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"Nés seres humanos, estamos na natureza para
auxiliar o progresso dos animais, na mesma proporcao
gue 0s anjos estdo para nos auxiliar. Portanto quem
chuta ou maltrata um animal é alguém que néao

aprendeu a amar."

Francisco Candido Xavier, “Chico Xavier”
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CAPITULO I
REVISAO DE LITERATURA

1) Introdugdo

Os ruminantes sdo animais que possuem caracteristicas singulares quando sio
retratados na obtencdo de nutrientes através da dieta ingerida. Durante sua evolucao,
desenvolveram caracteristicas anatomicas e simbidticas que permitiram a utilizagdo de
carboidratos estruturais como fonte de energia e compostos nitrogenados nao protéicos
como fonte de proteina. Essas caracteristicas podem ser atribuidas ao desenvolvimento
do processo fermentativo pré-gastrico (Furlan et al. , 2006)

O rimen ¢ habitado por bactérias, protozoarios e fungos, havendo uma verdadeira
simbiose entre 0s ruminantes € os microrganismos. A manutencdo dessa simbiose se
deve a algumas caracteristicas ruminais que sdo mantidas pelo animal hospedeiro, tais
como, suprimento de alimento mastigado ou ruminado, a remo¢ao dos produtos da
fermentag¢do, adicdo de tamponantes e nutrientes via salivar, manuten¢do de pH e
temperatura (Acuri et al., 2006). Em contrapartida os microrganismos fermentam os
alimentos ingeridos formando metabdlitos, tais como acidos graxos volateis (AGV) e
amonia, os quais serdo utilizados pelos animais. Os microrganismos utilizam também
parte da amonia produzida, aminoacidos (AA), ATP e esqueletos carbonicos dos AGV,
para a multiplicacdo da massa microbiana, ressaltando-se que o suprimento de proteina
utilizado pelo animal advém dessa massa microbiana (Van Soest, 1994; Hobson, 1997).
Porém, outros produtos como metano ¢ CO, sao formados, representando perdas
energéticas do alimento para o meio ambiente, além da polui¢do causada pelas suas
emissdes.

Com o intuito de diminuir a emissdo desses gases, metano e CO,, trabalhos de
pesquisa estdo sendo desenvolvidos objetivando a diminui¢do das perdas energéticas.

Nesse contexto, a descoberta de compostos que controlam o metabolismo aumentando a
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eficiéncia de utilizagcdo de alimentos e proporcionando uma maior produ¢ao animal, deu
origem a uma classe de substancias denominadas de aditivos alimentares que em termos
simplificados, objetivam: (1) melhorar os processos benéficos, (2) minimizar, eliminar
ou alterar os processos ineficientes, (3) minimizar, eliminar ou alterar os processos
prejudiciais ao animal hospedeiro. Exemplos de processos cuja maximizagao seria
valida em todas as circunstancias sdo: a estabilizagdo do ambiente ruminal, a
degradagdo da fibra, a fermentacdo do lactato, a formagdo de acido propidnico e a
conversao de compostos nitrogenados ndo protéicos em proteina microbiana, enquanto
os processos que deveriam ser minimizados incluem a produ¢ao de metano, degradagao
da proteina e absor¢do de amonia (Nagaraja et al., 1997; Nicodemo, 2001).

Existem alguns produtos que possuem as caracteristicas de um aditivo,
mostrando-se eficientes na manipulacdo da fermentacdo ruminal, por exemplo, os
iondforos (monensina, lasalocida e salinomicina) que, provavelmente, sao os aditivos
mais pesquisados em dietas para ruminantes. Porém em 1999, baseando-se no
“Principio da Precau¢do” a Unido Europeia baniu a utilizagdo desses promotores de
crescimentos (Ipharraguerre, 2003), mas a proibi¢cdo do uso de ion6foros como aditivos
alimentares (monensina sodica e lasalocida) somente ocorreu em 2006. Este principio ¢
uma prerrogativa para as autoridades da UE, mesmo na auséncia de dados cientificos
conclusivos, adotarem uma “postura preventiva” em relagdo a uma determinada
questdo. Outros paises, no entanto, adotam o “Principio da prova”, baseando-se em
evidéncias cientificas para uma tomada de decisdo, como o caso dos Estados Unidos ¢
Brasil.

Neste cendrio, alguns pesquisadores estdo voltando seus esfor¢cos com o intuito de
encontrar um aditivo que seja considerado “natural”, substituindo assim os ionoforos e
amenizando as perdas energéticas e produtivas.

Alguns produtos tém mostrado caracteristicas que permitem serem utilizados
como aditivo entre eles a propolis, material resinoso produzido pelas abelhas. Pesquisas
com este produto mostraram que alguma caracteristica bioldgica o caracteriza como
substancia iondfora (Mirzoeva et al., 1997). Porém ha alguns questionamentos quanto a
padronizagdo do produto, em razao da obtencdo da matéria-prima e a extracdo dos
principios ativos. Diante do fato, focou-se em pesquisas para aquisi¢do de técnicas que
padronizassem o produto e que esclarecesse melhor as propriedades bioldgicas, para

assim obter um produto com melhor qualidade e garantia.
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2) Propolis e suas caracteristicas bioldgicas

A propolis ¢ uma complexa mistura de substancias formada por exsudatos
coletados das diferentes partes da planta pelas abelhas, substancias secretadas pelo
metabolismo das abelhas e matérias que sdo introduzidas durante o processo de
elaboragdo da propolis (Marcucci, 1995). Apds a coleta do material resinoso, as abelhas
adicionam secreg¢Oes salivares e enzimas, especialmente a enzima 13-glicosidase
presente na saliva da abelha, ocorrendo assim uma hidrolizagdo dos flavonoides
heterosideos, presentes no material resinoso, tornando-os agliconas livres, as quais
potencializam a atividade bioldgica do produto (Pereira, et al. 2002; Park et al., 1997).
Esta mistura ¢ constituida por 50% de resina contendo vitaminas, sais minerais,
compostos fendlicos como flavonoides, acidos graxos, alcodis aromadticos e ésteres,
30% de ceras, 5% de polen, 10% de oOleos esséncias e aromaticos ¢ 5% de outras
substancias desconhecidas (Burdock, 1998); Variacdes da composicdo podem ocorrer
dependendo da época de florada e plantas visitadas pelas abelhas (Park et al., 2002),
periodo de coleta da resina (Dos Santos et al., 1999), além da variabilidade genética das
abelhas rainhas (Koo e Park et al., 1997). As abelhas utilizam a préopolis para proteger
sua colméia contra insetos € microrganismos, reparar frestas, na assepsia dos locais de
postura da abelha rainha e mumifica¢do de invasores (Marcucci, 1996).

Estudos verificaram algumas caracteristicas biologicas da propolis, tais como acao
antimicrobiana (Park et al., 1998; Buriol, 2009), antifungica (Hegazi, 2000; Longhini,
2007), anti-inflamatoria (Park et al., 1998; Sosa, 1997) e antioxidante (Park et al.,
1998), cicatrizante e anestésica (Bankova 1989; Ghisalberti, 1979) e anticancer (Buriol,
2009). Observa-se que essas propriedades sdo decorrentes do sinergismo que ocorre
entre os diferentes compostos da propolis. Ressalta-se que a avaliagdo individual, apos
isolamento de qualquer um destes compostos, quanto a estas propriedades mencionadas,
nao sao observados os efeitos citados (Marcucci, 1996).

A atividade antimicrobiana tem sido uma das propriedades mais pesquisadas,
existindo dois provaveis mecanismos que sdo descritos, o primeiro através da inibi¢ao
da RNA-polimerase bacteriana (Uzel et. al, 2005; Takaisi-Kikuni e Schilcher, 1994),
atribuidas principalmente a flavonona pinocembrina, ao flavonol galagina e ao éster
feniletil do acido caféico; e o segundo através da a¢do na membrana da parede celular

dos microrganismo alterando o influxo de ions causando danos funcionais e estruturais,
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sendo este efeito atribuido aos flavonoides, o acido caféico, acido benzodico, acido
cinamico (Scazzacchio et al., 2005; Mirzoeva et al., 1997).

Pesquisas realizadas com o objetivo de avaliar a agdo antimicrobiana da propolis
em diferentes cepas de bactérias evidenciaram uma maior atividade nas bactérias Gram-
positivas do que nas Gram-negativas (Vargas et al., 2004; Dos Santos, 2003). Essa
caracteristica ainda ndo estd bem definida, contudo Vargas et al. (2004), propdem que
esta propriedade esta relacionada a composicdo quimica da parede celular destas
bactérias, justificando que as Gram-negativas possuem uma parede celular mais
complexa, o lipopolissacarideo, constituinte dessa parede, que determina a
antigenicidade, toxicidade e patogenicidade desses microrganismos. Além disso, esse
grupo possui um teor lipidico maior comparado ao das Gram-positivas. Tais
caracteristicas podem estar envolvidas com a maior resisténcia ao extrato testado. Prado
et al. (2010a),em estudos “in vitro” para avaliar cepas bacterianas tolerantes a produtos
a base de propolis em diferentes concentragdes e técnicas de extragdes obtiveram maior
selecdo das bactérias Gram-positivas (80,9%) em relagdo as Gram-negativas (19,1%).
Deve-se considerar que algumas bactérias sdo anaerdbicas existindo algumas
dificuldades quanto ao procedimento de fixacdo das mesmas na lamina, por
apresentarem alta sensibilidade ao oxigénio atmosférico e se romperem durante esse
processo, havendo a possibilidade da propor¢do entre Gram-positivas e Gram-negativas
ser influenciada (Johnson et al., 1995). Além disso, determinadas bactérias por serem
Gram-variaveis adaptam-se ao meio em que sao cultivadas ¢ mudam a conformagao de
sua membrana plasmatica (Hungate, 1966; Russel, 2002).

Com os atuais estudos, ja se torna evidente que hd uma relagdo entre a atividade
antibacteriana do extrato e a composi¢ao quimica da prépolis, e que esta varia de acordo
com as espécies vegetais das quais a resina foi coletada, a época, entre outros fatores.
Com isso torna-se necessario a elaboracdo de técnicas que possam padronizar as
diferentes amostras de propolis e assim assegurar 0s mesmos compostos ativos,
independente do extrato de propolis utilizado.

3) Prépolis na manipulagdo ruminal

A manipulagdo ruminal com o uso do extrato de propolis foi inicialmente
verificada por Oliveira et al. (2004), em que avaliaram “in vitro” a fermentagdo da
proteina de trés fontes de nitrogénio com diferentes compostos antimicrobianos

(monensina e propolis). Os autores constataram que a propolis reduziu a produgdo de
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amonia, induzindo ao acimulo de proteina solivel no meio de incubagdao. O mesmo foi
averiguado por Stradiotti Jr et al. (2004a), com a propolis usada “in vitro” sobre a
atividade de desaminacdo de aminodcidos e sobre a fermentacdo ruminal em bovinos, os
autores verificaram que o extrato de propolis ndo afetou o consumo de matéria seca, o
pH ruminal, as concentracdes de amonia e de proteina microbiana nem as propor¢des
molares dos 4cidos graxos volateis (AGV), porém observaram aumento da concentra¢do
de 4cidos graxos volateis e a diminuicao da atividade especifica de produ¢ao de amonia.
Esses resultados mostraram que a propolis afetava os microrganismos responsaveis pela
atividade desaminadora da proteina. A partir dessas pesquisas houve o interesse de
utilizar a propolis como manipulador ruminal.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Oliveira et al.(2006), avaliaram o efeito da
propolis e da monensina “in vitro” sobre a fermenta¢ao ruminal dos aminoacidos. Ao
final dos ensaios, a propolis foi mais eficiente que a monensina em reduzir a producao
de amonia. Visto ainda que ao retirar os dois aditivos do meio de cultura, os niveis de
amonia, em relacdo ao controle mantiveram-se baixos para a dieta com a propolis. Com
isso observou-se que a acdo da propolis ¢ diferente da monensina sobre os
microrganismos ruminais, agindo como um bactericida e ndo como um bacteriostatico.

A propolis apresentou-se eficiente em inibir, “in vitro”, a producdo de gases
oriundo da fermentacdo (Stradiotti Jr et al., 2004b). Houve redu¢@o na producao final
total de gases para os carboidratos fibrosos, sendo superior a monensina para a dilui¢ao
de 66,7%. Esta constatagdo pode ser atribuida a agdo da propolis sobre bactérias
produtoras de formato e H, e a inibicdo de bactérias fermentadoras de celulose e
produtoras de acetato. Houve um aumento da taxa de digestdo especifica para
carboidratos fibrosos e nao-fibrosos. Segundo Schofield et al (1994) a taxa de digestdo
especifica (taxa de produgdo de gas) se correlaciona de forma direta e positiva com a
taxa de crescimento microbiano, pode-se inferir que a propolis estimulou o crescimento
microbiano.

Em alguns trabalhos ndo foi verificado o efeito da prépolis sobre a nutri¢do de
ruminantes.

Lana et al.(2005) avaliaram os efeitos da adi¢do de 6leo de soja (4% na MS) e/ou
de extrato etanolico de propolis (30% p/v de propolis em alcool 70%) ministrando-se 10
mL por dia sobre o consumo, a digestibilidade de nutrientes, a produg¢do e composi¢ao

do leite e alguns parametros de fermentag@o ruminal de cabras leiteiras e constaram que
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o oleo de soja mostrou-se mais efetivo em alterar as variaveis analisadas que o extrato
etandlico de propolis.

Lana et al (2007) tentando buscar possiveis aditivos naturais para a nutri¢do de
ruminantes, avaliaram o consumo de MS e de nutrientes e alguns pardmetros da
fermentagdo ruminal utilizando extrato etandlico de propolis (50% p/v de propolis
moida em solucdo alcodlica a 70% em dgua) em niveis crescentes (0; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e
12,0 mL/animal/dia) ou a propolis bruta moida (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 g/animal/dia) e
6leo de soja (0; 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; e 7,5% da MS) na alimentagdo de cabras leiteiras. Os
autores observaram que nao houve efeito de nenhuma das dietas nos parametros
estudados.

Com o objetivo de padronizar o extrato de propolis fornecido aos animais
(concentracdo de propolis, teor alcodlico e dose) e também visando facilitar a
administracao da préopolis nas ragdes, tem-se buscado desenvolver um produto a base de
propolis denominado LLOS*(PI 0605768-3), que consiste de um nticleo de extrato seco
de propolis (em pd) o qual pode ser adicionado na por¢do concentrada da ragdo e
fornecido aos animais, facilitando o manejo no campo e a conservagao.

Para se obter um produto padronizado com as dosagens conhecidas de extrato de
propolis, ¢ realizado um controle de qualidade nas amostras de propolis secos com
auxilio de técnicas cromatograficas, quantificando os flavonoides totais, o que contribui
para a padronizagao do produto (Prado, 2005).

Prado et al. (2006) testaram “in vitro” diferentes produtos de propolis LLOS secos
em trés teores alcoodlicos (1, 2 e 3) e quatro concentragdes de propolis (LLOSA,
LLOSB, LLOSC e LLOSD), monensina sédica e testemunha (sem aditivos) em dietas
com relacdo volumoso:concentrado 50:50%. Neste ensaio, os autores observaram maior
valor de digestibilidade para a dieta com adicdo do LLOSC1(57,4%) e os menores
valores para a dieta com monensina (54,0%) seguido da dieta sem aditivo (53,0%).
Pontara et al. (2006) testaram “in vitro” os mesmos produtos em dietas exclusivamente
de feno de Tifton e observaram que os maiores valores de digestibilidade “in vitro” da
MS para a adicdo de LLOSB3 (49,1%), LLOSCI1 (45,6%) e menor valor para dietas
sem aditivo e adi¢do de monensina (39,3%).

Em ensaio de desempenho com bezerras lactentes utilizando LLOSA2, LLOSC1 e
o ionoforo lasalocida, Pontara et al. (2007) observaram que ndo houve efeito da

substitui¢do da lasalocida pelos produtos a base de propolis sobre desempenho,
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conversao alimentar e digestibilidade das rac¢des, indicando que os produtos a base
propolis podem substituir o uso do ionoforo lasalocida em bezerras lactantes.

Prado et al. (2010b) realizaram ensaios “in vivo” com bovinos utilizando dietas
com 72,5% de volumoso (silagem de milho e feno de Tifton) e 27,5% de concentrado.
Os autores observaram efeito negativo dos produtos LLOS sobre a digestibilidade total
da MS e nutrientes quando comparado a testemunha e a monensina sddica. Porém Prado
et al. (2010c) avaliaram os mesmos parametros nutricionais com os mesmos produtos
em bubalinos utilizando dietas com 80% de volumoso (silagem de milho e feno de
Tifton) e 20% de concentrado, e constataram que o aditivo LLOSCI1 (0,018 mg/g de
flavonoides totais em crisina) propiciou maiores coeficientes de digestibilidade total da
matéria seca (62,8%), da matéria organica (63,6%), da fibra em detergente neutro
(58,6%) e da fibra em detergente acido (38,4%).

Ensaios com animais em confinamentos foram realizados utilizando o produto a
base propolis (LLOS). Zawadzki et al. (2008), utilizaram o LLOSCI1++ (0,054 mg/g de
flavonoides totais em crisina) e a monensina em bovinos ndo castrados da raga Nelore
com dietas 50:50 volumoso:concentrado e verificaram que o uso da propolis melhorou a
conversdo alimentar em 20,14% e 20,5% quando comparado a dieta controle e a
monensina, respectivamente. Observaram também melhores valores de peso final, peso
de carcaga quente e ganho de peso 19% superior, com o uso do produto LLOSC1++.
Aguiar et al (2008) utilizando o produto LLOS em duas dosagens LLOSC1 (0,018 mg/g
de flavonoides totais em crisina) e LLOSCI1+ (0,036 mg/g de flavonoides totais em
crisina), sobre o desempenho em bovinos mesticos ndo castrados, ndo encontraram
diferencas entre as dietas, porém percebeu-se uma tendéncia de efeito a favor do
LLOSCI1+, o que mostra que a liberagdo das substancias ativas da propolis pode ser
influenciada pela extragdo alcodlica e sua concentracdo e, assim, atuar de maneira
distinta na fermentacao ruminal e, consequentemente, no desempenho animal.

Os resultados obtidos com a utilizagdo da propolis na nutricdo de ruminantes
demonstram seu grande potencial para ser utilizada como um aditivo natural. Porém
verifica-se que produtos a base de propolis causam efeitos diferentes, variando com os
compostos que possuem e com as dosagens e dilui¢des alcodlicas utilizadas. Assim
podem causar efeitos positivos e negativos na manipulacdo ruminal, havendo
necessidade de se ajustar melhor qual a dosagem ideal para cada tipo de dieta e espécie

animal, a fim de obter efeito positivo na fermentagdo ruminal e no desempenho animal.
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OBJETIVOS GERAIS

Objetivou-se com este trabalho avaliar os produtos a base de propolis (LLOS), em
trés concentragdes de propolis (LLOSC1, LLOSC1+ e LLOSB3+) adicionados a dieta

com 70% de forragem (feno de Cynodon) fornecidas a bubalinos, sobre as seguintes

variaveis:
1- Digestibilidade total da matéria seca e dos componentes nutritivos das
ragoes;
2- pH ruminal, producdo de acidos graxos volateis, nitrogénio amoniacal,

taxa de dilui¢do, cinética de so6lidos no trato gastrointestinal, volume

ruminal e eficiéncia de sintese microbiana.
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CAPITULO I

Digestibilidade total e parametros ruminais em bubalinos alimentados com dietas

a base de feno de Cynodon ssp e adi¢do de produto a base de prépolis

Resumo: Objetivou-se avaliar o consumo, a digestibilidade total da matéria seca e
dos componentes nutritivos das ragdes, caracteristicas ruminais e eficiéncia de sintese
microbiana em bubalinos recebendo dietas a base de forragem (70% de feno de
Cynodon ssp e 30% de concentrado) com adi¢ao de produtos a base de propolis (LLOS)
em trés concentragdes (LLOSC1, LLOSC1+ e LLOSB3+). Quatro bufalos mesti¢os (72
Murrah x 2 Jafarabadi) castrados, com 519,0 + 13,0 kg foram utilizados em quadrado
latino 4x4, com quatro dietas (controle, LLOSB3+, LLOSC1, LLOSC1+) e quatro
periodos. A dieta foi formulada para conter 60% de NDT e 11% de PB. Os consumos de
MS nao diferiram entre as dietas experimentais. A adi¢do de produto LLOSCI
propiciou maior (P<0,05) coeficiente de digestibilidade (CD) da MS (62,7% vs 67,2%),
da MO, da FDN (56,6% vs 61,7%), dos CT e dos NDT (62,8% vs 66,1%) quando
comparado a dieta controle. Ainda verificou-se tendéncia (P < 0,10) para maior CD da
FDA (49,6% vs 55,1%), entre o LLOSCI1 e a dieta controle. Houve efeito do horario e
dieta (P<0,05) sobre o pH ruminal, € o menor valor de pH (6,65) foi para o produto
LLOSCI. Propiciou-se maior producdo (P<0,05) de AGV totais (141,89 vs 129,15) e
tendéncia (P < 0,10) de maior produgdo de acetato (97,73 vs 88,21 uM/mL) com o uso
produto LLOSCI1 em relagdo a dieta controle. As varidveis de dindmica ruminal e a
eficiéncia de sintese microbiana (média de 9,85 g de PBmic/100 g de NDT) ndo
diferiram (P>0,05) entre as dietas. Portanto, conclui-se que o produto LLOSC1 pode ser
indicado para melhorar a eficiéncia de dietas a base de forragem para bubalinos.
Palavras-chave: acidos graxos volateis, aditivo, eficiéncia microbiana, fermentagdo

ruminal, taxa de passagem
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Total digestibility and ruminal parameters in buffaloes fed with diets based on
Cynodon ssp hay with addition of propolis based products

Abstract: It was evaluated the feed intake, the dry matter (DM) and nutrients total
digestibility, ruminal characteristics and microbial efficiency in buffaloes fed with diet
based on forage (70% of Cynodon spp hay and 30% of concentrate) with the addition of
propolis based products (LLOS) in three concentrations (LLOSB3+, LLOSCI,
LLOSCI1+). Four crossbred buffaloes (Murrah 2 x !4 Jafarabadi), castrated, with 519.0
+ 13.0 kg were used in a 4x4 latin square with four treatments (Control, LLOSB3+,
LLOSCI1, LLOSCI1+) and four periods. The diet was formulated to contain 60% of
TDN and 11% of CP. The DM intake did not differ between the experimental diets. The
addition of the LLOSCI1 product increased (P <0.05) the coefficient of digestibility
(CD) of DM (62,7% vs 67,2%), OM, NDF (56,6% vs 61,7%), CHT and TDN (62,8% vs
66,1%) . There was a tendency (P < 0,10) for a higher CD of ADF (49,6% vs 56,5%),
between the LLOSB3+ and the control diet. It was observed a significant effect of time
and treatments (P <0.05) on ruminal pH, and the lowest pH (6.65) was obtained for
LLOSCI1 treatment. The LLOSCI product provided higher production (P <0.05) of total
VFA (141.89 vs 129.15) and trended (P < 0.10) to a higher production of acetate (97.73
vs. 88.21 mM / mL) compared to the control. The ruminal dynamic variables and the
efficiency of microbial synthesis (average of 9.85 g CPmic/100 g TDN) did not differ
(P> 0.05) between treatments. Therefore, it is concluded that the product LLOSC1 may
be indicated to improve the efficiency of diets based on forage for buffaloes.

Keywords: additive, microbial efficiency, passage rate, rumen fermentation, volatile

fatty acids.
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Introducéo

Os sistemas semiextensivos e extensivos sdo os mais utilizados na criacao de
bubalinos, que se caracterizam pelo fornecimento quase que exclusivo de forragens.
Dietas forrageiras apresentam um padrao de fermentagdo ruminal que resulta em
producao de H, e formato, estes produtos precursores do metano (Valadares e Pina,
2006). Segundo Lana et al. (1998), a producao de metano pode corresponder a uma
perda energética de até 13% em relagdo a energia do alimento ingerido.

O uso de ionéforo tem sido reconhecido como promovedor da melhor eficiéncia
alimentar em ruminantes por provocar alteragdes nos padrdes de fermentagao ruminal,
porém, recentemente a propolis também tem-se mostrado um interessante aditivo na
nutricdo animal, além de ser um produto natural, atendendo as exigéncias de alguns
mercados consumidores de carne e leite. Os experimentos até agora publicados no
Brasil com ruminantes, apesar de testarem a propolis ndo apresentam uma padronizagao
quanto a concentragdo de propolis, ao teor alcodlico de extragdo e nem as dosagens dos
extratos de propolis. Assim, esses pardmetros variam de experimento para experimento
produzindo resultados diferentes.

Com o intuito de eliminar aquelas variaveis foi produzido um produto a base de
propolis denominado LLOS*(PI 0605768-3), que consiste de um nucleo com extrato
seco de propolis (em po), o qual pode ser adicionado a ragdo e fornecido aos animais. O
controle de qualidade é obtido com auxilio de técnicas cromatograficas de alta
eficiéncia (HPLC), para quantificar os flavonoides presentes (Prado, 2005).

Dentre os produtos testados em bubalinos quando alimentados com dietas a base
de forragem, foram registrados como os mais promissores, o produto LLOSCI
(concentracdo de propolis C e teor alcodlico 1) seguido pelo LLOSB3 (concentragdo de

prépolis B e teor alcodlico 3) que continham, respectivamente, 0,018 mg/g e 0,011mg/g
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de flavonoides totais em crisina (Prado et al., 2010c). Assim objetivou-se confirmar as
acoes de diferentes produtos a base de propolis (LLOS) e avaliar trés concentragdes dos
produtos (LLOSCI1, LLOSCI+, LLOSB3+), em dieta a base de forragem (feno de
Cynodon ssp) sobre o consumo, digestibilidade total, caracteristicas ruminais, taxa de

passagem e eficiéncia da sintese microbiana em bubalinos.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido, no setor de Bovinocultura de Corte da Fazenda
Experimental de Iguatemi (FEI) e no Laboratorio de Analises de Alimentos e Nutri¢ao
Animal do Departamento de Zootecnia pertencentes a Universidade Estadual de
Maringa (UEM).

Foram utilizados quatro btfalos mesti¢os (2 Murrah x ' Jafarabadi) castrados,
com peso corporal inicial de 519,0 + 13,0 kg. Os animais foram fistulados no ramen e
mantidos em baias individuais cobertas, com piso de concreto, providas de comedouro e
bebedouro.

Os animais foram alimentados com uma dieta a base de feno (70% de feno
Cynodon e 30% de concentrado) e foi formulada de acordo com as recomendagdes
propostas pelo NRC (1996), para conter 60% de NDT e 11% de proteina bruta. A
composi¢ao bromatoldgica e percentual dos alimentos ¢ da racdo total constam na
Tabela 1. As dietas experimentais diferiram somente para a inclusdo ou nao dos aditivos
sendo denominados: controle (sem aditivo), LLOSC1, LLOSCI1+, LLOSB3+.

Os produtos a base de prépolis utilizados como aditivo alimentar no experimento
foram preparados de acordo com a metodologia desenvolvida por Franco & Bueno
(1999) em duas extragdes alcoolicas: 1 e 3 e duas concentragdes de propolis: B e C
(LLOSB3 e LLOSC1), os quais estdo patenteados como patrimdnio intelectual sob o n°

PI1 0605768-3.
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Para a avaliacdo da inclusdo desses produtos a dieta, foi utilizado o dobro da dose
inicial de LLOSB3 (0,011 mg/g de flavonoides totais em crisina) e LLOSC1 (0,018
mg/g de flavonoides totais em crisina), estudados anteriormente pelo grupo de pesquisa
de Nutricdo de Ruminantes/UEM, e doravante foram denominados de LLOSB3+ ¢
LLOSCI+. Assim os aditivos adicionados a dieta perfazendo trés dietas foram:
LLOSB3+, LLOSCI1, LLOSCI1+, os quais apresentaram, respectivamente, as seguintes
concentragdes de flavonoides totais em crisina, 0,022 mg/g; 0,018 mg/g ¢ 0,036 mg/g

do produto, quantificados por Prado (2005).

Tabela 1- Composi¢do Bromatoldgica e percentual dos alimentos e dieta experimental

Composicao (% MS)
Alimentos MS MO PB EE FDN FDA CHOT CNF 9% na dieta
F. de Cynodon 91,94 930 9,6 1,0 72,2 42,8 81,8 8,02 70,0
Farelo de soja 90,8 932 499 2,0 149 8,5 414 274 4.4
Milho moido 90,4 989 89 35 99 37 86,6 77,7 25,1
Sal Mineral 91,6 - - - - - - - 0,6

Dieta total (70:30)' 91,4 94,1 11,1 1,6 53,3 31,3 80,8 263 100,00

1 ~
Razao volumoso:concentrado

A racdo completa foi fornecida duas vezes ao dia, em duas porg¢des iguais, pela
manhad (8h) e a tarde (16h). A sobra foi regulada entre 5 a 10% do consumo. Os
produtos a base de propolis, LLOS, eram fornecidos diariamente, em duas doses
intrarruminais, de cinco gramas, previamente pesadas e acondicionadas em papel
higroscopio, imediatamente apdés o fornecimento das ragdes. Também apds a
alimentagdo e da mesma forma, cinco gramas do indicador externo (6xido croémico -
Cr,03) eram fornecidos em duas doses intrarruminais (as 8h da manha e as 16h da
tarde), durante todo o periodo experimental, para determinacdo dos fluxos diarios de

matéria seca fecal.
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Cada periodo experimental (quatro periodos) teve a duracao de 22 dias, sendo 14
dias para adaptagdo dos animais e oito dias de coletas e mais um intervalo de sete dias
de descanso, sem o fornecimento de aditivos, entre cada periodo experimental. Os
animais foram pesados no inicio e no final de cada periodo, para se calcular a
quantidade de alimento a ser fornecida.

Do primeiro ao quinto dia do periodo de coleta, foram amostrados as 8:00 horas
sobras e alimentos fornecidos e em torno de 200 g de fezes foram coletados diretamente
do reto as 8:00 e as 16:00 horas e congeladas para posteriores analises de cromo,
matéria seca (MS) e nutrientes.

No sexto dia de coleta, para avaliar a taxa de dilui¢do, foi administrado no raimen
dos animais 30 g de Co-EDTA diluidos em 500 mL de agua destilada antes da primeira
alimentacdo, conforme descrito por Uden et al. (1980). O liquido ruminal (100 mL) foi
coletado via canula ruminal, nos tempos 0 (que antecede a primeira alimentagao) 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16 e 24 horas apos a alimentagdo da manha através de uma bomba manual
adaptada para suc¢do em varios pontos do ramen.

O pH ruminal foi medido imediatamente apds a coleta do liquido ruminal nos
tempos 0, 2, 4, 6, 8 horas. Foram separados 50 mL de liquido ruminal para analises de
concentragdo de Cobalto, 25 mL acidificados com 0,5 mL de acido sulfurico 1:1 para
determinagdo da concentragdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) e 25 mL acidificados
com 6,2 mL de acido metafosforico (25%) para determinagdo de acidos graxos volateis
(AGV). Todas as amostras foram armazenadas separadamente em embalagens plasticas
especificas, etiquetadas e congeladas a -20°C para posteriores analises quimicas.

Também no sexto dia de coleta, foi realizada uma coleta “spot” de urina,
aproximadamente quatro horas apos a alimentacdo, durante mic¢ao espontanea, para a

determinagdo da produgdo microbiana. As amostras foram filtradas em papel filtro tipo
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“café” para evitar possivel contaminacdo. Uma aliquota de 15 mL de urina foi diluida
em 135 mL de acido sulfurico (H,SO4) 0,036 N a fim de evitar destruicdo bacteriana
dos derivados de purina (DP) e precipitacao do acido urico. As amostras de urina foram

armazenadas em geladeira (5°C) e, posteriormente, submetidas as analises.

O esvaziamento ruminal, para determinacao da cinética de sélidos no trato
gastrointestinal e volume ruminal foi realizado no sétimo e oitavo dia, respectivamente,
4 horas apds a primeira alimentagdo e uma hora antes da segunda alimentagdo, segundo
adaptacdo da metodologia de Huhtanen et al. (2007). A retirada de todo contetido
ruminal era feita via fistula ruminal, manualmente; a separacao da fase solida e liquida
foi realizada por prensagem manual e em seguida eram pesadas para se obter a
propor¢ao de liquido e solido presente no conteido. Uma amostra proporcional de
liquido e de solido (peso/peso) foi retirada para formar uma amostra composta (2,0 kg)
para se conhecer a percentagem de matéria seca (MS) no conteido ruminal. Apds
secagem em estufa a4 55°C, as amostras do conteudo ruminal dos dois dias foram
misturadas para serem analisadas quanto a composi¢do quimica. Os procedimentos de
evacuacao, prensagem e retorno da digesta ao raimen ocorria em aproximadamente 20
minutos.

Apos o periodo de coleta, as amostras de alimento, sobras e fezes foram secas em
estufa a 55°C por 72 horas, moidas (2 mm e 1 mm) individualmente e apds misturadas
em quantidades iguais, com base no peso seco em estufa a 55°C, para formar amostras
compostas de alimentos, sobras e fezes por animal/periodo/dieta.

A concentragdo de cromo nas fezes foi determinada por espectrometria de

absorg¢do atomica apds digestao nitro-perclorica (Kimura & Miller, 1957).
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A dosagem de amodnia nas amostras de liquido ruminal foi obtida pela técnica de
Ferner (1965), modificada por Vieira (1980).

Para determinacao dos acidos graxos volateis (AGV) as anélises foram realizadas
no Departamento de Zootecnia — USP/ESALQ. As amostras foram centrifugadas a
14.000 g (4°C), durante 40 minutos, sendo analisadas de acordo com Palmiquist &
Conrad (1971) em cromatégrafo liquido-gasoso (Hewlett Packard 5890 Series II GC),
equipado com integrador (Hewlett Packard 3396 Series II Integrator) e injetor
automatico (Hewlett Packard 6890 Series Injector). O padrao interno utilizado foi o
acido 2-metilbutirico sendo acrescentado, em cada tubo para leitura em cromatdgrafo,
100 pL de solugao padrao interno 800 uL. da amostra. Uma mistura de 76 acidos graxos
volateis com concentracdo conhecida foi utilizada como padrio externo para a
calibracao do integrador.

A taxa de diluigdo ruminal foi estimada pela diminuicdo da concentracdo de
cobalto (Co) ruminal em fun¢do do tempo. Para a determinagdo da concentragao de Co,
as amostras de liquido de rimen, ap6s o descongelamento, foram centrifugadas a 3700
rpm por 30 minutos. As concentragdes de cobalto nas amostras de liquido ruminal
foram determinadas por espectrometria de absor¢ao atdmica (Uden et al., 1980).

As taxas de passagem de liquido e as curvas de concentracao ruminal do Co foram
ajustadas ao modelo exponencial unicompartimental de Hungate (1966), citado por
Colucci (1984): YCo = A x e(-kl.t) em que YCo = concentracdo do indicador no tempo
t; A = concentragdo de equilibrio do Co; kl = taxa de passagem ou de dilui¢do do Co; et
= tempo de amostragem. Os parametros da dindmica da fase liquida foram calculados
de acordo com Colucci et al. (1990): Tempo de retengdo no ramen (h) (TeR) = 1/ taxa
de passagem de fluidos (%/h) (klCo ); Volume de liquido ruminal (L) (VLR) =

quantidade de Co fornecida (mg) /A; Taxa de fluxo ruminal (L/h) (TxF) = klCo x VLR
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e a taxa de reciclagem (TRec) da fase liquida ruminal foi calculada conforme Maeng &
Baldwin (1976): TRec (n° de vezes/dia) = 24 h/TeR.

O volume ruminal obtido pelo esvaziamento do conteudo ruminal foi estimado a
partir do peso da agua que correspondeu ao volume total do conteudo ruminal retirado e
medido diretamente em tambores coletores.

Os parametros de cinética de solidos no trato gastrointestinal foram calculados
segundo Robinson et al. (1987), como: taxa de ingestdo [ki = ((ingestdo do
nutriente/24)/pool ruminal do nutriente)*100]; taxa de passagem [kp = ((excregdo fecal
do nutriente/24)/pool ruminal do nutriente)*100]; taxa de digestao [kd = ki — kp].

Para obter as concentragdes dos derivados de purina, presentes na urina, foram
realizadas as analises de alantoina segundo metodologia descrita por Chen & Gomes
(1992) e a creatinina e acido urico, foram determinados em laboratério especializado,
Centro de Diagnostico Laboratorial - CEDLAB, localizado na cidade de Maringa — PR.

A partir da concentragdao de creatinina foi estimado o volume urinario (expresso
em L), dividindo-se a excre¢do diaria de creatinina, mmol/kg PV*", pela concentracio
de creatinina (mmol/L). Para determinagdo da excre¢do didria de creatinina (mmol/kg
PV®7%), foi adotado o valor médio de 0,44 mmol/kg PV*", obtido por Chen et al.
(1996) para bubalinos. A produgdo de nitrogénio (N) microbiano foi calculada a partir
da quantidade de purinas absorvidas (X, mmol/dia), a qual foi estimada a partir da
excrecdo urindria de derivados de purina (DP) (Y, mmol/dia), através da equagdo
descrita por Dipu et al (2006) para bubalinos: Y = 0,74X + (0,117 PV*"®); em que o
valor de 0,74 representa a recuperagdo de purinas absorvidas como DP na urina e o
valor da constante 0,117 mmol/kg de PV®" /dia representa a contribuicio endégena

liquida de DP em bubalinos. A sintese de compostos nitrogenados microbianos no
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ramen (Y, gN/dia) foi calculada em funcao das purinas absorvidas (X, mmol/dia), por
meio da equacao descrita por Chen & Gomes (1992):

Y = X (mmol / dia) x 70:
0,116 x 0,83 x 1000

em que 70 representa o conteido de N nas purinas (mgN/mmol); 0,83 a digestibilidade
das purinas microbianas e 0,116 representa a razdo N-purina:N total dos
microrganismos ruminais.

A estimativa de PB microbiana (SPBmic) foi obtida ao se multiplicar a sintese de
N microbiano por 6,25, enquanto a eficiéncia de sintese de proteina microbiana foi
determinada como: EPBmic (g/100 g) = SPBmic (g)/CNDT (100 g), em que CNDT =
consumo de nutrientes digestiveis totais.

Os coeficientes de digestibilidade totais da matéria seca (MS) e componentes
nutritivos das ragdes foram calculados de acordo com as formulas descritas por Coelho
da Silva & Ledo (1979).

Os teores de MS, cinza, PB e EE foram determinados de acordo com a
metodologia contida em Silva & Queiroz (2006) e estimou a MO. As determinagdes da
fibra em detergente neutro (FDN), da fibra em detergente 4cido (FDA), foram
analisadas de acordo com Van Soest et al. (1991), e dos residuos provenientes da FDN,
o nitrogénio insoluvel em detergente neutro (NIDN), foi determinado de acordo com
Licitra et al. (1996). Para a quantifica¢do dos carboidratos totais (CHOT), foi utilizada a
equacdo: 100 - (%PB +%EE +%Cinzas) e os teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF)
foram obtidos pela diferenca entre os teores de CHOT e FDNpp, em que FDNpp
constitui a parede vegetal isenta de proteina bruta, segundo Sniffen et al. (1992).

Utilizou-se o delineamento experimental, em quadrado latino 4x4, com quatro

animais, quatro periodos e quatro dietas, para comparar o consumo e os coeficientes de
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digestibilidade aparente. As andlises estatisticas das variaveis estudadas foram
interpretadas pelo programa SAS (2001) por meio de andlise de varidncia no
procedimento PROC GLM e as médias foram comparadas utilizando-se o teste de
Tukey considerando 5% o grau de significancia e até 10% de probabilidade como
tendéncia.

Para os valores observados de pH, N-NH; e AGV no liquido ruminal,
procederam-se a subdivisdo das parcelas experimentais em fungdo dos tempos de
amostragem. Foi utilizada a analise de regressao para as concentragdes de pH, N-NH; e
AGYV do liquido ruminal em funcao do tempo apos a alimentagdo da manha (0, 2, 4, 6 ¢

8 horas) para cada dieta.

Resultados e discusséo

Nao houve diferenga entre as dietas (P>0,05) para o consumo de MS e
componentes nutritivos para as dietas experimentais (Tabela 3), com valores médios
de consumo de 1,56% de MS e 0,88% de FDN do peso corporal (PC). O consumo de
matéria seca foi intermediario aqueles relatados para bubalinos de 1,4% PC (Maeda et
al., 2007) e de 1,91% PC (Prado et al., 2010c) quando utilizaram silagem de milho
como volumoso, independente da razdo volumoso:concentrado de 77:23%, 57:43% e
37:63% ou 80:20 respectivamente. Menores valores de consumo de matéria seca (7,6
kg/dia e 1,28% PC) também foram observados em bubalinos alimentados com dietas a
base de forragem (silagem de milho e palha de trigo) e razao volumoso:concentrado de
85:15 (Cutrignelli et al., 2007). A dieta utilizada no presente trabalho apresentou 55%
de FDN e aliado ao baixo consumo da FDN, considera-se que este nutriente nao foi a
causa do baixo consumo dos animais, visto que segundo Coelho da Silva (2006) a

redu¢@o na ingestdo pode ocorrer em dietas com niveis acima de 60% de FDN.
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Além da concentracao de fibra na dieta outros dois fatores podem estar associados
ao baixo consumo, como enfatizado por Coelho da Silva (2006). O primeiro ¢
relacionado a distensdo no rumen - reticulo (RR) e a limitagdo ocorre em razdo do
maior tempo de remocao da digesta do RR por digestdo, absor¢do e passagem. O
segundo ¢ pertinente ao atributo intitulado como “sabedoria nutricional”, em que os
animais aprendem a preferir um alimento ou outro, mesmo que a diferenga seja o
sabor ou aparéncia. Assim, ressalta-se que antes de iniciar o periodo experimental, os
bubalinos alimentavam-se de pasto e silagem de milho e quando foi fornecido aos

animais o feno de Cynodon, o periodo de adaptacdo teve que ser prolongado.

Tabela 2- Consumo de matéria seca e dos nutrientes nas dietas

Dietas'

Controle LLOSC1 LLOSCl1+ LLOSB3+ P> EP® CV*

Consumo

Matéria Seca kg/dia 8,44 8,04 8,68 8,44 0,32 0,13 5,85
%PC 1,57 1,51 1,62 1,52 0,21 0,02 4,79

g/PM 75,76 73,75 77,88 73,04 0,33 1,10 5,07

Matéria organica kg/dia 7,95 7,56 8,16 7,69 0,31 0,12 5,80
g/PM 71,32 68,33 73,21 68,70 0,21 0,99 4,81

Proteina Bruta kg/dia 0,95 0,92 0,98 0,92 0,31 0,02 5,53
g/PM 8,50 8,26 8,81 8,22 0,19 0,20 4,58

Extrato Etéreo kg/dia 0,15 0,14 0,15 0,14 0,27 0,004 4,72
g/PM 1,32 1,27 1,35 1,28 0,10 0,38 3,45

FDN kg/dia 4,73 4,47 4,89 4,59 0,32 0,08 6,61
%PC 0,88 0,87 0,91 0,85 0,48 0,02 6,02

g/PM 42,47 40,39 43,84 40,98 0,23 0,71 5,57

FDA kg/dia 2,52 2,38 2,62 2,45 0,27 0,05 6,71
g/PM 22,65 21,52 23,54 21,85 0,20 0,39 5,86

Carboidratos Totais kg/dia 6,81 6,46 6,98 6,58 0,32 0,10 5,90
g/PM 61,11 58,43 62,66 58,82 0,21 0,88 4,91

CNF kg/dia 2,38 2,28 2,41 2,29 0,39 0,03 5,22
g/PM 21,34 20,64 21,66 20,44 0,29 0,28 4.52

NDT kg/dia 4,08 4,30 4,52 4,18 0,34 0,08 7,90



35

g/PM 36,58 38,92 40,55 37,28 0,27 0,73 7,48

Me¢dias na mesma linha, seguida de letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% e
a 10% como tendéncia; 'LLOS: produto a base de extrato de propolis que diferem na concentragio de
flavonoides totais (LLOSB3+, LLOSC1, LLOSCI+); 2probabilidade; 3Erro padrao; “Coeficiente de
Variacdo; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA: Fibra em detergente 4acido; CNF: Carboidratos ndo
fibrosos; NDT: Nutrientes digestiveis totais.

Esse processo resultou num periodo de aproximadamente 45 dias para

estabilizacdo do consumo e para dar inicio ao primeiro periodo de coleta.

De acordo com Zicarelli (2001), a variagdo na ingestao de matéria seca observada
nesta espécie frequentemente esta relacionada ao regime alimentar precedente, o que
leva o animal modificar o consumo para alcangar a condi¢dao corporal mais condizente
com estado fisioldgico do momento.

Se considerar os pesos dos bufalos ao inicio do experimento, média de 519 kg e a
idade de dois anos e meio, proximo da fase adulta, ¢ aliado ao regime alimentar a que
estavam submetidos antes do inicio do experimento. Provavelmente, além das
condi¢des supracitadas que refletiram no baixo consumo observado, podem ter ocorrido
outras. Todavia, o consumo de PB e NDT ficaram acima das exigéncias de mantenca de
0,556 kg de PB/dia e 3,65 kg de NDT/dia para bubalinos com 500 kg de PC, segundo
Kearl (2003). Assim, os animais que pesavam inicialmente 519 kg, ndo perderam peso
durante todo o periodo experimental (112 dias), com ganho médio diario de 230 g/dia.

Houve diferencas entre as dietas (P<0,05) para os coeficientes de digestibilidade
total (CD) da MS e dos componentes nutritivos (Tabela 3). A adi¢do de produto a base
de propolis LLOSCI refletiu em maiores (P<0,05) valores que a dieta controle, para a
matéria seca, a matéria organica, a fibra em detergente neutro, os carboidratos totais e
os nutrientes digestiveis totais e tendéncia (P < 0,10) para maior CD da fibra em
detergente acido. Para o CD da proteina bruta, do extrato etéreo e dos carboidratos nao
fibrosos, nao houve diferenca entre as dietas.

As diferengas observadas para o CD da MS estdo de acordo com o observado por
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Pontara et al. (2006) que obtiveram maior digestibilidade “in vitro” da matéria seca
(DIVMS) para o LLOSCI1 (45,6%) que a dieta controle (39,3%) com 100% de feno e
por Prado et al. (2010c) que obtiveram maiores valores de CD da MS para LLOSCI1 que
a dieta controle (62,8% vs 59,4%) quando bubalinos foram alimentados com dieta com

80:20% de volumoso:concentrado.

Tabela 3- Coeficiente de digestibilidade aparente e nutrientes digestiveis totais (NDT)

nas dietas
Dieta'

Controle LLOSC1 LLOSCl1+ LLOSB3+ P* EP’ CV*
Matéria Seca (%) 62,76  672a  662ab  66,lab 0,030 0,80 2,45
Matéria Organica (%)  63,7b 68,1a 67,1ab 66,9ab 0,033 0,80 2,39
Proteina Bruta (%) 64,2 68,1 68,8 67,1 0,253 1,50 4,49
Extrato Etéreo (%) 71,4 77,9 76,0 75,6 0,429 2,62 6,96
FDN (%) 56,6b  61,7a 60,0a 60,7a 0,051 0,61 2,05
FDA(%) 49,6b  55,lab  52,8ab 56,5 0,099 1,66 6,21
CT (%) 632b  67,7a  66/4ab  66,5ab 0,027 0,77 2,33
CNF (%) 76,5 76,3 78,2 774 0,941 2,50 6,51
NDT 62,8b  66,la  656ab  65,55ab 0,038 0,63 1,95

Médias na mesma linha, seguida de letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% e
a 10% como tendéncia; 'LLOS: produto a base de extrato de propolis que diferem na concentragdo de
flavonoides totais (LLOSB3+, LLOSCI1, LLOSCI1+); Probabilidade; *Erro padréo; “Coeficiente de
Variagdo; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA: Fibra em detergente acido; CT: Carboidratos totais;
CNF: Carboidratos néo fibrosos; NDT: Nutrientes digestiveis totais.

O produto aumentou o CD da FDN quando comparado ao controle, isto confirma
aquele observado por Prado et al. (2010c), no qual o CD da FDN aumentou com o
produto LLOSC1 fornecidos a bubalinos em relagdo a dieta com monensina e o
controle, porém nao ha diferenca no CD entre os produtos LLOS, mostrando que as
diferentes dosagens e/ou concentragdes utilizadas ndo causaram efeito nos

microorganismos que digerem a fibra.
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Constatou-se maior (P<0,05) CD da FDA com o LLOSB3+ em relacdo a dieta
controle, porém nao diferiu dos demais produtos LLOS. Também ndo ocorreram
diferencas entre os produtos LLOSCI1 e LLOSCI1+ e o controle.

O aumento do CD da FDN e dos CT podem ser decorrente da acdo do produto
LLOSCI em selecionar bactérias que degradam celulose e celobiose, como constatado
em estudos “in vitro” por Prado et al. (2010a) que indicaram que o produto a base de
propolis LLOSCI1 selecionou bactérias ruminais capazes de degradar todos os
carboidratos testados, como celulose, celobiose, arabinose, xilose, frutose, lactose e
glicose.

Os nutrientes digestiveis totais foram maiores (P<0,05) quando da adi¢do de
LLOSCI e corrobora com os valores de NDT registrados por Prado et al. (2010c) para
dietas a base de forragem com adicdo de LLOSClque a dieta controle, fornecidas a
bubalinos (65,8 vs 62,3). Os valores de NDT observado ficaram acima daqueles
estimados inicialmente, sendo suficiente para manter os animais e possibilitar ganhos de
peso em torno de 230 g/dia.

Para a variavel pH ruminal houve efeito (P<0,05) da dieta ¢ do horario, nao
havendo efeito de interacdo entre eles. Em média o valor de pH foi de 6,71, considerado
otimo para o desenvolvimento das bactérias celuloliticas. O menor (P<0,05) valor de pH
de 6,44 as 8 horas, observado nos animais que receberam o aditivo LLOSCI1, acima de
6,2 considerado critico para o desenvolvimento das bactérias celuloliticas (Van Soest,
1994). As dietas controle, LLOSC1+ e LLOSB3+ nao diferiram entre si, apresentando
valores médios de pH de 6,73. Valor mais elevado que o observado com a adi¢do de
LLOSCI (Figura 1). Os altos valores de pH obtidos provém da dieta a base de forragem
que propicia maior tempo de ruminagao e portanto, melhor tamponamento do contetido

ruminal (Sivkova et al., 1997).
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Observou-se queda linear do pH em fun¢do do tempo. A variagdo do pH ¢
dependente do tipo de dieta consumida, dietas a base de forragem possuem uma taxa de
fermentagdo ruminal lenta, com uma acidificagdo do ramen mais delongada (Nussio et
al., 2000).

Observou-se para a concentragdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) efeito do
tempo de coleta com comportamento cubico (P<0,05), porém ndo houve efeito (P>0,05)
da dieta, como também interacdo de tempo e a dieta. O valor maximo da producao de
N-NH; foi de 21,10 mg/100 mL as 1h82 e a produgdo minima de 10,07 mg/100 mL as

6h37 apoés a alimentagao da manha, independente das dietas experimentais (Figura 1).

6.9 - 25,00
- 20,00
- 15,00
z
- 10,00
L 5.00 ——T1 (CONT)
N-NH; = 14,4241 + 8, 1509*H- 2, SS20*H? + 0, 2348 —8—T2(LLOSC1)
PH=6,8212-0,0265"H er
6.3 0.00 ——T3 (LLOSC1+)
0 2 4 6 8 10 T4 (LLOSB3+)
Tempo apos alimentacio em horas st NTEI3

Figura 1 — pH e concentracao de nitrogénio amoniacal (N-NH3) mg/100 mL do liquido
ruminal em fun¢do do tempo apds a alimentagdo nas diferentes dietas.

O valor minimo de producdo de N-NHj3 encontra-se acima do intervalo proposto
por Hoover (1986) de 3,3 a 8,0 mg/100 mL para que ocorra a fermentagcdo ruminal e o
valor maximo estd dentro do intervalo proposto por Mehrez et al. (1977) de 19 a 23

mg/100 mL para a maxima atividade fermentativa no ramen.
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Os bubalinos apresentam melhor atividade da reciclagem salivar da uréia e
balango positivo do nitrogénio (Tewatia & Bhatia, 1998; Trufchev et al., 1997).

Houve diferenga entre as dietas para a (P<0,05) a concentragao dos AGV totais,
acido propionico, acido butirico, acido isobutirico, acido isovalérico e a razao
acetato:propionato (Tabela 4). Nao houve diferenca (P>0,05) entre as dietas para o
acido valérico, porém houve efeito de horario com comportamento cubico (P<0,05).

Tabela 4- Valores médios de pH ruminal, nitrogénio amoniacal e produgdo de acidos
graxos volateis nas dietas

Dietas' P> EP’ cV*

Controle LLOSC1 LLOSC1+ LLOSB3+
pH 6,76a 6,65b 6,73a 6,732 0,004 0,02 2,23
N-NH; (mg/100mL) 16,29 14,94 15,25 15,12 0,788 0,65 37,49

AGV total (uM/mL)  129,15b 141,89a 130,07ab  133,49ab 0,038 2,21 14,57
Acetato (uM/mL) 88,21b  97,73a 91,30ab 92,39ab 0,084 1,68 6,03
Propionico (uM/mL) 21,13ab  22,07a 20,10b 21,06ab 0,059 0,35 14,50
Butirico (uM/mL) 14,05b 16,15a 13,60b 14,57b 0,001 0,32 19,44

Isobutirico (uM/mL)  1,50a 1,60a 1,33b 1,51a 0,001 0,02 6,50
Valérico (uM/mL) 1,77 1,81 1.64 1,77 0,346 0,04 1,55
Isovalérico (uM/mL) 2,34ab 2,51a 2,12b 2,18b 0,001 0,05 7,89
Acetato:Propionato 4,18b 4,44ab 4,54a 4,43ab 0,051 0,06 11,34

Meédias na mesma linha, seguida de letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% e
a 10% como tendéncia; 'LLOS: produto a base de extrato de propolis que diferiram na concentragio de
flavonoides totais (LLOSB3+, LLOSC1, LLOSCI+); Probabilidade; *Erro padrio; “Coeficiente de
Variagao;

Os valores obtidos com as diferentes dietas encontram-se bem acima dos
observados na literatura em bubalinos. Prado et al. (2010c) observaram valores de 73,51
uM/mL, 52,58 uM/mL, 12,98 uM/mL e 7,94 puM/mL para AGV total, acetato,
propionato e butirato, respectivamente. Avaliando niveis de FDN na dieta em bubalinos,
Souza (2000) obteve valores de 75,01 uM/mL, 55,05 uM/mL, 13,26 uM/mL ¢ 6,27
uM/mL para AGV total, acetato, propionato e butirato, respectivamente, com 54% de
FDN na dieta.

O produto a base de propolis LLOSCI1 apresentou tendéncia (P<0,10) de maior
produgdo de acido acético, estando coerente com os maiores valores de CD da FDN

observados com o produto LLOSCI, isto mostra que ha uma mudanga no padrio de
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fermentagdo ruminal, com a selecdo de microrganismos fibroliticos. O acido acético ¢
um precursor da gordura do leite (Valadares e Pina, 2006), e ¢ sabido que a espécie
bubalina apresenta uma maior percentagem de gordura no leite (Amaral et al., 2005).
Este resultado poderia incrementar, ainda mais, os teores de gordura no leite de bufalas.

A concentragdo de propionato se apresentou mais elevada com o aditivo LLOSCI1
e mais baixa com o aditivo LLOSC1+. O aditivo LLOSCI1+ foi usado em quantidade
100% maior que o aditivo LLOSCI, o que pode ter acarretado em maior eliminagdo das
bactérias produtoras de propionato, pelo aditivo LLOSCI+.

O aditivo LLOSC1 aumentou a concentragdao de butirato (P<0,05) em relagao aos
demais aditivos e ao controle. Entretanto Prado et al. (2010c) constatou maior produgao
de butirato com o uso do aditivo LLOSB3, quando comparado com o LLOSCI, em
bubalinos. Segundo Van Nevel & Demeyer (1988), maiores concentragoes de
propionato acarretam em menor concentracdo de butirato. Essa observagao nao pode ser
constatada no presente trabalho em consequéncia do aumento concomitante para o
propionato e butirato.

Observou-se producdo maxima de 1,92 uM/mL as 2h48 e a produgdo minima de
1,63 uM/mL as 6h44 , para o acido valérico, independente das dietas (Figura 2).

Houve diferenca (P<0,05) entre as dietas para a producdo de AGV de cadeia
ramificada. A menor proporc¢ao de isobutirato foi para a adi¢do dos produtos a base de
propolis LLOSC1+ e as demais dietas ndo diferiram entre si. Entre os produtos LLOS, a
maior produgdo de isovalerato foi para o LLOSC1 que ndo diferiu da dieta controle,
sendo este acido graxo formado a partir da desaminagdo oxidativa da leucina no rumen.
Os acidos de cadeia ramificada resultantes da deaminagdo dos aminoacidos sdo
importantes no fornecimento de esqueleto de carbono principalmente para o

crescimento de bactérias celuloliticas (Val Neto, 2009).
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A razao acetato:propionato foi maior para o aditivo LLOSCI1+, sobressaindo a
dieta controle. Em dietas com um maior teor de fibra, observa-se um aumento na razao
acetato:propionato, pelo aumento da producdo de acetato. Como as dietas se
diferenciavam apenas pela presenca do aditivo, pode-se considerar que o aditivo
LLOSCI+ causou uma pressdo de selecdo aumentando as bactérias celuloliticas e

diminuindo as bactérias formadoras de propionato.
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Figura 2 — Concentragdo de acido graxo volatil valérico em pM/mL do liquido ruminal
nas diferentes dietas

Observou-se também um pH mais elevado para o aditivo LLOSCI1+, este
ambiente mais tamponado pode ter favorecido o crescimento de bactérias formadoras de
acetato e inibido as formadoras de propionato, as quais necessitam de um ambiente mais
acido para se desenvolverem (Stradiotti Jr. et al., 2004b).

Na dindmica ruminal da fase liquida e a cinética das fragdes solidas no trato
gastrintestinal, ndo houve efeito da dieta P(>0,05) em nenhum dos parametros avaliados
(Tabela 5).

A taxa de passagem de solido e de liquido ¢ influenciada quando se altera a razdo

volumoso:concentrado (Poncet, 1991) e¢ o consumo da dieta, aumentando-se
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positivamente com o consumo € a propor¢ao de volumoso (Valadares e Pina, 2006). A
dieta utilizada apresentou a mesma razao volumoso:concentrado diferindo somente pela
adicao dos aditivos e nao ocorreu diferenga entre os consumos, o que pode explicar

valores semelhantes para as taxas de passagem de solido e liquido.

Obteve-se em média uma taxa de passagem de 13,11%/hora, esse valor
encontra-se acima dos relatados por Maeda (2007) de 12,2%/hora e Souza et al. (2009)
de 9,6%/hora em bubalinos alimentados, respectivamente, com dietas a base de silagem
de cana-de-acicar com 60:40 volumoso:concentrado ¢ um consumo de 1,48% PC e

dieta com 95% de volumoso a base de cana-de-agucar ¢ um consumo de 0,90% PC.

Tabela 5 — Dinadmica ruminal da fase liquida e cinética das fra¢des solidas no trato
gastrointestinal nas diferentes dietas

Dieta’

Controle LLOSC1 LLOSC1+ LLOSB3+ P* EP® CV*
K1 (%/hora)’ 13,33 12,62 14,28 12,19 0,7800,64 19,62
TR de liq. (horas)° 7,54 8,03 7,43 8,56 0,7850,36 18,64
TRec de lig. (vezes/dia) 3,20 3,03 3,43 2,92 0,7800,15 19,62
Taxa de F de liq.(L/hora) 10,85 10,47 10,74 9,95 0,7110,34 13,25
Volume Ruminal (L) 81,88 84,22 78,23 83,54 0,9393,36 16,40
Volume Ruminal (L)’ 72,06 66,76 71,83 70,15 0,4211,25 7,11
Volume Ruminal (%PV)® 1534 15,91 15,72 15,53 0,9870,59 15,20
Volume Ruminal (%PV)’ 13,47 12,60 13,41 13,01 ***% (029 914
MS Ruminal (kg) 10,89 10,45 10,99 10,71  0,9480,70 12,94
MS Ruminal (%) 1511 15,60 15,32 15,29 0,9850,93 12,14
Kp de sélidos (%/horas) 1,23 1,12 1,09 1,09 0,5580,08 13,34
Kd de solidos (%/horas) 2,21 2,16 2,12 2,06 0.8590,12 11,69
Kt de solidos (%/horas) 3,30 3,29 3,28 3,21 0,9860,19 11,68
TR de sélidos (horas) 31,39 31,30 31,26 30,46 0.9872,05 13,21

Médias na mesma linha, seguida de letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey e a
10% como tendéncia; 'LLOS: produto a base de extrato de propolis que diferiram na concentragdo de
flavonoides totais (LLOSB3+, LLOSCI1, LLOSCI1+); Probabilidade; *Erro padrio; ‘Coeficiente de
Variagdo; Kl: Taxa de passagem de liquidos; °Taxa de retencio; 'Estimado a partir do esvaziamento
ruminal; *Estimado a partir do volume ruminal do Co-EDTA; ’Estimado a partir do volume ruminal do
esvaziamento ruminal; TRec: Taxa de reciclagem; Kp: Taxa de passagem, calculado através do volume
ruminal do Co-EDTA.

Os valores observados de taxa de reciclagem de 3,15 vezes ao dia encontram-se
um pouco abaixo aos observados por Nogueira Filho (2004), de 3,85 vezes ao dia, em

bubalinos com consumo de 10,6 kg, de MS de uma dieta a base de feno de capim coast-
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cross (Cynodon dactylon (L) Pers) e concentrado (65:35% de volumoso:concentrado).
Menores consumos, como observado (8,4 kg de MS) resultam em menor taxa de
reciclagem.

A taxa de fluxo de liquido apresentou uma média de 10,50 L/hora, estando acima
dos valores observados por Prado et al. (2010c), que obteve 8,0 L/hora em bubalinos
alimentados com dieta a base de silagem de milho e feno (70% de silagem de milho,
10% de feno de Tifton e 20 % de concentrado). Dietas mais secas acarretam numa
salivacao mais intensa, resultando em maior taxa de fluxo.

Verificam-se que os dados de volume ruminal obtidos pela metodologia da
diluicao do cobalto foram em média 11,8 L superior aquele medido pelo esvaziamento.
A média de volume ruminal variou, respectivamente, de 15,6% e 13,12% do PC. Este
ultimo valor esta proximo dos valores relatados em bubalinos por Franzolin et al. (2002)
de 13,61% do PC com 70% de FDN na dieta e por Prado et al. (2010c) de 13,85% do
PC em bubalinos alimentados com dietas com 80% de forragem.

A porcentagem média de matéria seca ruminal foi de 15,33% e encontra-se
dentro do intervalo preconizado por (referencia) de 15 a 19% de matéria seca.

A taxa de passagem de so6lidos com média de 1,13%/hora é considerada baixa
pelo ARC (1984), que preconiza uma taxa de passagem de solidos de 2,0%/hora, para
bovinos em mantenga. Terramoccia et al. (2000) encontrou valor de 2,42%/hora em
dieta com relagdo 75:25% volumoso:concentrado em bubalinos. A baixa taxa de
passagem de solidos observada pode estar associada a qualidade da forragem utilizada e
ao baixo consumo. A taxa de digestdo de solidos teve uma média de 2,14%/hora, este
valor estd abaixo do observado por Nocek e Grant (1987), que foi de 3,0%/hora

trabalhando com Dactylis glomerata L.
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O tempo de retencao de solidos foi em média de 31,10 horas. Martins et al. (2006)
com bovinos em dieta contendo 68% de feno de Tifton 85, encontrou valores de
reten¢ao de solidos de 38,56 horas.

A sintese de proteina microbiana (g/dia) e a eficiéncia de sintese de proteina
microbiana (g/100g de NDT) nao tiveram efeito das dietas (P>0,05). Com valor médio
de 9,85 g/100g de NDT (Tabela 6). Este valor encontra-se acima dos observados por
Dipu et al. (2006) que foi de 2,91 g/100g de NDT para bubalinos com 297 kg e
ingerindo 95% do consumo voluntario (4,75 kg de MS/dia e 1,60% PC) alimentados
com dieta a base de palha de trigo e concentrado com razdao 40:60
volumoso:concentrado.

Tabela 6 - Sintese de proteina microbiana e eficiéncia de sintese microbiana (g
PBmic/100 g de NDT) nas diferentes dietas

Vari4vel Dieta Médias P°  EP° CV*
Controle LLOSC1 LLOSC1+ LLOSB3+
VU (L) 23,77 20,04 21,46 28,13 24,11 0,302 2,31 19,17
Derivados de purinas na urina
ALA 76,54 77,61 85,74 80,82 80,18 0,753 6,47 16,13
AcU 0,65 0,77 0,79 0,72 0,73 0,964 0,22 60,48
PUT 77,18 78,38 86,53 81,55 80,91 0,757 6,58 16,27
ALA (%) 99,18 99,11 99,04 99,17 99,12 0,968 0,22 0,456
AcU (%) 0,82 0,89 0,96 0,83 0,88 0,968 0,22 51,64
PuAb 86,69 88,42 99,32 92,49 91,73 0,762 8,94 19,48
Nmic 63,02 64,28 72,21 67,24 66,69 0,762 6,50 19,48
SBPmic 393,88 401,75 451,28 420,23 416,790,762 40,61 19,48
EPBmic 9,84 9,36 9,93 10,28 9,85 0,951 1,15 23,46

Meédias na mesma linha, seguida de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% e
a 10% como tendéncia; 'LLOS: produto a base de extrato de propolis que diferem na concentragio de
flavonoides totais (LLOSB3+, LLOSCI, LLOSC1+);2Probabilidade; 3Erro padrdo; *Coeficiente de
Variagdo; VU: Volume urinario; ALA: alantoina (mmol/dia); AcU: &cido trico (mmol/dia); PUT: purinas
totais. (mmol/dia); ALA% ¢ AcU%: % do total de purinas; Puab: Purinas microbianas absorvidas
(mmol/dia); Nmic: Compostos nitrogenados microbianos (g/dia); SBPmic: Sintese de proteina microbiana
(g/dia); EPBmic: Eficiéncia de sintese microbiana (g PBmic/100g de NDT)
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Maiores valores de eficiéncia de sintese de proteina microbiana de 11,80 e 13,25
g/100g de NDT foram observados por Aguiar (2009) em animais confinados que
recebiam dietas 50:50% com adicao de LLOSCI1 ¢ LLOSC1+ e consumiram 2,45% do
PC. A dieta utilizada no experimento apresentava razao 70:30 de volumoso:concentrado
considerada ideal para o crescimento microbiano maximo, por causa das melhores
condigdes de pH, taxa de passagem e condi¢do de colonizacdo (Sniffen e
Robinson,1987), mesmo assim apresentou valores considerados abaixo do ideal pelo
NRC (1996), que ¢ de 12,8 g/100g de NDT para dietas com mais de 40% de forragem,
fornecidas a bovinos.

A excrecdo de alantoina e acido urico nao apresentaram efeito das dieta (P>0,05),
as proporcdes de alantoina e acido urico foram de 99,12% e 0,88%, respectivamente,
estas propor¢des estdo fora dos valores encontrados por Dipu et al (2006) de 91,46 e
8,54%; Chen et al. (1996) de 90,64% e 9,36%; Cutrignelli (2007) de 84,73% e 11,57%
de alantoina e &cido urico, respectivamente. Chen & Gomes (1992) afirmam que no
mesmo animal, as propor¢des de alantoina sdo muito constantes, mas parece haver
variagdo entre os animais.

Conclusdes
Entre os produtos a base de propolis destaca-se o LLOSCI1, com menor
concentragdo em flavonoides totais, pois propicia melhor valor nutricional de dietas a

base de forragem, fornecidas a bubalinos.
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