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RESUMO

OLIVEIRA, Jduliana Silva de, M.S,, Universidade Federa de Vigosa, julho de 2005.
Utilizacdo da monensina e da propolis para manipulacéo e fermentacdo ruminal
em bovinos. Orientador: Augusto César de Queiroz. Conselheiros: Hilario Cuquetto
Mantovani e José Mauricio de Souza Campos.

Foram realizados dois estudos, com o objetivo de comparar os efeitos do extrato de
propolis e da monensina sobre os microrganismos hiper produtores de amonia, e verificar
os efeitos de niveis crescentes de extrato de propolis na dieta de vacas leiteiras sobre: (1) os
paréametros ruminais (pH, ambnia, e atividade especifica de producdo de amonia [AEPA])
pela populagdo microbiana, in vitro; e (2) paréametros ruminais, consumo de matéria seca e
producdo e composicdo do leite. No primeiro estudo, utilizou-se liquido de rimen de um
novilho em pastegjo, com adi¢cdo de solucdo de tripticase, em trés tratamentos (controle-C;
monensinaM; e propolis-P). Foram feitas transferéncias didrias de inéculos para novos
tubos com os mesmos tratamentos até o 10° dia (12 fase) e, no 11° dia, cada tratamento foi
combinado com os mesmos tratamentos da 12 fase (C, M, P), totalizando nove combinagoes
gue continuaram a serem transferidos diariamente, sendo incubados durante mais nove dias
(2% fase). Do 1° a0 10° dia de incubagdo (1° fase), a adicdo de iondforo e da propolis a
cultura evitaram 0 aumento da producéo de amdnia comparado ao controle. A prépolis foi
mais eficiente em decrescer a produg&o de amonia do que a monensina na 12 fase; e diminui
a producdo de amonia e a AEPA na 22 fase independente do tratamento presente na 1% fase.
A monensina foi t3o eficiente quanto a prépolis, na 22fase, quando os inibidores estavam
ausentes na 12 fase. Verificou-se, que ao remover os inibidores na 2° fase, houve aumento
na producdo de amobnia, quando o tratamento foi monensing, mas este efeito ndo foi
detectado quando o tratamento era prépolis, mantendo amonia em baixas concentracoes.
No segundo estudo, foram utilizadas trés vacas Holandesas, fistuladas no rumen, em
delineamento completo, em dois blocos, com trés periodos experimentais cada um. Os
tratamentos constituiram de adicéo de trés niveis de extrato etandlico de prépolis (0, 34 e
68 mL/animal/dia) as dietas. As dietas foram compostas de 64,4% de silagem de milho e
35,6% de concentrado a base de milho e farelo de soja. Houve efeito de tratamentos sobre

producdo de leite, teor de gordura e proteina do leite, porcentagem de lactose no leite,

vii



consumo de matéria seca, eficiéncia alimentar, concentracdo de NH3 ruminal, as zero e trés
horas de coleta e pH as zero e trés horas de coleta. Entretanto, ndo houve efeito de
tratamento sobre a percentagem de gordura, proteina e extrato seco do leite, e AEPA pelas
bactérias ruminais. O extrato etandlico de propolis adicionado a dieta aumenta 0 consumo
de matéria seca e a eficiéncia alimentar e a producéo de leite, e teor de gordura e proteina

do leite, de vacas lactantes.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Juliana Silva de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July 2005. Use of
monensin and propolis for ruminal manipulation and fermentation in cattle.
Adviser: Augusto César de Queiroz. Committee members: Hil&rio Cuquetto Mantovani
and José Mauricio de Souza Campos.

Two experiments were performed to compare the effects of ethanolic extract of
propolis and monensin in hipper ammonia producer microorganisms, and to observe the
effects of levels propolis extract in the diets of dairy cows on: (1) ruminal parameters
(ammonia, pH, and specific activity of ammonia production [SAAP] by the ruminal
microbial population), in vitro, and (2) ruminal parameters, dry matter intake and
production and composition of milk. In the first experiment, rumen fluid from a grazing
steer was used, with addition of tripticase solution, in three treatments (control-C;
monensin-M; and propolis-P). Inocula were transferred daily into new tubes up to the 10"
day (first phase). On the 11" day, each treatment were combined with the same treatment in
the 1% phase (C, M, P), totalizing nine combinations that continually to be daily transferred
, being incubated during more nine days (second phase). From the 1% to the 10™ days of
incubation (1% phase), addition of ionophore and propolis to culture media prevented
increases in ammonia production compared to the control. Propolis was more efficient than
monensin in decreasing ammonia production in the 1% phase; and decreased ammonia
production and SAAP in the 2™ phase regardless of the treatment present in 1% phase.
Monensin was as much efficient as propolis in the 2 phase, when the inhibitors were
absent in the 1% phase. By removing the inhibitors in the 2" phase, there was increase in
ammonia production, when the treatment was monensin, but this effect was not observed
when propolis was used, keeping ammonia at low concentrations. On the second
experiment, three rumen fistuled dairy Holsteins cows were used, in switch-back design, in
two blocks, witch three experimental periods each one. The treatments consisted of the
crescent levels ethanol extract of propolis addition (0, 34, 68 mL/animals/day) to the diets.
The diets were composed by 64.4 corn silage and 35.6% concentrate based on ground corn
and soybean meal. There was effect of treatments on milk production, content of fat and
protein of the milk, percentage of milk lactose, dry matter intake, feed efficiency, rumina

NH3 concentration at 0 and 3 hours of collection and pH at 0 and 3 hours of collection.



However, there was not effect of treatment on the percentage fat and protein, dry extract of
milk, and SAAP by the ruminal bacterias. The ethanol extract of propolis added to the diet
increase intake of dry matter and feed efficiency, and milk production, and content of fat

and protein of milk of lactating dairy cows.



INTRODUCAO

Os herbivoros, com destague aos ruminantes, sdo de grande importancia a espécie
humana, como fonte de nutrientes e ainda como forca de trabalho. A abrangente utilizagdo
dos ruminantes, pela espécie humana, deve-se a vantagem inerente desses animais em
relacdo aos outros: a habilidade de utilizar, como principal fonte de nutrientes, alimentos
fibrosos e nitrogénio ndo protéico. Compostos abundantes no planeta, mas complexos, em
gue a capacidade de utilizé-1os é dificil aos animais ndo-ruminantes.

Essa qualidade intrinseca sO é possivel devido a relacdo simbidtica existente entre
0S ruminantes e 0os microrganismos que habitam o rimen dos mesmos, que sdo bactérias,
protozoarios e fungos. Assim, o anima proporciona um habitat adequado para o
crescimento microbiano, com temperatura entre 39 a 40°C, anaerobiose, constante fluxo de
alimentos e pH entre 5,5 e 7,0. Os microrganismos, em contrapartida, suprem o animal com
os produtos finais da fermentacdo dos carboidratos, da degradacdo de proteinas e do
nitrogénio ndo protéico e lipideos. Porém, a fermentacdo e a degradacéo realizada por esses
microrganismos propiciam a producdo de compostos como metano e a amdnia, que em
excesso sdo indesgjavels, gerando perdas energéticas e protéicas, reduzindo a eficiéncia de
producéo e poluindo o meio ambiente.

O metano pode ser responsavel pela perda energética de até 15% em relacdo ao
alimento ingerido (Immig, 1996). A sua reducdo permite, entdo, melhor aproveitamento da
energia, pois esta associado ao aumento da producdo de &cido propidnico. Este gas, também
€ um dos responsaveis pelo efeito estufa e pela destruicdo da camada de ozbnio da
estratosfera (Kirchgebner et a., 1995), de modo que sua reducéo atenua os danos causados
acamada de ozonio e o calor global (Van Nevel & Demeyer, 1996).

A amonia ruminal € proveniente de nitrogénio ndo-proteico da dieta, da degradacéo
da proteina verdadeira dietética e da reciclagem via saliva ou difusdo de uréia pela parede
ruminal. Sua remocao é realizada via incorporacdo na proteina microbiana, passagem no
trato posterior ou por absorcdo ruminal (Van Soest, 1994). Todavia, 0 excesso de
desaminacdo de aminoacidos decorrente da fermentacdo microbiana ruminal, em sistemas
intensivos de criagcdo de bovinos, causa perda de nitrogénio e contamina o solo e os lengois

fredticos, devido a0 aumento na excrecao urinéria.



A manipulagdo da fermentacdo ruminal tem sido empregada para aumentar a
produtividade animal e reduzir a poluicdo ambiental, por meio da atenuacéo dessas perdas
por ambnia e metano. H& alguns anos, vérios trabalhos tentam estabelecer adequada
producdo desses compostos, através de alteragdes na composicdo da dieta ou pelo uso de
aditivos alimentares, a exemplo dos ionoforos poliéster carboxilicos, leveduras, fungos,
antibioticos ndo-iondforos, lipideos insaturados, acidos organicos, e mais recentemente, a
propolis de abelha (Leopoldino, 2004).

Dentre esses aditivos, os iondforos sGo 0s mais estudados. Somente os iondforos
monensing, lasalocida, salinomicina e laidomicina proprionato séo aprovados para uso em
dietas de ruminantes (Nagargja et a., 1997). Os ionoforos reduzem a produgdo de amoénia
pelainibicéo de uma populacdo de bactérias gram-positivas, fermentadoras de aminoacidos
e hiper produtoras de aménia, como as espécies Peptostreptococcus anaerobius C,
Clostridium sticklandii SR e Clostridium aminophilum F (Russell et al., 1988; Chen &
Russell, 1989; Paster et al., 1993). O ionéforo monensina pode ainda ter efeito na reducéo
das perdas de metano, proporcionado pelo aumento de proprionato em relacdo ao acetato,
por meio dainibicdo de bactérias formadoras de hidrogénio e de formato.

Entretanto, em varios paises, os ionéforos ja foram proibidos, e outros mais estdo com
prazos de proibicdo de uso marcados. Assim a propolis, sendo uma substancia natural e
relativamente atdxica (Burdock, 1998), vai de encontro as novas exigéncias de mercado de
alimentos de origem animal, que requisitam produtos isentos de qualquer substancia toxica
(Stradiotti Jr et a., 2001).

A prépolis é produzida por abelhas da espécie Apis mellifera a partir de resinas
colhidas de diversas partes da planta, como troncos, brotos e botbes florais (Costa &
Oliveira, 2005). As abelhas utilizam a propolis, dentre outras fungdes, para defesa contra
intempéries e inimigos naturais. A propolis apresenta cheiro caracteristico, com coloragéo
variavel do verde-amarelado ao preto, e solivel em alcool, éter, benzeno, acetona e outros.
Os fatores como a ecologia vegetal da regido onde foi coletada e até mesmo a variabilidade
genética das rainhas, influenciam na composi¢cdo quimica da propolis (Park et al., 1998).
Suas propriedades terapéuticas, e atividades antiinflamatoria, cicatrizante, anestésica e
antimicrobiana sdo conhecidas ha mais de cinco mil anos. Outras propriedades

farmacol égicas e bioldgicas tém sido descritas por varios autores, incluindo regeneracéo de



tecidos, acdo imuno-moduladora, acdo hepato-protetora, acdo antioxidante, anticérie,
antifungica, atividade citotoxica, entre outros (Marcucci, 1995).

Dependendo da origem, a prépolis pode conter acima de 400 substéncias quimicas
com funcbes ainda desconhecidas (Costa & Oliveira, 2005). Os principais compostos
identificados na prépolis sdo acoois, aldeidos, ésteres aliféticos e arométicos, aminoécidos,
&cidos arométicos, flavonas, flavondides, cetonas, terpendides, esterdides e agUcares
(Marcucci, 1995). Dentre as diversas substancias, os efeitos terapéuticos sdo atribuidos aos
diversos compostos fendlicos que a compdem. Destes, os flavondides e os ésteres podem
ser considerados 0s principais compostos antimicrobianos e antiinflamatorios (Kikuni &
Schilcher, 1994).

ObservacOes experimentais demonstram que a propolis apresenta significante
atividade antibacteriologica contra Bacillus subtilis, Bacillus alvel e Proteus vulgaris,
devido a agdo da galangina, uma flavona isolada de diferentes amostras de propolis a qual
apresentou atividade bacteriostética (Moraes & Alves, 1993).

A proépolis apresenta atividade antimicrobiana maior sobre bactérias gram-positivas
do que bactérias gram-negativas (Mirzoeva et al., 1997). Estudos constataram a inibicdo do
crescimento de bactérias gram-positivas, responsaveis pela incidéncia de mastite em
bovinos leiteiros (Pinto, 2000). Sua adicdo a ragdo poderia, entdo, como ocorre com 0s
ionéforos, reduzir a atividade de desaminacdo e a relacdo acetato:proprianto ruminal, com
consequentes reducdes nas producdes de uréia e metano.

Alguns trabalhos recentes, in vitro e in vivo, demonstram o efeito inibitdrio de extrato
de prépolis sobre os microrganismos ruminais, reduzindo a desaminacdo de aminoécidos
(Stradiotti Jr et a., 2001). Em outros trabalhos, a propolis foi mais eficiente em reduzir in
vitro a producdo cumulativa de gases do que os ionéforos monensina e lasalocida
(Stradiotti Jr et a., 2002b; e Leopoldino, 2004).

Entretanto, em pesquisas com adi¢do de propolis bruta ou extrato de propolis na
alimentacdo de cabras leiteiras ndo se verificou efeito de tratamento sobre o consumo de
matéria seca e parametros de fermentacéo ruminal (Carmadelli et a., 2002; e Stradiotti Jr et
al., 20024). Ocorreu apenas tendéncias de diminuic¢éo na concentracdo de amdniaruminal, e

aumento na concentracdo de proprionato, aém de diminuicdo da relagdo



acetato:proprionato nos tratamentos com extrato de propolis ou propolis bruta (Carmadelli
et a., 2002; e Stradiotti Jr et a., 2002b).

Assim, s80 necessarias mais pesquisas com o intuito de elucidar o efeito da propolis
sobre 0s microrganismos ruminais, como também, seu efeito em niveis maiores e sobre o0
desempenho produtivo de outros ruminantes. Como consequiéncia, ter-se-a como possivel
alternativa de aditivo de manipulagdo ruminal, um produto natural e atéxico, que melhore o
desempenho animal, sem trazer riscos a salide humana.

Este trabalho teve por objetivo verificar os efeitosin vitro do extrato de propolis sobre
0S microrganismos produtores de amonia, em comparagdo com o ionoforo monensing, bem
como determinar o0s parametros ruminais (pH, aménia, e atividade especifica de

desaminacdo) de vacas leiteiras com niveis crescentes de extrato de prépolis na dieta.
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Capitulo 01 — Atividade da M onensina e da Prépolis a Fer mentacdo de Aminoacidos

In Vitro pelos Microrganismos Ruminais

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos do extrato de propolis e da
monensina sobre os microrganismos hiper produtores de aménia sobre: 0s parametros
ruminais (pH, ambnia, e atividade especifica de producdo de amodnia [AEPA]) pela
populagdo microbiana, in vitro. Utilizou-se liquido de rdmen de um novilho em pastejo,
com adicdo de solucdo de tripticase, em trés tratamentos (controle-C; monensinaM; e
propolis-P). Foram feitas transferéncias diarias de inéculos para novos tubos com os
mesmos tratamentos até o 10° dia (12 fase) e, no 11° dia, cada tratamento foi combinado
com 0s mesmos tratamentos da 12 fase (C, M, P), totalizando nove combinagdes que
continuaram a serem transferidos diariamente, sendo incubados durante mais nove dias (22
fase). Do 1° ao 10° dia de incubac&o (12 fase), a adico de iondforo e da prépolis a cultura
evitaram 0 aumento da producdo de amdnia comparado ao controle. A propolis foi mais
eficiente em decrescer a producdo de amonia do que a monensina na 12 fase; e diminui a
producdo de amonia e a AEPA na 22 fase independente do tratamento presente na 12 fase. A
monensina foi td0 eficiente quanto a prépolis, na 22fase, quando os inibidores estavam
ausentes na 12 fase. Verificou-se, que ao remover os inibidores na 22 fase, houve aumento
na producdo de amobnia, quando o tratamento foi monensing, mas este efeito ndo foi
detectado quando o tratamento era propolis, mantendo aménia em baixas concentracfes. A
propolis apresentou-se mais eficiente que a monensina em reduzir a producéo de amonia de

culturas de microrganismos ruminais em meio contendo caseina hidrolisada.

Palavras-chave: aménia, bactéria, monensina, propolis, rimen



Chapter 01 - Use of the monensin and of the propolisfor manipulation and

fermentation ruminal in bovine

ABSTRACT - The objectives of this work to compare the effects of ethanolic extract of
propolis and monensin in hipper ammonia producer microorganisms on ruminal parameters
(ammonia, pH, and specific activity of ammonia production [SAAP] by the ruminal
microbia population), in vitro. Rumen fluid from a grazing steer was used, with addition of
tripticase solution, in three treatments (control-C; monensin-M; and propolis-P). Inocula
were transferred daily into new tubes up to the 10" day (first phase). On the 11" day, each
treatment were combined with the same treatment in the 1% phase (C, M, P), totalizing nine
combinations that continually to be daily transferred , being incubated during more nine
days (second phase). From the 1% to the 10™ days of incubation (1% phase), addition of
ionophore and propolis to culture media prevented increases in ammonia production
compared to the control. Propolis was more efficient than monensin in decreasing ammonia
production in the 1¥ phase; and decreased ammonia production and SAAP in the 2™ phase
regardless of the treatment present in 1% phase. Monensin was as much efficient as propolis
in the 2" phase, when the inhibitors were absent in the 1% phase. By removing the
inhibitors in the 2" phase, there was increase in ammonia production, when the treatment
was monensin, but this effect was not observed when propolis was used, keeping ammonia
a low concentrations. The propolis apresented to be more eficcient in reducing the

production of ammonia of ruminal microorganisms in incubations with casein hydrolysate.

Key Words. ammonia, bacteria, monensin, propolis, rumen



1. Introducéo

O iondforo monensina € um antibiético que aumenta a eficiéncia de utilizacdo de
alimentos pelos ruminantes (Goodrich et al., 1984; Russell e Strobel, 1989). Ela atua nas
trocas de sodio e prétons através do sistema antiporte em nivel de membrana celular
microbiana, mas também catalisa trocas de prétons e potassio.

Em uma revisdo de pesquisas com um grande nimero de animais, Goodrich et al.
(1984) verificaram que a monensina melhora a eficiéncia alimentar de bovinos em
confinamento em 7,5%, e melhora 0 ganho de peso de bovinos em pastagens em 13,5%,
devido ao aumento da eficiéncia de utilizagdo dos alimentos. Parte deste efeito é devido a
diminuic&o na producéo de amoénia ruminal provocada pelo ionoforo (Dinius et a., 1976;
Van Nevel e Demeyer, 1977). Entretanto, existe pouca informagdo sobre o efeito dos
ionéforos no metabolismo ruminal de proteinas (Russell, 1991).

Russell et a. (1988) e Chen e Russell (1989) relataram que a monensina reduz a
producdo rumina de amobnia pela inibicdo da populacdo de bactérias gram-positivas,
fermentadoras obrigatdrias de aminoécidos e com alta capacidade de producéo de ambnia,
como exemplo as espécies Peptostreptococcus anaerobius C, Clostridium sticklandii SR e
Clostridium aminophilum F (Russell et al., 1988; Chen e Russell, 1989; e Paster et al.,
1993).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a prépolis, resina proveniente de
substancias coletadas de plantas e misturadas com secrecfes de abel has, também apresenta
atividade antimicrobiana, inibindo bactérias gram-positivas (Ghisalberti, 1979; Vargas et
a., 1994; Goulart, 1995; Park et al., 1998; Park et a., 2000). Foi constatada recentemente a
inibico do crescimento de bactérias gram-positivas, responsaveis pela incidéncia de
mastite em bovinos leiteiros, quando na sua aplicacéo (Pinto, 2000).

No entanto, existem poucos trabalhos sobre sua utilizagdo como aditivo nutricional
para ruminantes e seus efeitos sobre a populacdo microbiana 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, iniba o crescimento de bactérias proteoliticas, assm como
ocorre com os ionéforos (Hino e Russell, 1986) e, conseqlientemente, a desaminagéo e a
protedlise (Russell e Martin, 1984).



Se o extrato de prépolis for capaz de inibir definitivamente bactérias com ata
capacidade de producdo de ambnia, entdo a atividade de desaminacdo ndo retornard aos
niveis controles originais, mesmo apos a remoc¢do do extrato do meio de cultura. Por outro
lado, se o extrato de propolis, como a monensing, causam apenas a inibi¢do do transporte
de amino&cidos ao nivel de membrana, entdo, apds remocao do extrato de propolis do meio
de cultura, através de transferéncias diarias e sucessivas da cultura para meio estéril que

ndo contenha prépolis, ocorrerd o aumento de producéo de aménia.

Este experimento objetivou estudar os efeitos in vitro do ionéforo monensina e do

extrato de prépolis sobre afermentacéo ruminal de aminoacidos.

2. Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Anaerdbicos
do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa - UFV, em Vigosa,
Minas Gerais. Utilizou-se um novilho fistulado no rimen, mantido em pastagem de capim
Brachiaria decumbens, como doador de liquido de ramen. O novilho foi aojado no
Laboratério de Animais do Departamento de Zootecniada UFV.

O liquido de rumen foi coletado antes do arracoamento da manhd, quando o
objetivo era obter meio de cultura que apresentasse pH inicial elevado, e duas a trés horas
apos o arragoamento, para obtencdo de indculo contendo populagdo microbiana ativa. O
liquido foi coletado em diferentes locais no interior do rimen, filtrado em quatro camadas
de gaze, acondicionado em garrafa térmica com fechamento hermético e transportado
imediatamente para o laboratério.

No preparo do meio de cultura, o liquido de ramen foi centrifugado a 500 x g, por
15 minutos, em temperatura abaixo de 5°C, para sedimentac&o de particulas dos alimentos e
protozo&rios. O sobrenadante foi transferido para frascos Erlenmeyer de 500 mL,

autoclavado e armazenado em geladeira para posterior utilizagéo.
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Para obtencdo do indculo, o liquido de rumen foi coletado no primeiro dia do
experimento e mantido em banho-maria por 30 minutos, apds as particulas alimentares
flutuarem pelo acimulo de gases e os protozoarios sedimentarem, foi obtido, por sucgéo, o

liquido na fase mediana do frasco, com ata concentrac&o de bactérias.

Utilizou-se nas incubacbes como meio de cultura, 8,1 mL do liquido ruminal
esterilizado e saturado com didxido de carbono, acrescentado de 0,7 mL de inéculo, 1,0 mL
de caseina hidrolisada (Trypticase; BBL Microbiology Systems, Cockeysville, MD) 15%
(p/v) € 0,2 mL de etanol, contendo ou ndo monensina ou extrato de propolis. A monensina
foi adicionada para atingir 5,0 nmM como concentracdo final no meio de cultura e a
incubacdo foi realizada a 39°C. O extrato de prépolis foi obtido utilizando-se 30 g de
propolis moida em 100 mL de solucdo alcodlica (70% de dcool e 30% de &gua) durante 10
dias, seguido de filtracdo em papel de filtro (Stradiotti et al., 2002b). Foi feita, entéo,
diluicdo do extrato com etanol, na proporcéo de 1:1. Foram feitas transferéncias diérias, em
anaerobiose, até o décimo oitavo dia, de 0,7 mL do liquido (inéculo) para novos tubos de
incubacdo com 0 meio de cultura estéril.

Na primeira fase, 0 experimento consistiu de trés tratamentos (controle-C,
monensinaM e prépolis-P) e duas repetices até o décimo dia, totalizando seis tubos de
incubacao/dia. No décimo primeiro dia, iniciou-se a segunda fase, em que cada um dos trés
tratamentos serviu de indculo para 0s mesmos tratamentos, em combinacdes diferentes.
Como exemplo, o tratamento controle da primeira fase serviu de inoculo para um
tratamento controle (CC), um monensina (CM) e um prépolis (CP); e assim por adiante,
totalizando nove combinagdes diferentes (CC, CM, CP, MC, MM, MP, PC, PM, PP) e 18
tubos de incubagéo/dia que foram incubados por mais nove dias.

Utilizaram-se seringas separadas para medi¢éo da solucéo de etanol e para coleta do
meio de cultura em cada tratamento, evitando-se, assim, o efeito inibitdrio cruzado dos
inibidores. Foram retiradas aliquotas do meio a zero e quatro horas apOs o inicio da
incubacdo, nos dias 0, 3, 6, 9, 11, 12, 15 e 18 para determinagdo de proteina microbiana e
amonia.

As amostras foram coletadas, colocadas em tubos eppendorf e centrifugadas na
microcentrifuga a 5200 x g, por 10 minutos, sendo o sobrenadante congelado para andlises

de amonia. O pellet foi re-suspenso em solugdo salina (0,9% de NaCl), centrifugado e
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separado do sobrenandante por duas vezes, e entdo re-suspenso em agua destilada e
congelado para a determinacdo de proteina microbiana. As andises de amonia foram feitas
pelo método colorimetrico de Chaney e Marbach (1962) e as de proteina microbiana pelo
método de Lowry et al. (1951), em duplicatas.

A atividade especifica de producédo de ambnia (AEPA) ou atividade de desaminacéo
pela populagdo microbianafoi determinada utilizando-se a seguinte férmula:

AEPA = (DNH3 x 1.000.000)/(proteina microbiana* tempo de incubagdo)

Em que:

AEPA = nmol NH3/mg proteina microbiana/minuto;

DNH3; = concentragdo final (4 h) - inicial de aménia (0 h), em mM;
Proteina microbiana = concentragéo inicial, em mg/L;

Tempo de incubag&o, em minutos (240 minutos).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o procedimento de regressdo
do Minitab (Ryan e Joiner, 1994) em funcdo do periodo experimental na primeirafase, e na
segunda fase as andlises estatisticas foram realizadas pelo procedimento ANOVA do pacote
estatistico SAS SYSTEM v 6.12 (1996), sendo feitos teste de média no décimo oitavo dia
de incubacdo. A opcdo pelo método de regressdo na primeira fase foi devido a incubacdo
das amostras serem feitas somente em duplicata (3 tratamentos x 2 repeticdes), ndo sendo
possivel fazer teste de média. Por outro lado, a op¢do pelo teste de média na segunda fase

foi parafacilitar ainterpretagdo dos resultados.

3. Resultados e Discussao

AsFiguras 1, 2 e 3 apresentam, respectivamente, producdo de aménia, concentracéo
inicial de proteina microbiana e atividade de desaminacdo em 4 horas de incubagdo por
microrganismos ruminais em um meio contendo caseina hidrolisada (15 mg/L) sem
(controle) ou com adicdo de monensina ou prépolis na primeira (1° ao 10° dia), e na

segunda fase experimental (11° ao 20°dia).
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Na primeira fase (1° a0 10° dia) houve efeito de tempo (P<0,01) e interagdo
quadrética de tempo x tratamento (P<0,10) sobre a producdo de amdnia, onde a propolis
inibiu a producdo da mesma e a monensina causou inibicéo inicial, mas ndo evitou o
aumento da producdo com o passar dos dias de incubagéo.

O efeito da monensina em reduzir a producdo de aménia foi verificado
anteriormente in vitro (Russell et al., 1988; Chen & Russell, 1989; Cunha, 1999) e in vivo
(Yang & Russdll, 1993; Krause & Russell, 1996). A reducéo da producdo de amonia pelos
microrganiSmos ruminais, através da propolis, confirma os primeiros resultados observados
com uso da propolis in vitro e in vivo por Stradiotti Jr. et al. (2001). Estas observactes
apresentam implicagdo pratica, pois se ha menor producéo de amdnia, tem maior acimulo
de peptideos e aminoacidos no rumen favorecendo o maior fluxo dos mesmos para o
intestino delgado, com menores perdas ruminais das proteinas (Russell et a., 1988; Chen &
Russell, 1989).

O tratamento monensina, apesar da menor producdo de amdnia quando comparado
ao controle, ndo conseguiu manter essa producdo ao longo do tempo. Esse resultado pode
estar indicando uma reacéo diferente dos microrganismos ruminais de clima tropical aos

ionoéforos.
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Figural - Efeito de tratamentos (controle-C; monensina-M; e prépolis-P) sobre a producéo
de ambnia em um meio contendo caseina hidrolisada (15 mg/L), durante a
primeira e segunda fase de incubagdo. As duplas de letras contidas nas legendas
correspondem ao tratamento da primeira (1° ao 10° dia) e segunda fase
experimental (11° ao 18°dia), respectivamente.
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Figura 2 - Efeito de tratamentos (controle-C; monensinaM; e prépolis-P) sobre
concentracdo inicial de proteina microbiana em um meio contendo caseina
hidrolisada (15 mg/L), durante a primeira e segunda fase de incubacéo. As
duplas de letras contidas nas legendas correspondem ao tratamento da
primeira (1° ao 10° dia) e segunda fase experimental (11° ao 18° dia),
respectivamente.
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Figura 3 - Efeito de tratamentos (controle-C; monensina-M; e propolis-P) sobre a atividade
especifica de producdo de aménia por microrganisSmos ruminais em um meio
contendo caseina hidrolisada (15 mg/L), durante a primeira e segunda fase de
incubagcdo. As duplas de letras contidas nas legendas correspondem ao
tratamento da primeira (1° ao 10° dia) e segunda fase experimental (11° ao 18°
dia), respectivamente.

N&o houve efeito de tempo sobre a concentracdo inicial de proteina microbiana na
primeira fase, mas houve efeito de tratamento (P<0,01), onde o tratamento com prépolis
apresentou uma maior concentracdo de proteina microbiana. O ion6foro monensina néo
interferiu com o crescimento microbiano quando comparado ao controle.

Houve efeito de tempo (P<0,01), tratamento (P<0,10) e interacdo quadratica de
tratamento x tempo (P<0,10) na atividade de desaminacdo durante a primeira fase de

incubacdo. A monensina e prépolis inibiram a atividade especifica de producéo de ambnia.

16



O efeito da monensina também foi verificado por Cunha (1999). No entanto, diferente da
propolis, o ion6foro ndo conseguiu manter a atividade especifica de producdo de aménia
em niveis baixos.

A propolis aparenta ter um maior efeito sobre os microrganismos ruminas
produtores de amdnia do que a monensina, considerando que a primeira conseguiu inibir de
forma mais eficiente a producdo de ambnia. Entretanto, como esse ensaio foi realizado
com uma populagdo mista de bactérias ruminais, ndo se sabe qual sdo as verdadeiras
bactérias sensiveis ao extrato de prépolis. Paraisso, sdo necessarios estudos mais profundos
e com populagdes isoladas de bactérias proteoliticas ruminais, com o intuito de verificar a
sensibilidade de cada espécie ao extrato de propolis, e em especia, as populacbes de
bactérias proteoliticas com alto poder de produgdo de amobnia.

A Tabela 1 demonstra os resultados das analises estatisticas do 18° dia de incubag&o
(2% fase). Ao analisar a tabela 1, junto com os gréficos de producdo de aménia,
concentracdo inicia de proteina microbiana e atividade de desaminac&o, durante a segunda
fase daincubagdo (11° ao 18°dia), considerando as popul agdes de microrganismos ruminais
mantidas na primeira fase (1° ao 10° dia) sob os tratamentos controle e monensina, verifica-
se que houve maior producdo de amodnia quando 0S microrganismos ruminais eram
mantidos na auséncia de inibidores na segunda fase. A prépolis foi mais eficiente em
decrescer a producdo de amonia e AEPA na segunda fase independente do tratamento
presente na primeira fase; a monensina foi t&o eficiente quanto a propolis, na segunda fase,

guando os inibidores estavam ausentes na primeirafase.
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Tabela 1 - Efeito do ion6foro monensina e a propolis sobre a fermentacdo de caseina
hidrolisada (15 mg/L) por microrganismos ruminais, no 18° dia de incubagéo
(22 fase), apos 17 dias de transferéncias didrias de indculo em um meio
contendo o tratamento controle (C), monensina (M) ou propolis (P)

12 fase: Controle Monensina Propolis

2 fase: C M P C M P C M P EP?

NHs, 11,11a 6,14ed 5,54ef 10,23b 7,15c 5,91edf 5,84edf 5,35f 6,24d 0,18
mM

Pmic® 288bc 298bc 449a 259c 33%bac 423ba 313bc  34%9bac 345bac 34,3
AEPA® 829a 278b 62b 780a 27,5b 12.8b 22,0b 9,8b 20,9b 9,02

Meédias seguidas de letras iguais nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

®Erro padrdo da média.

PProteina microbiana, mg/L.

“Atividade especifica de produgdo de amdnia, em nmol NHs/mg proteina
mi crobiana/minuto.

N&o houve efeito de tratamento da segunda fase sobre a concentracéo inicial de
proteina microbiana ao longo do tempo. No entanto, os tratamentos que continham propolis
na segunda fase, apresentaram todos, no 18° dia, as maiores concentragdes de proteina
microbiana. Este efeito pode esta envolvido com melhor eficiéncia de conversdo da
proteina dietética em proteina microbiana, pela inibicdo da atividade de desaminacéo, e
consequentemente do excesso de producdo de aménia A producdo de amoénia em
concentracdes que possam ser aproveitadas pelos microrganismos, que tém a aménia como
fonte de nitrogénio, permite uma maior conversdo da amodnia do meio em proteina
microbiana, através de uma maior €ficiéncia na captacdo do nitrogénio amoniacal e
conversao para nitrogénio protéico.

Os resultados verificados no presente trabalho, em que, ao se remover a monensina
do meio de cultura, tem-se 0 aumento na producdo de aménia, j& havia sido descrito por
Lana et a. (2002). Também, os resultados confirmam aqueles obtidos por Newbold &
Wallace (1989), que observaram que culturas de Prevotella ruminicola reduziram a
atividade de transporte de peptideos, quando submetidos ao iondforo tetronasina. A reducdo

€ devido aos iondforos catalisarem o efluxo de potassio e influxo de sodio e prétons para o
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interior da célula microbiana, ocorrendo gasto de ATP para evitar a acidificacdo
intracelular (Russell, 1987). Como a difusdo facilitada também atua no transporte de
aminoéacidos (Driessen et al., 1987; Chen & Russell, 1990), e essa ndo € afetada pelos
desaminacdo. Assim, 0 restabelecimento do transporte em sua capacidade total ocorre

assim que os ionoforos sdo removidos do meio de culturaou da alimentagdo animal.

Os tratamentos com prépolis mantiveram, mesmo com a sua remogdo do meio,
baixa producéo de aménia e AEPA. Esse fato sugere uma reconsideracéo sobre a forma de
atuacdo desse inibidor, que podera atuar de forma diferente dos ionoforos nos
microrganismos ruminais, atingindo outros componentes celulares além da membrana
celular. Mirzoeva et a. (1997) verificaram que a propolis apresenta mais efeito bactericida
do que bacteriostatico sobre Bacillus subtilis. Outros trabalhos suportam que a propolis
além de conter componentes de acdo similiar aos ionéforos, atua inibindo a sintese de
enzimas bacterianas, e adivisdo celular (Kikuni & Schilcher, 1994). Além disso, apropolis
pode ter um espectro de agdo maior que a monensing, sendo capaz de atingir a populagéo
de bactérias Clostridium aminophilum e outros, de alta capacidade de producdo de ambniae
gue s80 mais resistentes a monensina, como, também poderia atingir as bactérias gram-

negativas, considerando que a propolis é gram-independente (Kikuni & Schilcher, 1994).

Mais pesquisas devem ser feitas com intuito de esclarecer 0 modo de agdo do

extrato de prépolis e sua capacidade bactericida sobre popul agdes isoladas do ramen.

4, Conclusdbes

A propolis apresenta-se mais eficiente que a monensina em reduzir a producéo de

amonia de culturas de microrganismos ruminais em meio contendo caseina hidrolisada.
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Capitulo 02 - Efeito da Propolis sobr e os Par ametr os Ruminais de Vacas

Leiteiras

RESUMO - Foi objetivo desta pesquisa determinar os parametros ruminais (pH, amonia e
atividade especifica de producdo de amonia pela populacdo microbianaruminal - AEPA) de
vacas leiteiras em fungdo de niveis crescentes de extrato de prépolis na dieta. Foram
utilizadas trés vacas Holandesas lactantes, fistuladas no rimen, em delineamento completo,
em dois blocos, com trés periodos experimentais cada um. As dietas foram compostas de
64,4% de silagem de milho e 35,6% de concentrado a base de milho moido e farelo de soja.
Os tratamentos constituiram de adicdo de niveis crescentes de extrato etandlico de prépolis
(0, 34 e 68 mL/animal/dia) as dieta. O extrato de propolis foi obtido adicionando-se 30g de
propolis bruta moida para cada 100 mL de & cool & 70% em &gua, durante 48 horas a 45°C,
seguido de centrifugacdo a 2500 rpm durante cinco minutos. Para determinacdo do pH,
concentragdo de amoénia (NH3) do liquido ruminal e AEPA, as amostras foram coletadas
manua mente, viafistula e filtradas em gaze. A producdo leiteirafoi mensurada diariamente
e amostras de leite e dos alimentos foram coletadas para determinacdo da composicéo
guimica/lbromatol 6gica. Houve efeito de tratamentos sobre producdo de leite, contelido de
gordura e proteina do leite, percentagem de lactose no leite, consumo de matéria seca,
eficiéncia alimentar, concentracdo de NH3 ruminal as 0 e 3 horas de coletae pH as 0 e 3
horas de coleta. Entretanto, ndo houve efeito de tratamento sobre a percentagem de gordura,
proteina e extrato seco do leite, e AEPA de bactérias ruminais. O extrato etandlico de
propolis adicionado a dieta aumenta o consumo de matéria seca, eficiéncia aimentar e a

producéo de leite, contetido de gordura e proteinado leite de vacas leiteiras lactantes.

Palavras-Chave: consumo, €ficiéncia alimentar, leite, manipulagdo ruminal,

microrganismos, rimen
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Chapter 02 — Effect of Bee Propolison Ruminal Parameters of Dairy Cows

ABSTRACT - The objective of this study was to determine the rumina parameters
(ammonia, pH, and specific activity of ammonia production by the ruminal microbial
population - SAAP) of dairy cows in function of levels of propolis extract in the diets.
Three rumen fistuled dairy Holsteins cows were used, in switch-back design, in two blocks,
witch three experimental periods each one. The diets were composed by 64.4 corn silage
and 35.6% concentrate based on ground corn and soybean meal. The treatments consisted
of the crescent levels propolis extract addition (0, 34, 68 mL/animals/day) to the diets. The
ethanol extract of propolis was obtained by the addition of 30g of ground crude propolis to
100 mL of 70% ethanol, during 48 hours at 45°C, following centrifugation at 2500 rpm
during five minutes. For the determination of pH, ammonia concentration (NH3) and SAAP
samples were manually collected, via fistula and cheese close filtered. The milk production
was daily measured and samples of milk and feed were collected for the determination of
the chemical composition. There was effect of treatments on milk production, content of fat
and protein of the milk, percentage of milk lactose, dry matter intake, feed efficiency,
ruminal NH3 concentration at O and 3 hours of collection and pH at 0 and 3 hours of
collection. However, there was not effect of treatment on the percentage fat and protein, dry
extract of milk, and SAAP by the ruminal microbial population. The ethanol extract of
propolis added to the diet increase intake of dry matter and feed efficiency, and milk

production, and content of fat and protein of milk of lactating dairy cows.

Key-Words: intake, manipulation ruminal, microrganisms, milk, rumen, feed efficiency
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1. Introducéo

A fermentacdo ruminal possibilita aos ruminantes aproveitar como fonte de
nutrientes, compostos complexos incapazes de serem utilizados pelos monogastricos. Por
outro lado, a producdo excessiva de compostos como metano e a amodnia, pelos
microrganismos, € indesegjavel, considerando-se que perdas energéticas e protéicas reduzem
a eficiéncia de producdo, como também atuam poluindo o meio ambiente. A manipulacdo
da fermentagdo ruminal, pela adicdo de propolis na dieta, poderia entdo diminuir essas
condi¢es indesgjévels.

A fermentacdo microbiana produz &cidos graxos volateis (AGV) e gases,
principal mente dioxido de carbono e metano, e possibilita, ainda, a sintese de aminoécidos
e vitaminas, em que as células microbianas sdo a principal fonte desses nutrientes para o
animal.

Dentre os produtos finais da fermentacdo, 0 metano pode ser responsavel pela perda
energética de 15% em relacdo ao alimento ingerido. Este gas € um dos responsaveis pelo
efeito estufa e pela destruicdo da camada de ozonio da estratosfera (Kirchgebner et al.,
1995); portanto, quanto menor o valor desse gés liberado, menor seu efeito sobre o meio
ambiente. Também, o excesso de desaminacdo de aminoécidos, decorrente da fermentacdo
microbiana ruminal, causa perda nutricional e financeira, e contamina o solo e os lencdis
fredticos, devido a0 aumento na excrecao urinéria.

A manipulagdo da fermentacdo ruminal tem sido empregada para aumentar a
produtividade animal e reduzir a poluicdo ambiental, por meio da atenuacéo dessas perdas
por amdnia e metano. Um dos exemplos é o efeito dos iondforos, como a monensinag, que
reduz a producdo de amonia pela inibicdo de uma populagdo de bactérias gram-positivas,
fermentadoras de aminoacidos, hiper produtoras de ambnia, como exemplo as espécies
Peptostreptococcus anaerobius C, Clostridium sticklandii SR e Clostridium aminophilum F
(Russell et a., 1988; Chen & Russell, 1989; Paster et a., 1993). O ionéforo monensina
pode ainda ter efeito na reducdo das perdas de metano, proporcionado pelo aumento de
proprionato em relacdo ao acetato, através dainibicdo de bactérias produtoras de metano.

A propolis é conhecida a mais de cinco mil anos tanto por suas propriedades

terapéuticas, como também por sua atividade antiinflamatéria, cicatrizante, anestésica e
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antimicrobiana. A propolis apresenta atividade antimicrobiana principalmente sobre
bactérias gram-positivas (Ghisalberti, 1979; Park et al., 2000). Sua adicéo a racéo poderia,
como ocorre com os ionéforos, reduzir a atividade de desaminagdo e a relagdo
acetato:proprianto ruminal, com consequientes reducdes nas producdes de uréia e metano.
Ja se verificou, in vitro, efeito inibitério do extrato de propolis sobre a desaminacéo de
aminoéacidos por microrganismos ruminais (Stradiotti Jr et al., 2001).

Se a prépolis for capaz de inibir as bactérias produtoras de aménia e as produtoras de
metano, conseqlentemente os pardmetros a serem testados serdo modificados pela
introducdo do extrato de propolis na racdo, a partir de um determinado nivel, como sera
também modificada a atividade de desaminagdo, que sera menor que o tratamento controle.

Assim, foi realizado este ensaio para determinar os parametros ruminais (pH, amonia,
e atividade especifica de desaminagdo) de vacas leiteiras com nivels crescentes de extrato

de prépolisnadieta.

2. Material e Métodos

O ensaio foi realizado na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Gado de Leite
(UEPE-GL), no periodo compreendido entre agosto e outubro de 2004, e as andlises
bromatol6gicas foram redlizadas no Laboratério de Nutricio Animal, ambos do
Departamento de Zootecnia. As andlises de amdnia (NHz) ruminal e atividade especifica de
producdo de amdnia (AEPA) pela microbiota ruminal foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Anaerdbios do Departamento de Microbiologia. Todas as unidades e
departamentos sdo pertencentes a Universidade Federal de VigosaMG.

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 dltitude de 649 m. O clima de
Vigosa é subtropical, com inverno frio e seco e veréo gquente e imido, sendo classificado
como Cwa subtropical. A precipitacdo pluviométrica anual média é de 1.342 mm. A
temperatura média das maximas € de 26,1°C e das minimas de 14°C, com umidade do ar de
80%.
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Foram utilizadas trés vacas de raca Holandesa, multiparas, |actantes (com mais de
dois meses de lactacdo), fistuladas no rimen e com peso vivo médio de 588 kg, dispostas
em delineamento completo 3x3 e dois blocos sucessivos (Gomes, 1985). Os animais
receberam a mesma dieta, durante os seis periodos experimentais (trés de cada bloco),
composta de 64,4% de silagem de milho e 35,6% de concentrado a base de milho e farelo
de soja (Tabela 1), conseguientemente, a relacdo de concentrado e volumoso na matéria seca
foi, em média, 36:64, respectivamente.

Os tratamentos consistiram de adicdo de niveis crescentes de extrato etandlico de
propolis (0, 34 e 68 mL/animal/dia), conforme apresentado na Tabela 3. A definicdo dos
niveis de propolis foi determinado a partir do maior nivel de extrato de propolis fornecido
na dieta de caprinos em trabalhos anteriores (Stradiotti jr et al., 2001, Stradiotti jr et al.,
2002a, Stradiotti jr et al., 2002b e Carmadelli et a., 2002). A extracdo da propolis foi
realizada de acordo com a técnica descrita por Pinto (2000), em que foi obtido o extrato
etandlico de propolis utilizando-se 30 g de prépolis bruta moida em 100mL de solugdo
alcodlica (70% de acool e 30% de &gua), colocado em temperatura de 45°C, durante 48
horas, sob agitacdo, seguido por centrifugacdo a 2.500 rpm por cinco minutos, para

eliminag&o dos residuos.

Tabela 1 - Propor¢do dos ingredientes (%0MS) no concentrado oferecido nos trés

tratamentos
Alimento Proporcéo de ingredientes (%M S)
Milho 45,58
Farelo de soja 19,24
Farelo de trigo 10,25
Farelo de algodao 19,45
Uréia+ Sulfato de NH3 1,14
Nucleo minera 4,33
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Tabela 2 — Composicdo bromatologica (%M S) da silagem de milho, concentrado, e dieta

total.
Item Silagem de milho Concentrado Dietatotal

Matéria seca 29,33 88,15 50,27
Matéria organica 95,66 94,86 95,38
Proteina bruta 5,16 24,01 13,71
Extrato etéreo 227 3,00 2,53

Fibra em detergente neutro® 50,44 10,01 36,05
Cinzas 4,34 513 4,62

Carboidratos néo fibrosos 34,94 57,84 43,09
Carboidrato total 85,38 67,86 79,14

Fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina.

Os animais foram pesados antes de iniciar o ensaio, e colocados em baias individuais
providas de bebedouros e comedouros. As dietas foram fornecidas ad libitum, de maneira
gue houvesse pelo menos 10% de sobras. Os primeiros sete dias foram utilizados para
adaptacdo dos animais as baias e ragdes, sem que houvesse nenhum tratamento com
propolis.

O ensaio consistiu de cinco dias de adaptacdo para cada nivel de extrato etandlico de
propolis, e dois dias de coleta de liquido ruminal e amostras de leite, volumoso e
concentrado, durante seis periodos (trés periodos experimentais por bloco), totalizando 42
dias.

Nostrés diasiniciais de cada periodo, os animais foram alimentados duas vezes ao dia
(07:30h e 16:00h), sendo que nos tratamentos com extrato de prépolis, este foi adicionado
na racdo, nos dois horarios, dividido em duas parcelas. Nos ultimos quatro dias de cada
periodo, os animais foram alimentados as 01:00, 7:00, 13:00 e 19:00 horas, para manter
constantes as condi¢des ruminais. O extrato de propolis foi adicionado em seus respectivos

tratamentos em parcelas iguais, nos horarios acima mencionados.
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Para determinacdo do pH e concentracdo de aménia (NHz) do liquido ruminal, as
amostras foram col etadas manuamente, via fistula, e filtradas em gaze, as zero e trés horas
apos a aimentacdo da manhg, nos dois Ultimos dias de cada periodo experimental. A leitura
de pH foi efetuada em potencidmetro, e uma aliquota de 1,5 mL do liquido ruminal, de
cada tratamento, foi colocada em tubos de microcentrifuga, centrifugada a 12.000 rpm por
10 minutos, seguido do congelamento do sobrenadante para posterior andlise da
concentracéo de aménia pela técnica colorimétrica descrita por Chaney & Marbach (1962).

Na avaliacdo da AEPA (Atividade Especifica de Producdo de Amonia), o liquido
ruminal em cada tratamento foi coletado trés horas ap0os a aimentacdo da manha dos dois
ultimos dias de cada periodo experimental, acondicionado em frascos de vidro com tampas
e colocado em caixa de isopor para transporte ao laboratério. As amostras ficaram em
repouso, a 39°C, durante 30 minutos para que ocorresse decantagdo e separacéo de
particulas de alimento. Em seguida, foram transferidos, em duplicata, 9 mL do liquido
ruminal da parte mediana do frasco para tubos de incubagédo, e entdo, foi feita saturacéo
com CO, e vedacdo dos frascos com rolhas de borracha.

No tempo zero, foi adicionado 1 mL de solucdo anaerébia de caseina hidrolisada
(15¢/L de concentragdo final) em cada tubo, sendo estes incubados a 39°C por quatro
horas. Coletaram-se, entdo, 1,5 mL do meio as 0 e 4 horas de incubacdo para andlise de
concentracdo de amonia, pela técnica descrita anteriormente. Na coleta de zero hora,
congelou-se 0 pellet para posterior andlise de proteina microbiana, pela técnica
colorimétrica descrita por Lowry et al. (1951).

A AEPA foi determinada medindo-se a quantidade de NHs3 produzida por mg de
proteina bacteriana por minuto (Lana & Russell, 1997), valendo-se da seguinte equacao:

AEPA = (DNH3; x 1.000.000)/(proteina microbiana* tempo de incubacéo)

Em que:

AEPA= nmol NHs/mg proteina microbiana/minuto;

DNH3 = concentragéo final (4h) — concentrac&o inicial de amoénia (0Oh), em mM;
Proteina microbiana = concentracdo inicial, em mg/L;

Tempo de incubagdo, em minutos (240 minutos).
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A producdo leiteira foi mensurada diariamente, sendo utilizado para as anaises
estatisticas os dois Ultimos dias de cada periodo. A producéo de leite corrigida para 3,5% de
gordurafoi determinada através da férmula de Sklan (1992). Amostras de leite retiradas no
periodo matutino e vespertino, dos dois dias, foram utilizadas para determinacéo da
composicao (teores de lactose, extrato seco, proteina e gordura) do leite. Essas amostras
foram colocadas em recipientes com conservante e enviadas para o Laboratério de
Qualidade de Leite da Embrapa Gado de Leite-Juiz de Fora (MG) para a realizacdo das
respectivas andlises mencionadas.

Em cada periodo foram coletadas amostras dos alimentos oferecidos as vacas
(silagem, concentrado, e ingredientes do concentrado) para determinagdes do teor de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra
em detergente neutro (FDN), cinzas, carboidratos néo fibrosos e carboidrato total através
das metodol ogias descritas por Silva (1998).

A eficiéncia alimentar foi obtida pela divisdo da producéo leiteira pelo consumo de
matéria secadiario das vacas.

Foi utilizado teste de média para comparar 0s tratamentos, com diferentes nivels de
extrato de propolis, sobre os parametros avaliados. As unidades experimentais utilizadas
nas andlises estatisticas consistiram das médias, por animal, dos dois dias de coleta, dos
paré@metros analisados (consumo de matéria seca, producdo de leite, composicdo do leite,
eficiéncia aimentar, NHs, pH e AEPA), provenientes dos trés tratamentos testados. As
andlises estatisticas foram feitas usando o procedimento proposto por Gomes (1985), para

delineamentos compl etos em ensaios de dupla reversao.
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Tabela 3 — Delineamento utilizado no experimento, de acordo com os tratamentos, periodos
e blocos experimentais

BLOCO 1 BLOCO 2
1°P 2°P 3P 1°P 2°P 3P
Vacal 0 1 2 Vacal 1 2 0
Vaca?2 1 2 0 Vaca?2 0 1 2
Vaca3 0 1 2 Vaca3 1 2 0

*(Q = Tratamento controle; 1 = Tratamento com 34,0 mL de extrato de propolis; e 2 =
Tratamento com 68,0 mL de extrato de prépolis.

3. Resultados e Discussao

Como o objetivo principal deste experimento foi verificar as possiveis modificacdes
dos parametros ruminais de vacas alimentadas com diferentes niveis de extrato de propolis,
as inferéncias sobre producdo e composicdo do leite dos animais, nos respectivos
tratamentos, servem apenas de complementagdo dos resultados, considerando que foram
utilizados sete dias para cada periodo experimental. Um periodo curto para medicdes
apuradas sobre modificagbes na producdo e composicdo do leite de vacas leiteiras.
Entretanto, como a resposta destes parametros, a adicdo de extrato de prépolis na dieta,
explica as respostas dos parametros ruminais, seus resultados se tornam importantes para a
discusséo do presente trabal ho.

Na Tabela 4 estéo expressos os resultados observados de producéo de leite (PLEITE),
producdo de leite corrigido para 3,5% de gordura (PLEITE 3,5%) (Sklan et a.; 1992),
consumo de matéria seca em percentagem de peso vivo (CMYS), eficiéncia aimentar (EFA),
composicao do leite (GORD, %; PROT, %; LACT, %) e quantidade de gordura e proteina
do leite (GORD, gramas e PROT, gramas) em funcdo da utilizacdo de extrato etandlico de
propolis. Apesar das exigéncias protéicas dos animais ndo terem sido supridas, tanto a
producdo de leite quanto o consumo de matéria seca foram afetados pela presenca de

extrato etandlico de propolis. Os animais submetidos aos tratamentos com extrato de
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propolis tiverem uma maior producdo de leite quando comparado aos animais submetidos
ao tratamento controle. O consumo de matéria seca das vacas do tratamento com 68 mL de
extrato de propolis foi maior quando comparado as vacas do tratamento controle. O
aumento do consumo de matéria seca pelainclusdo de extrato etandlico de prépolis na dieta
de cabras leiteiras ja havia sido verificado por Carmadelli (2003). Entretanto, os animais
submetidos ao tratamento com 34 mL de extrato de prépolis ndo diferiram seu consumo em
relacdo aos animais do tratamento controle, explicando a melhor eficiénciaalimentar (EFA)
das vacas submetidas a esse tratamento, sendo 3,2% superior ao valor observado nas vacas
do tratamento controle.

N&o houve efeito de tratamento em relacéo a percentagem dos componentes do leite.
Estes resultados, também, foram semelhantes aos obtidos por Camardelli et a. (2003) e
Stradiotti Jr et al. (2002a), exceto pela percentagem de lactose no leite, em que diferente
dos trabalhos citados, houve diminui¢do, quando adicionado o maior nivel de extrato
etandlico de propolis na dieta dos animais. Entretanto, a quantidade de gordura e proteina
total do leite foi afetada pela introducéo de extrato de propolis na dieta. O teor de gordura
do leite foi maior no tratamento com 68 mL de extrato de propolis, ocorrendo o mesmo em

relacdo ao teor de proteina do leite.
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Tabela 4 — Vaores médios da producéo didria de leite (PLEITE), consumo de matéria seca
(CMYS), eficiéncia aimentar (EFA), gordura do leite (GORD), proteina do leite
(PROT), lactose do leite (LACT) e extrato seco total do leite (ES), em funcéo
dos tratamentos, erro padréo (EP) e coeficiente de variacéo (CV)

Tratamento

ltem CON? EP-34mL® EP-68mL*® EP CV (%)
PLEITE, L/dia 25,59 26,79a 26,92a 2,002 3,10
g(';r'fj" o 2 25 16a 25,66a 1,951 5,49
CMS, %PV 3,14b 3,22ab 3,26a 0,111 2,27
EFA, L/kg 2,21b 2,28a 2,23ab 0,243 2,51
GORD, % 3,10a 3,20a 3,17a 0,150 3,08
GORD, gramas 769,39 836,15ab  863,60a 67,693 7,52
PROT, % 3,82a 3,44a 3,51a 0,136 8,30
PROT, gramas  851,33b 909,90ab  942,27a 52,115 6,89
LACT, % 4,57a 4,52ab 4,37b 0,063 3,11
ES, % 12,32a 12,11a 12,11a 0,185 1,61

CON*= controle; EP-34 mL2= adicdo de 34 mL de extrato etandlico de prépolis na ragao;
EP-68mL°= adicdo de 68 mL de extrato etandlico de prépolis na racdo. Médias seguidas
por uma mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade.

Na Tabela 5 estéo expressos as concentragdes de amonia zero e trés horas apos a
alimentagdo das vacas, atividade especifica de producdo de amdnia (AEPA) pela populagéo
microbiana ruminal e pH as zero e trés horas apds aimentacdo das vacas, em funcdo dos
niveis de extrato etandlico de prépolis. Observa-se que a concentracdo de amonia ruminal,
trés horas apds a alimentacdo das vacas, foi superior nos animais submetidos ao tratamento

de 34 mL de extrato etandlico de prépolis, quando comparados com os outros (CON e EP-
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68 mL). Este resultado é diferente daqueles obtidos por Oliveira (2004), em que a propolis
foi capaz de inibir a producéo de aménia ruminal, em incubagdes in vitro de populacdes de
bactérias ruminais mistas. Por outro lado, Stradiotti Jr. et al. (2002b) e Camardelli et al.
(2003) néo verificaram efeito da préopolis sobre a producéo de amoénia rumina quando este

foi adicionado na alimentacdo de cabras leiteiras.

Tabela 5 — Médias da concentragdo de amdnia no liquido ruminal a zero (NHsz (Oh)) e trés
horas (NH3 (3h)) pés-alimentacéo, atividade especifica de producdo de amobnia
(AEPA) e pH rumina a zero (pH (0h)) e trés horas (pH (3h)) pés-aimentacéo,
em func&o dos tratamentos, erro padréo (EP) e coeficiente de variagcdo (CV).

Tratamento
ltem CON? EP-34mL®  EP-68mL° EP CV (%)

NHs (Oh), 11,65a 11,33a 10,96a 1,243 16,48
mg N/dL

NHs (3h), 10,68b 12,45a 10,09b 0,826 15,37
mg N/dL

AEPA, 36,71a 34,81a 36,99a 3,463 8,06
Nmol NH3/mg

pH (Oh) 6,58a 6,40b 6,50a 0,067 0,94
pH (3h) 6,12b 6,24ab 6,31a 0,071 1,93

CON'= controle; EP-34 mL°= adicdo de 34 mL de extrato etandlico de propolis na ragzo;
EP-68mL>= adicdo de 68 mL de extrato etandlico de prépolis na rago. Médias seguidas
por uma mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade.

O extrato etandlico de prépolis ndo alterou a desaminagdo de aminoécidos pelos
microrganismos ruminais. Isto ja havia sido observado por Camardelli (2003), com cabras
leiteiras, onde os valores da atividade de desaminagdo foram similares a este experimento.
Porém, Stradiotti Jr. et al. (2001) verificou inibicdo da atividade especifica de producdo de

amonia quando o extrato de propolis foi adicionado a dieta de bovinos fistulados no rimen.
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Os animais submetidos ao tratamento com 34 mL de extrato etandlico de propolis
tiveram um menor pH do liquido ruminal imediatamente antes da alimentacdo (zero hora).
Entretanto, a pequena magnitude de variagdo de pH entre os tratamentos (todos os
tratamentos mantiveram seu pH acima de seis), antes e depois da aimentacdo dos animais,
ndo permite utilizar o pH como paréametro de modificacdes da populacdo microbiana.

Segundo Leng (1990), em condigdes tropicais, sG0 necessarias concentragdes acima
de 10 mg N/dL de N-amoniacal no liquido ruminal para que haja maximizacéo da digestdo
ruminal de matéria seca. Todos 0s animais submetidos aos tratamentos apresentaram essa
concentragdo no ramen.

O maior concentracdo de amonia trés horas apds a alimentagdo das vacas do
tratamento com 34 mL de extrato de prépolis, associado a fata de efeito do extrato
etandlico de prépolis sobre a atividade desaminadora, ocorreu provavelmente devido ao
incremento no consumo de matéria seca pelos animais submetidos a esse tratamento e,
consequentemente, de proteina, suprimindo o efeito do extrato de propolis sobre esses
parémetros ruminais.

A maior producdo de leite e eficiéncia aimentar das vacas submetidas aos
tratamentos de extrato etandlico de propolis pode estar relacionada ao maior consumo de
matéria seca. Com isso, mais pesquisas devem ser realizadas para comprovar o efeito da
propolis sobre o estimulo ao consumo de alimentos e conseguiente aumento na producéo de

leite e eficiéncia alimentar.

4, Conclusdes

O extrato etandlico de prépolis aumentou o desempenho e a eficiéncia alimentar de
vacas lactantes, quando adicionado a dieta.
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CONCLUSOES GERAIS

A propolis apresentou ser mais eficiente que a monensina em reduzir a producéo de
aménia de culturas de microrganismos ruminais in vitro em meio contendo caseina
hidrolisada.

O extrato etandlico de propolis aumentou o0 desempenho e a eficiéncia alimentar de
vacas lactantes, quando adicionado a dieta.
Os constituintes do leite, exceto a lactose, ndo sdo aterados pela inclusdo do extrato

etanolico de propolis naracdo das vacas |l actantes.
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