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RESUMO

STRADIOTTI JR., Deolindo, D.S., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2002.
Acao da propolis sobre a fermentagdo ruminal. Orientador: Augusto César de
Queiroz. Conselheiros: Rogério de Paula Lana e José Carlos Pereira.

A tese compde-se de trés capitulos. O primeiro versa sobre a acéo da propolis
in vitro na atividade especifica de producdo de amoénia (AEPA) ou atividade de
desaminagdo de aminoécidos e na fermentacdo ruminal em bovinos. A AEPA foi
determinada utilizando-se liquido ruminal e tamp&o de McDougall (1:4) contendo
diferentes niveis de extrato de propolis e excesso de caseina hidrolisada. No estudo
da acéo da prépolis in vivo sobre a fermentagdo ruminal e AEPA, foram utilizados
quatro novilhos Holandeses, em dois periodos experimentais, alimentados com dieta
contendo 35% de concentrado, submetidos aos tratamentos controle e com extrato
de prépolis. O extrato de prépolis obtido com etanol a 70% em agua foi mais
eficiente in vitro que a 99,5%, obtendo-se valores de até 78% de inibicdo da AEPA
em relacdo ao controle. O extrato de propolis ndo afetou 0 consumo de matéria seca,
o pH, as concentragdes de ambnia e de proteina microbiana e as propor¢des molares
dos &cidos graxos volateis (AGV), acético, propidnico e butirico no liquido de

rumen. Entretanto, o extrato de propolis aumentou a concentracéo de AGV totais e
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inibiu a AEPA pelos microrganismos ruminais, indicando que, apesar de ndo ter
reduzido o nivel ruminal de ambnia, existe o potencial deste efeito ocorrer em outras
situacbes, como em dietas contendo ata taxa de proteina degradavel/carboidrato
fermentescivel, observado em pastagens novas de gramineas ou pastagens de
gramineas consorciadas com leguminosas. No segundo capitulo, procurou-se avaliar
a acado do extrato de propolis sobre a fermentacdo in vitro de diferentes alimentos
pela técnica de producdo de gases. Dois experimentos foram realizados. No primeiro
experimento, incubaram-se 100 mg de matéria seca de feno de brachiaria moido, em
auséncia (0,2 mL de solucéo alcodlica a 70% em agua) ou presenca de 0,2 mL de
extrato de propolis (extracdo de 3 g de propolis em pedra triturada para cada 10 mL
de alcool a 70%, durante dez dias, posteriormente diluida para 50% da mesma). O
extrato de propolis, quando comparado ao tratamento controle, reduziu a producéo
final total e a producéo fina de gases para carboidratos fibrosos. A taxa de digest&o
especifica para carboidratos fibrosos e carboidratos ndo-fibrosos foi superior quando
se utilizou o extrato de propolis. A reducdo da producdo total de gases pode ser
atribuida ao efeito da propolis em aumentar a concentracdo molar de propionato,
com consequente diminuicdo da relacBo acetato:propionato. No segundo
experimento, procurou-se avaliar diferentes diluicdes de extrato de propolis (0; 13,7;
33,3; e 66,7%), em analogia a monensina sodica, adicionada para atingir 5,0 mvi
como concentracdo final nos tubos de incubagdo. Observou-se efeito significativo de
tratamento, aimento e interacdo alimento:tratamento sobre o volume de gas
proveniente dos carboidratos fibrosos e ndo-fibrosos. N&o houve efeito do menor
nivel de prépolis (13,7%) sobre nenhuma das dietas avaliadas, para volume final de
gases oriundos tanto dos carboidratos fibrosos quanto nao-fibrosos. Entretanto, o
maior nivel (66,7%) mostrou-se eficiente diante de todas as dietas, para ambos 0s
carboidratos, inclusive suplantando a monensina na maioria das vezes, quanto a
menor producdo final de gases. Avaliou-se, no terceiro capitulo, a agdo da propolis
in vivo sobre o consumo, a fermentac&o ruminal e atividade especifica de producdo

de amonia (AEPA) em seis cabras estabuladas. Esses animais, fistulados no ramen,



foram submetidos a uma dieta contendo 67% de silagem de milho e 33% de
concentrado, fornecida ad libitum, trés vezes ao dia (8, 12 e 16 h). Testaram-se
niveis semanais crescentes de propolis (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; e 8,0 gramas de
propolis/cabecaldia), advindos da propolis bruta ou do extrato alcodlico a 70% em
adgua. Para compor um terceiro tratamento, utilizaram-se niveis crescentes de
monensina na forma de Rumensin® (0, 11, 22, 33, 44 e 55 mg de monensina’lkg de
matéria seca consumida). Os tratamentos com a presenca de propolis e monensina
ndo afetaram 0 consumo de matéria seca, 0 pH e a ambnia ruminais. Entretanto,
embora ndo-significativa, houve reducédo de 21,1 e 12,2% no consumo de matéria
seca, respectivamente, para monensina e propolis bruta. Nd houve efeito
significativo dos tratamentos sobre a AEPA. Observou-se, no entanto, tendéncia de
0 extrato de prépolis suplantar a monensina em potencialidade para inibir a AEPA
(19,7% mais eficiente) pelos microrganismos ruminais. Os tratamentos com propolis
e monensina ndo afetaram (P>0,05) os teores dos acidos acético, propidnico e
butirico no total de é&cidos graxos no liquido ruminal. Entretanto, foi possivel
evidenciar reducdo do teor de acetato (14,6%) e aumento do propionato (44,53%),
pelo uso da monensina em relagcdo ao tratamento controle, e acréscimo do teor de
propionato (24,8%), pelo uso da propolis bruta. De modo geral, a falta de efeito

estatistico foi devida alimitacdo do nimero de animais.



ABSTRACT

STRADIOTTI JR., Deolindo, D.S., Universidade Federal de Vigosa, April 2002.
Effect of the propolis on the ruminal fermentation. Adviser: Augusto César
de Queiroz. Committee members. Rogério de Paula Lana and José Carlos
Pereira.

The thesis is composed by three chapters. The first turns about the In vitro
effect of the propolis on the specific activity of ammonia production (SAAP) or
activity deamination of amino acids and on the ruminal fermentation in bovine. The
specific activity of ammonia production was determined using ruminal fluid and
McDougall buffer (1:4) with different levels of propolis extract and excess of
hydrolyzed casein. In the study of the in vivo effect of the propolis on the ruminal
fermentation and SAAP, four Holstein steers were used, in two experimental
periods, fed diet with 35.0% of concentrate and submitted to the control and propolis
extract treatments. The propolis extract obtained with ethanol at 70% in water was
In vitro more efficient than that obtained with ethanol at 99.5% in water. Vaues up
to 78% of inhibition of SAAP in relation to the control were obtained. The propolis

extract did not affect the dry matter intake, the pH, the ammonia concentrations and
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of microbial protein and the molar proportions of the volatile fat acid (VFA), acetic,
propionic and butyric in the rumen fluid. However, the propolis extract increased the
total VFA concentration and it inhibited SAAP by the ruminal microorganisms,
demonstrating that, in spite of not having reduced the ruminal ammonia level, exists
the potential of this effect to happen in another situations, as in diets with high rate
of degradable protein /fermentable carbohydrate, observed in new grass pastures or
grass pastures consociated with legumes. In the second chapter, the objective was to
evaluate the effects of the propolis extract on the in vitro fermentation of different
feeds by the technique of gas productions. Two experiments were accomplished. In
the first experiment, 100 mg of ground brachiaria dry matter hay was incubated, in
absence (0.2 mL of alcoholic solution at 70,0% in water) or presence of 0.2 mL of
propolis extract (extraction of 3 g of propolis in triturated stone for each 10 mL of
alcohol at 70%, for ten days, later on diluted for 50% of the same). The propolis
extract, when compared to the control treatment, reduced the final total production
and the final gas productions for fiber carbohydrates. The specific digestion rate for
fiber carbohydrates and non fiber carbohydrates was superior when the propolis
extract was used. The reduction of the total gas productions could be attributed to
the effect of the propolis in increasing the molar propionate concentration, with
consequent decrease of the acetate:propionate ratio. In the experiment 2, the
objective was to evaluate different dilutions of the propolis extract (0.0; 13.7; 33.,3;
and 66.7%), in analogy to the sodium monensin, added to reach 5,0 M as a final
concentration in the incubation tubes. It was observed significant effect of treatment,
feed and feed:treatment interaction on the gas volume from the fiber and non fiber
carbohydrates. There was not effect of the smallest propolis level (13.7%) on none
of the evaluated diets, for final gas volume as for the fiber as non fiber carbohydrate.
However, the highest level (66.7%) shown efficient before all the diets, for both
carbohydrates, besides supplanting the monensin most of the time with relation to
the smallest final gas production. In the third chapter, the effect of the propolis on

the In vivo dry matter intake, the ruminal fermentation and SAAP using six confined
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goats was evaluated. Those animals, rumen fistulated, was submitted to a diet with
67.0% corn silage and 33.0% of concentrate, ad libitum fed, three timesaday (8, 12
and 16 hours). Crescent weekly levels of propolis were tested (0.0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0;
and 8.0 grams of propolis/head.day), from the crude propolis or from the ethanol
extract at 70% in water. To compose a third treatment, crescent levels of monensin
were used in the form of Rumensin® (0, 11, 22, 33, 44 and 55mg of monensin/kg of
dry matter intake). The treatments with the propolis and monensin did not affect the
dry matter intake, the pH and the ruminal ammonia concentration. However,
although not significant, there was reduction of 21.1 and 12.2% in the dry matter
intake, respectively, for monensin and crude propolis. There was not significant
effect of the treatments on SAAP. It was observed, however, tendency of the
propolis extract in supplanting the monensin in potentiality inhibit SAAP (19.7%
more efficient) by the microorganisms. The treatments with propolis and monensin
did not affect the contents of the acetic, propionic and butyric acids in the total of
the volatile fat acids in the ruminal fluid. However, it was possible to evidence
reduction of the acetate (14,6%) and increase of the propionateo (44,53%)
concentrations by the use of monensin in relation to the control treatment and
increase of the propionate concentration (24.8%) by the use of the crude propolis.
In general, the lack of statistical effect was due to the limitation of the number of

animals.
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1. INTRODUCAO

O sistema agropecuério brasileiro vem experimentando um amplo processo de
transformagbes causadas, entre outros fatores, pelas pressdes competitivas
provenientes da abertura de mercado e do aumento das exigéncias dos
consumidores em relacdo a qualidade dos produtos. Essas transformagdes
demandam uma intensificagdo nos sistemas de producdo de carne para aumentar a
produtividade e obter carne com bom padrédo de qualidade e, consequentemente,
elevar a rentabilidade das propriedades. O uso de aditivos alimentares € uma forma
de que o nutricionista dispde para incrementar a producdo animal, via modificagdes
benéficas da fermentacdo ruminal, com conseqiente melhoria da eficiéncia
alimentar dos animais.

Com o0 uso de antibidticos iondforos, grupo de aditivos muito utilizado em
determinados paises, extraidos da fermentacéo de vérias espécies de Streptomyces, a
maior eficiéncia aimentar pode decorrer da menor ingestdo de aimentos e mesmo do
ganho de peso para animais ruminantes confinados ou da mesma ingestdo com maiores
ganhos, quando animais se encontram em pastejo (Goodrich et d., 1984; Moraes
et a., 1993). Estes aditivos agem melhorando a quaidade ou a quantidade de nutrientes
disponiveis para absorcéo pelo trato gastrintesting .



Estudos tém registrado que essas alteracbes no comportamento alimentar de
ruminantes, atuando de forma direta na ingestdo de matéria seca, pelo uso de
ionéforos, ocorrem via alteracdes na digestibilidade dos alimentos, na producéo de
&cidos graxos, na utilizacdo da proteina, na producdo de gases, no enchimento e na
taxa de passagem dos aimentos pelo rimen (Schelling, 1984). Ocorre que o
principal mecanismo de acdo dos ionéforos, para melhorar a eficiéncia alimentar
nos ruminantes, esta relacionado a mudancas na populacdo microbiana do rdamen,
selecionando as bactérias gram-negativas, produtoras de acido propidnico, mais
resistentes, inibindo as gram-positivas — responsaveis pela desaminacdo de
aminoacidos — e, segundo Henderson et al. (1981) e McCaughey et a. (1997),
inibindo as produtoras de acidos acético, butirico e lactico, H, e metano. A primeira
categoria gerdmente € mais resistente aos ionéforos que as gram-positivas, porque
apresenta na sua congtituicdo uma membrana externa de protegdo (Russel & Strobd,
1989). Tad mecanismo foi proposto por Russdll (1987), a0 estudar a agdo do iondforo
monensina sobre o Sreptococcus bovis, bactéria gram-positiva produtora de acido
l&ctico, e observar que esta era sensivel a droga, tendo 0 seu crescimento inibido,
devido a caracteristica morfologica de sua parede celular (ndo possui uma membrana
externad), permitindo, com isto, a ocorréncia de troca iénica, provocada pelo ionoforo
que aumenta o fluxo de cétions através de sua membrana e dtera todo o equilibrio
energético celular. Logo, a acdo antibidtica € devida ao decréscimo de gradiente de
prétons intra e extracelular, que resulta na reducdo da forca préton-motriz que € uma
das fontes de adenosina trifosfato (ATP) para a bactéria. Adicionamente, a bactéria
consome ATP para reverter o sstema ATP-ase e diminar 0 excesso de protons
intracelular causado pelos iondforos. Devido & maior concentragdo idnica (cations)
dentro da célula, ocorre aumento da pressdo osmatica, a &gua penetra em excesso €,
comisso, acélula“incha’, tendendo aromper-se (Barragry, 1994).

Segundo Mirzoeva et a. (1997), a propolis e aguns de seus componentes
também possuem efeitos sobre a permeabilidade da membrana citoplasmética
bacteriana aos ions, causando a dissipacdo do potencia de membrana, o que,
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segundo esses autores, a caracteriza como substancia ionéfora. Este efeito
bactericida da prépolis, dependente da espécie bacteriana em questdo, apresenta-se
efetivo justamente sobre bactérias gram-positivas (Vargas et al., 1994; Goulart,
1995; Park et al., 1997).

Por tratar-se de substancia natural e em razdo de sua aplicacdo ser efetiva
como aditivo para a nutricdo de ruminantes, a prépolis agregaria aos produtos
animais resultantes de seu uso o diferencial de qualidade, vindo a fortalecer a
aceitacdo e comerciaizacdo desses produtos. Como possivel agente iondforo,
estaria ainda, de forma indireta, reduzindo a poluicdo ambiental, pela reducdo das
perdas por fermentacdo (metano e amonia).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar, de forma anadgica, a eficiéncia do iondforo
monensina e da propolis em promover dteracbes benéficas sobre a fermentacéo

ruminal.

1.1. Osruminantes e suas particularidades digestivas

Os ruminantes sdo considerados animais “gastricamente evoluidos’, por
conterem um estdmago com quatro compartimentos, em que o primeiro destes
compartimentos — 0 ramen — € o responsavel por esta classificagdo. Ocorre que a
existéncia do rumen permite a ingestdo e digestdo parcia de carboidratos
estruturais, principalmente da celulose, material abundante na face da terra, porém
sem utilizacdo direta pelo homem e outros mamiferos. Esta digestéo diferenciada
explica-se pela presenca, no rumen, de uma microbiota constituida de bactérias,
protozodrios e fungos que convivem em simbiose no animal.

Entre os microrganismos presentes, as bactérias desempenham papel
fundamental na digestdo dos alimentos ingeridos pelo animal, pois através de
fermentacdo rumina dos carboidratos produzem &acidos graxos volateis, principal
fonte de energia para os ruminantes. Esses microrganismos produzem energia
também por intermédio da hidrdlise e desaminacdo de proteinas e da hidrélise de
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lipidios. Ainda, sintetizam amino&cidos e vitaminas, essenciais ao animal
hospedeiro.

Potencializar essa ssmbiose por meio de manipulagdes ruminais, objetivando
obter melhor desempenho animal, é uma das principais tarefas do nutricionista de

ruminantes.

1.2. Manipulagdo da fermentacéo ruminal

Um dos caminhos encontrados para melhorar o desempenho animal, por
intermédio da manipulacdo dos microrganismos, € inibir o crescimento de bactérias
gram-positivas responsaveis por aguns processos de fermentagdo ruminal
considerados ineficientes ou mesmo prejudiciais. Dentre esses processos que devem
ser minimizados, incluem-se a degradacdo da proteina do alimento, a absor¢éo
ciclica da aménia e a producdo de metano (Nagargja et a., 1997). Sabe-se que a
desaminacdo dos aminoécidos da proteina causa acimulo de aménia no rdmen,
absorcédo ciclica desta ambnia e consequente aumento da excrecdo de uréia através
da urina, ocasionando perda energética (gastam-se trés ATP por mol de uréia
excretada) e diminuicdo da eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio aimentar. E
importante que a maior parte da proteina, na forma de proteina verdadeira (que néo
seja nitrogénio ndo protéico), uma vez ingerida, escape a digestdo no rimen, em
virtude do ataque dos microrganismos, e seja aproveitada pelo Ultimo saco gastrico
(abomaso), onde ocorre a digestdo enzimatica do alimento. O escape dessa proteina
verdadeira ao ataque de microrganismos tem duplafinalidade: diminuir os custos de
producéo pelo aumento da eficiéncia do uso do nutriente mais caro da alimentacéo
desses animais (a proteina) e, como consequéncia da primeira finalidade, reduzir a
contaminacdo do solo e cursos d &gua e das plantas pela diminuicdo da excrecdo de
uréianaurinados animais.

A inibicdo dessas bactérias gram-positivas causa outro efeito benéfico, tanto
a0 desempenho do anima quanto a poluicdo ambiental, que é a diminuicdo da

4



producdo de metano (gés responsavel pela destruicdo da camada de oz6nio).
Segundo Lana et al. (1998), a producdo de gas metano pelas bactérias ruminais e
intestinais pode corresponder a uma perda energética de até 13% em relagdo a
energia do alimento ingerido. Com relacdo a poluicéo ambiental, deve-se considerar
o fato de que um bovino adulto chega a produzir mais de 400 litros de géas por dia
(metano + didxido de carbono), liberado no meio, principamente por eructacéo.
Considerando que, hoje, o rebanho bovino mundial é de mais de 1 bilhdo de cabecas
(ANUALPEC, 2001), Madigan et al. (1997) alertaram para o fato de os ruminantes
serem 0s animais que mais contribuem para a emisséo de metano na atmosfera, na
proporc¢do de 27%.

Procura-se ainda, por intermédio de manipulagdo da fermentagdo ruminal,
minimizar a produgéo de &cido latico, quando os animais recebem dietas com altos

niveis de concentrados, reduzindo-se, assim, a possibilidade de acidose |ética.

1.3. Bactérias gram-positivas e suasrelactes com as fer mentagdes indesg aveis
no ramen

A capacidade ruminal de degradar proteinas (protedlise) e produzir aménia
(desaminagdo) e de produzir gés metano e &cido l&ico, em sua maior parte, é
dependente da presenca de bactérias gram-positivas no ambiente ruminal. Exemplos
dessas bactérias sdo: Clostridium sticklandii (linhagem SR) Peptostreptococcus
anaerobius (estirpe C) e Clostridium aminophilum (estirpe F), desaminadoras,
Prevotella ruminicola, Megasphera elsdenii e Selenomonas ruminantium,
proteoliticas; Methanobrevibacter ruminantium, Methanobacterium formicicum e
Methanomicrobium mobile, metanogénicas;, e Sreptococcus bovis e Lactobacillus
spp, produtoras de &cido l&tico. Artificios ou produtos que venham a inibir o
crescimento dessas bactérias possibilitariam alcangar os beneficios tanto em

produtividade animal quanto em qualidade ambiental, j& mencionados.



1.4. Osantibidticos e a inibicdo das bactérias gram-positivas no ramen

Entre as aternativas para manipular as condi¢cbes no ramen, com vistas a
controlar a atividade e o crescimento das bactérias gram-positivas, a utilizacdo de
antibidticos ionoforos, principalmente monensina e lasalocida, tem se mostrado
eficiente. Estes inibem as bactérias gram-positivas, uma vez que a resisténcia esta
relacionada com a presenca de uma membrana externa, de natureza
lipopolissacaridica, existente somente em bactérias gram-negativas (Russell &
Strobel, 1988). A inibicdo se da pela catdlise das trocas de sodio e prétons ou
prétons e potassio na membrana (Pressman, 1976).

Segundo Bergen & Bates (1984), os efeitos benéficos dos iondforos na
fermentacdo ruminal s&o 0 aumento na producdo de propionato, com conseguente
reducdo na de metano, resultando em melhoria na eficiéncia energética, a
diminuicdo na degradacdo protéica, resultando em melhoria na utilizagdo dos
compostos nitrogenados, e a reduzida producdo de é&cido l&tico, que acarreta
diminuigéo nas desordens ruminais.

Existem mais de 70 tipos de iondforos, mas somente a monensina € a
lasalocida foram liberadas para a aimentacdo animal. Esses dois antibidticos
iondforos (encontrados com o nome comercial de Rumensin® e Taurotec® ou
Bovatec®, respectivamente) tém sido avaliados, em diversos ensaios, quanto a sua
eficiéncia em alterar beneficamente a fermentagdo ruminal (Nagargja et al., 1982;
Chen & Russell, 1991; Yang & Russdll, 1993a; Yang & Russell, 1993b; Lana &
Russdll, 1997) e quanto aos seus efeitos sobre 0 desempenho dos animais, tanto a
pasto (Rode et al., 1994; Andrade et a., 1996; Parrot et al., 1990) quanto em
confinamento (Boin et al., 1984; Moraes et al., 1993; Branco et al., 1996). Embora
em menor nUmero, as pesquisas que buscam avaliar os efeitos da monensina sobre a
producéo e composicao do leite tém sido realizadas (Randell & Rouquette, 1976;
Lemenager et a., 1978; Sprott et al., 1981; Brown & Hogue, 1985).



O efeito da monensina na inibicdo da produgdo ruminal de amonia foi
inicialmente observado por Dinius et a. (1976). Resultados de trabalhos in vitro
tém demonstrado diminuicdo na producdo de amoénia pela populagdo microbiana,
variando de 33 a 36%, quando incubada em um meio contendo 15 g/L de caseina
hidrolisada (Chen & Russell, 1991; Yang & Russell, 1993a). Em experimentos com
animais, reducdo variou de 28 a 54% (Yang & Russell, 1993b; Lana & Russell,
1997). Por sua vez, a atividade especifica de producdo de amonia (AEPA), nesses
dois dltimos experimentos, reduziu de 18 a 38%.

Segundo Russell (1996), a monensina inibe o crescimento da bactéria gram-
positiva Streptococcus bovis, que esta relacionada com acidose aguda no rimen,
sendo que as utilizadoras de lactato sdo resistentes (Russell & Strobel, 1988).
Nagarga et a. (1997) consideram a Streptococcus bovis e a Lactobacillus spp —
principais produtoras de acido l&ico no rumen — sensiveis a monensina. Esta
substancia inibe ainda as bactérias produtoras de hidrogénio, formato, acetato,
butirato, enquanto as produtoras de succinato e propionato sdo resistentes (Russell
& Strobel, 1989). O aumento na producdo de propionato € acompanhado pela
reducdo na quantidade de metano produzida. Considerando que os antibiéticos
ionéforos ndo sdo inibidores das bactérias metanogénicas (Chen & Wolin, 1979,
citados por Nagargja et al., 1997), a diminuicéo na metanogénese pode ser atribuida
areducdo nos precursores (H, e formato).

Embora a forma de acdo, no ramen, desses principais antibioticos ionoforos
estegja elucidada, a literatura apresenta-se escassa de trabalhos relacionados ao
metabolismo e a concentracdo desses antibidticos em outros tecidos e 0rgaos, razéo
pela qual alguns mercados tém se mostrado receosos ao consumo de produtos de

origem animal oriundos de animais alimentados com substancias.



1.5. Relatos de desempenho animal com o ionéfor o monensina

A performance de aproximadamente 16.000 bovinos de corte confinados nos
Estados Unidos foi documentada por Goodrich et al. (1984), em ensaios com a
monensina em concentracoes que variaram de 24,3 a 39,3 mg de monensina’kg de
matéria seca consumida. Concluiu-se que os menores nivels de uso foram mais
eficientes em promover melhorias na conversao alimentar desses animais recebendo
racdes com atas concentracbes energéticas. A conversdo foi, em média, 7,5%
melhor em racBes com 2,9 Mca de energia metabolizével/kg de matéria seca
consumida. Os diversos parametros de caracteristicas de carcaca estudados ndo
apresentaram significancia estatistica. Ainda na comparagdo produtiva entre
machos e fémeas de bovinos, ndo se observaram diferencas significativas quanto a
conversao alimentar e ao ganho de peso, com 0 uso da monensina.

Moss (1994), revisando 25 experimentos com animais confinados, mostrou
gue o uso da monensina reduziu o consumo na ordem de 5 a 6%, com melhoria da
conversdo variando de 5 a 8%. O mesmo autor sumarizou 12 experimentos com
dietas compostas por ata forragem e observou que a conversdo alimentar dos
animais recebendo monensina foi 9% melhor, com um consumo, em média, 3%
inferior, e 0 ganho de peso dos animais foi 14% superior. Ja em pastagens (12
experimentos), o ganho de peso de animais suplementados com monensina foi 17
pontos percentuais maior que o de ndo-suplementados.

Nagarga et a. (1997), resumindo 35 experimentos conduzidos na Europa,
relataram melhoria de 9% na conversdo alimentar de bovinos, com reducéo de 4%
no consumo de matéria seca e aumento de 5% no ganho de peso.

No Brasil, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos para determinar a
eficiéhcia da monensina no desempenho animal. Os trabalhos com animais
confinados tém sido conduzidos utilizando-se dietas com alta concentracéo de
volumoso (50 a 65%), de forma que, por questdes econdmicas, a ragdo concentrada
ndo atenda mais que 1% do peso vivo animal.
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Boin et al. (1984), ao adicionarem 125 mg de monensina/dia a dietas contendo
volumoso a vontade e 4,2 kg de concentrado, observaram reducéo média de 5% no
consumo de matéria seca de 45 animais nelore inteiros em confinamento e
conversao dimentar 8,4% melhor. Vaor semelhante de melhoria na conversao
aimentar (8,08%) foi observado por Moraes et al. (1993a), ao utilizarem, em
terminagd, 40 machos % Gir-Holandés recebendo 58% de volumoso e
suplementados com 200 mg de monensina/animal/dia.

Trabalhando com bezerros holandeses ndo-castrados com peso vivo médio de
90,8 kg, Sdles et a. (2000) verificaram efeito benéfico da adicdo de monensina
sobre algumas caracteristicas produtivas. Segundo os autores, houve melhora no
desempenho dos animais, mostrando aumentos no ganho de peso, proporcionando
ainda melhor retorno econémico, quando comparado ao tratamento sem monensina.

Valadares Filho (2000) considera o uso da monensina diretamente dependente
de prévia andlise de sua relacdo beneficio/custo no sistema de produgdo, uma vez
gue tem ocorrido melhoria, invariavel ao longo do tempo, de 7% na conversao
alimentar, independentemente dos efeitos no ganho de peso ou no consumo de
matéria seca.

Estudos em territério brasileiro visando avaliar as caracteristicas de carcaca de
bovinos suplementados com monensina sodica também foram realizados por
diversos autores. Moraes et al. (1993b,c), trabalhando com bovinos machos adultos,
Restle et al. (2000a), com vacas de descarte, e Alves Filho et a. (2000), com
novilhas de descarte, ndo observaram significancia nos resultados de caracteristicas
quantitativas e qualitativas da carcaca. Entretanto, Restle et al. (2000b) observaram
gue, embora a inclusdo de monensina sddica a dieta alimentar de novilhas de corte
da raca Charolesa ndo tenha alterado as caracteristicas organol épticas, a composi ¢céo
fisica da carcaca e as caracteristicas sensoriais da carne, os animais que ndo foram
suplementados com monensina apresentaram maturidade fisiolégica menos
avancada, ou sga, apresentaram menor grau de ossificacdo das cartilagens dos
processos espinhosos das vértebras toracicas, lombares e entre as vértebras sacrais.
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Ja Sales & Lucci (1998), trabalhando com uma categoria de animais mais jovens
(bezerros na fase de crescimento) recebendo suplementacdo de monensina sodica na
alimentagdo, constataram que as mensuragdes de comprimento e rendimentos de
carcaga apresentaram resposta linear, em que os valores se elevaram com o0 aumento
do nivel de monensina suplementar.

Com relagdo ao uso da monensina na producao de leite, resultados de pesquisa
apresentam-se inconsistentes. Ressalta-se 0 fato de somente a partir 1997 ter sido
liberado o uso de iondéforos para vacas de leite nos Estados Unidos, onde se utilizam
ionéforos em aproximadamente 95% de seus bovinos confinados. Van Amburgh et
a. (1997) atribuem inconsisténcia a influéncia dos diferentes tipos de dietas
utilizados nos ensaios. Em revisdo de literatura, esse autor observou efeitos
inconsistentes para o teor de proteina do leite. No entanto, nota-se que ocorre
consisténcia nos resultados que avaliam o parametro teor de gordura do leite,
havendo reducéo deste diante do uso de ionoforos.

Em trabalho conduzido na Europa, Van Der Werf et a. (1998) observaram
reducdes significativas no contelido de gordura do leite para animais recebendo
400 mg de monensina/dia, enquanto o conteldo de proteina ndo foi afetado de
formasignificativa

O efeito benéfico da suplementacdo de vacas leiteiras com monensina em
evitar a ocorréncia de cetose subclinica péde ser demonstrado por Duffield et al.
(1998). De fato, Sauer et a. (1989) e Thomas et a. (1993), trabalhando com vacas
secas e em lactacdo, observaram menores niveis de b-hidroxibutirato (BHBA) no
metabolismo de animais recebendo monensina, com ocorréncia de maiores niveis de
glicose sangliinea. A cetose subclinica esta relacionada de forma direta com a
ocorréncia de outros disturbios metabdlicos e redugdes na producdo de leite,
decorrente do comprometimento do “status’ energético do animal acometido por

esse disturbio.
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1.6. A propolis

A prépolis é um produto natural proveniente de substancias (resinas) coletadas
das plantas, pelas abelhas, e misturadas com suas secrecdes. As abelhas modificam
a composicdo original da resina da planta misturando-as com secrecoes das
glandulas hipofaringeais, especiamente b-glicosidases. Dessa forma, os flavondides
heterosideos sdo hidrolisados para a forma de agliconas livres, o que aumenta a
acao farmacol 6gica destes compostos (Bonhevi et al., 1994; Park & lkegaki, 1998).
Tem sido objeto de estudo em diversos paises, por tratar-se de um subproduto da
apicultura que tem demonstrado importantes propriedades terapéuticas, como
atividade antimicrobiana, antiinflamatéria e cicatrizante (Ghisalberti, 1979).
Apresenta como descricdo fisica e caracteristicas sensoriais: aroma caracteristico
(balsémico e resinoso), dependendo da origem boténica, cor variavel — desde a
amarelada, parda, esverdeada clara ao pardo escuro —, sabor de suave balsamico a
forte, amargo e picante e consisténcia maleavel a ligeiramente rigida, a temperatura
ambiente, e rigida, em temperaturas abaixo de 20°C (Apacame, 1999).

Segundo Marcucci (1995), grande nimero de substancias tem sido encontrado
nas amostras de préopolis. ceras, resinas, balsamos, 6leos arométicos, polen e outras
substancias organicas. E composta, em média, por 55% de resinas e basamos, 30%
de ceras, 10% de Oleos volateis e 5% de pdlen (loirish, 1975; Nikolaev, 1975;
Ghisalberti, 1979; Grange & Davey, 1990; Bonvehi et al., 1994).

Possui uma composicdo quimica complexa, contendo mais de 160
componentes. Entre os compostos quimicos identificados, podem ser citados os
flavondides (flavonas, flavolonas e flavononas), chalconas, acido benzbico e
derivados, benzaldeidos, d&lcoois, cetonas, fendlicos, heteroaromaticos, alcool
cindmico e derivados, &cido cafeico e derivados, acidos diterpenos e triterpenos,
minerais e outros (Walker & Crane, 1987; Bonvehi et al., 1994; Marcucci, 1995;
Bankovaet al., 1998; Seixas et al., 2000; Soares et al., 2000).

Diversos autores atribuem aos flavondides (flavonas, flavolonas e flavononas) a

11



maior capacidade de atuarem como agentes antivirdticos, antiparasitarios,
antibacterianos e antioxidantes, propriedades farmacoldgicas observadas na propolis
(Grange & Davey, 1990; Bonvehi et d., 1994; Langoni et al., 1994; Bankova et 4.,
1995).

Mattos (2000) demonstrou que a maioria das amostras de propolis brasileiras,
contrariamente a prépolis oriunda de paises de clima temperado, contém mais de
50% de seus flavondides e substancias ativas associados a moléculas de agUcar
(agliconas) e, portanto, sdo dependentes da presenca de agua na extragdo para serem
melhor solubilizadas e, assim, aumentar seu potencial farmacoldgico. De fato, ao
avaliarem amostras de prépolis brasileira, Park et al. (1998) observaram maior
porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano proporcionado pelos extratos
etandlicos de propolis a 60, 70 e 80%, com decréscimos nesta atividade nas
porcentagens mais altas de etanol (90 e 95%).

Ao contrario da propolis de regides temperadas, onde o “choupo” (Populus
Sp.) € sua Unica fonte, no Brasil h4 maior diversidade de plantas que podem ser
adotadas pelas abelhas como fonte de propolis, em diferentes regides. Assim, sua
composi¢cdo quimica pode diferir entre uma amostra e outra. Dois importantes
fatores para a definicdo da composicdo quimica da prépolis sdo as variacdes
sazonais e regionais de coleta.

Bankova et al. (1998) observaram alteragdes quantitativas nos teores de
compostos essenciais da propolis (&cidos fendlicos, diterpénicos, entre outros)
quando avaliaram amostras de propolis coletadas em um mesmo local, porém em
diferentes estagdes do ano (diferentes composicoes floristicas). Constatou-se que,
enquanto alguns compostos apresentavam concentragfes reduzidas, outros
apresentavam concentraces elevadas. JA Koo & Park (1997) procuraram avaliar
amostras de propolis advindas de diferentes regifes do Brasil, constatando-se a
presenca de quantidades diferentes de certos flavondides na forma de agliconas em
suas composi¢des. E importante ressaltar que os flavonodides s30 os principais
componentes biol ogicamente ativos quanto a acéo antibacteriana da propolis. Nesse
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trabalho, foram encontrados valores que variaram de 23,71 a 48,46 mg de
flavondides por grama de propolis, tendo a propolis da regido Sudeste apresentado o
maior valor, enquanto a propolis da regido Sul coube o menor valor. Trata-se de
resultados previsiveis, devido a baixa diversidade de plantas visitadas pelas abelhas
no sul, contrariamente a regido Sudeste, principalmente algumas subregides de
Minas Gerai's, que apresentam rica composicao floristica.

Entretanto, Park et al. (2000), ao classificarem a propolis de variadas regides
do Brasil a partir de suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
antimicrobianas, constataram eficiéncia similar da propolis de uma localidade do
Estado do Paran& (Sul) com a prépolis do Estado de S&o Paulo (Sudeste), quanto a
inibicdo, in vitro, da bactéria gram-positiva S aureus (alo de inibicdo de 3 mm),
mostrando que mesmo a propolis com baixa diversidade de resinas ou
concentragdes de flavonoides pode apresentar alguma acéo antibateriana.

Bankova et a. (1992) ponderam sobre a necessidade de se conhecer a
composicdo qualitativa e quantitativa dos flavondides da prépolis, devido a
diversificada atividade bioldgica e ao crescente aumento do interesse da industria
farmacéutica, sendo esse conhecimento de grande importancia para padronizacéo de

drogas.

1.7. Relatosda atividade antibacteriana da propolis

Langoni et a. (1994), estudando a eficacia antimicrobiana da propolis in vitro,
proveniente de api&ios em Botucatu, SP, observaram 100% de inibicdo do
crescimento de estirpes de Staphylococcus aureus. Park et al. (2000) também
observaram forte efeito inibitério da propolis coletada na regido Sudeste do Brasil
sobre espécie, quando procuravam avaliar grupos de prépolis classificados de
acordo com sua procedéncia, quanto as diferentes regides do pais.

As bactérias gram-positivas Corynebacterium pyogenes e S aureus mostraram-se
sensiveis ao extrato etandlico de propolis procedente do Estado da Bahia, enquanto
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a gram-negativa Pseudomonas aeruginosa se mostrou mais resistente. Resultados
semelhantes foram verificados por Vargas et al. (1994), que utilizaram propolis
obtida em apiarios daregido de Santa Maria (UFSM), no Rio Grande do Sul.

Quanto ao tempo de exposicdo das bactérias frente aos extratos de propolis
com concentragcbes aproximadamente iguais ou maiores que as respectivas
concentragdes minimas inibitorias (MIC), Fernandes Jr. et al. (1997) observaram
efeito bactericida marcante a partir de 6a 9 horas de exposi¢éo.

Bankova et al. (1996), ao isolarem componentes da propolis brasileira e
estudé-los quanto a seus efeitos bactericidas, verificaram que nenhum componente
isolado possuia atividade antibacteriana sobre Saphylococcus aureus téo potente
guanto a observada com todo o extrato, 0 que possibilita referenciar a propolis

como produto natural de ago antibidtica.

1.8. A propoliscomo alternativa de manipulacéo da fermentacéo ruminal

A atividade antimicrobiana da prépolis ocorre pela inibicdo de bactérias
classificadas como gram-positivas (Ghisalberti, 1979; Vargas et al., 1994; Goulart,
1995; Park et al., 1998; Park et a., 2000), tendo sido constatada a inibigéo, tanto in
vitro (Langoni et al., 1994; Vargas et a., 1994), quanto in vivo (Pinto, 2000), do
crescimento de bactérias gram-positivas, responsaveis pelaincidéncia de mastite em
bovinos leiteiros. Entretanto, ndo ha relatos da aplicabilidade da prépolis como
aditivo nutricional para ruminantes e de seus efeitos sobre a populagéo microbiana
ruminal. Se a propolis atua sobre as bactérias gram-positivas ruminais, pressupde-se
que a sua adicdo a racdo e em cultivos de microrganismos in vitro, assim como
ocorre com os iondforos, iniba o crescimento de bactérias proteoliticas e,
conseqlientemente, a desaminacdo e a protedlise. Pressupfe-se, ainda, que ocorra a
inibic&o de bactérias produtoras de lactato, 0 que permitiria ao nutricionista explorar
0 vigor produtivo dos animais, elevando-se a quantidade de concentrado na ragéo,

sem riscos de ocorréncia de acidose lética. Por fim, pressupde-se uma inibicdo
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direta ou indireta da producdo de metano, com consequiente economia de energia no

processo digestivo do animal, aém da diminuicdo da poluicéo ambiental.

1.9. Relatos de desempenho animal com a propolis

Encontram-se na literatura somente dois trabalhos, com animas
monogastricos, que procuraram estudar os efeitos da propolis sobre o desempenho
desses animais. Anderson et al. (1970), citados por Ghisalberti (1979), utilizaram
5 ppm de extrato etandlico de propolis em dietas basais de galinhas e observaram
aumento de 20% no ganho de peso desses animais.

Dierckx & Funari (1999), estudando o efeito de diferentes concentragbes de
propolis em racdes isoprotéicas (18% PB) sobre o desempenho produtivo de leitdes
desmamados, obtiveram resultados ndo-significativos para ganho de peso, consumo
e conversdo alimentar desses animais, embora tenha sido constatada tendéncia de
pior desempenho para 0s animais ndo-suplementados com propolis.

Com ruminantes, conforme referido anteriormente, ndo ha relatos da
aplicabilidade da propolis como aditivo nutricional e de seus efeitos sobre a

populagdo microbiana ruminal.
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Acéo da Propolis sobre a Desaminacéo de Aminoacidos e a Fer mentacao

Ruminal

RESUMO - Foram objetivos deste trabalho determinar a agéo in vitro da
propolis sobre a atividade especifica de producéo de ambénia (AEPA) ou atividade
de desaminacdo de aminoécidos e sobre a fermentagdo ruminal em bovinos. A
AEPA foi determinada utilizando-se liquido de rimen e tampéo de McDougall (1:4)
contendo diferentes niveis de extrato de propolis e excesso de caseina hidrolisada.
No estudo da acdo da prépolis in vivo sobre a fermentacdo rumina e AEPA, foram
utilizados quatro novilhos Holandeses, em dois periodos experimentais, sob dieta
contendo 35% de concentrado, submetidos aos tratamentos controle e com extrato
de propolis. O extrato de propolis obtido com etanol a 70% em &gua foi mais
eficiente in vitro que a 99,5%, obtendo-se valores de até 78% de inibicdo da AEPA
em relagdo ao controle. O extrato de propolis ndo afetou o consumo de matéria seca,
0 pH, as concentragbes de amonia e de proteina microbiana e as proporcoes
molares dos acidos graxos volateis (AGV), acético, propidnico e butirico no liquido
de rimen. Entretanto, o extrato de prépolis aumentou a concentragdo de AGV totais
e inibiu a AEPA pelos microrganismos ruminais, indicando que, apesar de ndo ter
reduzido o nivel ruminal de ambnia, existe o potencial deste efeito ocorrer em
outras sSituagdes, como em dietas contendo adta taxa de proteina
degradavel/carboidrato fermentescivel, observado em pastagens novas de gramineas

ou pastagens de gramineas consorciadas com leguminosas.

Palavras-chave: amonia, fermentacdo ruminal, pH, AGV, proteina
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Effect of the Propolis on Deamination of Amino Acids and on the Ruminal

Fer mentation

ABSTRACT - The objective of this work was to determine the In vitro effect of
the propolis on the specific activity of ammonia production (SAAP) or activity
deamination of amino acids and on the ruminal fermentation in bovine. The specific
activity of ammonia production was determined using ruminal fluid and McDougall
buffer (1:4) with different levels of propolis extract and excess of hydrolyzed casein.
In the study of the In vivo effect of the propolis on the ruminal fermentation and
SAAP, four Holstein steers were used, in two experimental periods, fed diet with
35.0% of concentrate and submitted to the control and propolis extract treatments. The
propolis extract obtained with ethanol at 70% in water was In vitro more efficient than
that obtained with ethanol at 99.5% in water. Values up to 78% of inhibition of SAAP
in relation to the control were obtained. The propolis extract did not affect the dry
matter intake, the pH, the ammonia concentrations and of microbial protein and the
molar proportions of the volatile fat acid (VFA), acetic, propionic and butyric in the
rumen fluid. However, the propolis extract increased the total VFA concentration and
it inhibited SAAP by the ruminal microorganisms, demonstrating that, in spite of not
having reduced the ruminal ammonia level, exists the potential of this effect to happen
in another situations, as in diets with high rate of degradable protein /fermentable
carbohydrate, observed in new grass pastures or grass pastures consociated with

legumes.

Key Words: ammonia, ruminal fermentation, pH, VFA, protein
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Introducéo

Nas Ultimas trés décadas, a pecuéria bovina brasileira tem sofrido um
estreitamento na relacdo beneficio/custo, em parte, resultado da competitividade de
outros mercados. Diante dessa realidade, fica a certeza de ndo mais haver espaco
para improvisagoes e descuidos na bovinocultura. Em todas as etapas, a eficiéncia
deve presidir 0 processo produtivo, ndo sO pela observancia de aspectos do mercado
de consumo, mas também pelo respeito aos detal hes técnicos, como os relativos ao
manejo e ao arragoamento dos animais

Entre as exigéncias impostas pelos mercados importadores dos produtos de
origem bovina, a observancia de que os animais tenham sido alimentados com
ragoes isentas de antibioticos aditivos e promotores de crescimento € considerada a
principal. Este tipo de exigéncia também € observado no mercado interno por
intermédio de movimentos de associagbes de consumidores. Logo, a busca e
utilizacdo de aditivos naturais que possam suprir, a8 menos em equivaléncia, 0 uUso
desses antibi6ticos no quesito produtividade constituiram o diferencial de qualidade,
por isentarem o0s produtos de qualquer toxicidade, favorecendo o ganho em
competitividade para esses produtos.

A propolis € um produto natural proveniente de substancias (resinas) coletadas
das plantas, pelas abelhas, e misturadas com suas secrecoes. As abelhas modificam
a composicdo original da resina da planta misturando-as com secrecOes das
glandulas hipofaringeais, especiamente b-glicosidases. Dessa forma, os flavondides
heterosideos, principais compostos de acdo antibacteriana da propolis, sdo
hidrolisados para a forma de agliconas livres, 0 que aumenta a acéo farmacoldgica
destes compostos (Bonhevi et a., 1994; Park & lkegaki, 1998).

Objeto de estudo em diversos paises, a propolis, subproduto da apicultura,
tem demonstrado importantes propriedades terapéuticas, como atividade

antimicrobiana, antiinflamatoria e cicatrizante (Ghisalberti, 1979).
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Segundo Mirzoeva et a. (1997), a propolis e alguns de seus componentes
possuem efeitos sobre a permeabilidade da membrana citopasmética bacteriana aos
ions, causando a dissipacdo do potencial de membrana, 0 que a caracteriza como
substéncia ionéfora. Logo, a atividade antimicrobiana da propolis ocorre pela
inibicdo de bactérias classificadas como gram-positivas (Ghisalberti, 1979; Vargas
et a., 1994; Goulart, 1995; Park et al., 1998a; Park et al., 2000).

Foi constatada, recentemente, a inibicdo do crescimento de bactérias gram-
positivas, responsaveis pela incidéncia de mastite em bovinos leiteiros (Pinto,
2000). Entretanto, ndo ha relatos da aplicabilidade da prépolis como aditivo
nutricional para ruminantes e de seus efeitos sobre a populagéo microbiana ruminal.

Se a propolis atua sobre as bactérias gram-positivas ruminais, espera-se que
sua adicdo a ragdo e em cultivos de microrganismos in vitro, assm como ocorre
com os ionoforos, iniba o crescimento de bactérias proteoliticas (Hino & Russell,
1986) e, conseqientemente, a desaminagdo e a protedlise (Russell & Martin, 1984).
Em relacdo a producéo de acidos graxos volatels, espera-se que ocorra aumento na
producdo de propionato, com consequente reducdo na relagdo acetato:propionato
no rumen. A reducdo dessa relagdo € benéfica, na medida em que menores
producdes de acetato disponibilizem, no rimen, menores quantidades de carbono e
hidrogénio que seriam utilizados para a producdo de metano. Sabe-se que a reducéo
na producdo de metano é sinbnimo de melhoria na eficiéncia energética, com
conseguente melhoria no desempenho animal. Segundo Lana et al. (1998), a
producdo de gas metano pelas bactérias ruminais e intestinais pode corresponder a
uma perda energética de até 13% em relagcdo a energia do alimento ingerido. Essa
reducdo implica ainda na diminuicdo da poluicdo ambiental, em virtude de o gas
metano ser responsavel pela destruicdo da camada de ozonio.

Objetivou-se, neste trabalho, determinar a acdo da propolis sobre a
desaminacdo in vitro de aminoacidos e a fermentacdo ruminal em bovinos

recebendo dieta contendo 35% de concentrado.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no Setor de Bovinos e as andlises laboratoriais
foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia
e no Laboratério de Microbiologia de Anaerébios do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vigcosa/MG.

A cidade de Vigosa localiza-se na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, a
20°45' de Latitude Sul e 42°51' de Longitude Oeste e a altitude de 649 m. De acordo
com dados fornecidos pelo Departamento de Engenharia Agricola da Universidade
Federa de Vicosa, o climade Vigosa é subtropical, com inverno frio e seco, e veréo
quente e umido, sendo classificado como Cwa subtropical. Apresenta precipitacéo
pluviométrica anual média de 1342 mm, sendo que 80% das chuvas ocorrem entre
0S meses de outubro e margo, periodo chuvoso, e os 20% restantes, entre 0s meses
de abril e setembro, periodo seco. A temperatura média das maximas € de 26,1°C; a
média das minimas, de 14°C; e aumidade relativa do ar, de 80%.

A prépolis bruta foi adquirida de uma apicultura instalada na Zona rural de
Vicosa, safra de primavera. A vegetagdo de plantas visitadas pelas abelhas é
bastante diversificada nessa localidade (Zona da Mata mineira), o que confere a
propolis excelente classificacdo em qualidade.

Na obtencdo do extrato de propolis, foram utilizados 30 g de propolis bruta
triturada para cada 100 mL de solucéo acodlica (99,5 ou 70,0%, correspondendo as
técnicas da extragdo em etanol e etanol hidratado, respectivamente), por um periodo
de 10 dias. Em seguida, foi feita a filtragem em papel-filtro, obtendo-se a solucéo
estoque. Foram feitas diluigcbes da solucdo estoque utilizando-se 0,0; 16,7; 33,3;
50,0; 66,7; 83,3; e 100,0% da mesma.
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Passos da extracao

Foto 1 - Pedrabruta de propoalis.

—

Foto 2 - Pedramoida de propolis (triturada).
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Foto 3 - Fases separadas (superior = extrato; inferior = cera).

Foto 4 - Extrato de propolis (solucéo estoque).
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Foto 5 - Cera

Para determinacdo in vitro da proteina microbiana, do pH, da aménia e
atividade especifica da producdo de aménia (AEPA), foi utilizado o liquido ruminal
de um animal recebendo forragem, coletado duas horas apds o0 arragoamento,
filtrado em quatro camadas de gaze e transportado anaerobicamente para o
laboratorio. Na segiiéncia, o liquido foi transferido para um erlenmayer e mantido a
39°C (anaerobiose), para a separacdo da fase liquida (contendo bactérias) dos
protozoarios e das particulas dos alimentos (fases mais densa e o sobrenadante,
respectivamente). O inéculo foi obtido da diluicdo da fase liquida em solugdo
tampdo de McDougall, na proporcdo de 1:4, em condi¢des anaerdbicas, e entdo
utilizado nas incubacdes.

As incubagbes foram feitas anaerobicamente a 39°C em frascos contendo

8,8 mL do inéculo, 1 mL de solugdo contendo 15% de caseina hidrolisada
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(trypticase) e 0,2 mL das solucdes alcodlicas referidas na obtencdo do extrato de
propolis.

Foram coletadas amostras do in6culo para determinacdo de proteina
microbiana (Lowry et a., 1951) e amostras dos frascos, as 0 e 4 horas de incubacéo,
para andises de pH e ambnia (Chaney & Marbach, 1962).

A atividade especifica de desaminacdo ou a capacidade das bactérias em
desaminar aminoécidos foi calculada em funcdo do diferencial de concentracéo de
amonia nos frascos de incubac&o (4-0 horas, mmolar), dividido pela concentragéo
da proteina microbiana no meio de cultura ao inicio da incubagdo (mg/L), e entdo

dividido pelo tempo de incubagdo (minutos) (Lana & Russell, 1997), conforme o0 esquema
abaixo:

AEPA (nmol/mg Proteina/min) = ([NH3] x 1.000.000) / PTN microb /
tempo(min)
[NH;] = concentracéo final —inicial de aménia (mM); e

Proteina microbiana (PTN microb) = concentragdo inicial (mg/L)

Foram realizadas analises de regressdo dos niveis de propolis sobre a atividade
de desaminagéo in vitro.

Para determinacdo in vivo da proteina microbiana, do pH, dos AGV, da
ambnia e atividade especifica da producdo de aménia (AEPA), foram utilizados
quatro novilhos Holandeses fistulados no rimen (480 kg de PV) recebendo dieta
(12,7% de PB) contendo 65% de feno de braquiaria, 10% de farelo de soja e 25% de
fuba de milho, fornecida ad libitum, a cada seis horas, para assegurar estabilidade
das condic¢des ruminais (Gongalves, 2001).

O experimento consistiu de dois periodos experimentais de sete dias;, no
primeiro periodo foram fornecidos 8 mL de etanol/animal a cada 6 horas através da
fistula rumina e no segundo, 8 mL da solugdo estoque em etanol 70%, diluida para

50% da mesma.
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Foi determinado o consumo de matéria seca pelos animais e coletado o liquido
rumina imediatamente antes e duas horas apés as aimentacdes das 6 e 12 horas,
nos dias 6 e 7 de cada periodo experimental, para analises de aménia, AGV’s e pH
ruminal, e duas horas apos, para determinacdo da AEPA, conforme descrito no
experimento 1, com excecdo da propolis, que foi adicionada e homogeneizada ao
liquido do rimen viafistularuminal, e ndo in vitro.

As andlises de écidos graxos voléteis foram efetuadas em cromatégrafo de gas,
segundo os procedimentos descritos por Barbosa (2000). Assim, as amostras do
liquido centrifugado foram diluidas na proporgdo de 500 i para 500 nl de &cido
fosforico (25%) e novamente centrifugadas a 13.000 r.p.m. por 20 minutos, até que
as aliquotas ficassem totalmente livres de impurezas.

O padréo utilizado para o calculo das concentragdes de é&cidos gréxos volateis
nas amostras foi preparado da seguinte forma: em um bal&o volumeétrico de 50 mL,
completaram-se 50 mL com &cido fosférico a 25% e pipetado, por intermédio de
pipeta automatica, 171 m de &cido acético, 149 m de &cido propidnico, 138 i de
acido butirico, 23 nl de &cido isobutirico, 27 ni de acido isovaérico e 27 ml de acido
valérico. Essas quantidades foram pipetadas para que a concentracdo final do acido
padréo fosse de 60, 40, 30 e 5 mM (mili molar) dos acidos acético, propiénico,
butirico e demais acidos, respectivamente.

A coluna utilizada foi a Nukol da Supelco. Os parametros do equipamento
foram: temperatura inicia de 100°C e final de 200°C para a coluna, 220 e 240°C
para o injetor, 250 e 270°C para o detector de chama. O modelo para controle foi
determinado por split, com uma presséo da coluna de 150 kPA, fluxo da coluna de
1.90647 mL/min, velocidade linear de 43.228 cm/s, fluxo total de 158 mL, largura
de 30 m e didmetro da coluna de 0,25 mm. Os céculos foram realizados por
intermeédio da area em que se adotou 0 método de normalizacéo correta.

Os dados resultantes do experimento com os animais fistulados foram
analisados pelo teste de t para avaliar a diferenca entre os dois tratamentos (sem e

com adicdo de extrato de propolis), utilizando-se quatro animais em dois periodos,
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totalizando oito unidades experimentais. Cada unidade experimental consistiu de
quatro coletas de liquido de rimen, duas horas apos a alimentacéo, que foi fornecida
em quatro por¢oes diarias a cada seis horas. Os dados de cada unidade experimental
foram obtidos pela média de duas andlises laboratoriais. A atividade especifica de
desaminacdo foi hovamente realizada conforme procedimento acima, a excecéo da

propolis, que foi adicionada a dieta dos animais, e ndo in vitro.

Resultados e Discussao

Os extratos de propolis obtidos por ambas as técnicas (extracdo em etanol e
etanol hidratado) foram eficientes em reduzir a AEPA pela populacdo microbiana
rumina (Figura 1). A extragdo com 70% de etanol foi mais eficiente, pois, mesmo

quando diluida a 33,3%, causou os maiores valores de inibicdo (78%).

;8 o Alcool a 70,0%
Alcool %
50 o Alcool a 99,5%

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Solugéo estoque (%)

AEPA, nmol/mgPM/min

Figural - Efeito de niveis de solugcdo estoque contendo extrato de propolis, em
diluicdo com o mesmo acool usado na extragdo, sobre a atividade
especifica de producdo de amonia (AEPA) ou atividade de desaminagéo,
em nmol NHs/mg de proteina microbiana/minuto de incubagdo, por
microrganismos ruminais incubados anaerobicamente a 39°C em meio
contendo 15 g/L de caseina hidrolisada (trypticase).
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Park et al. (1998b) também observaram maior porcentagem de inibicdo do
crescimento microbiano proporcionado pelos extratos etandlicos de propolis a 60,
70 e 80%, com decréscimos nesta atividade nas porcentagens mais atas de etanol
(90 e 95%). Segundo Woisky & Salatino (1998) e Park et al. (1998), a técnica do
etanol hidratado tem apresentado maior poder de extragdo dos compostos
terapéuticos da propolis.

Em trabalhos in vitro, amonensina (5 micro molares) diminuiu de 3% a 36% a
AEPA, pela populagdo microbiana, quando incubada EM um meio contendo 15 g/L
de caseina hidrolisada (Chen & Russell, 1991; Yang & Russell, 1993), valores
inferiores aos observados no presente trabal ho.

O efeito da monensina na inibicdo da produgdo ruminal de amoénia foi
inicialmente observado por Dinius et a. (1976). Em experimento com bovinos
recebendo feno de graminea e O, 1 e 2 kg de farelo de soja/animal/dia, Yang &
Russell (1993) verificaram que a monensinareduziu de 30 a 54% o nivel ruminal de
amonia e de 28 a 38% a AEPA. Em dietas contendo de 100% de feno de gramineas
a 100% de feno de leguminosas, Lana & Russell (1997) verificaram que a
monensina reduziu em até 28% o nivel ruminal de amonia e de 18 a 25% a AEPA.

N&o houve efeito de tempo e interacdo tempo*tratamento sobre o pH e a
amonia, indicando que houve estabilidade das condi¢cdes ruminais, ao se fornecer a
alimentacdo aos animais a cada seis horas.

Em relagdo ao trabalho in vivo, verifica-se na Tabela 1 que o extrato de
propolis ndo afetou o consumo de matéria seca, 0 pH e a ambnia ruminais e a
concentragdo de proteina microbiana no liquido de rimen (diluido em 1:4 com
solugdo tampéo de McDougall). Entretanto, a propolis inibiu (P<0,001) a AEPA
pelos microrganismos ruminais, indicando que, apesar de néo ter reduzido o nivel
ruminal de amonia, ha o potencia deste efeito ocorrer em outras situagdes, como
em dietas contendo ata taxa de proteina degradavel/carboidrato fermentescivel,
como no caso de animais sob pastagens novas de gramineas ou pastagens de
gramineas consorciadas com leguminosas.
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O extrato de prépolis ndo afetou a proporcéo dos acidos aceético, propidnico e
butirico no total de &cidos graxos no liquido ruminal. Entretanto, o extrato de
propolis aumentou (P<0,001) a concentracdo total de AGV’s. Embora
ndo-significativo, o extrato de propolis aumentou em 15% a relagdo
acetato:propionato, mostrando-se contrario ao observado em estudos que utilizam
modificadores da fermentac@o ruminal, a exemplo de lipidios e ionoforos. O uso
desses aditivos, via de regra, resulta em aumentos da concentracdo molar de
propionato no rdmen. Essa dteracdo molar de propionato no rumen deve-se
principalmente a diminuicdo da atividade dos microrganismos celuloliticos
(digest@o de tecidos fibrosos), com consequiente diminui¢éo nas taxas de renovacdo
ruminal (Vannevel & Demyer, 1988; Spears, 1990). Segundo Thornton & Owens
(1981) e Spears (1990), os iondforos selecionam uma comunidade bacteriana que
produz mais propionato e menos acetato e butirato. Portanto, confirmando em novos
estudos a ocorréncia de aumento da relacéo acetato: propionato pelo uso da propolis,
investigacOes dos possiveis efeitos benéficos desta sobre a degradacéo de alimentos
fibrosos devem ser readlizadas, inclusive com a preocupacdo de identificar os

possiveis compostos quimicos da propolis relacionados a essa ago.
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Tabelal - Efeito do extrato de prépolis sobre o consumo de matéria seca (CMS),
pH, concentracbes de amonia, proteina microbiana e &cidos graxos
volateis (AGV) ruminais em novilhos e atividade especifica de producéo
de amobnia (AEPA), por microrganismos ruminais

Tratamentos
Parametros Controle Propolis EPM P<
CMS (kg/animal/dia) 10,88 10,52 1,487 0,870
pH rumina 6,36 6,52 0,105 0,310
Amonia rumina (mM) 4,89 5,56 0,343 0,220
Proteina microbiana (mg/L) 2997,20 3076,20 194,029 0,780
AEPA (nmol/mg PM/minuto) 11,65 8,10 0,373 0,001
% Acetato 72,40 74,90 1,28 0,210
% Propionato 18,00 16,20 0,92 0,220
% Butirato 9,50 8,80 0,59 0,410
Relacdo Acetato:Propionato 4,06 4,68 0,89 0,210
AGV Tota (mM) 60,8a 94.,8b 1,24 0,001

EPM = erro-padréo da média; QMR = quadrado médio do residuo, P = nivel significancia.

Na Tabela 2 verificase que houve correlagdo positiva entre o pH e a
concentragdo de acetato rumina e a relagdo acetato:propionato, sendo esta
correlagcdo negativa para com a concentragdo de propionato. A atuacdo das bactérias
formadoras de acetato € favorecida em pH mais elevado, contrariamente a atuacéo
das formadoras de propionato, que dependem de menores valores de pH para seu
crescimento 6timo. Russell & Dombrowski (1980) observaram que as bactérias
ruminais fibroliticas Ruminococcus albus, R. flavefaciens e Fibrobacter
succinogenes, produtoras de acetato, apresentam crescimento parcialmente inibido
em pH 6,0-6,1 e completamente inibido em valores de pH abaixo de 5,9, vaores
inferiores aos observados no presente trabal ho.

Ao contrério do efeito do pH, a prépolis ndo interferiu nas proporgdes dos
AGV'’s, entretanto, a propolis apresentou ata correlagcdo positiva com a concentracdo
total de AGV e dta corrdacdo negativa com a AEPA, confirmando os resultados
apresentados na Tabela 1.
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Tabela2 - Correlagdo entre tratamento (0O = controle; 1 = propolis), pH e &cidos
graxos voléteis no liquido ruminalt

Correlacdo  Tratamento  pH %Ac %Pr %But AGVt AP

pH 0,42

% Ac 0,49 0,92

% Pr -0,49 -093 -0,93

% But -0,34 -059 -0,79 0,50

AGVt 0,94 0,32 041 -0,36 -0,38

AP 0,50 0,91 09 -0,99 -0,60 0,37

AEPA -0,94 -026  -0,33 0,31 026 -0,84 -0,31

1: Ac = acetato; Pr = propionato; But = butirato; AGVt = AGV total, A:P = relacdo acetato:propionato.
AEPA= atividade especifica de producdo de aménia.

Conclusoes

A propolis foi eficiente em inibir a atividade de desaminacéo de aminoécidos
tanto in vitro quanto in vivo pelos microrganismos ruminais, resultados de grande
interesse ap nutricionista de ruminantes, hagja vista ser a proteina o nutriente mais
oneroso da dieta desses animais e ser de fundamental valia que parte desse nutriente
escape da fermentacdo pela microbiota ruminal, possibilitando acentuar a melhoria
da eficiéncia produtiva dos ruminantes.

Embora ndo tenha alterado a proporcionalidade entre os AGV'’s, a préopolis
aumentou a concentracé@o total dos mesmos, 0 que, em linhas gerais, confere aos
ruminantes, por serem os AGV'’s a principal fonte de energia, maior possibilidade de
se manterem e produzirem a partir de uma mesma dieta.

Ha necessidade de mais pesquisas para verificar o efeito da propolis sobre a
fermentacdo ruminal e sobre o desempenho dos animais, bem como a possivel

ocorréncia de sinergismos com os lipidios e ionéforos.
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Acao do Extrato de Propolis sobre a Fermentacéo in Vitro de Diferentes

Alimentos pela Técnica de Producéo de Gases

RESUMO - Dois experimentos foram realizados procurando-se avaliar a
eficiéncia do extrato de prépolisin vitro em inibir a producéo de gases oriundos da
fermentacdo rumina de diferentes aimentos. No primeiro experimento, incubaram-se
100 mg de matéria seca de feno de brachidria moido, em auséncia (0,2 mL de
solugcdo acodlica a 70% em é&gua) ou presenca de 0,2 mL de extrato de propolis
(extragcdo de 3 g de propolis em pedra triturada para cada 10 mL de &cool a 70%,
durante dez dias, posteriormente diluida para 50% da mesma). O extrato de propolis,
quando comparado ao tratamento controle, reduziu a producéo final tota e a
producéo final de gases para carboidratos fibrosos. A taxa de digestdo especifica
para carboidratos fibrosos e carboidratos néo-fibrosos foi superior, quando se
utilizou o extrato de prépolis. A reducdo da producdo total de gases pode ser
atribuida ao efeito da propolis em aumentar a concentragdo molar de propionato,
com consequente diminuicdo da relacdo acetato:propionato. No experimento 2,
procurou-se avaliar diferentes diluicbes de extrato de propolis (0; 13,7; 33,3; e
66,7%), em analogia a monensina sodica, adicionada para atingir 50 MM como
concentracdo fina nos tubos de incubacdo. Observou-se efeito significativo de
tratamento, aimento e interacdo alimento:tratamento sobre o volume de gas
proveniente dos carboidratos fibrosos e ndo fibrosos. N&o houve efeito do menor
nivel de prépolis (13,7%) sobre nenhuma das dietas avaliadas, tanto para volume
final de gases oriundos dos carboidratos fibrosos quanto néo fibrosos. Entretanto, o
maior nivel (66,7%) mostrou-se eficiente em todas as dietas, para ambos 0s
carboidratos, inclusive suplantando a monensina, na maioria das vezes, quanto a

menor producédo final de gases.

Palavras-chave: propolis, fermentacéo ruminal, gases, ionéforos
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Effect of the Propolison thein Vitro Fermentation of Different Feedstuffs by

the Technique of Gas Production

ABSTRACT - Two experiments were accomplished with the objective to
evaluate the in vitro efficiency of the propolis extract to inhibit the gas productions
from ruminal fermentation of different feeds. In the first experiment, 100 mg of
ground brachiaria dry matter hay was incubated, in absence (0.2 mL of acoholic
solution at 70,0% in water) or presence of 0.2 mL of propolis extract (extraction of
3 g of propalis in triturated stone for each 10 mL of alcohol at 70%, for ten days,
later on diluted for 50% of the same). The propolis extract, when compared to the
control treatment, reduced the final total production and the final gas productions for
fiber carbohydrates. The specific digestion rate for fiber carbohydrates and non fiber
carbohydrates was superior when the propolis extract was used. The reduction of the
total gas productions could be attributed to the effect of the propolis in increasing
the molar propionate concentration, with consequent decrease of the
acetate:propionate ratio. In the experiment 2, the objective was to evaluate different
dilutions of the propolis extract (0.0, 13.7, 33.3, and 66.7%), in analogy to the
sodium monensin, added to reach 5,0 M as a final concentration in the incubation
tubes. It was observed significant effect of treatment, feed and feed:treatment
interaction on the gas volume from the fiber and non fiber carbohydrates. There was
not effect of the smallest propolis level (13.7%) on none of the evaluated diets, for
fina gas volume as for the fiber as non fiber carbohydrate. However, the largest
level (66.7%) shown efficient before all the diets, for both carbohydrates, besides
supplanting the monensin most of the time with relation to the smallest final gas

production.

Key Words: propolis, ruminal fermentation, gas, ionophore
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Introducéo

Em ruminantes, a fermentacdo de alimentos ingeridos produz acidos graxos
volateis (AGV), ambnia, gases (dioxido de carbono e metano) e céulas
microbianas. Para 0 anima hospedeiro, os AGV’s constituem a maior fonte de
energia (65 a 75% da energia metabolizavel ingerida). Entretanto, a producéo de
gases, dioxido de carbono e metano, representa grande perda de energia ingerida no
alimento. Segundo Lana et a. (1998), a producdo de gés metano pelas bactérias
ruminais e intestinais (Methanobrevibacter spp. e Methanomicrobium mobile)
corresponde a uma perda energética de até 13% em relaco a energia do aimento
ingerido. Em adicdo, o gés metano, que € eliminado pelos ruminantes, por
eructacdo, € um dos principais responsaveis pelo efeito estufa e pela destruicéo da
camada de o0zbnio da atmosfera. Deve-se considerar que um bovino adulto chega a
produzir mais de 400 litros de gés por dia (metano + diéxido de carbono), liberado
no meio, principamente por eructacdo; atualmente, o rebanho bovino mundial é
constituido de mais de 1 bilh&o de cabecas (ANUALPEC 2001). Conforme Crutzen
et a. (1986), os ruminantes sdo responsaveis por 15% da emissdo total de metano
na atmosfera terrestre. Madigan et al. (1997) alertaram para o fato de os ruminantes
serem 0s animais que mais contribuem para a emissao de metano na atmosfera.

Essa producdo de gases no rumen estda intimamente relacionada com a
producdo de AGV. A fermentagdo de carboidratos e proteinas, que resulta em
producdo de AGV no rimen, é acompanhada pela producdo de hidrogénio. Somente
pequena parte deste hidrogénio € usada para crescimento microbiano e saturacéo de
&cidos graxos de cadeia longa, mas a maior parte é utilizada por bactérias
metanogénicas para producéo de metano.

Manipulacdes da fermentacéo ruminal que priorizem o aumento da producéo
de propionato, a exemplo de aditivos iondforos, implicam, conseqlientemente, na
diminuicdo da producdo de metano no rimen, devido a existéncia, no ecossistema

ruminal, de uma relagdo inversa entre a producdo de metano e de &cido propidnico.
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O mecanismo pelo qual se justifica relacdo inversa consiste em direcionar 0s
hidrogénios e carbonos que estariam disponiveis para metanogénese, excedentes na
producéo de acetato, deslocando-os para a producéo de propionato. Logo, uma das
formas de atuacdo dos iondforos seria inibir a agdo das bactérias gram-positivas
produtoras de acetato, mas ndo 0 crescimento das bactérias gram-negativas
produtoras de succinato e propionato (Russel & Strobel, 1989). Isto acarretaria
diminuicdo na relacdo acetato:propionato no rumen, promovendo reducdo na
producdo de metano e, consequentemente, aumentando a eficiéncia energética dos
ruminantes.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a atividade antimicrobiana da
propolis ocorre pela inibicdo de bactérias classificadas como gram-positivas
(Ghisalberti, 1979; Langoni et al., 1994; Vargas et a., 1994; Goulart, 1995;
Bankovaet a., 1996; Park et al., 1998; Park et al., 2000; Pinto, 2000).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a eficiéncia da propolis em diminuir a

producéo de gases de trés rel agbes volumoso/concentrado incubadas in vitro.

Material e M étodos

O experimento foi realizado no Setor de Bovinos e as andlises laboratoriais
foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia
e no Laboratério de Microbiologia de Anaerébios do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa, MG.

A cidade de Vigosa localiza-se na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, a
20°45' de Latitude Sul e 42°51' de Longitude Oeste e a altitude de 649m. De acordo
com dados fornecidos pelo Departamento de Engenharia Agricola da Universidade
Federal de Vigosa, o clima de Vigosa é subtropical, com inverno frio e seco e veréo
quente e umido, sendo classificado como Cwa subtropical. Apresenta precipitacéo
pluviomeétrica anual média de 1342 mm, sendo que 80% das chuvas caem entre os

meses de outubro a marco, periodo chuvoso, e os 20% restantes, entre os meses de
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abril a setembro, periodo seco. A temperatura média das méximas € de 26,1°C; a
média das minimas, de 14°C; e aumidade relativa do ar, de 80%.

Na obtencéo do extrato de prépolis, foram utilizados 30 g de propolis bruta
triturada para cada 100 mL de solucdo alcodlica hidratada (70,0%), por um periodo
de 10 dias. Em seguida, foi feita a filtragem em papel-filtro, obtendo-se a solucéo
estoque.

Foi utilizado o liquido de rimen de um animal recebendo forragem, coletado
duas horas ap0ds o arragoamento, filtrado em quatro camadas de gaze e transportado
anaerobicamente para o laboratdrio. Na seqiiéncia, o liquido foi transferido para um
erlenmayer e mantido a 39°C (anaerobiose), para a separacdo da fase liquida ou
inéculo (contendo bactérias) dos protozoarios e das particulas dos alimentos (fases
mais densa e o sobrenadante, respectivamente).

Inicialmente, procurou-se determinar, in vitro, a producdo de gases pelos
microrganismos ruminais na auséncia ou presenca de propolis.

O preparo da amostra para a incubagdo in vitro, pela técnica de producéo de
gases foi realizado tomando-se 8,0 mL de solugdo tampé&o, 2,0 mL de inoculo e
0,2 mL de solucéo alcodlica a 70% ou da solucéo estoque de propolis, sendo esta
dltima diluida para 50% da mesma. O aimento incubado foi o feno de brachiaria
(100 mg de feno triturado).

As leituras da presséo e volume dos gases foram realizadas por meio de um
manémetro (0-1 kgf/cm?) acoplado a uma seringa (20 mL), conforme descrito por
Malafaia et a. (1998), nos seguintestempos. 0,5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 36,
48, 60 e 72 horas gpbs 0 inicio da incubacdo. Para descontar 0 volume de gas oriundo
do liquido de rimen e da solucéo tamp@o, dois frascos foram incubados sem amostra
(branco); dessa forma, para cada tempo de leitura, o volume de gas dos frascos com
amostrafoi subtraido do volume dos frascos sem amostra. Com o0 somatorio do volume
de gés para cada tempo de leitura, foram estabelecidas as curvas de producéo
cumulativa dos gases. A cinética da produgcdo cumulativa dos gases foi analisada
empregando-se 0 modelo logistico bicompartimenta (Schofield et al., 1994):

45



mm,

Vt =Vf {1+exp[2+4 v m,

(L-t0)]} " +Vf,{1+exp[2+4 v

1 2

(L-tp

em que: Vt = volume acumulado de gases no tempo “t” (mL); Vf = volume total de
gases produzido emt ® ¥ (mL); mm = taxa méxima de producdo de gases (mL *h™);
L = laténcia (h); t = tempo ap0s o inicio daincubacdo (h); e “1” e“2" (subescritos) =
indicadores referentes a cinética de producéo de gases a partir de CF e CNF,
respectivamente.

A razdo mm/Vf, a qual apresenta a unidade h™, representa a taxa especifica de
digestéo (ky) do substrato (Schofield et al., 1994); neste estudo foi admitida como
similar a taxa especifica de crescimento microbiano, sob a pressuposi¢ado de relacéo
diretamente proporcional entre o volume de géas produzido e a producéo microbiana
e o0 substrato digerido.

Para a realizac&o dos gjustes dos modelos, foi utilizado o processo iterativo do
algoritmo de Marquadt, implantado no software Sistema de Analises Estatisticas e
Geneéticas — SAEG (Euclydes, 1993).

Na seqiiéncia, procurou-se determinar a producdo de gases in vitro, em fungdo
dos diferentes niveis de propolis e concentrado na dieta.

O preparo da amostra para a incubagdo in vitro pela técnica de producdo de
gases foi realizado tomando-se 8,0 mL de solugdo tampé&o, 2,0 mL de indculo e
0,2 mL de solucdo alcodlica a 70% ou da solucdo estoque de propolis, sendo esta
dltima diluida em trés niveis (16,7; 33,3; e 66,7%). Nos tratamentos contendo a
monensing, esta foi adicionada para atingir 5,0 M como concentracdo final nos
tubos de incubacéo.

Os seguintes alimentos foram incubados, procurando-se perfazer um total de
50 mg de NDT na dietae 100 mg de graminea fresca picada (Dieta 1); 50 mg
graminea fresca picada + 31,5 mg de amido de milho (Dieta 2); e 63 mg de amido
de milho (Dieta 3).

As leituras de presséo e volume dos gases foram realizadas conforme descrito
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anteriormente.

Para realizacéo dos gjustes dos modelos, foi utilizado o processo iterativo do
algoritmo de Marquadt, implantado no software Sistema de Analises Estatisticas e
Genéticas — SAEG (Euclydes, 1993).

Resultados e Discussao

Verificase, na Tabela 1, que o extrato de prépolis, quando comparado ao
tratamento controle (solugdo alcodlica a 70%), reduziu a producéo final total e a
producdo final de gases para carboidratos fibrosos. Verifica-se, ainda, que a taxa de
digestéo especifica para carboidratos fibrosos e carboidratos néo-fibrosos foi
superior, quando se utilizou o extrato de propolis. Assumindo a pressuposi¢cao de
Schofield et al. (1994) de que ataxa de digest&o especifica (taxa de producéo de gas)
se correlaciona de forma direta e positiva com a taxa de crescimento microbiano,
pode-se inferir que a prépolis estimulou o crescimento microbiano. A reducdo no
volume final de gases foi atribuida, provavelmente, ao fato de a propolis ter
possibilitado a “conservacdo de carbono no meio”. Essa conservacdo de carbono no
rimen, em linhas gerais, € decorréncia do aumento da concentracdo molar de
propionato (3 carbonos) no rimen, em detrimento de diminui¢éo da concentracdo de
acetato (2 carbonos). As substéncias ionéforas tém a propriedade de causar
mudancas na relacdo entre esses dois acidos, sgja pela atuagao inibitoria sobre as
bactérias fermentadoras de celulose (produtoras de acetato) (Spears, 1990), seja pela
inibicdo de bactérias produtoras de formato e H,, precursores do gas metano; sao
mudancas nos produtos finais de fermentacéo que resultam no aumento do contelido
de energia liquida dos aimentos. A melhora na eficiéncia alimentar dos ruminantes
pode ser resultante da economia dessa energia advinda da incorporagdo dos
carbonos e hidrogénios ao propionato, que seriam langados na atmosfera na forma
de gas (CO, e metano), principalmente via eructacdo (ruminacdo). Sabe-se, ainda

gue o propionato € o principal substrato precursor de glicose pela gliconeogénese no
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figado. Em niveis ou fases de producdo em que a glicose advinda da fermentacéo de
carboidratos ndo-fibrosos no intestino delgado ndo € suficiente para atender as
exigéncias de producdo animal, a exemplo de vacas em periodo de transicdo (esses
animais tém consumo reduzido nessa fase), maior producdo de propionato ruminal
pode, aém de assegurar 0 suprimento de glicose via gliconeogénese, evitar que
maior quantidade de aminoéacidos seja utilizada para formacéo de glicose, em razdo
destes serem 0s principais precursores de nova glicose na falta de propionato. Evitar
gue aminoacidos segjam utilizados para esse fim equivale obter economia de energia
e, consequentemente, economia nos custos de producdo, uma vez que o aumento de
contelido protéico da dieta visando fornecer mais esqueletos de carbono para
gliconeogénese € mais caro e também aumenta 0 custo energético na excrecéo
urindriade uréia.

Segundo Mirzoeva et al. (1997), a propolis e alguns de seus componentes
possuem efeitos sobre a permeabilidade da membrana citoplasmatica bacteriana aos
jons, causando a dissipacdo do potencial de membrana, 0 que a caracteriza como

substanciaionéfora

Tabelal- Produgdo de gases (volume fina total-vf e volume final para
carboidratos fibrosos-vfcf) e taxa de digestdo especifica de carboidratos
fibrosos-Kcf e néo fibrosos-K cnf

Tratamento \Ai Vicf Kcf Kenf
Extrato de propolis* 30,62b 19,67b 0,0235a 0,1692a
Solugdo alcoolicaa 70% 33,75a 22,06a 0,0195b 0,1179b

* Extrato de propolis = Solucdo estoque (30 g de prépolis bruta em 100 ml de solugéo alcodlica a 70% em &gua) diluida
pela metade com a mesma solugéo.
a>b comparagdo entre tratamentos (P< 0,05).
Médias na mesma coluna, seguidas por letras distintas, diferem pelo teste F (P<0,05).
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Uma vez constatada a eficiéncia da propolis em inibir a producdo total de
gases, a importancia recai sobre o estudo de diferentes dosagens, em nivels
econdmicos, que resultariam na maior inibi¢do, ainda, em analogia a outro ionéforo
considerado suficientemente eficiente nessa propriedade (monensina). Pesquisas
tém demonstrado que a monensina reduz a producéo de metano (Lana & Russdll, 1998)
e, consderando que do tota de gases produzidos na fermentagdo dos carboidratos
pelos microrganismos ruminais, 0 metano corresponde a um terco do mesmo,
evidencia-se que amonensing, assm como a propolis, reduz a producéo de gases.

Os valores médios para volumes finais de gases produzidos a partir de
carboidratos fibrosos e n&o-fibrosos s&0 mostrados nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente. Para ambas as varidveis foram observados efeitos significativos
com relagdo a tratamento (P<0,05), aimento (P<0,05) e interacdo entre estas fontes
(P<0,05). Verificase, de maneira geral, que com o0 aumento da relagdo
concentrado:volumoso, houve incremento na producdo de gases provenientes dos
carboidratos ndo-fibrosos, em detrimento aos carboidratos fibrosos (P<0,05), devido
adiminuicdo do teor de fibra, com 0 aumento do nivel de concentrado.

Na Tabela 2 pode-se constatar que a propolis em solucdo estoque 66,7% foi
mais eficiente em inibir a producdo de gases dos carboidratos fibrosos, comparada
aos outros tratamentos, inclusive monensina, quando incubada com a dieta 1 (100%
do NDT advindo de alimento volumoso).

Quando se incubaram os aimentos da dieta 2 (50% do NDT advindo de
volumoso e 50% de concentrado), a propolis em solugdo estoque 66,7% foi superior
aos outros niveis de propolis e tratamento controle em inibir a producdo de gases,
igualando-se a monensina. Na incubacdo da dieta 3 (100% do NDT advindo do
alimento concentrado), a propolis em solucdo estoque 33,3% foi suficiente para
inibir a producéo de gases em niveis de significancia equiparados a monensina e a

propolis a 66,7%.
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Tabela2 - Producdo de gases (volume final para carboidratos fibrosos) de trés
relagbes volumoso/concentrado tratados com monensina e diferentes
niveis de extratos de prépolis

Alimento Tratamentos

Controle  Pr(16,7%) Pr(33,3%) Pr(66,7%) Monensina
Vol. 31,05aA 28,47aA 31,82aA 14,04cA 24,41bA
Vol./conc. 25,19aB 23,17aB 22,49aB 12,53bAB 14,29bB
Conc. 18,45aC 17,91aC 13,29bC 9,80bB 10,23bB

Controle = solugdo alcodlicaa 70%, Pr (16,7; 3,3; e 66,7%) = Niveis de solucdo estoque de prépolis (30 g de
propolis bruta em 100 mL de solucéo alcodlica a 70% em agua) adicionada a solucdo alcodlica para perfazer
100%.

Médias contendo letras desiguais, mintsculas nas linhas e mailsculas nas colunas, diferem pelo teste SNK
(P<0,05).

Com relacéo a producdo de gases a partir de carboidratos néo fibrosos (Tabela 3),
a solugdo estoque a 33,7%, quando incubada com alimento volumoso, equiparou-se
com a solugéo a 66,7% e monensina, sendo estes mais eficientes que o tratamento
controle e 16,7%. Quando o nivel de carboidratos nédo-fibrosos da dieta se elevou
(dietas 2 e 3), maiores concentragcdes de propolis foram necessarias para causar a
inibicdo da producéo de gases.

Pode-se evidenciar, dessa forma, que ndo houve efeito do menor nivel de
propolis sobre as dietas avaliadas, para o volume fina de gases advindos de
carboidratos fibrosos e ndo-fibrosos. Evidencia-se, ainda, que o maior nivel de
propolis se mostrou eficiente diante de todas as dietas, para ambos os carboidratos,

suplantando, muitas vezes, a monensina quanto a menor producédo final de gases.
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Tabela3 - Producdo de gases (volume final para carboidratos ndo-fibrosos) pela
incubacdo de 100 mg de aimentos em trés relagcdes
volumoso/concentrado, tratados com diferentes niveis de extrato de
propolis e monensina

Alimento Tratamentos

Controle  Pr(16,7%) Pr(33,3%) Pr(66,7%) Monensina
Vol. 14,69 aA 14,54 aB 5,67 bC 7,290B 4,68 bB
Vol./conc. 15,98 aA 16,84 aAB 12,96 aB 9,49 bB 12,98 aA
Conc. 16,73 abA 18,48 aA 18,39 aA 14,84 bA 16,20bA

Controle = solugéo alcodlicaa 70%, Pr (16,7%, 3,3%, 66,7%) = Niveis de solucdo estoque de prépolis (30 g
de prépolis bruta em 100 mL de solugdo alcodlica a 70% em agua) adicionada a solucdo alcodlica para
perfazer 100%.

Médias contendo letras desiguais, mintsculas nas linhas e mailsculas nas colunas, diferem pelo teste SNK
(P<0,05).

Na Tabela 4 pode-se verificar o efeito de tratamento sobre o volume final total
de gases. Os tratamentos testando os niveis intermediario (33,3%) e superior de
propolis (66,7%), oriundos da diluicdo da solugédo estoque de propolis (extracéo de
30 g de propolis em pedra triturada para cada 100 mL de dcool a 70%, durante dez
dias), mostraram-se eficientes em inibir a producéo final de gases, enquanto o nivel
inferior (16,7%) n&o resultou significancia em relagdo ao controle.

Embora ndo se tenha dominio sobre as concentracBes molares dos principios
ativos (principalmente flavonbides e cetoses) da prépolis em cada tratamento,
conquanto esse dominio ocorra com a monensina incubada (adicionada para atingir
5,0 MM como concentragdo final nos tubos de incubag&o), fica demonstrada a
potencialidade da prépolis em inibir a producédo de gases in vitro. O nivel superior
de propolis (solugdo a 66,7%) mostrou-se €eficiente nas trés relagdes
volumoso:concentrado. Assim, esse nivel torna-se um valor referencial para novos
estudos, inclusive com a expectativa de possibilidade de dominio sobre as

concentragdes e tipos de principios ativos da prépolis utilizada.
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Tabela4 - Efeito de diferentes niveis de extrato de propolis e monensina sobre a
producdo total de gases apds 72 horas de incubacdo de 100 mg de
volumoso e concentrado em diferentes proporgdes

Tratamento Volumefinal (Vf)
Controle 40,69A
Prépolis 16,7% 39,80A
Prépolis 33,3% 34,87B
Prépolis 66,7% 22,66D
Monensina 27,60C

Médias seguidas por |etras distintas diferem pelo teste SNK (p<0,05).

Conclusdes

A propolis foi eficiente em inibir a producdo de gases in vitro pelos
microrganismos ruminais. Somando-se ao fato de que a mesma possibilitou aumento
da taxa de digestdo especifica dos carboidratos, concluiu-se que devem ser
realizadas novas pesquisas que explorem a propolis como novo aditivo na nutricdo

de ruminantes.
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Acao da Propolise da Monensina sobreo Consumo de Matéria Secaea

Fermentacdo Ruminal em Caprinos

RESUMO - Objetivou-se avaiar a acéo da propolis in vivo sobre o consumo, a
fermentacdo ruminal e atividade especifica de producdo de ambnia (AEPA) em seis
cabras estabuladas. Esses animais, fistulados no rimen, foram submetidos a uma dieta
contendo 67% de silagem de milho e 33% de concentrado, fornecida ad libitum, trés
vezes a0 dia (8, 12 e 16 h). Testaram-se niveis semanais crescentes de propolis (0,0;
0,5; 1,0; 2,0; 4,0; e 8,0 gramas de propolis/cabeca/dia), advindos da propolis bruta ou
do extrato alcodlico a 70% em égua. Para compor um terceiro tratamento, utilizaram-se
niveis crescentes de monensina na forma de Rumensin® (0, 11, 22, 33, 44 e 55 mg de
monensina’kg de matéria seca consumida). Os tratamentos com a presenca de propolis
e monensina ndo afetaram 0 consumo de matéria seca, 0 pH e a amdnia ruminais.
Entretanto, embora ndo-significativa, houve reducéo de 21,1 e 12,2% no consumo de
matéria seca, respectivamente, para monensina e prépolis bruta. Ndo houve efeito
significativo dos tratamentos sobre a AEPA. Observou-se, no entanto, tendéncia do
extrato de prépolis em suplantar a monensina em potencialidade para inibir a AEPA
(19,7% mais eficiente) pelos microrganismos ruminais. Os tratamentos com propolis e
monensina ndo afetaram os teores dos acidos acético, propidnico e butirico no total de
&cidos graxos no liquido ruminal. Entretanto, foi possivel evidenciar reducdo do teor
de acetato (14,6%) e aumento do propionato (44,53%), pelo uso da monensina em
relacdo ao tratamento controle, e aumento do teor de propionato (24,8%), pelo uso da
propolis bruta. De modo geral, a fata de efeito estatistico foi devida a limitagdo do

ndmero de animais.

Palavras-chave: propolis, monensina, consumo, fermentacdo ruminal, ionoforos
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Effects of the Propolison Dry Matter Intake and on the Ruminal Fer mentation of

Goats

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the In vivo effect of
propolis on the dry matter intake, the ruminal fermentation and specific activity of
ammonia production (SAAP) using six confined goats. Those animals, rumen
fistulated, were fed a diet with 67.0% corn silage and 33.0% of concentrate, ad libitum
fed, threetimesaday (8 am., 12 am. and 4 p.m.). Crescent weekly levels of propolis
were tested (0.0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0; and 8.0 grams of propolis’head.day), from the crude
propolis or from the ethanol extract at 70% in water. To compose a third treatment,
crescent levels of monensin were used in the form of Rumensin® (0, 11, 22, 33, 44
and 55mg of monensin/kg of dry matter intake). The treatments with the propolis and
monensin did not affect the dry matter intake, the pH and the ruminal ammonia
concentration. However, although not significant, there was a reduction of 21.1 and
12.2% in the dry matter intake, respectively, for monensin and crude propolis. There
was not significant effect of the treatments on SAAP. It was observed, however,
tendency of the propolis extract in supplanting the monensin in potentiality to inhibit
SAAP (19.7% more efficient) by the ruminal microorganisms. The treatments with
propolis and monensin did not affect the concentrations of the acetic, propionic and
butyric acids in the total of the volatile fat acids in the ruminal fluid. However, it was
possible to evidence reduction of the acetate (14,6%) and increase of the propionate
(44.53%) concentrations by the use of monensin in relation to the control treatment
and increase of the propionate concentration (24.8%) by the use of the crude propoalis.
In general, the lack of statistical effect was due to the limitation of the number of

animals.

Key Words: propolis, monensin, intake, ruminal fermentation, ionophoro
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Introducéo

Com base em resultados de pesquisas gque revelam a propolis como agente
antibacteriano, com especificidade sobre bactérias gram-positivas (Vargas et a.,
1994; Goulart, 1995; Park et al., 1997), e como produto natural e relativamente
atoxico (Burdock, 1998), resolveu-se avalia-la como novo aditivo para ruminantes.
Suas caracteristicas vao de encontro as novas exigéncias de mercado de alimentos
de origem animal que requisitam produtos, na origem, isentos de qualquer
substéncia antibidtica. A prépolis viria, assim, a competir com os antibiéticos
ionéforos, na funcéo de alterar beneficamente a fermentacéo ruminal para obtengdo
de maiores producdes animal. Estaria ainda, de forma indireta, reduzindo a poluicdo
ambiental, por meio da reducgéo das perdas por fermentacdo (metano e amonia).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a agdo da propolis sobre o consumo de

matéria seca e afermentacdo ruminal em caprinos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Setor de Bovinos e as andlises laboratoriais, no
Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia e no Laboratério de
Microbiologia de Anaerébios do Departamento de Microbiologia da Universidade
Federa de Vicosa (UFV), em Vigosa, MG.

A cidade de Vigosa localiza-se na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, a
20°45' de Latitude Sul e 42°51' de Longitude Oeste e altitude de 649 m. De acordo
com dados fornecidos pelo Departamento de Engenharia Agricola da Universidade
Federa de Vicosa, o climade Vigosa é subtropical, com inverno frio e seco, e veréo
quente e umido, sendo classificado como Cwa subtropical. Apresenta precipitacéo
pluviométrica anual média de 1342 mm, sendo que 80% das chuvas caem entre os

meses de outubro a marco, periodo chuvoso, e os 20% restantes, entre os meses de
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abril a setembro, periodo seco. A temperatura média das maximas € de 26,1°C; a
meédia das minimas, de 14°C; e aumidade relativa do ar, de 80%.

Na obtencéo do extrato de propolis, foram utilizados 30 g de propolis bruta
triturada para cada 100 mL de solucgéo alcodlica hidratada (70,0%), por um periodo
de 10 dias. Em seguida, foi feita a filtragem em papel-filtro, obtendo-se a solucéo
estoque.

Foram utilizadas seis cabras fistuladas no rdmen (52,67 kg de PV médio)
recebendo dieta contendo 67% de silagem de milho e 33% de concentrado,
fornecida, ad libitum, trés vezes ao dia (8, 12 e 16 h) para assegurar estabilidade das
condi¢des ruminais.

A racao foi balanceada para atender as exigéncias nutricionais das cabras, de

acordo com 0 NRC (2000). A composi¢éo da ragéo encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicédo percentual dos ingredientes utilizados naragdo (%oMS)

Alimento Tratamentos
1,2e3
Silagem de milho 67,2
Fuba de milho 15,5
Farelo de soja 12,4
Farelo detrigo 1,64
Farelo de algodéo 1,64
Uréia+ Sulfato de NH; 0,33
Nucleo minerd 1,31
NDT? 69,32
pB! 15,11
EE! 2,76

valores calculados com base no banco de dados de composicéo de alimentos do Sistema Vigosa de Formulagdo de RacBes
(Lana, 2000); NDT = nutrientes digeriveistotais, PB = proteinabruta, EE = extrato etéreo.
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O experimento consistiu de um periodo experimental de oito semanas. As duas
primeiras semanas foram utilizadas para adaptacdo dos animais a dieta e as
instalagdes, sendo as sels semanas subsequentes utilizadas para ofertar, a cada
semana, niveis crescentes de propolis (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; e 8,0 gramas de
propolis/cabecaldia), advindos da propolis bruta ou do extrato alcodlico a 70% em
agua. Para compor um terceiro tratamento, utilizaram-se niveis semanais crescentes
de monensina na forma de Rumensin® (0, 11, 22, 33, 44 e 55 mg de monensina’kg
de matéria seca consumida).

Pesaram-se as respectivas doses diarias de prépolis bruta triturada para cada
animal e, em seguida, dividiu-se dose em trés partes equivalentes para serem
fornecidas em cada aimentacdo (trés vezes ao dia). Ja para facilitar a
homogeneizacéo do extrato de prépolis na racdo concentrada, agua destilada foi
adicionada a quantidade diéria de solugdo estoque de propolis (30%P/V), suficiente
para totalizar 45 mL de solugdo/dia/animal. A exemplo do realizado com a propolis
bruta triturada, essa solugdo fora dividida em trés partes iguais (15 mL cada) para
serem, igualmente, adicionadas a cada trato do dia. Assim, sendo a dose
diaria/animal equivalente a 1,67 mL de solucdo estoque para suprir o animal com
extrato proveniente de 0,5 gramas de propolis/dia, 43,33 mL de agua destilada
foram adicionados.

Diariamente, nos periodos de adaptacdo e de coletas, foram feitas pesagens e
amostragens da silagem, do concentrado oferecido e das sobras. Apés a
amostragem, o material foi colocado em sacos pléasticos, devidamente identificados
e congelados a -2°C e, ao final de cada fase, descongelados e homogeneizados para
se retirar uma amostra composta por animal/periodo, para posterior andlise de
matéria seca, segundo Silva (1990).

No sétimo dia de cada periodo experimental, o liquido de rimen foi coletado
as 8, 11, 14 e 17 h para andlises de pH ruminal, ambnia e AGV. Para determinacéo
da AEPA, o liquido de rimen foi coletado trés horas apds a primeira alimentacdo (8 h),

filtrado em quatro camadas de gaze e transportado anaerobicamente para o

59



laboratdrio. Na seqiéncia, o liquido foi transferido para um erlenmayer e mantido a
39°C (anaerobiose), para separacdo da fase liquida (contendo bactérias) dos
protozodrios e das particulas dos alimentos (fases mais densa e 0 sobrenadante,
respectivamente).

Readlizaram-se andlises de regressdo para determinar o efeito de niveis de
propolis e monensina sobre os parametros avaliados e teste de média para comparar
os diferentes tratamentos (controle, prépolis bruta, extrato de propolis e monensina).
Esta analise contou com oito unidades experimentais (duas cabras por tratamento),
em que se tirou a média dos niveis dos aditivos por cabra; no caso do controle,
como as seis cabras passaram pelo primeiro periodo na auséncia de aditivos,

obtiveram-se duas médias de trés cabras.

Resultados e Discussao

N&o foi verificado efeito de niveis de aditivos sobre nenhum dos parametros
analisados. Do mesmo modo, pelo teste de médias, ndo foi verificado nenhum efeito
estatistico significativo de tratamentos (Tabela 1), provavelmente pelo pegueno
nimero de unidades experimentais. Entretanto, embora com cautela, pode-se fazer
algumas inferéncias, devido a alguns efeitos numéricos expressivos e ao fato desta
linha de pesguisa ainda ndo possuir informagdes disponiveis, uma vez que apenas
recentemente se iniciaram os primeiros trabalhos (Stradiotti Jr. et a., 2001).

Embora ndo-significativa, houve reducdo de 21,1 e 12,2% no consumo de
matéria seca, respectivamente, para monensina e propolis bruta. Resultados de
trabalhos com animais confinados, recebendo aditivos conservadores de carbono no
trato gastro intestinal, tém demonstrado haver diminui¢cdo no consumo de matéria
seca (Goodrich et al., 1984; Moss, 1994; Duff et al., 1994; Nagarga et a., 1997).
Esta diminuicdo no consumo evidencia o melhor aproveitamento da energia bruta
disponivel no alimento, quando estas substéncias ndo nutrientes, atuantes sobre

bactérias gram-positivas, sdo adicionadas a dieta de ruminantes, suprimindo as
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perdas caloricas, principalmente a partir da menor producdo de gases, menor
desaminagdo de aminoacidos e maior producéo de propionato. Em face da pequena
margem de lucro que tem incidido sobre a pecuaria brasileira nos ultimos anos
(ANUALPEC, 1998) e da aimentacdo animal ser responsavel pela maior cota nos
custos da producdo, 0 emprego, em niveis econdmicos, de aditivos que venham a
diminuir perdas energéticas na nutricdo animal assume importancia fundamental.
Conforme Tamminga (1992), atualmente, o objetivo dos nutricionistas é desviar a
energia perdida para produtos especializados como o leite e acarne.

Observa-se tendéncia do extrato de propolis em suplantar a monensina em
potencialidade para inibir a atividade de desaminagao (19,7% mais eficiente) pelos
microrganismos ruminais, embora a monensina tenha apresentado os menores
valores ruminais de amonia A utilizagdo de produtos aditivos com tal
potencialidade mostra-se fundamental na produgdo de ruminantes, hgja vista o custo
energético da excrecdo do excedente de amonia na forma de uréia (3 ATPs por mol
de uréia).

Os tratamentos com propolis e monensina ndo afetaram (P>0,05) a proporgéo
dos acidos acético, propidnico e butirico no total de &cidos graxos no liquido
ruminal. Entretanto, € possivel evidenciar reducéo da producéo de acetato (14,6%) e
aumento da producéo de propionato (44,53%), com consequente reducédo de 47,41%
na relacdo acetato:propionato, quando se comparam os resultados do tratamento
com monensina em relacdo ao tratamento controle. A prépolis bruta aumentou em
24,8% a concentragcdo molar de propionato no rumen e diminuiu a relacdo acetato
propionato em 17,24%.

O aumento na concentragdo molar de propionato no rimen com o uso de
aditivos que agem sobre algumas espécies de bactérias gram-positivas tem sido
constatado em diversos trabalhos (Thornton & Owens, 1981; Spears, 1990). Esse
aumento deriva, principalmente, do efeito sobre a populacdo de bactérias gram-
positivas produtoras de é&cido acético (celuloliticas), formato e H2, com conseqguiente

favorecimento da populacdo das bactérias gram-negativas produtoras de propionato,
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seja pela ndo acdo bactericida sobre essas bactérias, seja pela maior disponibilidade
de precursores de propionato no liquido ruminal, em decorréncia da inibicdo da
producdo de metano. Por ser o propionato, entre os trés principais AGV'’s, o Unico
precursor para a gliconeogénese, muitas s8o as vantagens, tanto em questbes
produtivas quanto de salide animal, que se extrai do aumento da sua concentragdo
no ambiente ruminal. Esse aumento da producdo de propionato e conversdo a
glicose no tecido hepatico pode, por exemplo, reduzir a utilizagdo de aminoacidos
gliconeogénicos, deixando-os disponiveis para a sintese protéica, assim como evitar
aincidéncia de cetose, de comum ocorréncia em vacas, ovelhas e cabras em final de
gestacdo e inicio de lactacdo. Esses animais, nesta fase, tém seu consumo
diminuido, com simultaneo aumento das suas exigéncias energéticas. O efeito
cascata, que inclui a mobilizagdo de gordura, a producéo de corpos cetdnicos no
figado, com a metabolizagdo diminuida e acimulo desses corpos cetnicos, e uma
lipidose hepatica, caracteristicos do processo de acetonemia, em decorréncia de
diminuicéo da atividade glicogénica (Barbosa & Barbosa, 1999), pode ser evitado
com maior producdo de propionato no rumen. As vacas em lactacdo utilizam até
50% da sua demanda metabdlica para formacéo de glicose a partir de uma produgdo
enddgena usando o propionato como substrato. Observa-se que 0 uso de aditivos
que favorecem o aumento da concentracdo molar de propionato no rdmen tem
permitido a diminuicdo da concentracdo de corpos cetdnicos em vacas recém
paridas, sendo, portanto, recomendados para a prevencdo da cetose (Weiss et al.,
1990; Lean et al., 1992).
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Tabelal- Vaores médios de consumo de matéria seca e parametros de
fermentacéo ruminal em cabras secas, em func¢éo dos tratamentos

Controle  Extrato Propolis  Monensina EP P<
Prépolis bruta
CMS 0,90 1,03 0,79 0,71 0,15 0,52
pH 6,19 6,16 6,26 6,45 0,01 0,23
NH3, mM 8,86 8,40 8,90 6,68 0,80 0,29
AEPA 24,71 30,75 35,05 38,29 4,17 0,26
Acetato, mM 55,73 55,18 54,32 47,62 9,62 0,92
PropionatomM 12,60 10,97 15,72 18,21 2,59 0,34
Butirato, mM 3,53 3,04 3,15 3,39 0,70 0,95
AGV totd, MM 71,87 69,80 72,79 69,21 12,53 0,99
AP 4,64 5,63 3,84 2,44 0,68 0,11

CMS = kg/animal/dia; AEPA = nmol NHs/mg proteina microbiana/minuto; EP = erro-padrdo da média; P = nivel
significancia.

Observa-se nas Figuras 1 e 2 que, embora tenha sido adotado o critério de trés
alimentagdes/dia para a manutencdo da estabilidade ruminal, quanto aos parametros
estudados, ocorreram alteragcdes nos valores de pH e NHz. O pH decresceu de forma
linear, de valores em torno de 6,7, momentos antes da primeira alimentacéo do dia
(8 h), para valores préximos a 5,8 na terceira coleta do dia (9 h apos a 12
alimentacdo). Goncalves (2001) alimentou cabras em lactacdo quatro vezes ao dia, a
cada seis horas, e verificou estabilidade ruminal ao longo das 24 horas, coletando-se

amostras do liquido ruminal de horaem hora.
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Figura2 - ConcentragOes de NH3; (mM), em funcéo dos tratamentos e do tempo de
coleta do liguido de rimen de cabras fistuladas consumindo dietas
contendo 32,8% de concentrado.
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Verificam-se, pelos resultados dos artigos 1 e 2, efeitos atamente
significativos da prépolis in vitro sobre a inibicdo da producdo de NH; e producéo
de gases. Entretanto, 0 mesmo néo foi verificado nas condi¢des in vivo, com excecao
da atividade de desaminacdo (artigo 1), embora, neste caso, 0 efeito tenha sido
menos acentuado que o uso da propolis em condi¢des in vitro.

Lana & Russell (1996), comparando o efeito dos ion6foros monensina e
lasalocida in vitro e in vivo pelo uso da técnica da perda de potassio intracelular,
verificaram que a lasalocida foi mais potente inibidor microbiano in vitro, ao passo
gue a monensina foi mais eficiente in vivo. O maior efeito da lasalocida in vitro é
devido a ela aderir firmemente tanto nas bactérias gram-positivas quanto nas gram-
negativas, causando maior poder de inibicdo (Chow et a., 1994).

Segundo Chow et al. (1994), a lasalocida, por apresentar alta capacidade de
adesdo as particulas aimentares e ao epitélio ruminal, possivelmente, perde
parcialmente seu efeito inibitdrio sobre os microrganismos ruminais (Chow et al.,
1994). Provavelmente, isto pode estar ocorrendo também com a prépolis, por algum
fator desconhecido, seja pela adesdo ao alimento, neutralizacdo do efeito pela saliva,

por algum microrganismo ruminal, ou pelataxa de diluic&o.

Conclusdes

Faz-se importante dar continuidade as investigaces da prépolis como novo
aditivo para ruminantes, uma vez que os resultados, embora nao-significativos,
apresentaram-se com tendéncias para menor consumo, menor atividade de
desaminagdo e maior producéo de propionato. Essas ateracOes sdo imprescindivels
a obtencdo de melhor desempenho animal. Devem-se considerar, ainda, 0s
resultados obtidos in vitro (artigos 1 e 2) para fermentacdo ruminal com o0 uso da

propolis, por ser um produto natural e compativel com os antibi 6ticos ionéforos.
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3. RESUMO E CONCLUSOES

A prépolis foi eficiente em inibir a atividade de desaminagdo de aminoécidos,
tanto in vitro quanto in vivo, pelos microrganismos ruminais, resultados de grande
interesse ao nutricionista de ruminantes, em raz@o de a proteina ser o nutriente mais
oneroso da dieta desses animais e ser de fundamental valia que parte desse nutriente
escape da fermentacdo pela microbiota rumina. Ainda in vitro, a propolis foi
eficiente em inibir a producdo de gases pelos microrganismos ruminais e
possibilitar aumento da taxa de digestdo especifica dos carboidratos. A diminuicdo
da AEPA e da producéo de gases consiste em resultados que possibilitam acentuar a
mel horia da eficiéncia produtiva dos ruminantes.

In vivo, foram observados aumento da concentracdo total de AGV's e
tendéncias para menor consumo e maior producdo de propionato. Essas alteracoes
sdo imprescindiveis a obtencéo de melhor desempenho animal.

Concluiu-se, assim, pela importancia da realizacdo de novas pesquisas que

explorem apropolis como novo aditivo na nutricdo de ruminantes.
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