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RESUMO

CAMARDELLI, MairaMachado Leal, M.S., Universidade Federa de Vicosa, marco de
2003. Oleo de soja e propolis na alimentacdo de cabras leiteiras. Professor
Orientador: Rogério de Paula Lana. Professores Conselheiros: Marcelo Teixeira
Rodrigues e Augusto César de Queiroz.

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de verificar os efeitos da
adicdo de 6leo de soja (OLYS), extrato etandlico de propolis (EEP) e prépolis bruta
moida (PBM) na alimentacéo de cabras leiteiras sobre 0 consumo e a digestibilidade de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE),
fibra em detergente neutro (FDN) e carboidratos ndo-fibrosos (CNF); producéo e
composicao do leite; e alguns parametros de fermentagdo ruminal, como pH, aménia
(NH3), acidos graxos voléteis (AGV) e atividade especifica de producdo de aménia
(AEPA) pela microbiota ruminal. No primeiro experimento foram utilizadas seis cabras
Alpinas fistuladas no rdmen, em seis periodos experimentais. As dietas foram
compostas de 67% de silagem de milho e 33% de concentrado a base de fuba de milho e
farelo de soja. Os animais foram submetidos aos tratamentos controle (CON), seguido
de cinco niveis crescentes de OLS, EEP e PBM. N&o houve efeito de tratamento sobre
as variaveis relacionadas ao consumo, exceto pelo aumento do consumo de extrato
etéreo no tratamento contendo 6leo de soja. Contudo, houve tendéncias de diminuicéo

da concentracdo de butirato nos tratamentos PBM e OLS e de reducdo da relagdo
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acetato:propionato nos tratamentos EEP e OLS. No segundo experimento foram
utilizadas dezesseis cabras Alpinas, sendo que quatro animais estavam fistulados no
rimen. Os animais foram alocados em quatro quadrados latinos, 4x4, em um arranjo
fatorial 2x2 dos tratamentos. Foram adicionados ao concentrado 0 ou 120 g de OLS e 0
ou 10 mL de EEP animal/dia. As dietas foram isoprotéicas, com 14% de PB e
compostas de 67% de silagem de milho e 33% de concentrado a base de fuba de milho e
farelo de soja, diferindo entre s pela auséncia ou presenca de OLS e EEP. O OLS
reduziu os consumos de MS (%PV e glkg PV®™), FDN e CNF; reduziu a
digestibilidade da FDN, aumentou a digestibilidade da PB e do EE e o teor de nutrientes
digestiveis totais (NDT); diminuiu a producéo e aumentou os percentuais de gordura,
proteina e solidos totais no leite; aumentou o pH e reduziu a relacéo acetato:propionato
no liquido rumina. Houve interacdo entre OLS e EEP sobre os consumos de MS
(kg/animal/dia), MO, PB, EE, FDN e CNF, em que o EEP aumentou 0s consumos para
0s animais submetidos ao tratamento sem OLS e reduziu os consumos quando o OLS
estava presente na dieta. Houve, ainda, tendéncias de reducéo do percentual de acetato e
darelacdo acetato:propionato pelo uso de EEP.

Palavras-chave: acidos graxos volédtels, aménia, composicdo do leite, consumo,
digestibilidade, extrato etandlico de propolis, 6leo de soja, pH,
producdo de leite, propolis bruta moida



ABSTRACT

CAMARDELLI, Maira Machado Leal, M.S., Federa University of Vicosa, March
2003. Soybean oil and propolis in the diets of dairy goats. Adviser: Rogério de
Paula Lana. Committee members. Marcelo Teixeira Rodrigues and Augusto César
de Queiroz.

Two experiments were carried out with the objective to verify the effects of
soybean oil (SBO), ethanolic extract of propolis (EEP) and grinded crude propolis
(GCP) in the diets of dairy goats on intake and digestibility of dry matter (DM), organic
matter (OM), crude protein (CP), ether extract (EE), neutral detergent fiber (NDF) and
non fibrous carbohydrates (NFC); production and composition of the milk; and some
ruminal parameters, such as pH, ammonia (NHs), volatile fatty acids (VFA) and specific
activity of ammonia production (SAAP) by the ruminal microbiota. On the first
experiment six ruminal fistulated Alpine female goats were used in six experimental
periods. The diets contained 67% corn silage and 33% concentrate based on corn and
soybean meal. The animals were submitted to control treatment (CON), and five
increasing levels of SBO, EEP and GCP. There was no treatment effect on the intake
variables, except by increasing on Ethereal extract intake in the treatment containing
soybean oil. However, there were trends for decrease in butyrate in the treatments with
GCP and SBO and decrease in acetate:propionate ratio in the treatments with EEP and

SBO. On the second experiment sixteen Alpine female goats were used, and four



animals were fistulated in the rumen. The animals were alocated in four 4x4 Latin
squares, in afactorial 2x2 design of the treatments. It was added to the concentrate O or
120 g of SBO and 0 or 10 mL of EEP animal/day. The diets had the same protein
content, with 14% CP and contained 67% corn silage and 33% concentrate based on
corn and soybean meal, differing to each other by the absence or presence of soybean
oil and ethanolic extract of propolis. The SBO decreased the intakes of DM (%BW and
g’kg BW®™), NDF and NFC; decreased the digestibility of NDF, increased the
digestibilities of CP and EE and increased the total digestible nutrients content (TDN);
decreased the production and increased the percentual contents of fat, protein and total
solids in the milk; increased the pH and decreased the acetate:propionate ratio in the
ruminal fluid. There was interaction between SBO and EEP on the intakes
(kg/animal/day) of DM, OM, CP, EE, NDF and NFC, in which the EEP increased the
intakes in the animals submitted to the treatment without SBO and decreased the intakes
when the SBO was present in the diet. There was, in addition, trends for reduction of the

percentual of acetate and the acetate:propionate ratio by using the EEP.
Key Words: ammonia, composition of the milk, crude propolis, digestibility, ethanolic

extract of propolis, intake, milk production, pH, soybean ail, volatile fatty

acids

Xi



1. INTRODUCAO

A caprinocultura € uma atividade em grande desenvolvimento nos ultimos anos. A
populacdo mundia de caprinos € de 746 milhes de cabecas, sendo que em 10 anos
houve um crescimento de 19,8%. A producdo mundial de leite caprino aumentou em
18,4%, situando-se em terceiro lugar depois do leite bovino e bubalino, com uma
producéo de 12,7 milhdes de toneladas em 2002 (FAO, 2003).

No Brasil, aregido Nordeste € a que possui 0 maior rebanho caprino, com 93,4%
do total, seguido pelas regides Sudeste, com 2,2%, e Sul, com 1,9% (IBGE, 2002).
Embora pareca pouco expressivo, as regides Sudeste e Sul abrigam grande parte do
rebanho leiteiro e sdo responsaveis por 68% da producdo naciona de leite caprino,
enquanto aregido Nordeste produz apenas 26% do total nacional (Carvalho, 2002).

Prata (1998) ressalta a importancia da atividade produtiva, particularmente no que
se refere a producéo de leite nas Ultimas décadas. Tem-se observado um aumento da
procura e do consumo do leite e de seus derivados, tanto pelas suas caracteristicas

nutricionais como pela sua excelente digestibilidade, resultando em alimentos de



excepciona valor bioldgico. Aliado a estes, existe o fato de que o leite € muito
procurado para alimentagcdo de lactentes, criancas e idosos que apresentam a
reconhecida intoleréncia ao | eite bovino.

Os novos criadores, e mesmo 0s mais antigos, tém encarado a atividade de uma
forma mais profissional, preocupando-se em viabilizar economicamente suas criagtes
pelo aumento de eficiéncia na producéo e pela comercializacdo do leite de cabra e de
seus derivados, diferente do que ocorria ha alguns anos (Ribeiro, 1998). Por esse
motivo, o desenvolvimento de pesquisas continuas nas areas de melhoramento genético,
reproducdo, forragicultura e pastagens, producdo e nutricdo animal é importante para
que a caprinocultura brasileira progrida, tornando-se uma atividade mais rentavel e mais
competitiva.

Com relagéo aos aspectos nutricionais, Ribeiro (1998) ressalta que, apesar de
serem ruminantes, os caprinos tém peculiaridades que os diferenciam dos ovinos,
bovinos e bubalinos. Desta forma, algumas diferencas devem ser consideradas quando
se objetiva redizar um manego nutricional adequado para acancar melhores
desempenhos produtivos, tais como: exigéncias nutricionais, hébitos alimentares,
comportamento animal, atividades fisicas, selecdo de alimentos, composicdo do leite e
da carcaca, desordens metabdlicas, entre outros.

Existem alguns produtos finais advindos do processo de fermentac&o rumina que
s80 indesgjaveis e que, dém de reduzirem a produtividade, pois significam perdas
energéticas para o animal, atuam poluindo o meio ambiente. Para diminuir essas perdas
e 0s impactos ambientais provenientes desses produtos finais indesgjaveis, tem sido
empregada a fermentacdo ruminal aternativa (Chalupa, 1977) que se fundamenta na
manipulagdo do pH ruminal, na utilizacdo de lipidios, no fornecimento de ionéforos,

entre outros (Lana, 1998).



O uso de 6leo em ragBes de ruminantes, quando em niveis elevados, causa
reducéo na digestibilidade da matéria seca e reducdo na relacdo acetato:propionato, com
conseguiente diminuicdo do suprimento de &cido acético, precursor direto de 50% da
gordura do leite (Chalupa et al., 1986; Pamquist, 1989). A influéncia dos lipidios sobre
0sS microrganismos ruminais € dependente, ainda, da presenca de écidos graxos livres;
da capacidade de formar sais insolUveis; da propriedade de formar barreira fisica sobre
o alimento, dificultando a colonizagdo microbiana, e da quantidade ingerida por dia
(Palmquist, 1989; Jenkins, 1995).

De acordo com Santos (1999), os produtos a base de soja possuem um grande
percentual de acidos graxos insaturados, principalmente o 6leo de soja, que possui, em
média, 75% de insaturacdo. Considerando que as dietas de ruminantes contém cerca de
3% de lipidios, em uma suplementacdo de lipidios a quantidade e a fonte destes devem
ser levadas em consideracdo para que haja um efeito minimo na fermentacdo ruminal, ja
que os Ol eos possuem efeitos inibitdrios sobre os microrganismos celuloliticos.

Os lipidios apresentam, entretanto, algumas vantagens, tais como: inibicdo da
producdo de metano, reducdo da concentracdo de NH3 ruminal, aumento na eficiéncia
da sintese microbiana e aumento do teor de &cido linoléico conjugado na gordura do
leite (Lin et al., 1995). Embora os efeitos da gordura dietética sobre a composicéo da
gordura do leite tenham sido amplamente estudados, o efeito das fontes de lipidios sobre
o aparecimento de acido linoléico conjugado (CLA) tem sido avaliado intensivamente
apenas a partir da Ultima década (Parodi, 1994; Kelly & Bauman, 1996).

Acido linoléico conjugado é um termo que descreve os isdmeros geométricos do
acido linoléico. O conjugamento da ligacdo dupla é geralmente na posicéo 9 e 11 ou 10

e 12, podendo ser configuracdo cis ou trans (Parodi, 1997). Mais de 80% do CLA



presente nos produtos |acteos estdo na forma de isdmeros cis-9 e trans-11, que sdo as
formas biologicamente ativasdo CLA (Chin et a., 1992).

De acordo com Park et a. (1998), a propolis € uma resina de coloragéo e
consisténcia variada, coletada por abelhas da espécie Apis mellifera em diversas partes
das plantas, como brotos e botdes florais. Seus efeitos terapéuticos tém sido atribuidos
aos diversos compostos fendlicos que a compdem. Destes, os flavonbdides podem ser
considerados 0s principais compostos, encontrando-se ainda alguns écidos fendlicos e
seus ésteres, aldeidos fendlicos, dcoois e cetonas.

Este trabalho visou avaliar os efeitos da adicdo de 6leo de soja e propolis na
alimentag@o de cabras leiteiras sobre o consumo e a digestibilidade de matéria seca,
matéria organica, proteina bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro e
carboidratos néo-fibrosos; producdo e composicdo do leite; e alguns parametros de
fermentacdo ruminal, como pH, ambnia, &cidos graxos volateis e atividade especifica de

producdo de amdnia pela microbiota ruminal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Paréametrosdefermentacéo ruminal

O rumen fornece ambiente adequado para a existéncia de microrganismos, pois
possui temperatura entre 39 e 40°C, anaerobiose, constante fluxo de alimentos e pH
entre 5,5 e 7,0. Isto permite aos microrganismos realizarem a fermentacéo dos alimentos
ingeridos pelo animal, suprindo o hospedeiro com diversos produtos finais advindos
dessa fermentacéo, favorecendo, portanto, uma relacdo simbiontica.

A microbiota consiste de bactérias, fungos e protozoarios em nimero e funcbes
distintas. As bactérias degradam ou utilizam produtos como celulose, hemicelulose,
amido, agUcares, &cidos intermediérios, proteina, uréia e lipidios e produzem amonia e
gas metano, que sao responsaveis pela regulacdo do processo de fermentacdo no rimen,
pois ao reduzirem o diéxido de carbono com o gés hidrogénio para formar o metano,
contribuem para manter baixo o nivel de hidrogénio no meio (DAS, 2000). A maioria

das bactérias é capaz de fermentar mais de um substrato.



Os microrganismos aojados no ramen, além de possibilitarem a degradacéo dos
alimentos, s80 em si uma fonte de proteina, pois cerca de 34 a 89% da proteina que
chega ao intestino delgado, onde é digerida e seus constituintes absorvidos pelo 1Umen,
é de natureza microbiana (Dias, 1999).

No ambiente anaerdbico do rumen ocorre a degradacdo dos carboidratos com
producdo de calor, metano, acidos graxos volateis (acético, propidnico e butirico), aém
de energia metabolicamente utilizavel na forma de adenosina-trifosfato (ATP). Os
aminoécidos liberados na degradacdo de proteinas constituem unidades menores,
utilizadas para a producéo de aménia, CO,, acidos graxos voléteis e &cidos graxos de
cadeia ramificada e para o suprimento das exigéncias de crescimento de algumas
espécies de microrganismos do rimen (Baldwin & Allison, 1983). O ATP produzido
fornece a energia necesséria para o crescimento de células microbianas responsaveis por
processos de sintese, principamente de proteinas (Forrest & Walker, 1971). A
manipulacdo da fermentacdo ruminal, segundo Lana (1998), tem sido empregada para

aumentar a produtividade animal e reduzir as perdas por fermentag&o.

2.1.1.pH

O rdmen, embora sgja um 06rgdo bem tamponado por bicarbonatos e fosfatos
advindos da saliva e de proteinas e acidos graxos volateis produzidos in loco, pode ter
seu pH alterado em vaores que variam de 7,0 até valores menores do que 5,0,
dependendo das diferentes dietas fornecidas ao animal (Russell & Hino, 1985). Em
dietas contendo altas quantidades de concentrado, normalmente ocorre uma reducéo da
digestdo da fibra em consequiiéncia do abaixamento do pH no rimen, reduzindo a

eficiéncia de utilizacdo dessafonte de energia (Hoover, 1986; Lanaet al., 1998).



De acordo com Slyter (1976), quando grandes quantidades de amido sdo
adicionadas na dieta animal, o pH do rimen diminui para valores iguais ou menores que
50. Quando a adimentacdo dos animais é alterada abruptamente para grandes
quantidades de carboidratos altamente fermentaveis, como amido solUvel ou aglcares, o
pH ruminal pode diminuir rapidamente, havendo um actimulo de lactato. Porém, Burrin
& Britton (1986) relataram gque em animais gradual mente adaptados as ragdes com mais
de 80% de gréos, foram observados pHs mais baixos, sem ocorrer acimulo de lactato.

A taxa de crescimento de cada espécie pode ser dependente do pH, sendo um fator
que determina a competicao entre as bactérias no rimen. Russell et al. (1979) estudaram
cinco bactérias ruminais inoculadas em pH variando de 6,7 a 4,7 e concluiram que
Sreptococcus bovis (utilizadoras de fontes protéicas), Bacteroides ruminicola (fontes
protéicas) e Selenomonas ruminantium (acidos intermediarios e amonia) foram mais
resistentes a pH baixo do que Butyrivibrio fibrisolvens (celulose, hemicelulose,
proteinas e lipidios) ou Megasphaera elsdenii (&cidos intermediérios e amonia).

Estudos in vitro mostraram que a hidrélise de fontes protéicas e a producéo de
amonia por bactérias ruminais sdo reduzidas quando ha o abaixamento do pH (Erfle et
al., 1982). A baixa concentragdo de amonia e o baixo valor do pH afetam o crescimento
de bactérias celuloliticas, que tém exigéncia em ambnia em niveis acima de 5 mg/dL
(Slyter, 1976).

Lana et al. (1998) demonstraram a importancia do pH rumina no controle da
producdo de metano e na desaminacdo de aminoécidos, tanto in vitro como in vivo. A
guantidade de metano produzida em pH 5,7 por bactérias metanogénicas foi seis vezes
menor do que a produzida em pH 6,5. Por outro lado, a desaminacdo foi 2 a 3 vezes

maior em ambiente com pH 6,5 do que em pH 5,7.



Segundo Pitt & Pell (1997), afrequéncia do fornecimento dadieta, adietaem s, 0
FDN efetivo e a taxa de digestdo tiveram um efeito interativo na predicdo da flutuacéo
do pH ruminal. A freqiiéncia minima necessé&ria para manter a estabilidade aumentou
conforme o FDN efetivo reduziu, contudo o FDN minimo exigido para manter o pH
acima de um determinado nivel aumentou conforme a freqiiéncia alimentar reduziu. A
ingestdo de matéria seca e 0 peso corporal tiveram efeitos pequenos na magnitude da

flutuacéo do pH.

2.1.2.Amoénia (NH3)

A ambnia ruminal advém de nitrogénio ndo-protéico da dieta, da degradacdo da
proteina verdadeira dietética e da reciclagem via saliva ou difusdo pela parede ruminal.
Sua remocdo é realizada via incorporagdo em proteina microbiana, passagem ao trato
posterior ou por absorcéo ruminal (Van Soest, 1994).

A producdo de ambnia no rumen € em 30% dos casos, independente da
disponibilidade de carboidratos (Russell et al., 1983). Ja se demonstrou que a maior
parte do nitrogénio proveniente de aminoéacidos € convertida diretamente em um "pool”
de ambnia para ser incorporado em proteina microbiana e que a presenca de
aminoacidos estimula o crescimento microbiano in vitro no processo de fermentacéo
dos carboidratos prontamente disponiveis (Maeng et al., 1976).

A absorcdo de ambnia do rumen varia de acordo com o pH, sendo rapida em pH
acima de 7,5 e muito lenta abaixo de 6,7 (Lavezzo, 1986). Erfle et al. (1982)
encontraram decréscimos ha producdo de ambdnia quando o pH variou de 7,0 a 5,0.
Segundo esses autores, o efeito principal do pH deve-se aparentemente a habilidade de

culturas ruminais em liberar aménia a partir de aminoacidos. A desaminacéo em pH 5,0



foi 10% daguela em pH 7,0. As baixas concentragdes de NHz em pH 5,0 e 5,5 estéo
associadas a fermentagbes com perdas de organismos proteoliticos. Um possivel
beneficio em um decréscimo na protedlise ruminal pode ser um aumento de proteina
dietética escapando a degradacdo ruminal.

Lavezzo (1986) afirma que quando ha N-NHj3 disponivel no rimen, é preciso
haver uma producéo de energia suficiente para garantir uma maxima taxa de
fermentacdo ruminal. Da matéria seca digerivel da racdo, 70 a 85% sdo digeridas pelos
microrganismos ruminais, produzindo células microbianas, AGV, dentre outros.

Quando ocorre acumulo e perdas excessivas de amdnia, com reducdo da eficiéncia
de fixacdo em proteina microbiana, uma suplementacdo energética pode auxiliar esse
aproveitamento da aménia para a sintese microbiana (Karges et a., 1992; Poppi &
McLennan, 1995).

Lanaet al. (1998) demonstraram que em uma reducdo do pH, in vitro, de 6,5 para
5,7, houve uma diminuicdo na producdo de ambnia em bactérias de animais que
receberam dietas contendo apenas forragem, enquanto em bactérias de animais que
receberam 90% de concentrado houve uma producdo similar de amoénia nos dois
diferentes pHs. Estes resultados demonstram que as populacbes microbianas
desaminadoras de aminoacidos sdo distintas nos dois diferentes ambientes ruminais. Em
pH elevado, as bactérias desaminadoras sd0 mais capacitadas a desaminar aminoéacidos

e sdo favorecidas pelo pH do meio, mas sdo pouco tolerantes ao abaixamento do pH.

2.1.3.Acidos graxos volateis (AGV)

A absorcéo das fontes de energia pelos ruminantes € feita, principalmente, através

de acidos graxos volatels, aém de pouco ou nenhum monossacarideo. Durante o



processo de digestdo, todo o carboidrato da dieta € convertido em glicose, que se
apresenta de modo transitorio no rimen, sendo prontamente convertida mediante o
piruvato em &cidos graxos voléteis.

De acordo com Maynard et a. (1984), a absorcdo dos AGVs é feita através de
difusdo. Apds a absorcdo de 80 a 90 % do butirato, metade do propionato pode ser
metabolizado para lactato e piruvato, enquanto quantidade pequena do acetato é
utilizada como fonte de energia no epitélio do rimen e nos musculos. O butirato
absorvido pelo epitélio rumina é convertido em corpos cetbnicos, por isso 0s nivels
desse &cido sdo baixos no sangue, mas pode ser eventualmente metabolizado como
acetil-CoA, com producdo liquida de 25 ATPs por molécula

Quanto ao metabolismo dos AGVs, € evidente o comportamento destes, em que o
acetato passa em grande parte para o fluxo sanguineo, € fosforilado para acetil-CoA e
entra no Ciclo do Acido Tricarboxilico (TCA), necessitando de dois vinculos de energia
para tornar-se ativo. Entdo, ha o fornecimento de 12 moléculas de ATP na oxidacéo,
havendo um ganho liquido de 10 ATPs por molécula de écido acético absorvido, ou
pode também ser utilizado diretamente para a sintese da gordura do leite (Maynard et
al., 1984).

O écido propidnico é removido do sangue porta pelo figado, onde € convertido
em glicose ao entrar inicialmente no ciclo TCA como succinil-CoA, sendo a principal
fonte de glicose para os ruminantes. As reacfes necessitam de trés vinculos de energia
concentrada e duas vitaminas (biotina e vitamina B12), havendo um ganho liquido de 17
ATPs por molécula ou 34 por equivalente de glicose. Neste caso, 0s seis &omos de
carbono, convertidos em glicose, sdo metabolizados para CO, e H,O. Bactérias
produtoras de acido propidnico sdo comuns no ramen e convertem o &cido latico em

acido propidnico como parte normal de seu metabolismo (Dawson & Glenn, 1997).
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A absorcdo dos AGVs é feita pelo rimen, reticulo, omaso e intestino grosso.
Segundo Chase et a. (1977), a absorcdo de AGV's a partir do rimen € imediata, onde
niveis elevados no sangue portal tém sido encontrados ap6s 10 minutos da ingestdo do
alimento.

As proporcdes de AGVs totais sGo mais dependentes do pH ruminal do que da
constituicdo da dieta. Erfle et al. (1982) demonstraram relagdes entre o pH e a producéo
de AGV, encontrando valores de 80 mmoles/dia de AGV em pH 7,0 e 50 mmoles/dia
em pH 5,0. A producdo de &cido acético comegou a diminuir em pH abaixo de 6,5,
obtendo um decréscimo quase linear a partir de pH 5,0. O &cido butirico foi constante a
10 mmoles/dia em pH de 7,0 para 6,0, porém em pH 5,0 caiu para 5 mmoles/dia. O
&cido propibnico foi constante em pH 7 e 6,5 em 12 mmoles/dia, aumentando
gradativamente para 20 mmoles/dia em pH 5,0. Segundo os autores, a relacédo

acetato:propionato diminuiu de 4,3 para 0,9 com o pH sendo alterado de sete para cinco.

2.2. Lipidios

Segundo Church (1988), os lipidios podem ser classificados com base em algumas
caracteristicas, tais como:

1. Comprimento da cadeia: Os acidos graxos podem ter o comprimento da cadeia
variando de apenas um carbono até trinta. Aqueles que possuem cadeia com um a seis
carbonos sdo chamados de écidos graxos volatels;

2. Hidrogenagcdo: Os a&cidos graxos podem estar na forma saturada,
monoinsaturada ou poliinsaturada. Tanto 0 nimero quanto a localizacdo das ligacdes

duplas em cada &cido graxo sdo importantes;
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3. Isdmeros épticos: Quando ligacBes duplas estdo presentes, os acidos graxos
podem apresentar tanto configurag&o cis como trans,

4. LigacOes. Os écidos graxos podem se apresentar como acidos graxos livres ou
esterificados como, por exemplo, os triacilglicerdis.

Segundo Maynard et al. (1984), as gorduras séo definidas como ésteres formados
pela unido de um &cooal triidroxila, o glicerol, e trés moléculas de &cidos graxos. Este
composto pode ser denominado de gordura neutra, triglicerideo ou, mais corretamente,
triacilglicerol. Os tipos e as proporgdes dos &cidos graxos na molécula determinam as
propriedades fisicas e quimicas da gordura, que poderdo variar consideravelmente. Os
Oleos, compostos principalmente de é&cidos graxos insaturados, sdo normamente
liquidos a temperatura ambiente (20°C), enquanto as gorduras, que possuem uma
quantidade substancialmente menor de acidos graxos insaturados, sdo solidas a mesma
temperatura.

De acordo com Church (1988), os microrganismos ruminais modificam
rapidamente os lipidios dietéticos, sendo que, sob condi¢des normais, pouca gordura
escapa do rumen inalterada. Os acidos graxos da dieta de ruminantes sGo normalmente
encontrados na forma esterificada e quando chegam ao rumen sdo hidrolisados
rapidamente pelos microrganismos, liberando &cidos graxos livres e glicerol. Apesar de
a lipdlise ser rgpida, € provavel que sga realizada numa taxa limitada e que
possivelmente sirva para prevenir a formacdo de quantidades excessivas de éacidos
graxos poliinsaturados livres, os quais podem interferir na digestéo da fibra e inibir a
biohidrogenacéo.

O processo de biohidrogenagio resulta na adicdo de jons H* a &cidos graxos
insaturados. Segundo Church (1988), a biohidrogenacdo de acidos graxos insaturados

fornece um importante mecanismo pelo qual os microrganismos podem eliminar o
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hidrogénio do ambiente ruminal reduzido. Se a biohidrogenacéo fosse levada até o final,
todas as duplas ligacOes seriam convertidas em ligagdes simples e, conseqlientemente,
todos os é&cidos graxos seriam saturados. Entretanto, enquanto a maioria dos écidos
graxos insaturados é modificada pelo metabolismo ruminal, a saturacdo ndo ocorre de
forma completa e uma variedade de acidos graxos é produzida como resultado dessa
biohidrogenacdo incompleta.

As bactérias sdo responsaveis pela biohidrogenacdo de acidos graxos insaturados
no rimen, jA os protozo&rios parecem ser de importancia secundaria (Harfoot &
Hazlewood, 1998). Durante varios anos, a Unica bactéria conhecida por ser capaz de
fazer biohidrogenacdo eraa Butyrivibrio fibrisolvens (Kepler et a., 1966). Porém, como
resultado de esforcos em pesquisas, um nimero grande de bactérias ruminais, que tem a
capacidade de fazer biohidrogenacdo de acidos graxos insaturados, foram isoladas
(Harfoot & Hazlewood, 1988). A biohidrogenacéo de &cidos graxos insaturados envolve
Varios passos bioguimicos. Investigagbes com culturas puras sugerem que nenhuma
espécie de bactériaruminal catalise a sequiéncia de biohidrogenacdo completa.

O abaixamento do pH rumina frequentemente resulta em troca da populagéo
bacteriana e em conseqliente mudanca no padréo de fermentacdo dos produtos finais
(Van Soest, 1994). Leat et a. (1977) evidenciaram que mudancas nas populacdes
bacterianas do rimen estdo associadas com modificaces nas vias da biohidrogenacédo e
correlacionaram com o perfil alterado do &cido trans-octadecendico encontrado em
digesta ruminal e em lipidios do tecido animal. Além disso, Griinari et al. (1998)
demonstraram que um ambiente ruminal aterado, induzido pela ingestédo de dietas com
alto nivel de concentrado e baixo nivel de fibra, estd associado com uma mudanca no

perfil do é&cido trans-octadecendico na gordura do leite.
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Segundo Vargas (2001), o efeito depressor dos lipidios sobre o consumo de
matéria seca deve estar relacionado com a inibicdo do crescimento de bactérias
fermentadoras de carboidratos estruturais, reduzindo, assim, a taxa de passagem da
digesta pelo trato gastrintestinal. A inibicdo pode ser direta, conforme mencionado
anteriormente, ou indireta, pela substituicdo do carboidrato por lipidio, mantendo-se as
dietas isocaldricas. Esta inibicdo se deve ao fato de os lipidios ndo serem fonte de
energia para o crescimento microbiano.

A concentracdo ruminal de ambnia e dos acidos graxos volateis de cadeia
ramificada, como o isovalerato, isobutirato e 2-metil butirato, sdo indicativos da
fermentagdo rumina de aminoacidos. Vargas (2001) encontrou boas correlacfes entre
0s niveis ruminais de isovalerato, isobutirato e aménia, confirmando esta observagéo. A
inibicdo no acimulo de ambnia e do isovalerato, por fontes de lipidios, pode ser devido
a0 efeito depressor dos lipidios insaturados sobre a populacdo de bactérias gram-
positivas, fermentadoras obrigatérias de aminoacidos (Russell et a., 1988; Chen &
Russell, 1991).

Ainda ndo foi demonstrado o efeito direto dos lipidios sobre essas bactérias, mas
uma vez que 0s &cidos graxos insaturados apresentam propriedades similares aos
ionéforos, tais como natureza apolar, inibicdo das bactérias ruminais em nivel de
membrana e alteracdo dos parametros de fermentacdo rumina (Chalupa et al., 1986),

pode-se chegar a esta conclus&o.

2.2.1.Sintese de gordura do leite

A sintese de triacilglicerdis da gordura do leite ocorre nas células epiteliais da

glandula mamaria. Os precursores usados para a sintese da gordura do leite sdo glicose,
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acetato e b-hidroxibutirato. Entretanto, alguns acidos graxos provenientes da dieta ou do
metabolismo ruminal e intestinal sdo incorporados a glandula mamaria a partir do
sangue. Uma grande proporcao de triacilglicerdis transportada pelas lipoproteinas do
sangue entra na glandula maméria; desta maneira, os acidos graxos utilizados para
sintetizar os triacilglicerdis provém de duas fontes: lipidios do sangue e sintese de novo
nas células epiteliais mamérias (Hurley, 2002).

Segundo Gonzalez (2001), aproximadamente 25% dos écidos graxos do leite séo
derivados da dieta e 50% do plasma sanguineo. O remanescente é elaborado na glandula
mamdaria a partir de precursores, principalmente o acetato. A glandula mamaria possui a
enzima glicerol-quinase podendo, portanto, produzir glicerol-3-fosfato a partir de
glicerol livre para a sintese de triacilglicerdis. Contudo, cerca de 70% do glicerol
necessario para a sintese de triacilgliceréis na glandula maméria provém da glicose
sanguinea.

Os &acidos graxos de cadeia curta do leite sdo sintetizados na glandula maméria
com participacdo do acetato e, provavelmente, do b-hidroxibutirato. Os &cidos graxos
com 16 carbonos podem vir tanto da sintese na glandula maméria como do sangue. Os
&cidos graxos com 18 carbonos ou mais provém, em quase sua totalidade, dos
triacilglicerdis presentes nos quilomicrons e nas lipoproteinas de baixa densidade do
sangue, mas também podem ter origem dietética ou do tecido adiposo (Gonzalez, 2001).

De acordo com Church (1988), uma reducéo na secrecdo da gordura do leite de
ruminantes pode ser causada pelo consumo de dietas com alto nivel de concentrado,
com baixo nivel de fibra ou pela ingestdo crescente de 6leos vegetais. A depressio da
gordura do leite (Milk Fat Depression) ocorre em resposta a uma reducdo na absorcéo
de acetato em relacdo ao propionato, que hormalmente acontece quando o nivel de fibra

e,ou sua digestibilidade sdo reduzidos. Nesta condicédo, o tecido adiposo compete com a
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glandula mamé&ria pelo acetato e armazena os é&cidos graxos de cadeia longa
provenientes da dieta, ocorrendo, simultaneamente, uma reducdo na mobilizacdo de
&cidos graxos do tecido adiposo.

Existe uma teoria proposta hd mais de 30 anos por Davis & Brown (1970) que
explica 0 mecanismo envolvido na depressdo da gordura do leite como sendo uma
inibicdo da sintese de gordura do leite por um é&cido graxo intermediario especifico,
produzido na biohidrogenacdo ruminal de écidos graxos poliinsaturados. No decorrer de
véarios estudos, a reducdo na porcentagem de gordura do leite foi relacionada a um
aumento nos &acidos graxos trans-C18:1 em sua constituicdo (Erdman, 1996; Griinari et
a., 1998). Porém, andlises detalhadas dos isdmeros trans-C18:1 revelaram que a
reducdo na gordura do leite estava relacionada, especificamente, a um aumento no
trans-10 C18:1 (Griinari et a., 1998). Estudos mais recentes tém mostrado que dietas
que promovem aumentos no conteido de CLA trans-10, cis-12 da gordura do leite estéo

préximas as que induzem depressdo da gordurado leite (Griinari et al., 1999).

2.3. Prépolis

Segundo Park et al. (1998), a prépolis € uma resina de coloracdo e consisténcia
variada, coletada por abelhas da espécie Apis mellifera em diversas partes das plantas,
como brotos e botGes florais, e utilizada pelas abelhas para selar eventuais aberturas na
colméia, para reduzir a entrada de vento e, principamente, para eliminar possiveis
invasores, além de ser usada para embalsamar pegquenos animais mortos pelas abelhas
gue ndo puderam ser retirados, evitando, assim, a putrefacdo. A propolis também é
utilizada como material de construcdo no interior da colméia, soldando favos, quadros e

envernizando o interior dos alvéolos para que a rainha faga postura. Durante a coleta da
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prépolis, as abelhas misturam a cera e a prépolis coletada juntamente com a enzima 13-
glicosidase presente na sua saliva, ocasionando a hidrélise dos flavondides glicosilados
em flavondides agliconas.

Dentre os produtos apicolas, tais como mel, geléia real, pdlen, entre outros, a
prépolis vem se destacando tanto por suas propriedades terapéuticas e por sua atividade
antimicrobiana, antiinflamatoria, cicatrizante e anestésica, quanto pela possibilidade de
aplicagdo nas industrias farmacéuticas e alimenticias, na forma de alimentos funcionais.
Atualmente existem diversos produtos contendo propolis comercializados em todo o
mundo, principamente no Japdo, tais como balas, chocolates, doces, xampus,
cosmeéticos, solucdes anti-sépticas, pastas dentais, entre outros (Park et al., 1998).

Os efeitos terapéuticos tém sido atribuidos aos diversos compostos fendlicos que
compdem a propolis. Destes, os flavondides podem ser considerados os principais
compostos, encontrando-se ainda alguns acidos fendlicos e seus ésteres, aldeidos
fendlicos, dcoois e cetonas (Bankova et al., 1992). Fatores como a ecologia vegetal da
regido onde a propolis foi coletada e até mesmo a variabilidade genética das rainhas
também influenciam na composi¢ao quimica da prépolis (Park et al., 1998).

Segundo Marcucci (1998), os compostos fendlicos caracterizam-se pela presenca
de pelo menos um grupo hidroxila ligado diretamente a um anel aromatico. Os
flavondides sdo quimicamente classificados de acordo com a presenca ou ndo de um
anel central, de uma dupla ligagdo no anel e de um grupo hidroxila a ele ligado. Desta
forma, algumas classes de flavondides que podem estar presentes em produtos apicolas
merecem ser citados, tais como: flavonas, flavanonas, flavondis, diidroflavondis,
isoflavonas e chal conas.

A atividade antimicrobiana da propolis ocorre pela inibicdo de bactérias

classificadas como gram-positivas (Ghisalberti, 1979; Vargas et a., 1994; Goulart,
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1995; Park et a., 1998; Park et al., 2000). Foi constatada recentemente a inibicdo do
crescimento de bactérias gram-positivas, responsaveis pela incidéncia de mastite em
bovinos leiteiros (Pinto, 2001). Entretanto, ndo ha relatos da aplicabilidade da propolis
como aditivo nutricional para ruminantes e de seus efeitos sobre a microbiota ruminal.
Se a propolis atua sobre as bactérias gram-positivas ruminais, espera-se que sua adicdo a
racdo e em cultivos de microrganismos in vitro, assim como ocorre com os ionéforos,
inlbba o crescimento de bactérias proteoliticas (Hino & Russell, 1987) e,
conseguientemente, a desaminacdo e a protedlise (Russell & Martin, 1984).

Segundo Stradiotti Jr. et al. (2001), os extratos de propolis obtidos através das
técnicas de extragdo em etanol (99,5%) e de extracdo em etanol hidratado (70%) foram
eficientes na reducéo da atividade especifica de producdo de aménia (AEPA) pela
microbiota ruminal, sendo a extracéo com 70% de etanol a mais eficiente, pois, mesmo
quando diluida a 33,3%, causou os maiores valores de inibicdo (78%).

Park et al. (1998) observaram que a maioria dos flavondides foi extraida nas
concentractes al codlicas entre 60 e 80%. Os mesmos autores também verificaram maior
percentagem de inibicdo do crescimento microbiano proporcionado pelos extratos
etandlicos de propolis de 60 a 80%, com decréscimos nesta atividade nas percentagens
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 extracdo dos
compostos terapéuticos da propolis.

Em trabalhos in vitro, a monensina (5 nmol) diminuiu de 33 a 36% a atividade de
desaminagdo pela microbiota, quando incubada em um meio contendo 15 g/L de caseina
hidrolisada (Chen & Russell, 1991; Yang & Russell, 1993); e estes valores foram
inferiores aos observados por Stradiotti Jr. et al. (2001) com prépolis, o que indica que a

prépolis tem potencial parareduzir a atividade de desaminagéo ruminal.
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Em experimentos in vitro, Stradiotti Jr. et a. (2002) avaliaram a eficiéncia do
extrato etandlico de prépolis em inibir a producéo de gases oriundos da fermentacéo de
diferentes alimentos e verificaram que ele reduziu a producéo final total e a producéo
final de gases para carboidratos fibrosos e, ainda, observaram que o maior nivel de
extrato de prépolis (66,7%) mostrou-se eficiente tanto para carboidratos fibrosos quanto
para nao-fibrosos.

Stradiotti Jr. et a. (2001) verificaram que o0 extrato de prépolis ndo afetou o
consumo de matéria seca, 0 pH e a ambnia ruminais e a concentragdo de proteina
microbiana no liquido ruminal; entretanto, a propolis inibiu a desaminacdo pelos
microrganismos ruminais, indicando que, apesar de ndo ter reduzido o nivel ruminal de
amobnia, ha a possibilidade de este efeito ocorrer em outras situagdes, como em dietas
contendo ata taxa de proteina degradavel/carboidrato fermentdvel. Também ha
expectativas de que a propolis possa ter efeito benéfico na reducdo da relacéo
acetato: propionato, na producdo de metano e no aumento no teor de acido linoléco

conjugado no leite.
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Capitulo 01 — Oleo de Soja e Propolis na Alimentag&o de Cabras L eiteiras:

Consumo de M atéria Seca e de Nutrientes e Par @metr os de Fer mentagdo Ruminal

RESUMO — O objetivo deste ensaio foi verificar os efeitos da adicdo de niveis
crescentes de Oleo de soja, extrato etandlico de propolis e propolis bruta moida na
alimentacéo de cabras leiteiras sobre o consumo de matéria seca e de nutrientes e alguns
paréametros de fermentacdo ruminal, como pH, aménia (NHs), acidos graxos voléteis
(AGV) e atividade especifica de producdo de aménia (AEPA) pela microbiota ruminal.
Foram utilizadas seis cabras Alpinas fistuladas no ridmen, em seis periodos
experimentais. As dietas foram compostas de 67% de silagem de milho e 33% de
concentrado a base de fuba de milho e farelo de soja. Os animais foram submetidos aos
tratamentos controle, seguido de cinco nivels crescentes de 6leo de soja, extrato
etandlico de propolis e propolis bruta moida. Nao houve efeito de tratamento sobre as
variaveis relacionadas ao consumo, exceto pelo aumento do consumo de extrato etéreo
no tratamento contendo 6leo de soja. Contudo, houve tendéncias de diminuicdo da
concentracdo de butirato nos tratamentos contendo propolis bruta moida e 6leo de sojae
de reducdo da relacdo acetato: propionato nos tratamentos contendo extrato etandlico de

prépolis e 6leo de soja.

Palavras-chave: acidos graxos volateis, amdnia, consumo, 6leo de soja, pH, prépolis

25



Chapter 1 - Soybean Oil and Propolisin the Diets of Dairy Goats. Dry Matter and

NutrientsIntake and Ruminal Parameters

ABSTRACT - The objective of this assay was verify the effects of the addition of
growing levels of soybean oil, ethanolic extract of propolis and grinded crude propolis
in the diets of dairy goats on dry matter and nutrients intake and some ruminal
parameters, such as pH, ammonia (NHs), volatile fatty acids (VFA) and specific activity
of ammonia production (SAAP) by the ruminal microbiota. Six rumina fistulated
Alpine female goats were used in six experimental periods. The diets contained 67%
corn silage and 33% concentrate based on corn and soybean meal. The animals were
submitted to control treatment, and five increasing levels of soybean oil, ethanolic
extract of propolis and grinded crude propolis. There was no treatment effect on the
intake variables, except by increasing on Ethereal extract intake in the treatment
containing soybean oil. However, there were trends for decrease in butyrate in the
treatments with grinded crude propolis and soybean oil and decrease in
acetate:propionate ratio in the treatments with ethanolic extract of propolis and soybean

oil.

Key Words: ammonia, intake, pH, propolis, soybean ail, volatile fatty acids
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1. Introducéo

O rumen, embora sgja um 6rgédo bem tamponado por bicarbonatos e fosfatos
advindos da saliva e de proteinas e &cidos graxos voléateis produzidos in loco, pode ter
seu pH dterado em valores que variam de 7,0 até valores menores do que 5,0,
dependendo das diferentes dietas fornecidas ao anima (Russell & Hino, 1985). Em
dietas com altas quantidades de concentrado, normamente ocorre uma reducéo da
digestéo da fibra em conseqiiéncia do abaixamento do pH no rdmen, reduzindo a
eficiéncia de utilizagdo dessafonte de energia (Hoover, 1986; Lana et al., 1998).

A digestdo da celulose pode ser severamente inibida, mesmo quando ocorre
pequeno declinio no pH rumina (Russell & Wilson, 1996). Segundo Russell &
Dombrowski (1980), o crescimento das principais bactérias celuloliticas €
comprometido em pH em torno de 6,0 e 6,1 e totalmente inibido em valores abaixo de
5,9, mesmo apobs a realizacdo de adaptacdo para pH baixo. Muitas bactérias ruminais,
que ndo sdo celuloliticas, podem apresentar menor sensibilidade a baixos valores de pH
em relacdo as bactérias celuloliticas, mas pouco se sabe como o pH age inibindo estas
bactérias.

Segundo Hobson et a. e Walin, citados por Barbosa (2000), estudos entre pH e
concentragdes de acidos graxos voléteis ja foram realizados e mostraram que a limitacéo
do crescimento pela acidez (pHES5,1) pode ser explicada pela presenca de nivels
relativamente altos de &cidos graxos volateis no meio, que, na sua forma nédo dissociada,
s80 toxicos para as bactérias.

A ambnia ruminal advém de nitrogénio ndo-protéico da dieta, da degradacdo da

proteina verdadeira dietética e da reciclagem via saliva ou difusdo pela parede ruminal.
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Ja a sua remocéo € realizada via incorporacdo em proteina microbiana, pela passagem
ao trato posterior ou por absor¢do ruminal (Van Soest, 1994).

Van Nevel & Demeyer (1988) observaram a reducdo da concentracdo de NH3
ruminal em animais que receberam 6leo na dieta. Isto ocorreu, provavelmente, devido
a0 efeito sobre a defaunagd eou pela reducdo na populacdo de bactérias
desaminadoras. Estes resultados foram confirmados por Lana & Russell (1996), ao
verificar que o 6leo de milho, similarmente aos ion6foros monensina e lasalocida,
aumentou a resisténcia das bactérias ruminais a perda do potassio intracelular, quando
as bactérias foram submetidas a niveis crescentes de ionéforos in vitro.

Lipidios insaturados inibem as bactérias ruminais gram-positivas e estimulam
aquelas produtoras de propionato, causando decréscimo na relacdo acetato: propionato e
na producdo de metano (Richardson et a., 1984; Chalupa et al., 1986). O aumento da
proporcdo molar de propionato € devido ao aumento da producdo, com concomitante
reducdo da producéo de acetato e butirato (Van Nevel & Demeyer, 1988).

Christensen et al. (1994) ndo observaram efeito da adicéo de éleo de milho e sebo
bovino em dietas sobre o pH ruminal, mas as concentragdoes de amonia foram reduzidas
e as de isovalerato tenderam a reduzir. Vargas (2001) verificou aumento do pH pela
fonte de lipidio, especialmente grdo de soja, e tendéncia a reducdo na producdo de
amonia e isovaerato, e concluiu que o aumento do pH foi provavelmente devido a
gueda no consumo de matéria seca e a menor fermentacdo ruminal, que proporciona
menor acumulo de &cidos graxos voléteis, principal fator de reducédo do pH.

De acordo com Park et a. (1998), a prépolis € uma resina de coloracéo e
consisténcia variada, coletada por abelhas em diversas partes das plantas. Seus efeitos
terapéuticos tém sido atribuidos aos diversos compostos fendlicos que a compdem. A

atividade antimicrobiana da prépolis ocorre pela inibicdo de bactérias classificadas

28



como gram-positivas (Park et al., 2000). Foi constatada, recentemente, a inibicdo do
crescimento de bactérias gram-positivas, responsaveis pela incidéncia de mastite em
bovinos leiteiros (Pinto, 2001); entretanto, ndo ha relatos da aplicabilidade da propolis
como aditivo nutricional para ruminantes e de seus efeitos sobre a microbiota ruminal.
Este ensaio visou avaliar os efeitos da adicéo de niveis crescentes de 6leo de soja,
extrato etandlico de propolis e propolis bruta moida na alimentacdo de cabras leiteiras
sobre 0 consumo de matéria seca e de nutrientes e parametros de fermentagdo ruminal,

bem como o nivel 6timo dos aditivos testados.

2. Material e Mé&odos

O ensaio foi realizado no Setor de Caprinocultura e as anaises bromatol 6gicas
foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal, ambos do Departamento de
Zootecnia. As andises de ambdnia (NHz) ruminal e atividade especifica de producéo de
ambnia (AEPA) pela microbiota ruminal foram redlizadas no Laboratério de
Anaerébios do Departamento de Microbiologia e as de acidos graxos voléteis (AGV) no
liquido ruminal foram realizadas no Laboratério de Cromatografia do Departamento de
Quimica, todos da Universidade Federal de Vicosa— MG.

A cidade de Vicosa 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 dtitude de 649 m. O clima de
Vicosa € subtropical, com inverno frio e seco e verdo quente e Uumido, sendo
classificado como Cwa subtropical. A precipitacdo pluviométrica anual média é de
1.342 mm, sendo que 80% das chuvas ocorrem entre os meses de outubro a marco,

periodo chuvoso, e os 20% restantes entre os meses de abril a setembro, periodo seco. A
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temperatura média das maximas é de 26,1°C e das minimas de 14°C, com umidade
relativa do ar de 80%.

Foram utilizadas seis cabras multiparas, fistuladas no rimen e com peso Vvivo
médio de 70 kg. Os animais receberam a mesma dieta durante os seis periodos
experimentais, composta de 67% de silagem de milho e 33% de concentrado a base de
fuba de milho e farelo de soja (Tabela 1). A composicdo bromatoldgica da silagem de
milho, do concentrado e da dieta total encontra-se na Tabela 2.

Os tratamentos se diferenciaram pela adicdo de niveis crescentes de 6leo de soja
(0; 1,5; 3,0; 4,5; 6,0 e 7,5% da dieta fornecida em %M YS), extrato etandlico de prépolis
(0; 1,0; 2;0; 4,0; 8,0 e 12,0 mL/animal/dia) e propolis bruta moida (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e
6,0 g/animal/dia), conforme apresentado na Tabela 3. A extracdo da propolis foi feita de
acordo com a técnica descrita por Stradiotti Jr. et al. (2001), utilizando-se 50% p/v de
propolis bruta moida em solucdo alcodlica a 70% em agua, por um periodo de dez dias,
seguido de filtragem em papel defiltro.

O ensaio consistiu de seis dias de adaptacdo para cada nivel de 6leo de soja,
extrato etandlico de prépolis e prépolis bruta moida e um dia de coleta de liquido
ruminal e de amostras de volumoso e concentrado fornecidos, totalizando 42 dias, em

seis periodos experimentais.
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Tabela 1 — Proporcéo dos ingredientes (%M S) usados nos trés tratamentos

Alimento Proporcédo dos ingredientes (YoM S)
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 NH3 0,33
Nucleo mineral 1,31
NDT" 69,32
PB* 15,11
EE 2,76

Valores calculados com base no banco de dados de composicdo de alimentos do Sistema Vigosa de
Formulagdo de Ragdes (Lana, 2000); NDT = nutrientes digestiveis totais; PB = proteina bruta; EE =
extrato etéreo.

Tabela 2 — Composicdo bromatoldgica (%M S) da silagem de milho, do concentrado e

dadietatotal
Item Silagem de milho Concentrado  Dietatotal
Matéria seca 28,09 87,17 47,58
Matéria organica 94,27 91,87 93,47
Proteina bruta 3,98 17,62 8,48
Extrato etéreo 1,24 0,24 0,91
Fibra em detergente neutro® 45,81 0,95 31,01
Carboidratos ndo-fibrosos 43,24 73,06 53,08

IFibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina.

Tabela 3 — Niveis utilizados de cada aditivo nutricional, de acordo com os tratamentos e
periodos experimentais

Tratamento
Periodo  Oleo de soja Extrato etandlico de prépolis Propolis bruta moida
(% daMS) (mL/animal/dia)* (g/animal/dia)

1° 0 0 0

2 15 1,0 0,5
3 3,0 2,0 1,0
4 4,5 4,0 2,0
5 6,0 8,0 4,0
6 7,5 12,0 6,0

Utilizou-se 50% plv de prépolis bruta moida em solucéo alcodlica a 70% em &gua, por um periodo de
dez dias, seguido de filtragem em papel de filtro;

2Periodo 1= Controle.
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Os animais foram vermifugados e pesados antes de iniciar 0 experimento e
colocados em baias individuais de digestibilidade, providas de bebedouros autométicos
e comedouros. As dietas foram fornecidas ad libitum, de maneira que houvesse pelo
menos 5% de sobras. Os animais foram alimentados individualmente &s 8, 12 e 16 horas
e receberam o concentrado juntamente com o volumoso. Nos periodos de adaptacdo e
de coletas, foram feitas pesagens da silagem e do concentrado oferecidos e das sobras.

As sobras de cada animal foram amostradas todos os dias, delas foram construidas
amostras compostas referentes a cada periodo experimental para determinagdes do teor
de matéria seca (MS) a 105°C, matéria organica (MO), proteina bruta (PB) e extrato
etéreo (EE), utilizando as técnicas descritas por Silva (1998), e fibra em detergente
neutro (FDNcp), segundo Van Soest et al. (1991), assim como para determinagdes do
volumoso e do concentrado fornecidos.

Para a determinagdo do pH, concentracdo de amonia (NHs) e de &cidos graxos
voléeis (AGV) no liquido ruminal, as amostras foram coletadas manualmente, via
fistula de rimen, e, em seguida, filtradas em gaze. Para a leitura imediata do pH no
liquido ruminal, foi utilizado potenciémetro. Os tempos de coleta foram de 0, 3, 6 € 9
horas, apds a alimentacéo da manha.

As amostras do liquido ruminal, para analise de aménia (NH3), foram colocadas
em tubos eppendorf de 1,5 mL e centrifugadas a 5.200 x g por 10 minutos, retirando-se
0 sobrenadante com uma seringa até completar outro tubo eppendorf, para posterior
congelamento. A concentragdo de amonia foi determinada pela técnica colorimétrica
descrita por Chaney & Marbach (1962).

As amostras do liquido ruminal, para andlise de AGV, foram colocadas em tubos

eppendorf de 1,5 mL e centrifugadas a 13.000 x g por 20 minutos, retirando-se 500
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do sobrenadante e colocando-os em tubos vial de 2 mL, juntamente com 500 ni de
acido meta-fosforico a 25%.

As andlises dos liquidos sobrenadantes foram realizadas no cromatégrafo a gés,
modelo Shimadzu GC/17A, com auto-injetor Shimadzu AOC17, que, através de um
modulo de comunicacdo Shimadzu CBM — 101, foi acoplado a um microcomputador
Pentium 100 com o software Class — GC10, versdo 1.6.1.

Os AGV's foram separados em uma coluna Nukol ™ capilar, de silica fundida (30
m x 0,25 mm x 0,25 mm Film Thikness, Supelco, Inc., Bellefonte, PA). O detector
utilizado foi o de ionizac&o de chama (FID). O gés de arraste usado foi 0 nitrogénio e os
gases que formam a chama foram o hidrogénio e ar sintético. Os padrdes de AGV foram
do kit de écidos organicos Supel co.

Para a determinacdo da atividade especifica de producdo de ambénia (AEPA) pela
microbiota ruminal, as amostras foram coletadas 3 horas ap6s a alimentacdo da manha,
como descrito anteriormente, acondicionadas em frascos de vidro com tampa e levadas
a sala de incubacdo. As amostras ficaram em repouso durante 40 minutos para que
ocorresse decantacdo e separacdo de particulas alimentares. Foram transferidos (em
duplicata) 9 mL do liquido ruminal para tubos de incubacdo, que foram preenchidos
com CO; e vedados com rolha de borracha. No tempo zero, 1 mL de solucdo anaerdbica
de Trypticase (BBL Microbiology Systems, Cockeysville, MD) foi adicionado aos
tubos (15 g/L de concentracdo final), sendo estes incubados a 39°C por quatro horas.
Foram coletados 1,5 mL do meio imediatamente antes e apds a incubacdo e
armazenados a —15°C, para posterior mensuracdo de amonia pela técnica colorimétrica
proposta por Chaney & Marbach (1962).

A concentracdo de proteina bacteriana foi determinada pela técnica colorimétrica

descrita por Lowry et al. (1951). Para isso, foram centrifugados 1,5 mL do liquido
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sobrenadante a 13.000 x g, por cinco minutos, seguindo-se de sucessivas ressuspensoes
e centrifugacbes do pellet bacteriano em solugdo de NaCl a 0,9% (p/v),
restabelecimento do volume final com solugdo fisiologica para 1,5 mL e
armazenamento em tubos eppendorf a—15°C, para posterior analise.

A AEPA foi determinada medindo-se a quantidade de NH3 produzida por mg de
proteina bacteriana por minuto (Lana & Russell, 1997), conforme aférmula a seguir:

mM NH;g x 1.000.000

AEPA = Proteina microbiana (mg), dada em nmol NH3/mg proteina/minuto

Tempo (min)

em que:

nmM NH3 = concentracdo final —inicial de aménia (mM); e

Proteina microbiana = concentragdo inicial (mg/L).

Foram utilizadas andlises de regresséo para determinar o efeito de niveis de éleo
de soja e prépolis sobre os parémetros avaliados e teste de média para comparar 0s
diferentes tratamentos. Como no primeiro periodo experimental 0s seis animais
receberam apenas dieta controle, o tratamento controle consistiu da média dos valores
de trés animais, um de cada tratamento, em duplicata. As outras seis unidades
experimentais utilizadas nas andlises estatisticas consistiram da obtengdo das médias,
por cabra, dos parametros analisados (CMS, CMO, CPB, CEE, CFDN, CCNF, AGV,
NHs, pH e AEPA), provenientes dos cinco nivels dos produtos testados (OLS, EEP e
PBM). As andlises estatisticas foram feitas usando o procedimento GLM do MINITAB

(Ryan & Joiner, 1994) ao nivel de 5% de probabilidade.
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3. Resultados e Discussao

Ndo houve efeito de tratamento (6leo de soja, extrato etandlico de propolis e
prépolis bruta moida) e interacdo tratamento* nivel sobre o CMS, CMO, CPB, CFDN e
CCNF, concentracdo de AGV no liquido ruminal, pH e concentracdo de NH3 ruminais e
atividade especifica de producéo de amdnia (AEPA) pela microbiota ruminal.

N&o houve efeito de tratamento sobre as varidveis relacionadas ao consumo
(P>0,05), exceto pelo aumento do consumo de extrato etéreo no tratamento contendo

0leo de soja (P<0,01) (Tabela4).

Tabela 4 — Vaores médios dos consumos de matéria seca (CMS), matéria organica
(CMO), proteina bruta (CPB), extrato etéreo (CEE), fibra em detergente
neutro (CFDN) e de carboidratos néo-fibrosos (CCNF), em funcdo dos
tratamentos e erro padrao da média (EP)

Tratamento
Parametro CON! OLS® EEPP PBM? EP  Probabilidade
CMS (kg/animal/dia) 1,30 123 1,38 1,32 0,308 0,99
CMS (%PV) 197 1,70 1,88 188 0,271 0,91
CMS (g/kg PV2 ™) 56,30 49,59 54,94 54,45 9,055 0,95
CMO (kg/animal/dia) 1,23 1,15 1,29 1,24 0,290 0,99
CPB (kg/animal/dia) 0,118 0,11 0,122 0,115 0,026 0,99
CEE (kg/animal/dia) 0,012 0,064 0,016 0,012 0,004 0,001
CFDN (kg/animal/dia) 0,355 0,344 0,401 0,378 0,091 0,97
CCNF (kg/animal/dia) 0,743 0,688 0,764 0,730 0,166 0,99

CON* = controle; OLS = 6leo de soja; EEP® = extrato etandlico de propolis; PBM* = prépolis bruta
moida.

Os dados de consumo diario de MS apresentados neste ensaio sdo inferiores aos
encontrados por Gongalves et a. (2001), que variaram de 2,33 a 2,35 kg para cabras
secas que receberam 20 e 40% de concentrado, respectivamente, ocorrendo de forma
semel hante para os valores de consumo de FDN, que foram de 1,34 e 1,01 kg.

Na Figura 1 verificase que ndo houve efeito de tratamento, interacéo

tratamento*tempo, bem como nivel*tratamento*tempo sobre o pH e sobre a
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concentracdo de aménia ruminal. Entretanto, quando se utilizou val ores médios de todos
os tratamentos nos tempos 0, 3, 6 e 9 horas, observou-se aumento da concentracéo de
amobnia e diminuicdo do pH em funcdo do tempo de coleta de liquido ruminal. Desta
forma, ndo houve estabilidade das condic¢des ruminais ao se fornecer a alimentagcdo aos

animais trés vezes ao dia, nos horérios de 8, 12 e 16 horas.

24 y =1,145x + 10,624

OpH R?=0,9747
21 1 ENH3, mg/dL

9
6 —— S —
3 y =-0,1048x + 6,6505
R?=0,9752
0 T T T 1
0 3 6 9
Tempo (horas)

Figura 1 — Valores de pH e concentracdo de NH3 ruminal em funcdo dos tempos de
coleta de liquido ruminal.

Os valores de pH de 6,6 a 5,6, no decorrer de nove horas ap6s a alimentacéo, para
animais que receberam 33% de concentrado, foram inferiores aos encontrados por
Gongalves et a. (2001) que, em experimento com cabras leiteiras recebendo dietas
compostas por diferentes relagbes volumoso:concentrado, observaram valores de pH
variando de 6,5 a 6,9 ao longo de 24 horas, para os animais que receberam 40 e 20% de
concentrado, respectivamente.

Lavezzo et al. (1998) encontraram pH médio de 6,69 e concentracdo média de
amonia de 7,02 mg/dL de fluido ruminal de ovinos alimentados com silagem de milho.
O valor de pH foi superior ao valor médio observado neste experimento (6,2) e a
concentracdo de amonia correspondeu a metade (15,77 mg/dL), o que sugere rapida

degradacdo da silagem de milho e do concentrado fornecidos, provavelmente devido a
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rapida velocidade de degradacdo das fracOes protéica e fibrosa dos alimentos em
questéo.

Lavezzo (1986) afirma que a absor¢éo de ambnia do rimen varia de acordo com o
pH, sendo rgpida em pH acima de 7,5 e muito lenta abaixo de 6,7 e que quando ha N-
NH3 disponivel no ramen, € preciso haver uma producdo de energia suficiente para
garantir uma maxima taxa de fermentacdo ruminal.

Pode-se verificar, na Tabela 5, tendéncias de reducdo da concentracéo de butirato
no liquido rumina dos animais que receberam 6leo de soja e propolis bruta moida e de
reducéo da relagdo acetato:propionato nos tratamentos com 6leo de soja e extrato de

propolis.

Tabela 5 — Parametros de fermentacéo ruminal em funcéo dos tratamentos e erro padréo

damédia (EP)
Tratamento
Parametro CON' OLS® EEP° PBM® EP  Probabilidade
pH 6,29 6,30 6,11 6,03 0,10 0,28
NH3 (mg/dL) 1006 783 859 1095 2,77 0,69
AEPA® 2800 3231 36,17 30,25 542 0,75
Acetato (mM) 4406 43,17 48,06 4536 4,50 0,88
Propionato (mM) 10,75 12,04 12,39 942 091 0,23
Butirato (mM) 5,05 295 4,15 3,17 0,58 0,17
AGV tota (mM) 59,86 58,16 646 57,95 543 0,81
Acetato: propionato 4,32 365 384 485 0,29 0,14

CON* = controle; OLS = 6leo de soja; EEP® = extrato etandlico de propolis; PBM* = prépolis bruta
moida; AEPA® = atividade especifica de producéo de amdnia, (nmol NHz/mg PM/minuto).

Van Nevel & Demeyer (1988) observaram reducdo da concentracdo de NHj
ruminal em animais que receberam Oleo na dieta, corroborando com os dados
encontrados neste trabalho (22,17% em relacdo a dieta controle). Isto ocorreu,
provavelmente, devido ao efeito depressor do Oleo sobre 0s protozodrios e,ou, pela

reducdo de bactérias desaminadoras de aminoéacidos.
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Stradiotti Jr. et. al. (2001) verificaram que o EEP n&o afetou o CMS, o pH e as
concentraces de amdnia e de proteina microbiana no liquido de rimen, mas, inibiu a
atividade especifica de producdo de amoénia (AEPA) pelos microrganismos ruminais. Os
valores de AEPA apresentados por estes autores foram 11,65 e 8,10 nmol/mg PM/min
para os tratamentos controle e extrato etandlico de propolis, respectivamente, os quais
divergem dos verificados neste experimento (28,00 e 36,17 nmol/mg PM/min). Isto
provavelmente pode ter ocorrido pela utilizacgo de prépolis de origens diferentes, bem
como por modificagdes acrescentadas a metodol ogia de extracéo.

Lavezzo et al. (1998) observaram as concentragdes dos AGVsnostempos 1, 3e6
horas, apbs a aimentacdo de ovinos e encontraram, para &cido acético, médias de 37,05;
35,28 e 38,11 mM de fluido ruminal, respectivamente. Tais valores estdo muito aquém
dos observados neste ensaio. Ja itavo et al. (2000), utilizando feno de aveia e silagem de
bagaco de laranja na alimentacdo de ovinos, encontraram concentracdes médias para
acetato, propionato e butirato de 40,83; 12,77 e 5,77 mM, respectivamente; valores

proximos aos apresentados hesta pesquisa.
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4. Conclusdes

A proépolis ndo afeta o consumo de matéria seca e de nutrientes, assim como 0s
parametros de fermentacdo ruminal. No entanto, sugere-se realizar mais pesquisas para
avaliar o efeito da propolis na fermentacdo ruminal, uma vez que existem trabalhos que
demonstram seus efeitos antimicrobianos in vitro e devido as tendéncias de reducdo da
concentracdo de butirato no liquido ruminal dos animais submetidos ao tratamento com
prépolis bruta moida e de reducdo da relacdo acetato:propionato para os animais que

receberam extrato etandlico de propolis.
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Capitulo 02 — Oleo de Soja e Propolis na Alimentag&o de Cabras L eiteiras:
Consumo e Digestibilidade de M atéria Seca e de Nutrientes, Producéo e

Composicao do L eite e Parametros de Fer mentacdo Ruminal

RESUMO — O objetivo deste experimento foi verificar os efeitos da adicdo de
0leo de soja e de extrato etandlico de propolis na alimentacdo de cabras |eiteiras sobre o
consumo e a digestibilidade de nutrientes, producdo e composicéo do leite e alguns
parametros de fermentagdo ruminal. Foram utilizadas dezesseis cabras Alpinas, sendo
gue quatro animais estavam fistulados no rimen. Os animais foram al ocados em quatro
guadrados latinos, 4x4, em um arranjo fatorial 2x2 dos tratamentos. Foram adicionados
ao concentrado 0 ou 120 g de dleo de soja e 0 ou 10 mL de extrato etandlico de
prépolisanimal/dia. As dietas foram isoprotéicas, com 14% de PB e compostas de 67%
de silagem de milho e 33% de concentrado a base de fuba de milho e farelo de soja,
diferindo entre s pela auséncia ou presenca de 6leo de soja e extrato etandlico de
prépolis. O dleo de soja reduziu os consumos de matéria seca (%PV e g/kg PV®™), de
fibora em detergente neutro (FDN) e de carboidratos ndo-fibrosos, reduziu a
digestibilidade da FDN, aumentou a digestibilidade da proteina bruta e do extrato etéreo
e o teor de nutrientes digestiveis totais (NDT); diminuiu a producdo e aumentou os
percentuais de gordura, proteina e solidos totais no leite; aumentou o pH e reduziu a
relacdo acetato:propionato no liquido ruminal. Houve interacdo entre 6leo de soja e
extrato etandlico de propolis sobre os consumos de MS (kg/animal/dia), MO, PB, EE,
FDN e CNF, em que o extrato etandlico de propolis aumentou 0S consumos para 0s
animais submetidos ao tratamento sem 6leo de soja e reduziu 0s consumos quando o
0leo de soja estava presente na dieta. Houve, ainda, tendéncias de reducdo do percentual

de acetato e darelacdo acetato: propionato pelo uso de extrato etandlico de propolis.

Palavras-chave: composicdo do leite, consumo, digestibilidade, extrato etandlico de

propolis, 6leo de soja, producéo de leite
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Chapter 2 — Soybean Oil and Propolisin the Diets of Dairy Goats: Dry Matter and
Nutrients Intake and Digestibility, Milk Production and Composition and Ruminal

Parameters

ABSTRACT - The objective of this experiment was verify the effects of soybean
oil and ethanolic extract of propolis in the diets of dairy goats on intake and on
digestibility of nutrients, milk production and composition and some ruminal
parameters. Sixteen Alpine female goats were used, in which four animals were
fistulated in the rumen. The animals were allocated in four 4x4 Latin squares, in a 2x2
factorial arranjement of treatments. It was added to the concentrate O or 120 g of
soybean oil and 0 or 10 mL of ethanolic extract of propolis/animal/day. The diets had
the same protein content, with 14% CP and contained 67% corn silage and 33%
concentrate based on corn and soybean meal, differing to each other by the absence or
presence of soybean oil and ethanolic extract of propolis. The soybean oil decreased the
intakes of dry matter (%BW and g/kg BW®™), neutral detergent fiber (NDF) and non
fiber carbohydrates; decreased the digestibility of NDF, increased the digestibilities of
crude protein and ether extract and increased the total digestible nutrients content
(TDN); decreased the production and increased the percentual contents of fat, protein
and total solids in the milk; increased the pH and decreased the acetate: propionate ratio
in the ruminal fluid. There was interaction between soybean oil and ethanolic extract of
propolis on the intakes (kg/animal/day) of DM, OM, CP, EE, NDF and NFC, in which
the ethanolic extract of propolis increased the intakes in the animals submitted to the
treatment without soybean oil and decreased the intakes when the soybean oil was
present in the diet. There was, in addition, trends for reduction of the percentual of
acetate and the acetate: propionate ratio by using the ethanolic extract of propolis.

Key Words. composition of the milk, digestibility, ethanolic extract of propolis, intake,
milk production, soybean ail



1. Introducéo

O rumen fornece ambiente adequado para a existéncia de microrganismos, pois
possui temperatura entre 39 e 40°C, anaerobiose, constante fluxo de alimentos e pH
entre 5,5 e 7,0. Isto permite aos microrganismos realizarem a fermentacéo dos alimentos
ingeridos pelo animal, suprindo o hospedeiro com diversos produtos finais advindos
dessa fermentacéo, favorecendo, portanto, uma relacdo simbiontica.

A aménia rumina advém de nitrogénio ndo-protéico da dieta, da degradacéo da
proteina verdadeira dietética e da reciclagem via saliva ou difusdo pela parede ruminal.
Sua remocdo € realizada via incorporacdo em proteina microbiana, passagem ao trato
posterior ou por absorcado ruminal (Van Soest, 1994).

Para que ocorra maxima digestdo da matéria seca no rimen, é necessario uma
concentracdo de 5 mg/dL de nitrogénio na forma de amonia (NRC, 1996). Porém, Leng
(1990) indica, para as regides tropicais, concentragcOes superiores a 10 mg/dL, para
maximizacdo da digestdo ruminal da matéria seca e superiores a 20 mg/dL, para
maximizagdo do consumo. Segundo Russell et al. (1992), a producédo e absorcdo
excessivas de amobnia aumentam a excrecdo de N pela urina e 0 custo energético de
producdo de uréia.

Quase todos os acidos graxos insaturados de plantas apresentam configuragdo cis
entre os d&tomos de carbono que possuem dupla ligacdo. De acordo com Church (1988),
0S microrganismos ruminais produzem uma variedade de isdmeros do tipo trans, como
também alteram o comprimento da cadeia, trocam as posi¢cdes das duplas ligacles e
produzem cadeias impares e ramificadas de acidos graxos. Isto evidencia o fato de que a
gordura depositada e secretada pelos ruminantes € diferente da gordura fornecida

através da dieta.
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Lipidios tém sido utilizados para aumentar a densidade energética das dietas, uma
vez gque a gordura tem 2,25 vezes mais contelido energético que os carboidratos (Reddy
et a., 1994; Simas, 1998). Alguns tipos de lipidios suplementares podem alterar a
composicdo e as caracteristicas fisico-quimicas do leite, como no caso daqueles com
elevado teor de acidos graxos insaturados. O teor protéico do leite pode ser reduzido
quando se adicionam lipidios em dietas devido a reducdo da sintese microbiana, uma
vez que os lipidios ndo sdo fonte de energia para o crescimento microbiano (Sniffen et
al., 1992), ou pela reducdo da disponibilidade de aminoécidos na glandula maméria (Wu
et al., 1994).

Segundo Hurley (2002), a gordura do leite € um dos componentes mais
abundantes e 0 mais variavel. Sua concentracdo e composicdo variam em funcdo de
multiplos fatores, entre os quais destaca-se a dieta, a espécie animal, araga e 0 estagio
de lactagcdo. A gordura do leite é congtituida, principalmente, por triacilgliceréis
(aproximadamente 98%), mas outros lipidios também estédo presentes, como 0s
diacilglicerdis (0,25 a 0,48%), monoacilglicerdis (0,02 a 0,4%), glicolipidios (0,0006%)
e acidos graxos livres (0,1 a 0,4%).

De acordo com Park et a. (1998), a propolis € uma resina de coloragéo e
consisténcia variada, coletada por abelhas em diversas partes das plantas. Seus efeitos
terapéuticos tém sido atribuidos aos diversos compostos fendlicos que a compdem. A
atividade antimicrobiana da prépolis ocorre pela inibicdo de bactérias classificadas
como gram-positivas (Park et al., 2000). Ndo ha relatos da aplicabilidade da propolis
como aditivo nutricional para ruminantes e de seus efeitos sobre a microbiota ruminal.
Se a prépolis atua sobre as bactérias gram-positivas ruminais, espera-se que sua adicdo a
racdo iniba o crescimento de bactérias proteoliticas (Hino & Russell, 1987) e,

conseqlientemente, a desaminacdo e a protedlise (Russell & Martin, 1984).
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Este experimento visou avaliar os efeitos da adicdo de 6leo de soja e extrato
etandlico de prépolis na aimentacdo de cabras leiteiras sobre 0 consumo e a
digestibilidade de matéria seca e de nutrientes, producdo e composicdo do leite e

parémetros de fermentac&o ruminal.

2. Material e Mé&odos

O experimento foi realizado no Setor de Caprinocultura e as andlises
bromatoldgicas foram realizadas no Laboratorio de Nutricio Animal, ambos do
Departamento de Zootecnia. As andlises de amdnia (NHs) ruminal foram realizadas no
Laboratério de Anaerdbios do Departamento de Microbiologia e as de acidos graxos
voléteis (AGV) no liquido rumina foram realizadas no Laboratério de Cromatografia
do Departamento de Quimica, todos da Universidade Federal de Vicosa— 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. O clima de
Vigosa é subtropical, com inverno frio e seco e verdo quente e Umido, sendo
classificado como Cwa subtropical. A precipitacdo pluviométrica anual média € de
1.342 mm, sendo que 80% das chuvas ocorrem entre os meses de outubro a margo,
periodo chuvoso, e os 20% restantes entre os meses de abril a setembro, periodo seco. A
temperatura média das maximas é de 26,1°C e das minimas de 14°C, com umidade
relativa do ar de 80%.

Foram utilizadas dezessels cabras multiparas, com peso vivo médio de 60 kg e
producdo média didria de 2 kg de leite, sendo quatro animais fistulados no rimen. Os
animais foram alocados em quatro quadrados latinos, 4x4, em um arranjo fatorial 2x2

dos tratamentos. Foram adicionados ao concentrado 0 ou 120 g de 6leo de sojae 0 ou 10
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mL de extrato etandlico de prépolisanimal/dia. A extracdo da prépolis foi feita de
acordo com a técnica descrita por Stradiotti Jr. et al. (2001), utilizando-se 30% p/v de
prépolis bruta moida em solucdo alcodlica a 70% em agua, por um periodo de dez dias,
seguido de filtragem em papel defiltro.

As dietas foram isoprotéicas, diferindo entre si pela auséncia ou presenca de 6leo
de soja e extrato etandlico de prépolis (Tabela 1). Os tratamentos 1 e 2 continham 2,9%
de extrato etéreo e os tratamentos 3 e 4 continham 6,7%. Nos tratamentos 2 e 4 foram
adicionados 10 mL de extrato etandlico de propolis. Encontra-se na Tabela 2 a
composi¢ao bromatol 6gica da silagem de milho e dos concentrados utilizados nas dietas

experimentais.

Tabela 1 — Proporcéo dos ingredientes (%M S) das dietas experimentais

Tratamento
Alimento 1 2 3 4
Silagem de milho 67,1 67,1 67,2 67,2
Fuba de milho 22,4 2.4 17,3 17,3
Farelo de soja 9,2 9,2 10,2 10,2
Uréia+ sulfato de NHs 0,66 0,66 0,66 0,66
Oleo de soja 0,00 0,00 4,00 4,00
Nucleo minera 0,63 0,63 0,70 0,70
NDT? 70,00 70,00 74,60 74,60
PB? 14,00 14,00 14,00 14,00
EE? 2,90 2,90 6,70 6,70

0s tratamentos 2 e 4 incluiram 10 mL de extrato etandlico de propolis/animal/dia; A extracso da propolis
foi feita utilizando-se 30% p/v de prépolis bruta moida em solugéo alcodlica a 70% em égua, por um
periodo de dez dias, seguido de filtragem em papel de filtro;

?Valores calculados com base no banco de dados de composicio de alimentos do Sistema Vicosa de
Formulagdo de Ragdes (Lana, 2000); NDT = nutrientes digestiveis totais, PB = proteina bruta; EE =
extrato etéreo.

48



Tabela 2 — Composicao bromatoldgica (%M S) da silagem de milho e dos concentrados
utilizados nas dietas experimentais

Item Silagem de milho Concentrado  Concentrado
sem 6leo com 6leo
Matéria seca 24,21 85,78 86,68
Matéria organica 95,40 96,49 98,08
Proteina bruta 4,86 17,66 20,01
Extrato etéreo 2,04 2,21 11,57
Fibra em detergente neutro* 41,46 2,15 0,36
Carboidratos néo-fibrosos 43,06 68,37 59,08

IFibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina.

Os animais foram vermifugados e pesados antes de iniciar 0 experimento e
colocados em baias individuais de digestibilidade, providas de bebedouros autométicos
e comedouros. As dietas foram fornecidas ad libitum, de maneira que houvesse pelo
menos 5% de sobras. Os animais foram alimentados individualmente as 8 e 16 horas,
recebendo o concentrado juntamente com o volumoso, e ordenhados manual mente duas
vezes ao dia, as 6 e 14 horas. Nos periodos de adaptacdo e de coletas, foram feitas
pesagens da silagem e do concentrado oferecidos e das sobras. A digestibilidade
aparente dos nutrientes de cada dieta foi determinada pelo método direto, através da
diferenca do total consumido pelo total eliminado nas fezes.

O experimento constou de quatro periodos experimentais de 18 dias, sendo 12
dias de adaptacdo a dieta e seis dias de coleta de liquido ruminal, de amostras de
volumoso e concentrado fornecidos, de sobras, de fezes e de medicdo da producéo de
leite. Nos dois Ultimos dias de coleta foram obtidas amostras para andlise da
composi¢cao do leite. As amostras de leite foram coletadas antes da alimentacéo dos
animais, acondicionadas em vasilhames esterilizados e mantidas sob refrigeracdo, para
posterior mensuragcdo dos seus constituintes.

As sobras e fezes de cada animal foram amostradas durante os dias de coletas;

delas foram construidas amostras compostas referentes a cada periodo experimental,
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para determinacOes do teor de matéria seca (MS) a 105°C, matéria organica (MO),
proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE), utilizando as técnicas descritas por Silva
(1998), e fibra em detergente neutro (FDNcp), segundo Van Soest et al. (1991), assim
como para determinagdes do volumoso e do concentrado fornecidos.

As andlises de gordura, proteina, lactose e sdlidos totais foram realizadas pelo
Laboratério de Qualidade do Leite do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite
(Embrapa— CNPGL), em Juiz de Fora, Minas Gerais.

Para a determinacdo do pH, ambnia (NH3) e &cidos graxos volaeis (AGV)
ruminais, as amostras foram coletadas manual mente, via fistula de rimen, e filtradas em
gaze, utilizando a metodologia descrita no capitulo anterior. Os tempos de coleta foram
de 0, 3 e 6 horas, apds a alimentacéo da manha.

Os dados do experimento foram analisados em quatro quadrados latinos, 4 x 4, em
arranjo fatorial 2 x 2 dos tratamentos, onde todos 0s animais passaram por todos 0s
tratamentos. Cada animal, em cada periodo, correspondeu a uma unidade experimental,
totalizando 64 unidades experimentais. Os dados do experimento correspondentes aos
parametros de fermentacdo ruminal, em que foram utilizadas cabras fistuladas no
rimen, foram analisados separadamente em um quadrado latino, 4 x 4, em arranjo
fatorial 2 x 2 dos tratamentos. Todos 0s animais passaram por todos os tratamentos.
Cada animal, em cada periodo, correspondeu a uma unidade experimental, totalizando
16 unidades experimentais. As anadlises de todas as amostras foram realizadas em
duplicata.

O modelo estatistico incluiu efeitos de: tratamento, quadrado latino, animal dentro
do quadrado latino e periodo. Os efeitos dos tratamentos foram comparados por
contrastes ortogonais completos: 1. auséncia vs presenca de 6leo de soja; 2. ausénciavs

presenca de extrato etandlico de propolis; 3. interacdo 6leo de soja vs extrato etandlico
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de prépolis. As andlises estatisticas foram feitas usando o procedimento GLM do

MINITAB (Ryan & Joiner, 1994) e Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3. Resultados e Discussao

Houve reducgo dos CMS (%PV e g/lkg PV®™), CFDN e CCNF e aumento do CEE
(P<0,05) para os animais que consumiram Oleo de soja (Tabela 3). Houve interacdo
entre 6leo de soja e extrato etandlico de prépolis sobre os consumos de MS
(kg/animal/dia), MO, PB, EE, FDN e CNF (P<0,05), em que o extrato etandlico de
prépolis aumentou 0s consumos para 0s animais submetidos ao tratamento sem 6leo de

soja e reduziu os consumos quando o 6leo de soja estava presente na dieta.

Tabela 3 — Consumos diérios de matéria seca (CM S), matéria organica (CMO), proteina
bruta (CPB), extrato etéreo (CEE), fibra em detergente neutro (CFDN) e de
carboidratos néo-fibrosos (CCNF), em funcéo dos tratamentos e erro padréo
damédia (EP)

Tratamento Probabilidade

Parametro CON! OLS’ EEPP OLS*EEP* EP OLS EEP OLS*EEP

CMS(kg/anima) 1,34 1,37 151 128 0060 0,101 ns _ 0,041
CMS (%PV) 237 232 257 221 0092 0032 ns 0113
CMS(glkg PV®™) 6505 64,22 7097 6099 2515 0,036 ns 0,075
CMO (kg/animal) 1,29 1,33 145 124 0055 0,118 ns 0,032
CPB (kg/animal) 0,129 0,148 0,145 0,136 0006 ns ns 0,033
CEE (kg/animal) 0,029 0,081 0,033 0075 0002 0,000 ns 0,054
CFDN (kg/animal) 0,345 0,333 0,390 0,314 0014 0,004 ns 0,031
CCNF (kg/animal) 0,790 0,763 0,881 0,713 0,036 0,010 ns 0,057

CON-" = controle; OLS’ = dleo de soja; EEP® = extrato etandlico de propolis; OLS*EEP" = 6leo de sojae
extrato etandlico de prépolis.

Os resultados apresentados nesta pesquisa sdo inferiores aos encontrados por
Mouro et a. (2002) que, em experimento com cabras em lactacdo, ndo verificaram
efeito de diferentes fontes de 6leos (canola, arroz e soja) sobre a ingestdo de MS, MO,

PB e FDN, sendo em média 2.016, 1.884, 407 e 633 g/animal/dia, respectivamente.
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Como pode ser notado na Tabela 4, houve aumento das DIGPB e DIGEE, redugéo
da DIGFDN e aumento dos nutrientes digestiveis totais (NDT) (P<0,01) paraos animais

que receberam 6leo de sojana dieta.

Tabela 4 — Digestibilidades de matéria seca (DIGMS), matéria organica (DIGMO),
proteina bruta (DIGPB), extrato etéreo (DIGEE), fibra em detergente
neutro (DIGFDN), de carboidratos ndo-fibrosos (DIGCNF) e nutrientes
digestiveistotais (NDT), em funcéo dos tratamentos e erro padréo da média
(EP)

Tratamento Probabilidade

Parametro  CON! OLS’ EEP° OLS*EEP* EP OLS EEP OLS'EEP

DIGMS (%) 642 649 66,2 63,9 0970 ns. ns. 0,115
DIGMO (%) 66,7 66,8 67,6 69,0 1,014 ns ns. 0,187
DIGPB (%) 67,3 716 678 70,8 0,645 0,000 ns. n.s.
DIGEE (%) 82,7 933 850 92,8 0,815 0,000 n.s. 0,085
DIGFDN (%) 323 253 336 23,0 1,606 0,000 n.s. n.s.
DIGCNF (%) 830 828 831 82,1 0,668 ns. ns n.s.
NDT (%) 61,4 641 620 63,0 0,651 0,007 n.s. 0,190

CON* = controle; OLS’ = dleo de soja; EEP® = extrato etandlico de préopolis; OLS*EEP” = dleo de sojae
extrato etandlico de prépolis.

Schauff et a. (1992), em experimento com gréo de soja integral e sebo bovino
(2,5 e 4,0%), observaram que as digestibilidades de MS, MO, celulose, contetido celular
e PB diminuiram quando gordura foi adicionada a dieta. Entretanto, as digestibilidades
de FDA, FDN e hemicelulose ndo foram afetadas. Estes dados divergem dos
encontrados nesta pesguisa no que se refere ao aumento e a reducéo das digestibilidades
da PB e FDN, respectivamente.

Em trabalhos citados por Schneider & Flatt (1975), dietas contendo gorduras
livres (6leos e sebos) promoviam um aumento da digestibilidade de vérios nutrientes da
dieta; no entanto, Palmquist (1989) e Jenkins (1995) afirmaram que quando o teor de
gordurana MS foi superior a 7%, o consumo e digestibilidade, principalmente da fibra,
diminuiram tanto que se tornaram inferiores aos da dieta controle, que ndo continha

6leo, corroborando com resultados encontrados neste estudo.
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Pode-se verificar, na Tabela 5, que houve diminuigdo da producéo de leite (PL) e
aumento dos percentuais de gordura, proteina e sdlidos totais (P<0,05) nas dietas

contendo 6leo de soja.

Tabela 5 — Producdo média diéria de leite (PL) e composicéo do leite, em funcdo dos
tratamentos e erro padrao da média (EP)

Tratamento Probabilidade

Parametro CON' OLS® EEP’ OLS*EEP* EP OLS EEP OLS*EEP
PL (kg/animal) 168 1,62 1,80 1,53 0,087 0,059 n.s. n.s.
PL 4% G (kg/animal) 1,52 1,65 1,61 1,61 0,094 ns ns n.s.
Gordura (%) 33 4,11 340 4,33 0,162 0,000 n.s. n.s.
Proteina (%) 2,88 306 290 3,05 0,064 0,014 n.s. n.s.
L actose (%) 4,21 4,22 422 4,16 0,073 ns. ns. n.s.

Sdlidos Totais (%) 11,2 120 11,2 12,1 0,226 0,000 n.s. n.s.

CON* = controle; OLS’ = dleo de soja; EEP® = extrato etandlico de prépolis; OLS* EEP” = dleo de sojae
extrato etandlico de prépolis.

Os resultados encontrados nesta pesquisa, quando se faz a média de todos os
tratamentos para cada parametro analisado, sdo bastante semelhantes aos verificados por
Prata et al. (1998) que, trabalhando com leite de conjunto produzido por trés grupos
distintos de cabras Saanen, determinaram os valores de proteina total, gordura, lactose e
solidostotais, os quais foram de 3,27; 3,74; 4,35; e 11,51%, respectivamente.

Segundo Palmquist (1991), a producéo de leite de vacas ndo foi afetada pelafonte
de gordura, porém essa foi mais baixa quando o0s animais consumiram dietas com maior
teor de gordura. Estes resultados também foram semelhantes aos obtidos neste
experimento, porém quando se observa a producdo de leite corrigida para 4% de
gordura, pode-se verificar que os animais que receberam 6leo de soja na dieta tiveram
maior producdo do que os animais submetidos ao tratamento controle.

Sousa et a. (2002), em experimento com vacas leiteiras, verificaram maior
producéo de leite para os animais que receberam silagem de milho, sendo que os

tratamentos a base de cana-de-acUcar, com incluséo de 7 e 14% de caroco de algodéo,
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foram superiores aguele com cana-de-agUcar exclusivamente. No entanto, a inclusdo de
carogo de algoddo em ambos os niveis ndo aumentou o teor de gordura do leite em
relacéo aos demais tratamentos.

Os resultados apresentados nesta pesquisa sdo superiores, com relacéo ao teor de
gordura, e muito proximos, com relacdo ao teor de lactose, aos determinados por Eifert
et a. (2002) que, em experimento com vacas em lactagdo, observaram reducéo das
percentagens de gordura e lactose do leite para os animais que receberam 6leo de soja
nadieta, 3,13 e 4,33%, respectivamente.

Considerando-se que aproximadamente 25% dos &cidos graxos do leite sdo
provenientes da dieta ou do metabolismo ruminal e intestinal e que 50% s&o derivados
do plasma sanguineo (Gonzdlez, 2001), pode-se inferir, pela diferenca verificada no teor
de gordura entre as dietas sem 6leo de soja e com Gleo de soja, que a contribuicdo foi
maior do que os 25% preconizados pelo autor.

Segundo Gonzdlez (2001), os acidos graxos remanescentes sdo elaborados na
glandula mamaria a partir de alguns precursores, principalmente o acetato. Desta forma,
0 acido acético proveniente da fermentagdo ruminal contribui efetivamente na sintese de
gordura do leite. No entanto, a concentracdo deste acido no liquido de rimen dos
animais que consumiram 6leo de soja foi menor em relacdo aqueles que ndo receberam,
levando a acreditar que, além de ter contribuido para aumentar o teor de gordura do
leite, o 6leo de soja pode ter aterado o perfil de acidos graxos, proporcionando um
aumento do contetido de écido linolé co conjugado (CLA) no leite.

Santos (1999) relatou que 0 uso de alguns tipos de gorduras suplementares tem
aumentado a producéo e a percentagem de gordura do leite, mas, ab mesmo tempo, tem
diminuido a percentagem de proteina. Os resultados encontrados nesta pesguisa ndo

conferem com 0 mencionado anteriormente, ja que o teor de proteina do leite das cabras



alimentadas com 6leo de soja foi superior aos teores observados para os demais
tratamentos.

De acordo com Santos (1999), quando ha substituicdo de carboidratos disponiveis
no ramen por lipidios, estes tém efeito toxico sobre os microrganismos ruminais,
causando reducdo no crescimento microbiano e efeito sobre o transporte de aminoacidos
na glandula maméria, podendo acarretar a diminuicéo do contelido de proteina do leite
pela deficiéncia de um ou mais aminoécidos.

O consumo de PB observado neste experimento foi superior para 0s animais que
receberam 6leo de soja ou extrato etandlico de propolis na dieta, porém a concentracdo
de amonia ruminal foi inferior e a digestibilidade da PB foi superior para o tratamento
com OLS. Desta forma, pode-se deduzir que a taxa de fermentacéo da proteina dietética
foi menor, possibilitando maior escape de proteina dietética para o intestino delgado,
onde foi digerida e seus constituintes absorvidos pelo [umen intestinal, promovendo um
acréscimo de aminoacidos na glandula mamaria e, assim, contribuindo para o aumento
da sintese de proteinano leite.

N& houve efeito de interacdo tratamento*tempo sobre o pH e sobre a
concentracdo de amonia ruminal (P>0,05). Para observar o efeito do tempo de coleta de
liquido ruminal sobre o pH e sobre a concentracdo de aménia, utilizou-se valores
meédios dos quatro tratamentos, nos quatro periodos experimentais, nos tempos 0, 3 € 6
horas, apos a alimentagdo da manha (Figuras 1 e 2).

Verificou-se comportamento quadrético de tempo sobre o pH ruminal (Y = 7,2313
- 0,3395T + 0,0443T2 R? = 0,48) em que o pH atingiu a neutraidade, conforme
registrado para o tempo zero (7,2). Observou-se que 3 horas apds o fornecimento do
alimento houve decréscimo do pH (6,6), elevando-se em seguida e alcangando o valor

de 6,8, seis horas apbs a dimentacdo dos animais.
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Figural—Vaoresde pH ruminal em funcdo dos tempos de coleta de liquido ruminal.

Embora sem efeito de tempo (R? = 0,16), pode-se observar que ocorreu 0 inverso
com a concentracdo de aménia no liquido ruminal coletado, pois no tempo zero a
concentracéo de NH; foi de 6,2 mg/dL, seguido de uma elevacéo no tempo 3, atingindo
7,8 mg/dL, e de uma queda seis horas ap0s a alimentacao, alcangando a concentracdo de

5,7 mg/dL.
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Figura 2 — Concentracdo de NH3 ruminal em funcéo dos tempos de coleta de liquido
ruminal.
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Segundo Moreira et a. (2001), a concentragéo de amonia ruminal foi afetada pelo
tempo de amostragem, registrando-se efeito quadratico. A concentragcdo maxima de
amonia rumina encontrada nesta pesquisa foi de 7,8 mg/dL, valor muito inferior ao
estimado pelos mesmos autores (16,3 mg/dL) para o tempo 2,66 horas, apds a
alimentacdo. De acordo com o NRC (1996), para que ocorra méxima digestdo da
matéria seca no rimen é necessario uma concentracdo de 5 mg/dL de nitrogénio na
forma de amoOnia, desta forma, os valores encontrados neste estudo atendem a essa
exigéncia. Porém, Leng (1990) indica, para as regifes tropicais, concentracOes
superiores a 10 mg/dL, para maximizacdo da digestdo ruminal da matéria seca e
superiores a 20 mg/dL, para maximizagdo do consumo.

Observa-se na Tabela 6 que houve aumento do pH, reducéo do percentual de
acetato e da relagdo acetato: propionato (P<0,05) e aumento do percentual de propionato
para 0s animais que consumiram 0leo de soja. Pode-se verificar que houve tendéncias
de diminuicdo da concentracdo de NH3 ruminal para os animais que receberam 6leo de
soja ha dieta e de reducéo do percentual de acetato e da relagcdo acetato:propionato, para

aqueles que consumiram extrato etandlico de propolis.

Tabela 6 — Parametros de fermentacéo ruminal em funcdo dos tratamentos e erro padréo

damédia (EP)
Tratamento Probabilidade
Parametro CON' OLS® EEP° OLS*EEP* EP OLS EEP OLS*EEP
pH 6,74 6,97 6,66 6,92 0,084 0,028 n.s. n.s.
NH3 (mg/dL) 896 634 841 572 1,357 0,098 n.s. n.s.
Acetato (%) 50,8 48,7 50,3 46,5 0,901 0,017 0,188 n.s.
Propionato (%) 284 333 299 34,1 1,327 0,013 ns. n.s.
Butirato (%) 20,8 18,0 199 19,3 1,213 ns ns n.s.

Acetato:Propionato 1,81 152 1,70 1,39 0,072 0,005 0,143 n.s.

CON* = controle; OLS’ = dleo de soja; EEP® = extrato etandlico de prépolis; OLS* EEP” = dleo de sojae
extrato etandlico de prépolis.
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Vargas (2001) verificou aumento do pH pela fonte de lipidio, especialmente gréo
de soja, e tendéncia a reducéo na producéo de ambnia, concordando com os resultados
apresentados nesta pesquisa, e concluiu que o aumento do pH foi provavelmente devido
a queda no consumo de matéria seca e a menor fermentacdo ruminal, que proporciona

menor acimulo de &cidos graxos voléteis, principal fator de reducédo do pH.
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4. Conclusdes

O extrato de propolis interfere de forma antagbnica sobre os consumos de matéria
seca e de nutrientes, quando adicionado a dietas sem e com 6leo de soja, aumentando e
diminuindo, respectivamente.

O dleo de sojareduz os consumos de matéria seca e de fibra em detergente neutro,
aumenta os teores de gordura, proteina e solidos totais no leite de cabras, aumenta o pH

e reduz a relagcdo acetato:propionato no liquido ruminal.
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RESUMO E CONCLUSOES

Foram realizados dois experimentos na Universidade Federa de Vicosa (UFV),
em Minas Gerais, com 0 objetivo de verificar os efeitos da adicdo de 6leo de soja,
extrato etandlico de propolis e propolis bruta moida na alimentacdo de cabras leiteiras
sobre o consumo e a digestibilidade de matéria seca e de nutrientes, producéo e
composicao do leite e parametros de fermentacdo ruminal.

Pel os resultados obtidos, conclui-se que:

v A propolis ndo afeta o consumo de matéria seca e de nutrientes, assm como 0s
parémetros de fermentacdo ruminal. No entanto, h& tendéncias de reducdo da
concentracdo de butirato no liquido ruminal dos animais submetidos ao tratamento com
propolis bruta moida e de reducdo da relacdo acetato:propionato para 0s animais
recebendo extrato etandlico de propoalis;

v' O extrato de prépolis interfere de forma antagonica sobre os consumos de matéria
seca e de nutrientes, quando adicionado a dietas sem e com 6leo de soja, aumentando e
diminuindo, respectivamente;

v" O dleo de soja reduz os consumos de matéria seca e de fibra em detergente neutro,
aumenta os teores de gordura, proteina e sdlidos totais no leite de cabras, aumenta o pH
e reduz a relagcdo acetato:propionato no liquido ruminal.
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Tabela 1 — Resumo das andlises de variancia dos consumos de matéria seca e de nutrientes (kg/animal/dia)

Quadrados Médios

FV GL  CMS cms CMS CMO CPB CEE CFDN CCNF
Tratamento 3 0,007 0,026 17 0,007 0,00005 0,0012907** 0,0013 0,0021
Residuo 4 0,192 0,147 164 0,168 0,00140 0,0000125 0,0164 0,0552
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade;
6PV 2glkg PVO ™.
Tabela 2 — Resumo das andlises de variancia dos parametros de fermentacéo ruminal

Quadrados Médios
FV GL pH NHs' AEPA?  Acetato’ Propionato’ Butirato® Acetato: Propionato AGV?

Tratamento 3 0,0351 3,98 24,0 51 2,058 1,054 0,572 10,7
Residuo 4 0,0189 7,86 58,7 22,8 0,932 0,380 0,171 33,1

Img/dL; *nmol de NHy/mg PM/minuto; *mM.
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Tabela 3 — Resumo das andlises de variancia dos consumos de matéria seca e de nutrientes (kg/animal/dia) e do peso vivo animal (kg)

Quadrados Médios

FV GL CMS cMS' CMS CMO CPB CEE CFDN CCNF
OoLS 1 0,16221 0,6604*  467,4* 0,12426 0,0004358 0,0360525* 0,030932* 0,15016**
EEP 1 0,02009 0,0312 28,8 0,01829 0,0000581 0,0000238 0,002665 0,00664
OLS*EEP 1 0,25629* 0,3521 334,8 0,23937* 0,0031500* 0,0003754* 0,016738* 0,07995*
Animal/QL 3 0,19817* 0,4311*  346,5* 0,22841** 0,0021681* 0,0003168* 0,013802** 0,09183**
Periodo 3 0,23340** 0,4605*  385,3* 0,30281** 0,0021423* 0,0004451** 0,025301** 0,11115**
QL 3 0,12260 0,2822 222,7 0,11070 0,0013553 0,0002131 0,008333 0,03716
Residuo 51 0,05818 0,1351 101,2 0,04905 0,0006569 0,0000969 0,003395 0,02103
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade;
1%P\/; Zg/kg PVO75.
Tabela 4 — Resumo das andlises de variancia das digestibilidades dos nutrientes (%) e dos nutrientes digestiveis totais (%)

Quadrados M édios

FV GL DIGMS DIGMO DIGPB DIGEE DIGFDN DIGCNF NDT
OoLS 1 10,10 26,15 204,404 * 1345,24** 1237,21** 4,702 53,268**
EEP 1 4,19 2,91 0,291 11,38 3,44 1,584 1,078
OLS*EEP 1 38,67 29,46 6,524 32,79 52,88 2,811 11,935
Animal/QL 3 19,78 9,60 2,399 11,20 32,10 5,118 0,251
Periodo 3 287,10** 327,57** 42,656* * 110,59** 255,86* * 286,944** 301,311**
QL 3 72,83** 70,17** 37,707** 25,70 304,25** 21,012* 65,267**
Residuo 51 15,07 16,47 6,655 10,63 41,26 7,133 6,774

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Tabela 5 — Resumo das andlises de variancia da producéo de leite (kg/animal/dia) e das andlises fisico-quimicas do leite (%)

Quadrados Médios
FV GL PL PL 4% G Gordura Proteina Lactose Solidos Totais
OoLS 1 0,4533* 0,0719 11,2552** 0,42169** 0,01063 11,4244**
EEP 1 0,0024 0,0082 0,2866 0,00038 0,01516 0,0588
OLS*EEP 1 0,1830 0,0767 0,1390 0,00368 0,02084 0,0293
Animal/QL 3 0,7572** 0,5310* 0,5726 0,28978** 0,62356* * 0,5167
Periodo 3 1,0576** 1,0034** 0,0552 0,09553 0,06235 2,8564*
QL 3 0,8178** 0,4520* 0,7703 0,26822** 0,74558** 2,7295*
Residuo 51 0,1211 0,1416 0,4226 0,06547 0,08532 0,8200
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
Tabela 6 — Resumo das andlises de variancia dos parametros de fermentacdo ruminal
Quadrados M édios
FV GL pH NH3" Acetato” Propionato® Butirato®  Acetato: Propionato
OoLS 1 0,23498* 28,313 34,477** 84,760** 11,122 0,37271**
EEP 1 0,01531 1,358 7,173 5,459 0,117 0,05856
OLS*EEP 1 0,00150 0,005 2,414 0,445 4,933 0,00046
Animal/QL 3 0,06464 1,980 10,799 20,672 2,624 0,08034
Periodo 3 0,09077 26,108 25,668* * 9,805 6,856 0,09010*
Residuo 6 0,02828 7,365 3,248 7,044 5,885 0,02061

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
**Gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade;
"mg/dL; 2%.
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