo animal (Benchaar et al., 2008; Patra, 2011).

Decisdes como a proibi¢do do uso de antibioticos como promotores de crescimento em
todas as etapas das producbes bovina, especialmente em paises europeus, tém desafiado a
cadeia produtiva a buscar alternativas eficazes que ndo comprometa o desempenho zootécnico.
Entre os aditivos alternativos, destacam-se 0s extratos vegetais, que podem reduzir 0s potenciais
perdas econdmicas e produtivas da pecudria, destacando-se as enzimas, 0s extratos vegetais e
as culturas de leveduras que atuam como probioticos e prebidticos. Por serem mais aceitos, ja
que fazem parte da dieta natural dos ruminantes, compostos naturais, como extratos de plantas,
tém sido amplamente pesquisados como aditivos alternativos aos antibioticos (Franca, 2014).

Os aditivos usados na alimentacdo de ruminantes tém um papel fundamental como
reguladores dos produtos resultantes de fermentacdo ruminal, visando ajustar o ecossistema
ruminal para aumentar a eficiéncia produtiva dos ruminantes domésticos (Varela, 2022).

A forma como os alimentos sdo digeridos impacta diretamente o aproveitamento dos
nutrientes e, consequentemente, o desempenho dos ruminantes. Entre as alternativas naturais
que podem influenciar esse processo, a propolis se destaca por seu potencial em modular a
fermentacdo ruminal. Por isso, investigar seu efeito sobre a digestibilidade dos alimentos,
especialmente com o uso de técnicas in vitro, torna-se uma abordagem interessante e promissora
(Lemos, 2011; Van Soest, 1994;).

A prépolis verde brasileira, obtida principalmente da planta Baccharis dracunculifalia,
tem se mostrado uma alternativa promissora por sua atuacao sobre a microbiota ruminal. Seus
efeitos sobre a microbiota ruminal, faz com que torna um potencial substituto dos ion6foros
sintéticos (Morsy et al., 2021).
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Contudo, para ser utilizada, a prépolis passa por varias etapas, desde a coleta até a
preparacdo dos extratos. Para facilitar esse processo, pesquisadores tém se empenhado na
padronizacdo da propolis, buscando compreender com mais precisdo suas propriedades
bioldgicas (Aguiar, 2009).

Espera-se, com isso, contribuir para o entendimento do potencial da propolis verde como
aditivo zootécnico natural, visando otimizar o aproveitamento dos nutrientes e promover uma
producdo animal mais eficiente e sustentavel. Objetiva-se, portanto, avaliar duas doses
crescentes de um extrato hidroalcéolico de propolis verde sobre a digestibilidade in vitro da

matéria seca (DIVMS) de diferentes volumosos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A nutricdo de ruminantes evoluiu de praticas empiricas para estratégias mais precisas,
visando maior eficiéncia e produtividade. Aditivos antibidticos, por muito tempo utilizados para
melhorar o desempenho animal, vém sendo questionados devido a preocupacdo com a
resisténcia bacteriana. Nesse cenario, a propolis verde surge como alternativa natural, com
compostos que modulam a fermentacdo ruminal e apresentam agdo antimicrobiana. Além disso,
avaliar a digestibilidade dos alimentos € essencial para garantir dietas equilibradas, bom
aproveitamento dos nutrientes e sustentabilidade na produgé&o.

2.1 EVOLUCAO DA NUTRICAO DE RUMINANTES

O avanco rumo a uma pecudria sustentavel esta intimamente ligado a alimentacdo dos
bovinos. Nos ultimos anos, a academia, empresas e 0s produtores rurais tém colaborado para
desenvolver um sistema que constantemente incorpora novas melhorias. Essas inovacgoes
aumentam a produtividade dos rebanhos e, ao mesmo tempo, reduzem as emissdes de metano.
As tecnologias variam desde a melhoria das pastagens até o enriquecimento dos concentrados
com a introducdo de aditivos que tém demonstrado 6timos resultados. Com a mudanca na
cadeia de suplementacéo, atualmente, cerca de 86% da dieta dos animais no mundo € composta
por ingredientes que nao fazem parte da alimentacdo humana (Fernandes et al., 2022).

No pais, existem trés sistemas principais de producdo de bovinos, que compreendem 0s
sistemas extensivo, semi-intensivo e intensivo. O manejo dos bovinos varia conforme a regiao,
o perfil do pecuarista, a genética e qualidade do animal, além da cultura e dos objetivos do
produtor (B1ZI, 2018). Independentemente do tipo de producdo, é essencial que as necessidades
nutricionais sejam atendidas. Nesse contexto, alguns aditivos especializados foram introduzidos
no mercado e se tornaram fundamentais para a pecudria intensiva moderna (Danieli; Schogor,
2020).

Segundo Castro Filho (2023), com o objetivo de melhorar o desempenho animal, diversas
pesquisas tém identificado aditivos que afetam as propriedades dos alimentos e a microbiota
ruminal. Esses aditivos sdo classificados em grupos distintos: antibi6ticos ion6foros e néao

ionoforos, prebiodticos, probidticos, adsorventes e extrato naturais de plantas. O uso destes na
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alimentacdo animal, visa aumentar a eficiéncia dos alimentos, promover crescimento e trazer
beneficios a salde e ao metabolismo dos animais. Eles sdo frequentemente incluidos em
suplementos de alta ingestdo para os animais.

Os ruminantes sdo animais herbivoros capazes de digerir uma grande variedade de
vegetais ricos em fibras. Essa habilidade se deve a evolucdo de uma relagdo mutualistica com
microrganismos presentes no rdmen, que fermentam os alimentos e produzem compostos
metabdlicos essenciais como os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) para 0 aproveitamento
da energia da dieta (Van Soest, 1994). O que diferencia esses animais é seu sistema digestivo
complexo, composto por camaras especializadas em fermentacdo, que tém um papel
fundamental na digestdo, absorcdo de nutrientes e na manutencdo da salde geral (Miranda et
al., 2024). 1sso os tornam altamente eficientes na utilizagdo de carboidratos estruturais, como a
celulose, como uma importante fonte de energia. Além disso, esses animais possuem a
capacidade de aproveitar compostos nitrogenados ndo proteicos, convertendo-0s em proteina,
por meio de acdo de microrganismos presentes em seu sistema digestivo (Canesin; Fiorentini;
Berchielli, 2021). Consequentemente, isso permite a conversao de matéria-prima de baixo valor
como as forragens e subprodutos industriais, em ingredientes com alto valor nutricional e
econémicamente agregado, ou seja, carne e leite (Fernandes et al., 2022).

A otimizacdo da digestdo de carboidratos fibrosos tem sido o foco de pesquisas que
buscam melhorar o desempenho da producao animal. Nos ultimos anos, os aditivos microbianos
de inclusdo direta ganharam destaque por oferecer bons resultados em ruminantes, alem de
serem uma opcdo segura e ambientalmente sustentavel. A principal funcdo desses aditivos é
favorecer a microbiota natural dos animais e aprimorar o processo de fermentacéo, levando a

uma digestibilidade mais eficiente e a um melhor desempenho dos animais (Freitas, 2021).

2.2 ADITIVOS ANTIBIOTICOS

Embora o Brasil se destague no cenario global como um dos principais exportadores de
carne bovina, os indices de produtividade da pecuaria de corte permanecem relativamente
baixos, apresentando um grande potencial para crescimento (Abréo et al., 2012). A elevacao
desses indices pode ser alcangada por meio de inovagdes tecnologicas, ambientais, nutricionais
e genéticas, adaptando animais e sistemas alimentares as diversas regides do pais. Nesse

contexto, aditivos nutricionais sdo utilizados para aumentar a eficiéncia alimentar, promover o
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crescimento e a engorda dos animais, ou para beneficiar a saide e o metabolismo dos mesmaos,
especialmente em situagdes que demandam maior desempenho (Costa et al., 2017).

Embora mais de 120 ion6foros tenham sido descritos, apenas a monensina, a lasalocida
sodica, a salinomicina e a laidomicina propionato sdo aprovadas para uso em dietas de
ruminantes. Dentre elas, as mais utilizadas atualmente na producéo animal s&o a monensina
sodica, a lasalocida sodica e a salinomicina (Golcalves et al., 2012). Os aditivos antibidticos
utilizados na alimentagdo animal séo classificados em ionoforos e ndo ionéforos. Os ionoforos,
como a monensina sodica, sdo altamente eficazes contra bactérias gram-positivas, atuando na
alteracdo da permeabilidade e do fluxo de ions através da membrana celular dessas bactérias.
J& as bactérias gram-negativas sdo pouco afetadas. Essa seletividade promove mudangas na
microbiota ruminal, resultando em maior digestibilidade dos nutrientes, reducdo na producao
de metano e, consequentemente, menores perdas energeticas (Salman; Paziani; Soares, 2006).
Diferentemente dos ionoforos, que atuam principalmente na modulagdo da microbiota ruminal,
o0s antibidticos ndo iondforos apresentam um espectro de acdo mais amplo, sendo eficazes na
inibicdo de microrganismos patogénicos. Seu uso é essencial na prevencdo de infeccbes e na
reducdo da carga microbiana no trato digestivo, favorecendo um ambiente mais saudavel para
a fermentacdo ruminal e a absorc¢éo eficiente de nutrientes (Carlos, 2024).

Contudo, o uso indiscriminado dessa substancia pode contribuir para o desenvolvimento
de resisténcia antimicrobiana, gerando sérias preocupacfes em saude publica. Dessa forma é
essencial equilibrar os beneficios com os riscos, adotando medidas que restrinjam o uso abusivo
e desnecessario (Morais et al., 2023).

Em 2003, a Unido Europeia criou a Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar
(EFSA), responsavel por regulamentar o uso de aditivos na nutricdo animal e proibir o uso de
antibioticos, conforme a regulamentacdo EC 1831/1003. Em 1° de janeiro de 2006, uma das
acOes da EFSA foi a restricdo dos ultimos antibidticos utilizados como promotores de
crescimento. A implementacdo dessa norma obrigou paises como o Brasil, que exportam carne
e seus derivados para essa regido, a se adaptar as novas regras (Berchielli; Bertipaglia, 2010;
Bezerra, 2017). Essas medidas impulsionaram a busca por aditivos alternativos que atendam as
exigéncias dos mercados internacionais. Dentre esses aditivos, destacam-se as culturas de
leveduras, que atuam como probioticos e prebioticos, além da propolis, que possui propriedades
gue cumprem as exigéncias dos maiores importadores de carne bovina brasileira (Gattass et al.,
2008).

Além das preocupacdes relacionadas a resisténcia antimicrobiana, o uso de antibi6ticos

na alimentacdo animal também est4 associado a possibilidade de residuos na carne e no leite, o
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que afeta diretamente a aceitacdo dos produtos em mercados mais exigentes, como o Europeu.
A presenca de residuos pode comprometer a seguranca alimentar e a satde do consumidor,
além de gerar barreiras comerciais significativas (Pereira; Scussel, 2017).

Assim, os sistemas de producdo intensivos devem se adaptar utilizando substancias
alternativas que proporcionem resultados iguais ou superiores em termos de produtividade,
preferencialmente sendo naturais e/ou ja presentes nos alimentos. Isso visa a produgdo de

alimentos mais saudaveis e livres de residuos de antibi6ticos.

2.3PROPOLIS VERDE E SEU USO EM PESQUISAS COM RUMINANTES

Etimologicamente, a palavra “propolis” vem do grego, significando (pro= em defesa ou
para, e polis = cidade) “em defesa da cidade ou colonia” (Soltan et al., 2016). A propolis é
formada pela combinacéo de substancia vegetais e secre¢cdes das abelhas (Apis melifera). Trata-
se de uma mistura de resinas que as abelhas coletam de diferentes partes das plantas, as quais
adicionam enzimas presentes em sua saliva. A funcdo da prépolis é proteger a colmeia e atuar
como defesa contra microrganismos invasores. No Brasil, hd uma grande variedade de plantas
apicolas, o que resulta em diferentes tipos de propolis, variando conforme a época de coleta da
resina, a genética das abelhas e a regido geografica (Gomes, 2014).

No Brasil, existe trés variedades de propolis: a verde, obtida da resina do alecrim-do-
campo (Baccharis dracunculifolia), uma planta tipica do cerrado brasileiro; a vermelha,
derivada da planta rabo-de bugio (Dalbergia ecastophyllum), comum na regido nordeste do
pais; a marrom, e a propolis tradicional, que ndo depende de uma planta especifica para sua
producdo. Além das variedades de cores, cada tipo de prépolis pode ter diferentes propriedades,
sendo a propolis verde a mais valorizada por suas caracteristicas medicinais, (Figura 1) (Franca
et al.; 2020).
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Figura 1 — Baccharis dracunlifolia (Alecrim do campo): (A) coleta da resina no alecrim
do campo por abelha: (B) Parte aéreas de Baccharis dracunlifolia: (C) Capitulos
com flores masculinas.

Fonte: Google Imagem.

O emprego de extratos vegetais, na alimentacdo humana é reconhecido desde os tempos
antigos por suas propriedades terapéuticas e no combate a enfermidades (Varela, 2022). Além
de ser muito utilizada na medicina humana, o estudo da propolis no meio animal vem
aumentando, visto que, além de seus compostos terapéuticos, também tem grande potencial
como promotor de crescimento (ABU-SEIDA, 2023). Além de reconhecida medicamentosa, a
propolis brasileira tem mostrado consideravel acdo contra algumas bactérias (Mariano; Hori,
2019).

O foco dos estudos com o uso da propolis verde na alimentacdo de ruminantes tem
ocorrido, especialmente devido as suas propriedades terapéuticas e agBes antimicrobiana e
antioxidante. E, desta forma, essas caracteristicas permitem que a propolis verde substitua
aditivos sintéticos, como antibidticos, na nutri¢cdo animal (Abreu, 2020).

A propolis verde (Figura 2), apresenta acdo bacteriostatica contra bactérias Gram-
positivas como Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans e algumas Gram-negativas
como Escherichia coli, aparentemente alterando o estado bioenergético da membrana
bacteriana e reduzindo sua motilidade, mecanismo que se assemelha ao efeito dos ionéforos
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(HEIMBACH et al.; 2016). Os lonoforos modificam a composi¢do da microbiota ruminal,
promovendo alteragdes no padrdo fermentativo e nos produtos da digestdo microbiana, o que
resulta na reducédo da producdo de metano, acidos acéticos e butirico, e no aumento da formacéo
de acido propidnico (Gongalves et al.; 2012).

Figura 2 — Prdpolis verde — colmeia
Fonte: Google Imagens.

Até 0 momento, ndo existem informacgdes que explicam a razdo da menor eficacia dos
extratos de propolis contra bactérias Gram-negativas. Essas bactérias apresentam uma parede
celular quimicamente mais complexa e um teor mais elevado de lipidios, 0 que pode causar
essa maior resisténcia (Vargas et al., 2004).

As propriedades bioldgicas da propolis estdo claramente relacionadas a sua composicao
quimica, o que provavelmente representa o maior desafio para seu uso na fitoterapia. 1sso ocorre
porque a composicdo quimica da propolis varia de acordo com a época da colheita, a técnica
utilizada e a espécie da abelha envolvida (no caso brasileiro, também, o grau de “africanizagdo”
da Apis melifera pode influenciar sua composicéo) (Aguiar, 2009).

O extrato de propolis mostrou-se eficaz no controle de bactérias que produzem amdnia,
como Clostridium aminophilum e Peptostreptococcus sp., reduzindo os niveis de aménia no
rumen em alguns estudos. Em rela¢do a producéo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), a
inclusdo de extrato de prdpolis pode promover um aumento na sintese de propionato,

diminuindo a relacdo acetato no rumen, por ter uma acdo sobre as bactérias produtoras de
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acetato. Essa maior propor¢do de propionato é vantajosa, pois contribui para a reducdo da
producdo de metano, resultando em uma maior eficiéncia energética e melhor desempenho dos
animais. Além disso, o extrato de propolis pode interferir na producdo de metano devido ao seu
efeito antiprotozoario, ja que os protozoarios sao responsaveis pela liberacdo de hidrogénio, um

substrato utilizado pelos microrganismos metanogénicos (Frdes; Pinheiro, 2023).

2.4 IMPORTANCIA DA AVALIACAO DA DIGESTIBILIDADE DOS ALIMENTOS E RACOES

A analise quimico-bromatoldgica representa a etapa inicial na determinagdo do valor
nutritivo de um alimento. No entanto, ela ndo ¢ suficiente para avaliar a real capacidade de
aproveitamento desses alimentos pelos animais. A digestibilidade é o parametro que fornece
essa informacéo, representando a relacdo entre a quantidade de alimento ingerido e a quantidade
excretada. Os coeficientes de digestibilidade podem ser determinados com base na matéria seca
(MS), na energia, ou em componentes especificos da matéria organica, como proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), extrativos ndo nitrogenados (ENN), fibra bruta (FB), bem como a
fibra em detergente acido (FDA) e a fibra em detergente neutro (FDN) (Salman et al., 2010).

Na nutricdo de ruminantes, é comum o uso de uma variedade de ingredientes, que incluem
tanto forragens frescas ou conservadas quanto concentrados energéticos e proteicos, ou uma
combinacdo dos dois. Essa mistura complexa é composta por ingredientes com distintas
composicBes bromatoldgicas, oferecendo diferentes niveis de digestibilidades, o que influencia
diretamente o consumo pelo animal (Silva, 2023). A analise de alimentos é uns dos aspectos
mais importantes a serem considerados no setor de nutricdo animal, pois envolve métodos que
descrevem os alimentos e avaliam sua capacidade de sustentar diversos tipos e niveis de
desempenho animal (Canesin; Fiorentini; Berchielli, 2012).

A digestibilidade e a utilizacdo dos nutrientes referem-se a qualidade do aproveitamento
liquido dos nutrientes pelo animal. O desempenho ou a producao animal, por sua vez, depende
da interacdo entre o consumo de MS, o valor nutritivo do alimento e sua digestibilidade.
Portanto, se o animal ingere uma quantidade adequada de um alimento com elevado valor
nutritivo e alta digestibilidade, seu desempenho tende a ser superior (Silva, 2023.).

Tento em conta que digestibilidade dos alimentos é influenciada por diversos fatores,
como a composi¢do quimica (teores de fibra, lignina e proteina), o estagio de maturidade da

planta na colheita, o tipo e o processamento do alimento, além da presenca de compostos
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antinutricionais. Também interferem aspectos relacionados ao animal, como espécie, idade,
microbiota ruminal e nivel de produgdo, bem como o manejo alimentar (frequéncia e forma de
fornecimento) e as condi¢cbes ambientais, como temperatura e umidade. Esses elementos, em
conjunto, determinam o aproveitamento dos nutrientes e o desempenho produtivo dos animais
(Van Soest, 1994).

Esse processo esta diretamente relacionado a fermentacdo ruminal, a qualidade dos
ingredientes utilizados e a atividade da microbiota presente no rimen. Dessa forma, avaliar a
digestibilidade in vitro torna-se uma ferramenta essencial para estimar o valor nutritivo dos
alimentos e prever seus efeitos sobre o desempenho dos animais (Lemos, 2011).

Sistemas de alimentagdo modernos e eficazes devem ser baseados em mecanismos que
expliquem como os animais respondem aos nutrientes, abordando os aspectos quantitativos da
digest@o e do metabolismo dos ruminantes. A analise da concentracédo e da digestibilidade dos
componentes dos alimentos é fundamental para implementar préaticas alimentares eficientes,
porém, essas pesquisas demandam muitos recursos, como mao de obra, alimentagdo, animais e
tempo. H& um consenso de que, para descrever adequadamente os processos digestivos e
metabolicos, sdo necessarios dados bioldgicos, os quais podem ser obtidos por meio de técnicos
in vitro, que antecedem ou substituem os ensaios in vivo e in situ (Lemos, 2011).

Considerando que aditivos naturais como a propolis podem modular a fermentacdo e a
microbiota ruminal, investigar seu efeito sobre a digestibilidade dos volumosos é fundamental

para validar seu uso na alimentacdo de ruminantes.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Campus Universitério de Pontes e Lacerda, no Setor de
Ovinocultura e no Laboratorio de Andlise de Alimentos e Nutricdo Animal (LAANA),
pertencente ao Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT).

A propolis verde bruta foi adquirida de um apiario especializado na producdo e
comercializacdo deste tipo de propolis. Para a extragdo dos compostos ativos e obtengdo do
extrato liquido, foi utilizado o método de “maceragdo”, sendo este o mais utilizado para a
extracdo dos compostos da prépolis. Para a maceracdao com solucdo hidroalcoéolica, foi utilizado
70% de etanol e 30% de agua, narazao 1:5 (p/v), ou seja, uma parte de prépolis bruta para cada
cinco partes de solucdo hidroalcéolica (Figura 3). O tempo de extracdo foi de 10 dias em
temperatura ambiente. Posteriormente, a solucéo foi guardada em frasco &mbar e ao abrigo da
luz. Essa extracdo por maceracdo permite um rendimento de 48% de solugcdo com a extracdo
de, aproximadamente, 8,5% de fendlicos totais (Figura 4) (CUNHA et al., 2004).

Figura 3 — Processo de obtengdo do extrato hidroalcdolico (A, B e C).
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4 — Extrato hidroalcoolico utilizado no experimento.
Fonte: Arquivo pessoal.

Para a digestibilidade in vitro, foram utilizadas cinco amostras de alimentos volumosos,
0s quais seguem: silagem de milho (Zea mays), silagem de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum), capim Zuri (Panicum maximum cv. BRS Zuri), capim Mavuno (Urochloa
ruziziensis) e feno de capim Massai (Panicum maximum cv. Massai) (Tabela 1). Os alimentos
utilizados fazem parte do banco de amostras do LAANA.

Tabela 1 - Composicdo bromatoldgica dos volumosos utilizados (% da MS)*

Feno Capim Capim Silagem Silagem

Massali Mavuno Zuri de cana de milho
MS (%) 91,91 20,79 19,09 19,30 33,00
MO (%) 91,22 92,14 90,89 95,68 94,47
MM (%) 8,78 7,86 9,11 4,32 5,53
PB (%) 543 9,54 7,25 3,25 6,97
FDN (%) 82,31 66,11 74,66 73,23 46,69
FDA (%) 51,16 38,89 44,20 49,23 28,61
EE (%) 1,51 2,40 2,28 1,13 3,24
CT (%) 84,28 80,20 81,36 91,30 84,26
CNF (%) 1,97 12,41 6,70 18,07 37,57
NDT? (%) 52,32 58,68 55,88 56,79 66,39

IMS: matéria seca, MO: matéria organica, MM: matéria mineral, PB: proteina bruta FDN: fibra em detergente
neutro, FDA: fibra em detergente &cido, EE: extrato etéreo, CT: carboidratos totais, CNF: carboidratos ndo
fibrosos, NDT: nutrientes digestiveis totais. 2Determinado segundo equagdes propostas por Kearl (1982).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As amostras de volumosos com alto teor de umidade foram secas em estufa com
ventilagdo forcada (55°C) e, em conjunto com as demais, foram processadas em moinho de
facas com peneira de porosidade 1 mm. Posteriormente, todas as amostras foram analisadas
quanto aos teores de MS (método n°® 934.01), matéria organica (MO, método n° 924.05),
proteina bruta (PB, método n° 920.87) e extrato etéreo (EE, método n° 920.85), de acordo com
AOAC. (1990). A fibra em detergente neutro (FDN) foi determinada segundo Van Soest et al.
(1991) e a fibra em detergente acido (FDA) de acordo com 0 método n° 973.18 (AOAC, 2019).
Os carboidratos totais (CT) foram obtidos por intermédio da seguinte equacdo: CT = 100 -
(%PB + %EE + % Matéria Mineral), (SNIFFEN et al., 1992). Os carboidratos fibrosos (CNF)
foram determinados pela diferenca entre CT e FDNcp (com corre¢do para proteina e cinzas).

O indéculo ruminal foi obtido do rebanho ovino pertencente a UNEMAT. Para a coleta da
digesta ruminal foi utilizada uma bomba de vacuo e uma sonda de silicone, lubrificada com
0leo mineral antes de ser introduzida pela boca do animal. Foi retirado aproximadamente 100

ml de liquido ruminal de cada animal, sendo todos submetidos a mesma dieta (Figura 5).

Figura 5 - Procedimentos de coleta do in6culo ruminal (A e B).
Fonte: Arquivo pessoal.
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Posteriormente, a digesta ruminal foi acondicionada em liquidificador, o qual foi mantido
em sala climatizada (39 °C), sendo homogeneizada por 30 segundos. Em seguida, o material
homogeneizado foi filtrado em quatro camadas de gaze em frascos erlenmeyer de 2 L, também
mantidos em sala climatizada. Todo o processo de obtengdo, transporte, homogeneizacao e
filtragem do in6culo foi realizado cerca de 20 minutos antes do inicio das incubagdes. A
digestibilidade in vitro da MS e nutrientes foi realizada em incubadora de digestao in vitro
(modelo TE-150, marca Tecnal, Piracicaba — SP) e, para cada filter bag, foram pesadas 500 mg
de amostra. Os filter bags de TNT foram confeccionados para terem as medidas de superficie
proximas aos filter bags F57, ou seja, 36 cm?, com dimensdes de 4 cm x 4,5 cm. Apds as
amostras serem pesadas, os filter bags foram imediatamente selados a quente. Previamente aos
procedimentos, todos os filter bags foram limpos e pesados conforme procedimentos sugeridos
por Detmann et al. (2021).

Os filter bags de cada amostra de volumoso foram inseridas nos jarros da incubadora.
Para cada bateria, foi introduzido, em cada jarro, trés filter bags "branco”. Posteriormente,
foram adicionados em cada jarro 400 mL de inéculo ruminal e 1.600 mL de solucdo de
McDougall, mantendo a relacdo de 1:4 entre indculo e solucdo tampdo. O espaco livre dos
jarros foi imediatamente saturado com COg, os quais foram entdo fechados e colocados na

incubadora previamente aquecida a 39°C (Figura 6).

Figura 6 - Incubadora de digestéo in vitro (A). Procedimentos para incubacéo (B e C).
Fonte: Arquivo pessoal.
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Para 0 estudo dos efeitos do extrato de propolis verde sobre a digestibilidade in vitro,
todas os volumosos foram submetidos aos seguintes tratamentos: Controle (sem adicdo de
extrato de propolis verde), 15PRO — adi¢do de 15 mL de extrato hidroalcodlico de prépolis
verde por jarro, 30PRO — adi¢do de 30 mL de extrato hidroalcodlico de prépolis verde por jarro
e Branco — jarro contendo apenas 30 mL da solucdo hidroalcodlica utilizada como veiculo de
extracao.

Apos 48 horas, os filter bags foram lavados com agua destilada quente, com temperatura

superior a 90°C. Isso foi feito exercendo-se uma leve pressdo manual para remover 0s gases
presentes. Apds a lavagem, todos os filter bags foram submetidos a secagem (a 105°C durante
24 horas) e pesados, resultando na determinacao do residuo aparentemente nao digerido da MS.

O calculo da digestibilidade in vitro da MS e nutrientes foi obtido conforme descrito por
Detmann et al. (2021). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e quatro repeti¢oes. Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5% (p>0,05), com

0 auxilio do software estatistico Sisvar, Versao 5.8 (Ferreira, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa na digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) com a
inclusdo do extrato de propolis verde em diferentes volumosos utilizados como substratos
(Tabela 2).

Tabela 2 — Digestibilidade in vitro da matéria seca de diferentes volumosos.

Volumosos Tratamentos (DIVMS, %) CV, %! p>
Controle Branco 15PRO  30PRO

Feno Massai 37,55a 35,03a 17,36b 9,27c 11,76 0,000

Capim Mavuno 63,04a 56,37a 25,52b 22,44b 9,20 0,000

Capim Zuri 66,07a 50,60a 22,49b 18,68b 26,81 0,000

Silagem de cana 50,04a 44,52b 34,16¢ 32,84c 4,96 0,000

Silagem de milho 72,32a 65,73b 52,26¢ 45,62d 3,25 0,000

15PRO (adicdo de 15 mL de propolis), 30PRO (adicdo de 30 mL de propolis). Médias seguidas por letras diferentes
na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 'CV: coeficiente de variacdo; ?p = nivel de
significancia.
Fonte: Elaborado pelo autor

Destacam-se os efeitos do tratamento com 30 mL de extrato de propolis verde (30PRO)
nos substratos feno de capim Massai e capim Zuri, que apresentaram os menores valores de
DIVMS, com meédias de 9,27% e 45,62%, respectivamente.

Os tratamentos 15PRO e 30PRO diferiram significativamente dos tratamentos Controle
e Branco, indicando que os extratos influenciaram o processo digestivo microbiano.
Independente do volumoso utilizado, observou-se que os maiores valores de digestibilidade
ocorreram nos tratamentos Controle e Branco, enquanto os tratamentos com propolis resultaram
em queda acentuada da digestibilidade, especialmente na dose mais elevada (30PRO). Essa
reducdo pode estar relacionada a acao antimicrobiana intensa dos extratos de prépolis verde em
doses elevadas. Enquanto concentracdes moderadas podem modular positivamente a
microbiota ruminal, promovendo um ambiente mais favoravel a fermentacdo dos volumosos, a
aplicacdo de doses mais altas pode inibir amplamente microrganismos essenciais,
principalmente os fibroliticos, como Ruminococcus flavefaciens e Fibrobacter succinogenes
(Aguiar et al., 2013). Esses microrganismos sdo fundamentais na degradacdo da fibra e na

producédo de AGCC, principais fontes de energia para 0s ruminantes.
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A prépolis contém cerca de 300 compostos bioativos, sendo os flavonoides, compostos
fendlicos, terpenoides e &cidos graxos os mais abundantes. Dentre os compostos fendlicos, o
Artepillin C e o 4cido p-cumarico destacam-se por suas a¢des antioxidantes, anti-inflamatorias
e antimicrobianas. Considera-se, nesse contexto, a hipétese de um efeito hormético, em que
doses mais baixas da prépolis favorecem a selecdo de espécies com maior atividade fibrolitica,
enquanto doses mais altas causam inibi¢cdo microbiana generalizada. Essa resposta bifasica tem
sido descrita na literatura para extratos ricos em fenolicos e flavonoides (Soltan; Patra, 2020).

Para que a digestdo da fibra seja eficiente e ocorra a producdo adequada de AGCC
(acetato, propionato e butirato), é necessaria a atuacdo conjunta de bactérias, fungos e
protozoarios que compdem a microbiota ruminal. Broudiscou, Papon e Broudiscou (2000)
observaram, em experimento in vitro, que a adi¢do de propolis em um nivel de 0,5 gramas por
dia, durante 7 dias, aumentou em 10,3% a producdo de propionato, a0 mesmo tempo em que
reduziu a populagéo de protozoarios. Apesar desse aumento na producéo relativa de propionato,
a supressdao dos microrganismos envolvidos na digestdo da fibra resultou em menor
digestibilidade da MS, como observado no presente estudo. Isso reforca a hipdtese de um efeito
dose-dependente, em que concentracdes elevadas ultrapassam o limite de estimulo e inibem a
atividade microbiana (Frées; Pinheiro, 2023).

A digestibilidade da MS pode ser modulada por diversos fatores, como o teor de fibra dos
volumosos e a presenca de compostos bioativos nos aditivos. Prado et al. (2010) observaram
que a presenca de flavonoides como a crisina, associada a diferentes concentracdes alcodlicas
nas dietas, esteve relacionada a maiores valores de digestibilidade, evidenciando a importancia
da microbiota ruminal e de sua interagdo com 0s compostos bioativos.

No presente estudo, os volumosos responderam de maneira distinta a adicdo do extrato
de prépolis verde. Os capins tropicais, como o feno Massai (Figura 7) e o capim Mavuno
(Figura 8), apresentaram maiores reducdes na DIVMS em comparacdo as silagens. I1sso pode
estar associado ao maior teor de fibra estrutural desses capins, que exigem uma atividade
microbiana mais desenvolvida para sua degradacdo. Quando essa microbiota é inibida, o

impacto sobre a digestibilidade é mais acentuado.
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Figura 7 — Digestibilidade in vitro da matéria seca (Feno Massali).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8 — Digestibilidade in vitro da matéria seca (Capim Mavuno).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Por outro lado, a silagem-de-milho (Figura 9) apresentou menor sensibilidade a a¢do da
propolis, indicando que sua composicdo pode ter favorecido uma fermentacdo menos
dependente dos microrganismos afetados pelos compostos bioativos. Essa diferenca sugere uma

interacdo entre as caracteristicas quimicas dos volumosos e os efeitos do extrato de propolis.
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Figura 9 — Digestibilidade in vitro da matéria seca (Silagem de milho).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Considerando que a extragdo da propolis foi realizada por maceracdo em solucéo
hidroalcoodlica, o tratamento “Branco” foi fundamental para isolar o efeito do solvente. No
entanto, a padronizacdo da extracdo e a caracterizacdo quimica dos compostos presentes no
extrato sdo essenciais para determinar doses seguras e eficazes, que promovam efeitos
benéficos sem comprometer a atividade da microbiota ruminal.

Dessa forma, os resultados indicam que o uso de extrato de propolis verde, principalmente
em doses elevadas, deve ser feito com cuidado. Embora tenha potencial como aditivo
zootécnico, a definicdo de concentracdes apropriadas e a analise do seu impacto sobre o perfil
microbiano e a producdo de AGCC séo passos importantes para garantir sua aplicacdo pratica

na alimentacdo de ruminantes.
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5 CONCLUSAO

A inclusdo do extrato hidroalcodlico de propolis verde influenciou negativamente a
DIVMS dos volumosos avaliados, especialmente em doses mais elevadas. A dose de 15 ml e
30 mL promoveu uma reducdo nos valores de digestibilidade, sugerindo um efeito inibitorio
sobre os microrganismos ruminais. O efeito antimicrobiano da prdpolis verde pode
comprometer a degradacdo da fibra quando utilizado sem controle. Portanto, seu uso como
aditivo zootécnico requer ajustes de dosagem que garantam eficiéncia sem prejudicar a
fermentacdo ruminal. Mais estudos sdo necessarios para identificar concentracdes ideais e

seguras para aplicacdo préatica na alimentacdo de ruminantes.
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