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RESUMO

Objetivou-se avaliar doze produtos a base de propolis e a monensina sodica
acrescidos a ragfes com razdo volumoso:concentrado, 70:30 e 40:60 com base em
pardmetro de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), concentracdo de N-
amoniacal (N-NH3) e éacidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os produtos a base de
propolis foram preparados em quatro concentragdes de propolis e trés extracdes
alcoolicas, diferindo nas concentragbes de compostos fendlicos. Posteriormente,
avaliou-se um dos produtos a base de propolis LLOS C1++ (trés vezes a dose inicial) e
a monensina sodica sobre o desempenho de novilhas Nelore em pastejo de Tifton 85, no
periodo de janeiro a marco de 2011. O ensaio de DIVMS foi conduzido de acordo com
a técnica de um estagio por um periodo de 24 horas de fermentacdo ruminal. O
delineamento foi inteiramente casualizado e os dados analisados por meio de contrastes
ortogonais. Na racdo 70:30, a extracdo dos produtos a base de propolis com teor
alcodlico 2 apresentou melhor DIVMS, e as concentragbes C (45,3%) e D (45,6%)
foram superiores as concentracfes A (41,9%) e B (42,7%). A concentracdo de propolis
A apresentou menor concentracdo de N-NH3, e as concentracdes C e D reduziram a
proporcdo de acetato, razdo A:P e aumentaram a proporgdo de propionato. Na ragéo
40:60, o teor alcodlico 1 (139,3 mM) apresentou maior produgéo total de AGCC,
comparado ao alcool 2 (119,8 mM) e alcool 3 (108,7 mM), porém ndo houve efeito
entre os teores alcoolicos e entre as concentracfes de propolis para a DIVMS, N-NH3,
acetato, propionato, butirato e razdo A:P. Na segunda etapa, foram utilizados trés
piquetes de 2,9 hectares, sendo adotado o método de pastejo sob lotagdo continua com
carga variavel. Foram utilizadas 54 novilhas Nelore, peso inicial médio de 304,6 + 13,5
kg e distribuidas num delineamento experimental inteiramente casualizado. Os animais

foram submetidos aos seguintes tratamentos: controle (sem aditivo); propolis
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(LLOSC1++) 33,24 mg/animal de flavonoides totais em apigenina; e monensina sddica
100 mg/animal. Os aditivos e o suplemento mineral (50 g/animal) foram veiculados
juntamente com 200 g de milho moido, sendo fornecidos diariamente as 17 horas. O uso
dos aditivos a base de prépolis proporcionou maior ganho médio diério, em relacéo ao
controle no primeiro (0,812 vs 0,562kg/dia) e segundo (0,569 vs 0,477 kg/dia) periodo e

nao diferiu da monensina.

Palavras-chave: aditivo, desempenho, flavonoides, ionéforo, parametros ruminais
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ABSTRACT

This study was carried out with the objective of evaluating twelve products
based on propolis and sodium monensin added to rations with roughage ratio:
concentrate 70:30 and 40:60 based on parameters of in vitro dry matter digestibility
(IVDMD), ammonia-N concentration (N-NH3) and short chain fatty acids (SCFA).
The products based on propolis were prepared at four concentrations of propolis and
three ethanol extractions, differing on phenolic compounds concentrations. In a second
step, the products based on propolis LLOSC1++ (three time the initial dose) and sodium
monensin were evaluated on performance of Nellore heifers on Tifton 85 grazing, in the
period from January to March 2011. The IVDMD assay was conducted according to the
technique of one stage during 24 hours of ruminal fermentation. The design was
completely randomized and the data were analyzed by means of orthogonal contrasts. In
the 70:30 diet , the extraction of propolis-based products containing ethanol content 2
showed better IVDMD, and the concentrations C (45.3%) and D (45.6%) were higher
than the concentrations A (41.9%) and B (42.7%). The propolis concentration A showed
the lowest concentration of N-NH3, and C and D concentrations reduced the proportion
of acetate, A:P ratio and increased propionate proportion. In the 40:60 diet, the ethanol
content 1 (139.3 mM) had a higher total SCFA production compared to ethanol 2 (119.8
mM) and ethanol 3 (108.7 mM), but there was no effect between the alcoholic contents
and between the propolis concentrations for IVDMD, N-NH3, acetate, propionate,
butyrate and the A:P ratio. In asecond step, three paddocks of 2.9 acres each were used
and the grazing under continuous stocking with variable load method was adopted. 54
Nelore heifers were used with initial average weight of 304.6 + 13.5 kg and distributed

in a completely randomized design. The animals were subjected to the following
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treatments: control (no additive); propolis (LLOSC1++) 33,24 mg/animal of total
flavonoids in apigenin, and 100 mg/animal of sodium monensin. The additives and
mineral supplement (50 g/animal) were served with 200g of ground corn supplied daily
at 17 hours. The use of additives based on propolis showed higher average daily gain
compared to control in the first (0.812 vs 0.562 kg/day) and second (0.569 vs 0.477

kg/day) period and did not differ from monensin.

Key Words: additive, flavonoids, ionophore, performance, ruminal parameters



| - INTRODUCAO

Os aditivos alimentares sdo qualquer substancia adicionada intencionalmente a
ragdo animal, que normalmente ndo se consome como tal, nem se usa normalmente
como ingrediente caracteristico, tenha ou ndo valor nutritivo, com objetivo de influir
positivamente na melhoria do desempenho dos animais.

Os iondforos sdo antibidticos usados como aditivos alimentares, dentre eles a
monensina, lasalocida, salinomicina e laidomicina propionato sdo aprovados para uso
em dietas de ruminantes (Nagajara et al., 1997). A maior eficiéncia de produgdo em
bovinos em crescimento e terminagdo pelo uso dos ionéforos ocorre pela melhora na
eficiéncia do metabolismo energético e protéico no rimen e evita desordens
alimentares, especialmente acidose latica e timpanismo (Bergan & Bates, 1984).

A monensina sddica, aditivo ion6foro mais utilizado, é constituida por moléculas
de baixo peso, que ligam fons de minerais (K*) e direcionam seus movimentos através
das membranas celulares que reduzem o crescimento de bactérias Gram-positivas (que
ndo possuem membrana externa protetora) e sdo as principais produtoras de acetato,
afetando a passagem de nutrientes através da membrana dos microrganismos ruminais.
Isto que modifica a fermentagdo ruminal pela alteragdo das propor¢des dos acidos
graxos de cadeia curta, reduzindo a razdo acetato:propionato (Lana et al., 2002).

A producdo de acetato pelas bactérias celuloliticas gera quantidades
significaticas de H, que, juntamente com o CO; sdo utilizados por bactéria
metanogénicas para a formacdo de metano (CHs). Devido a isso, € interessante a
diminuicdo da producéo de acetato e aumento de propionato, com redugdo da razdo

acetato:propionato no ramen. A formagdo de metano é indesejavel do ponto de vista



nutricional, pois diminui a energia metabdlica que poderia ser utilizada pelo animal, e
também do ponto de vista ambiental, pois este é eliminado para 0 meio ambiente.

Em estudos in vivo, o uso de iond6foro pode melhorar a digestibilidade da fibra
pela influéncia negativa sobre o consumo de alimentos, ja que este reduz a ingestéo, e,
por consequéncia, afeta a taxa de passagem do material sélido do rimen para 0s outros
compartimentos gastricos. Desse modo, a particula fibrosa permanece um maior tempo
no ambiente ruminal, prolongando-se assim o tempo de fermentacdo (Schelling, 1984).
Outra contribuigdo indireta do iondforo sobre a digestibilidade da fibra é que esse
diminui a concentracdo de lactato no rdmen, limitando assim, a queda do pH,
propiciando melhores condigBes para o desenvolvimento de bactérias celuloliticas
(Russel & Strobel, 1988).

Segundo revisdo de Spears (1990) sobre os efeitos da administragdo de ionoforos
na digestdo e absorgdo de nutrientes, observa-se que a adi¢cdo de monensina gera um
aumento médio de 2,0% na digestibilidade aparente de energia. Ha relatos que a
digestibilidade da fibra em bovinos, alimentados com alto teor de concentrado foi
aumentada (Horton et al., 1980; Wedegaertner & Johnson, 1983).

No desempenho de animais confinados, segundo Goodrich et al. (1984), os
resultados de 228 ensaios indicaram que o aumento na eficiéncia alimentar é de 6,4%.
Em vacas leiteiras, diminui os impactos do balango energético negativo e aumenta a
eficiéncia na producéo de leite (Mcguffey et al., 2001).

Nos sistemas de producéo a pasto, a monensina promove aumento do ganho de
peso diario e aumenta a eficiéncia alimentar (Nagajara et al., 1997). Os resultados
positivos com utilizagdo da monensina datam a mais trés décadas, nos estudos de Potter
et al. (1976) que, ao trabalharem com bovinos de corte alimentados com forragens,
encontraram aumento de 17% no ganho de peso e de 20% na eficiéncia alimentar com
suplementacdo diaria de 200 mg de monensina. Segundo revisdo de Goodrich et al.
(1984), animais em pastagens e suplementados com monensina ganharam 13,5% mais
peso que animais controle, que ndo receberam monensina.

Outros autores observaram que bovinos suplementados com monensina e
lasalocida em pastagem ndo apresentaram efeito positivo no ganho de peso, porém
houve melhor eficiéncia de utilizacdo da pastagem com aumento da carga animal (Lana
& Russel, 2001). Efeito indireto da melhora da conversédo alimentar.

Entretanto, a utilizacdo dos ion6foros como aditivos alimentares tem encontrado

restrices, principalmente pela Unido Européia, que através do REGULAMENTO n°



1831/2003, em vigor desde janeiro de 2006, proibe a utilizacdo de antibidticos
coccidiostaticos como aditivos alimentares. Este principio baseia-se numa “postura
preventiva” contra uma possivel relacdo entre a resisténcia aos antibidticos de
microrganismos patogénicos aos humanos, com o uso de ion6foros em dietas, além da
possivel ocorréncia de residuos nos produtos de origem animal, mesmo na auséncia de
comprovacéo cientifica para estas suposigdes.

A OMS (Organizacdo Mundial da Salde) também considera o uso de
antibioticos na producgdo animal um risco crescente para a salde humana. Perante tais
restricdes, tem crescido o interesse pela utilizacdo de outros aditivos, surgindo entéo
oportunidades para pesquisa de aditivos que oferecam resultados semelhantes ao dos
iondforos, entretanto sem riscos a satde humana.

A propolis tem sido objeto de muitos estudos, devido as diversas propriedades
bioldgicas: antimicrobiana, antiviral, antifungica, antioxidante, imunomodulatdria,
antiinflamatoria e hepatoprotetora, entre outras (Banskota et al., 2001). Na é&rea
zootécnica, sd0 recentes as pesquisas sobre a aplicabilidade de produtos a base de
propolis na alimentacdo de ruminantes, portanto, necessita-se de mais pesquisas para
esclarecer os mecanismos de atuacdo no ambiente ruminal e sobre desempenho animal.

A propolis € coletada por abelhas a partir de diversas partes das plantas como
brotos, botdes florais, casca e exsudatos resinosos. Durante a coleta, as abelhas
misturam a cera e a propolis coletada juntamente com a enzima 13 - glicosidase
presente em sua saliva, acarretando a hidrdlise dos flavondides glicosilados, até suas
respectivas agliconas (Park et al., 1997). Entre os compostos encontrados na prépolis,
estdo as ceras, resinas, balsamos, Oleos essenciais, aminoacidos, aclcares, e ha
prevaléncia de flavondides e derivados do acido cindmico. A propolis é rica em
elementos inorganicos, como aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés, e
alguns deles estdo envolvidos em sistemas enzimaticos fundamentais, 0s quais podem
ser associados as atividades bioldgicas (Sheller et al., 1989).

A atividade bioldgica da propolis esta associada principalmente a compostos
fendlicos como os flavondides e derivados do &cido hidroxicindmico. Os flavondides
sdo grupos de compostos de polifendlicos arométicos conjugados, que divergem em
estrutura e caracteristicas quimicas. S&o potentes antioxidantes, quelantes de metais e
combatem os radicais livres (Harbone & Willians, 2000). Os fatores como a ecologia
vegetal da regido onde foi coletada e até mesmo a variabilidade genética das rainhas,

influenciam na composicdo quimica da propolis (Park et al., 1998).



O mecanismo de a¢do da prdpolis parece ser complexo e, portanto, uma simples
analogia ndo pode ser feita a0 modo de agdo dos antibi6ticos classicos (Santos et al.,
2002). A propolis possui atividade antibacteriana mais intensa contra bactérias Gram-
positivas e limitada contra Gram-negativas (Antunes et al., 1996; Marcucci et al., 2001;
Lu et al., 2005). Comparagdes entre extratos etandlicos de propolis obtidos de diferentes
amostras e compostos isolados mostraram que a presenca de flavondides e derivados do
acido caféico esté associada a atividade bactericida (Bosio et al., 2000). A prdpolis tem
mostrado também importante acdo bactericida sobre microorganismos que se
mostravam resistentes a antibioticos comerciais (Marcucci et al., 1995; Bosio et al.,
2000).

Stradiotti et al. (2004a) avaliaram in vitro a eficiéncia do extrato de prdpolis
(30g de prdpolis bruta triturada para cada 100 mL de solugdo alcodlica hidratada a 70%)
em inibir a producéo de gases oriundos da fermentacdo ruminal de diferentes alimentos
e verificaram que o extrato de propolis, quando comparado ao tratamento controle,
reduziu a producdo final total e a producdo final de gases para carboidratos fibrosos. Os
autores observaram, ainda, que a taxa de digestdo especifica para carboidratos fibrosos e
carboidratos ndo-fibrosos foi superior quando se utilizou o extrato de proépolis,
podendo-se inferir que a propolis estimulou o crescimento microbiano. Segundo o0s
autores, a reducao da producédo total de gases pode ser atribuida ao efeito da propolis em
aumentar a concentragdo molar de propionato, com consequente diminuigdo da razéo
acetato:propionato.

Os mesmos autores avaliaram parametros ruminais em experimento in vivo,
(Stradiotti et al., 2004b), e, utilizando o extrato etandlico de propolis 70% (30,0% de
concentracdo e 50,0% de dilui¢do), ndo observaram efeito no consumo de matéria seca,
pH ruminal, concentragGes de amonia e proteina microbiana e nas propor¢des molares
de acidos graxos volateis (acético, propidnico e butirico) no liquido ruminal. Entretanto,
0 extrato de prépolis aumentou a concentracdo de AGV totais e inibiu a atividade
especifica de producdo de amdnia pelos microrganismos ruminais, indicando que apesar
de ndo ter reduzido o nivel ruminal de amdnia, existe o potencial de este efeito ocorrer
em outras situacbes, como em dietas contendo alta razdo de proteina
degradavel/carboidrato fermentescivel.

Broudiscou et al. (2000) testaram o efeito de treze extratos secos de plantas com

alto teor de flavondides e propolis, sobre a fermentacdo e metanogénese em cultura



continua de microrganismos ruminais, e observaram que a propolis aumentou a
producdo de propionato em 10,3% e diminuiu a populagéo de protozoérios.

O extrato etandlico de prépolis (concentracdo de 30%, diluicdo 50%, teor
alcodlico 70%) e a monensina foram avaliados sobre a producdo de aménia e
degradabilidade in vitro de proteina bruta de diferentes fontes de nitrogénio por Oliveira
et al. (2004). Os autores observaram que a propolis foi eficiente em reduzir a produgéo
de amonia das diferentes fontes de nitrogénio, assim como foi mais eficiente que a
monensina em reduzir a atividade de desaminagéo.

Em experimento subsequente, os autores analisaram o efeito da propolis e da
monensina sobre a atividade de fermentacdo de aminoécidos in vitro pelos
microrganismos ruminais, Oliveira et al. (2006) observaram que a propolis apresentou-
se mais eficiente que a monensina em reduzir a producdo de amonia de culturas de
microrganismos ruminais em meio contendo caseina hidrolisada. A producéo de aménia
normalizou-se assim que o ion6foro monensina foi removido do meio de cultura,
provavelmente em razdo do restabelecimento da populacdo de bactérias produtoras de
amonia, comprovando que esse antibidtico apenas inibe estes microrganismos. No
tratamento com prépolis, a producdo de aménia manteve-se em niveis baixos mesmo
apds sua remogdo do meio de cultura, sugerindo que a populagéo proteolitica haveria
sido eliminada pela prdpolis.

Em trabalhos com vacas leiteiras, Freitas et al. (2009) observaram que a adigéo
de extrato etanolico de prdpolis aumentou a producéo de leite e teores de proteina, ndo
apresentando efeito na ingestdo de matéria seca, teor de gordura e contagem de células
somaticas. Entretanto, Stelzer et al. (2009) ndo observaram efeito na adigdo de propolis
nas racdes no nivel 30% p/v (30 g de propolis bruta moida a cada 100 mL de &lcool a
70% em &gua) sobre consumo, digestibilidade e desempenho de vacas produzindo
acima de 20 kg de leite/dia.

Lana et al. (2005) estudaram a associagdo entre extrato de propolis e 6leo de soja
na alimentacdo de cabras e verificaram que a propolis aumentou os teores de gordura,
proteina e sélidos totais no leite e 0 pH e reduziu a razdo acetato:propionato no liquido
ruminal. Porém, extratos etandlicos, ou a propolis bruta, em doses crescentes, ndo
modificaram a ingestdo de nutrientes e parametros ruminais de cabras leiteiras (Lana et
al., 2007).

O desempenho de cordeiros confinados em terminagéo foi avaliado por itavo et

al. (2011), e, neste estudo, foram testadas as adicBes de propolis verde (67,0 mg de



flavonoide/animal/dia), propolis marrom (20,2 mg de flavonoide/animal/dia) ou
monensina (30 mg/animal/dia) na dieta com razdo volumoso:concentrado 50:50.
Embora o maior ganho de peso tenha sido para o grupo controle, a melhor converséo
alimentar e eficiéncia alimentar foi para os animais tratados com prépolis marrom e
monensina, devido a reducdo na ingestdo de matéria seca observada nestes tratamentos.

Em estudos recentes, Yaghoubi et al. (2010), avaliaram doses crescentes de
flavonoides totais (0, 17, 35, 70 e 140 pg/mL do fluido de cultura) provenientes de
extrato de propolis e incubaram em meios de cultura, com diferentes razbes
volumoso:concentrado (100, 50 e 20% de volumoso). As doses de flavonoides,
independentemente da raz&o volumoso/concentrado, reduziram linearmente a producao
de gases, numero de protozoérios, digestdo da fibra em detergente &cido e pH do meio.
E ainda, as duas maiores doses de flavonoides (70 e 140 pg/mL) reduziram a
concentragdo de amdnia.

Devido as dificuldades no fornecimento da prépolis na forma liquida, o grupo de
pesquisa composto por professores dos departamentos de Zootecnia e de Farmacia
e Farmacologia da Universidade Estadual de Maringa (UEM) desenvolveram o0s
produtos a base de extrato de propolis em forma sélida (pd) para ser utilizado na racéo
de ruminantes. Esses produtos a base de extrato de propolis receberam o nome ficticio
de LLOS (primeira letra inicial do nome dos pesquisadores), foram desenvolvidos no
Laboratério de Desenvolvimento de Fitoterdpicos e Apiterapicos/UEM e tem pedido de
patrimdnio intelectual registrado (Pl n°0605768-3).

Assim, Prado et al. (2010a) testou a adi¢Oes de diferentes produtos & base de
extratos de prépolis LLOS, em trés diluigdes alcodlicas (1, 2 e 3) e quatro concentracdes
de prépolis (LLOSA, LLOSB, LLOSC e LLOSD) e monensina s6dica em dietas com
razdo volumoso:concentrado 50:50, e observaram que o maior valor de digestibilidade
in vitro foi para a dieta com adigdo do LLOS C1 (57,4%), e os menores valores foram
para a dieta com monensina (54,0%) seguido da dieta testemunha (53,0%). Na
sequéncia dos estudos, observou em dietas exclusivamente de volumoso (feno de
Tifton) com adi¢cdo dos mesmos aditivos, anteriormente relacionados, que 0s maiores
valores de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foram para a adi¢do de
LLOS B3 (49,1%), LLOS C1 (45,6%) e menor valor, para dietas testemunha e adi¢éo
de monensina (39,3%).

A acdo antimicrobiana da propolis também tem sido relacionada aos

protozodrios do rumen, como observado por Broudiscou et al. (2000) que relataram a



diminuicdo desses, para o tratamento com extrato de propolis em cultura continua.
Rispoli et al. (2009) observaram que o extrato de propolis LLOS C1 reduziu os protistas
ciliados do rimen de bubalinos alimentados com dieta 50:50% (volumoso:
concentrado).

Prado et al. (2010b) avaliaram a incluséo dos produtos LLOS B3 e LLOS C1,
em duas concentragBes de prdpolis (B e C) e duas extracfes alcoolicas (1 e 3) e a
monensina sodica em dieta & base de forragem para bovinos e constataram que néo
houve efeito no consumo, exceto para nutrientes digestiveis totais (NDT), cujo maior
consumo foi para o controle em relagdo aos aditivos. Os aditivos reduziram a
digestibilidade total da matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e NDT. O produto LLOS
B3 proporcionou menor pH e maiores producéo de acetato e AGV totais em relagdo ao
controle e monensina, ndo diferindo do LLOS C1. N&o houve diferenca na concentragéo
de amdnia ruminal, entretanto, a adi¢do da propolis diminuiu a digestibilidade ruminal
de PB e aumentou o fluxo de proteina para o intestino.

Na sequéncia dos estudos, Prado et al. (2010c) analisaram os mesmos aditivos
utilizados no experimento citado anteriormente na alimentacéo de bubalinos com dieta a
base de forragem e ndo verificaram efeito, porém a adi¢cdo do LLOS C1 propiciou maior
coeficiente de digestibilidade total em relacdo ao controle para MS, FDN, CHT e NDT e
os aditivos & base de propolis e a monensina aumentaram o fluxo e a digestibilidade
intestinal de PB.

Pontara et al. (2007) avaliaram a utilizacdo dos produtos LLOS A2 e LLOS C1 &
base de prépolis e do ion6foro lasalocida sédica no desempenho de bezerras lactentes e
observaram que ndo houve efeito da substituicdo do iondforo pelos diferentes produtos
a base de prdpolis sobre o desempenho, conversdo alimentar e digestibilidade das
ragOes, sugerindo que os produtos a base de propolis podem substituir o uso do ionéforo
lasalocida sédica em bezerras.

Ao testar doses dos produtos LLOS, quando se utilizou o produto LLOS C1 e o
LLOS C1+ (dobro dose inicial) na dieta de bovinos confinados, ndo se observaram
alteragdes no desempenho, digestibilidade, producdo microbiana (Aguiar, 2009).
Entretanto, maior digestibilidade do extrato etéreo foi observada em um estudo
semelhante ao anterior, quando o produto LLOS C1+ foi adicionado & dieta de bovinos
confinados (Valero, 2010).

Em experimento com bovinos confinados, Zawadzki et al. (2011) verificaram

melhora de 20,14 e 20,5% da conversdo alimentar com a dieta com adi¢do do produto



LLOSC1++ (trés vezes a dose do LLOSC1), quando comparada ao tratamento controle
e monensina, respectivamente. O ganho médio diério e peso vivo final foram superiores
em relagcdo aos outros tratamentos, assim como 0 peso de carcaga quente, sendo que
controle e monensina apresentaram inferioridade de 4,72% e 4,82%, respectivamente,
em relacdo a dieta que continha o produto a base de propolis.

Diante dos fatos supracitados, a propolis pode atuar como um aditivo
antimicrobiano alimentar, contribuindo para melhoria na eficiéncia na cadeia produtiva
da carne com melhoria do desempenho animal, da qualidade do seu produto e redugéo

do impacto ambiental dos sistemas de produgéo.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

Avaliar in vitro aditivos a base de propolis com base em parametros de producédo
de &cidos graxos de cadeia curta, nitrogénio amoniacal e digestibilidade de dietas com
diferentes razdes volumoso:concentrado.

Verificar o desempenho de bovinos em pastejo suplementados com aditivos a

base de propolis.
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111 - Aditivos a base de propolis na digestibilidade in vitro de ra¢des com 30 e 60%

de concentrado

RESUMO - Objetivou-se avaliar produtos a base de propolis e monensina sddica, sobre
a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), concentragdo de N-amoniacal e
acidos graxos de cadeia curta proveniente da fermentagdo de racbes com razdo
volumoso:concentrado 70:30 e 40:60. Os aditivos & base de propolis foram preparados
em quatro concentracdes de prdpolis e trés extracdes alcodlicas, gerando 12 produtos
com diferentes concentracdes de flavonoides. O ensaio de DIVMS foi conduzido de
acordo com a técnica de um estagio por um periodo de 24 horas de fermentacdo
ruminal. O delineamento foi inteiramente casualizado e os dados por meio de contrastes
ortogonais. Na racdo 70:30, a extracdo dos produtos a base de propolis com teor
alcodlico 2 apresentou melhor DIVMS e as concentrages C (45,3%) e D (45,6%)
foram superiores as concentracfes A (41,9%) e B (42,7%). A concentracdo de propolis
A apresentou menor concentracdo de N-NH3, e as concentracdes C e D reduziram a
proporcdo de acetato, razdo A:P e aumentaram a proporgdo de propionato. Na ragéo
40:60, o teor alcodlico 1 (139,3 mM) apresentou maior produgdo total de AGCC,
comparado ao alcool 2 (119,8 mM) e alcool 3 (108,7 mM), porém ndo houve efeito
entre os teores alcoodlicos e entre as concentracdes de propolis para a DIVMS, N-NH3,

acetato, propionato, butirato e razdo A:P.

Palavras-chave: acidos graxos de cadeia curta, dieta, flavonoides, ion6foro, parametros

ruminais
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Introducéo

A utilizagdo dos ionoforos ja é consagrada na nutricdo de ruminantes, dentre eles
a monensina sddica é certamente a mais estudada e empregada. A sua utilizacdo tem
como objetivo aumentar o desempenho dos animais pela melhora na eficiéncia
energética, principalmente, em fun¢éo do aumento da producéo do cido propibnico, da
reducdo da razdo acetato:propionato, producdo de metano e &cido latico, e também
reducdo nas perdas de aminoacidos que seriam potencialmente fermentados no rimen
(Mcguffey et al., 2001).

Apesar de sua eficacia ser comprovada por inUmeros experimentos, a monensina
nos ultimos anos tem sofrido sérias restri¢des, principalmente pela Unido Européia.
Alguns autores como Barton (2000), consideram seu uso controverso, devido ao seu
potencial de selecdo para organismos resistentes e seu subsequente risco a saude
humana. Desta forma, em busca de alternativas naturais, a propolis tem sido foco de
muitos estudos na nutricdo animal em funcéo de suas propriedades bioldgicas, dentre
elas destaca-se a antimicrobiana (Kikuni & Schilcher, 1994).

A composicdo quimica da propolis € influenciada por diversos fatores, como
pelas caracteristicas existentes ao redor da colmeia, época de colheita, espécie da abelha
e também pelos processos de extragdo dos compostos, exercendo influéncia direta sobre
a composicao do extrato final. O rendimento e teor de fendis totais foram maiores com
uso de 70%, ou mais de etanol no solvente (Cunha et al., 2004). Em outro estudo, Muli
& Maingi (2007) verificaram que o extrato obtido com 70% de etanol teve melhor efeito
antimicrobiano.

Entretanto, geralmente os extratos de prdpolis utilizados ndo possuem
padronizagdo quanto a concentracdo de flavonoides. Desta forma, em um projeto
interdisciplinar da Universidade Estadual de Maringa, foram desenvolvidos os produtos
a base de extratos hidroalcodlicos de propolis, denominados LLOS, que estdo com
pedido de patente sob o nimero Pl 0605768-3. Esses produtos sdo extraidos em teores
de &lcool e concentracBes de propolis diferentes, e possuem concentracdes conhecidas
de flavonoides totais.

A partir de estudos in vitro, Prado et al. (2010a) testaram produtos & base de
extratos de propolis LLOS, secos em liofilizador produzidos com trés diluicdes

alcoolicas (1, 2 e 3) e quatro concentragdes de propolis (A, B, C e D). Nas ragdes com
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razdo 50% de concentrado o produto LLOS C1 apresentou maior digestibilidade in vitro
e 0 LLOS B3 e LLOS C1 nas ragdes com 100% de volumoso.

O experimento foi conduzido com objetivo de avaliar os efeitos dos produtos a
base de propolis LLOS, obtidos por processo de secagem em spray dryer
fundamentados em pardmetros de digestibilidade in vitro da matéria seca de racfes com
diferentes razbes volumoso:concentrado, producdo de nitrogénio amoniacal, &cidos
graxos de cadeia curta.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Nutricdo e Alimentacdo Animal
(LANA) do Departamento de Zootecnia, Laboratério de Farmacotécnica do
Departamento de Farmacia e Farmacologia, e na Fazenda Experimental de Iguatemi
(FEI), todos pertencentes & Universidade Estadual de Maringa.

Os extratos secos de propolis foram obtidos de concentragfes crescentes de
propolis entre 5,0 a 30,0 g e dilui¢des alcodlicas entre 60,0 e 93,8% (v/v) por extracéo
turbo, por 15 minutos. Os extratos foram filtrados a vacuo e submetidos a
desalcoolizacdo em um evaporador rotativo (Burchi, modelo RT 210) até o limite de
15% de alcool. Em seguida, foram submetidos a um processo de secagem por spray
dryer (nebulizador Labmag, modelo MSD 1.0 com capacidade de 1 L/hora). Apoés a
secagem, foram armazenados e mantidos sob temperatura de congelamento (-22°C). Os
extratos de prdpolis foram obtidos por meio trés niveis crescentes de extracdo alcodlica
(1, 2 e 3), quatro concentracOes crescentes de propolis (A, B, C e D), com um total de
doze diferentes extratos de propolis seco, chamados: Al, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2,
C3,D1, D2 e D3.

A quantificagdo dos flavonoides totais (Tabela 1) foi realizada utilizando curvas
de calibracdo obtidas do padréo de apigenina; para os acidos fendlicos totais, foram
utilizados os padrdes do &cido p-cumérico e o Artepillin C. O padrdo apigenina
(aproximadamente 95%, nimero de lote 47H2505, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EUA)
foi dissolvido em 5 mL de metanol, resultando nas seguintes concentragdes: 15,55,
20,73, 31,10, 41,46, 93,30 e 124,4 mg/mL. Para a andlise, foi utilizado um sistema
HPLC Alliance-PDA, que consistia de um mddulo de separagdo Waters 2695 (Waters
Co., Mildford, MA) equipado com um desgaseificador a vacuo, uma bomba quaternaria,

um amostrador automatico, e um detector Waters 2996 arranjo de diodos de 512
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fotodiodos e uma resolugdo dptica de 1,2 nm. Os dados foram coletados e integrados
com software Waters Empower2.

O padréo Artepillin C (“Artepillin C a partir de prdpolis”, 98%, numero de lote
STNO0051, Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Jap&o) foi dissolvido em 5,0 mL de
metanol, obtendo-se as seguintes concentragdes: 10,96, 13,70, 18,26, 27,40, 36,53 e
54,80 mg/mL. O padrdo de &cido p-cumarico (nimero de lote 00.003.833-KEC,
ChromaDex, EUA) foi dissolvido em 5 mL de metanol, resultando nas seguintes
concentragdes: 12,91, 15,06, 22,60, 18,08, 30,13 e 90,40 mg/mL. As solugdes padrdes
obtidas foram filtradas por meio de uma membrana Durapore PVDF-HV. Para cada

concentragdo padrdo, houve cinco repetigoes.

Tabela 1. Concentragdo média de flavonoides totais quantificados em apigenina e acidos
fenolicos em &cido p-cumarico (mg/g) nos extratos secos de propolis

Compostos Fenolicos

Produtos Flavonoides totais Acidos fendlicos
LLOS A1 100,18 32,89
LLOS A2 122,81 41,64
LLOS A3 129,17 48,60
LLOS B1 109,17 38,96
LLOS B2 67,33 32,30
LLOS B3 60,35 21,85
LLOS C1 79,16 41,97
LLOS C2 88,16 30,94
LLOS C3 44,52 25,75
LLOS D1 31,54 36,56
LLOS D2 57,73 44,83
LLOS D3 54,95 36,97

Foram utilizados dois bovinos mesticos, castrados, canulados no rimen com
peso corporal médio de 500 kg, como doadores de liquido ruminal para as incubagdes in
vitro. Os animais permaneceram em baias individuais cobertas, com piso de concreto e
livre acesso & &gua. Os animais foram submetidos a duas dietas experimentais
semelhante & utilizada na incubagdo in vitro: a primeira, com 70% de volumoso e 30%
de concentrado, e, a segunda, com 40% de volumoso e 60% de concentrado. A
alimentag&o foi realizada duas vezes ao dia (08:00 e 16:00 h) ad libitum, com controle
de consumo diario para manter 10% de sobras. Previamente ao inicio das coletas, 0s
animais foram adaptados durante 14 dias.

Os alimentos utilizados foram feno de Tifton 85 Cynodon dactylon (L.) Pers,

milho e farelo de soja (Tabela 2). A ragdo com 30% de concentrado teve como objetivo
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simular o ambiente ruminal de um animal suplementado a pasto, enquanto a de 60% de
concentrado um bovino confinado. As ragdes, com 30 e 60% de concentrado (Tabela 3),
foram formuladas com base no NRC (1996), considerando um bovino macho castrado
daraca Nelore, para ganho de peso vivo de 0,700 e 1,150 kg/dia, respectivamente.

Para avaliar a composi¢do quimica (Tabela 2) dos alimentos, as amostras foram
moidas em moinho tipo Willey com peneira de crivo de 1 mm e foram determinados 0s
teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM), proteina
bruta (PB) e extrato etéreo (EE) segundo a AOAC (1990). O teor fibra em detergente
neutro (FDN) e da fibra em detergente acido (FDA) foi determinada conforme método
de Van Soest et al. (1991), adaptado ao determinador de fibra Tecnal TE-149
(Piracicaba, S&o Paulo, BR).

Tabela 2. Composicao quimica dos alimentos (g/kg de MS)*

Alimentos MO PB FDN FDA EE MM
Feno de Tifton 85 (%) 934,1 60,0 799,7 469,5 12,2 65,9
Milho (%) 9846 894 95,5 34,3 42,1 154
Farelo de soja (%) 934,0 513,1 150,0 100,0 16,0 66,0

IMS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; FDA:
fibra em detergente acido; EE: extrato etéreo; MM: matéria mineral; NDT: nutrientes digestiveis totais.

Os aditivos & base de prdpolis e a monensina sodica (Rumensin® 100, Elanco)
foram incorporados nas ragdes experimentais (Tabela 3) previamente & incubagdo in
vitro. Para a dosagem adicionada nos tubos de ensaio, foi considerado um bovino com
peso vivo médio de 400 kg e volume ruminal de 60 litros e, proporcionalmente, 0s
aditivos foram adicionados (1,6 mg dos produtos) para um volume de 50 mL dos tubos
de ensaio.

O ensaio de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi conduzido de
acordo com a técnica de um estagio por um periodo de 24 horas de fermentacdo
ruminal, adaptada de Smith et al. (2010). As ragdes foram analisadas com trés
repeticbes de campo em triplicata para cada repeticdo. Em cada incubagéo, foram
adicionados trés tubos brancos (sem amostras) e trés tubos com forragem indice, para
avaliar a interferéncia de efeitos durante o processo de fermentag&o ruminal.

Foram coletados quatro litros de liquido ruminal (dois litros/animal). Uma

composta de quantidades iguais de cada doador. Foi filtrado em quatro camadas de



17

gazes e acondicionado em uma garrafa térmica adicionado de CO,. Apés, transportado
para o laboratério onde ocorreu a incubacao.

A saliva artificial foi preparada inicialmente com a solugdo tampéo de
McDougall (NaHCO3, Na;HPO,4 7H,0, KCI, NaCl, MgSO, 7H20, CaCl,) e mais duas
solugdes, sendo uma de uréia (5,5 g 100 mL-1 de H20 destilada) e outra de glicose (5,5
g 100 mL-1 H20 destilada). No dia que antecedeu a incubacgdo in vitro, foram
adicionados a cada 300 mL da solucdo de McDougall, 5 mL da solu¢do tamp&o de uréia
e 5 mL da solucéo tampdo de glicose, permanecendo em uma estufa a 39°C até a sua

utilizacéo.

Tabela 3. Composicéo percentual e quimica das racdes experimentais (g/kg de MS)

Alimentos Volumoso:Concentrado
70:30 40:60
Feno de Tifton 85 700,0 400,0
Milho 211,2 510,0
Farelo de soja 64,8 70,0
Uréia 15,0 10,0
Sal mineral 9,0 10,0
TOTAL 1000,0 1000,0
Nutrientes
Matéria organica 923,1 9429
Proteina Bruta 136,3 133,6
Fibra em detergente neutro 596,2 394,7
Fibra em detergente acido 3429 213,8
Extrato etéreo 15,5 20,8
Matéria mineral 61,9 47,1

Nos tubos, foram adicionados 0,5 g da ragdo experimental, e no momento da
incubacéo, foram adicionados 37,5 mL de solucdo de saliva artificial de McDougall
(McDougall, 1948) e 12,5 mL de liquido ruminal (Smith et al., 2010). Em seguida, era
acrescentado CO, sobre a superficie dos tubos e fechados imediatamente com rolhas de
borracha equipadas com valvula de Binsen. Apds este procedimento, os tubos
permaneceram em banho-maria por 24 horas de incubagdo a 39°C, com agitacdo
constante.

Apos 24 horas de incubacéo, a fermentagéo foi interrompida, colocando os tubos
em gelo moido durante 10 minutos. O contelido dos tubos foram filtrados em papel
filtro quantitativo (faixa preta), o liquido ruminal filtrado foi armazenado para posterior

analise, e os filtros com os residuos colocados em estufa, a 105°C, onde permaneceram
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por 24 horas. Apos este periodo, os filtros foram colocados em um dessecador para
posterior pesagem.

A digestibilidade in vitro da matéria seca foi determinada pela seguinte formula:

DIVMS = peso amostra (g MS) — [ peso residuo (g MS) — peso branco (g MS) ]/
peso amostra (g MS) X 100

Uma aliquota (10 mL) do liquido ruminal filtrado foi acidificada com 0,1 mL de
acido sulfurico 1:1 para determinacdo da concentragdo de N-amoniacal (N-NH;). As
concentragcdes de N-NH; nas amostras do liquido ruminal filtrado foram determinadas
mediante destilacdo com hidréxido de potassio KOH 2 mol/L, conforme técnica descrita
por Preston (1995).

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acetato, propionato e butirato foram
determinados a partir de uma aliquota (7,5 mL) do liquido ruminal filtrado acidificada
com 2,5 mL de &cido metafosfdrico a 25%. O liquido ruminal foi centrifugado a 3.000
rpm (a 4°C) durante 15 minutos, o sobrenadante foi retirado e armazenado congelado (-
22°C) até o momento da analise. As amostras foram analisadas de acordo com as
recomendacdes de Palmquist & Conrad (1971) em cromatografo gasoso (Finningan
9001 GC), foi utilizado como gas de arraste o nitrogénio (25 mL/minuto), oxigénio
como gas comburente (175 mL/minuto) e hidrogénio como gas combustivel (15
mL/minuto), e equipado com coluna de vidro de 02 metros de comprimento x 1/8” de
didmetro, empacotada com 80/120 Carbopack B-DA/4% Carbowax 20M. Calibrado
para injecdes de 1 micro-litro de amostra, e, para a calibracdo do integrador, foi
utilizado uma mistura de AGCC com concentragdo conhecida como padrdo externo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repetigdes
de campo realizados em trés dias separados. Os dados foram interpretados utilizando-se
a metodologia de modelos mistos por meio do método de quadrados minimos. O
modelo considerou o efeito do tratamento, e 0s testes de hipotese para todas as variaveis
testadas foram realizadas por meio de treze contrastes ortogonais entre 0s teores
alcodlico usados na extragdo dos compostos ativos (1 x 2; 1 x 3; 2 x 3; independente da
concentragdo de propolis) entre as concentragdes de propolis (A x B; Ax C; AxD; B x
C; B x D; C x D; independente do teor alcodlico), entre as concentragdes C nos
diferentes alcodis x controle, entre as concentracfes C nos diferentes alcodis x
monensina; entre as concentracfes D nos diferentes alcodis x controle, entre as
concentragdes D nos diferentes alcodis x monensina. Desta forma os contrastes ficaram
assim dispostos: 1 = Al, B1, C1, D1 x A2, B2, C2, D2; 2 = Al, B1, C1, D1 x A3, B3,
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C3,D3;3=A2,B2,C2,D2 x A3,B3, C3,D3; 4 = Al, A2, A3 x B1, B2, B3;5 = Al,
A2, A3xCl,C2,C3;6 =Al A2, A3xD1,D2,D3;7=B1,B2, B3xCl,C2,C3;8=
B1, B2, B3 x D1, D2, D3; 9 = C1, C2, C3 x D1, D2, D3; 10 = D1, D2, D3 x controle;
11 = D1, D2, D3 x monensina; 12 = C1, C2, C3 x controle; 13 = C1, C2, C3 x

monensina.

Resultados e Discussao

A inclusédo dos aditivos a base de propolis influenciou (P<0,05) a digestibilidade
in vitro da matéria seca (DIVMS) e os pardmetros ruminais nas ragdes com razéo
volumoso:concentrado 70:30 (Tabela 4) e 40:60 (Tabela 5).

O teor alcodlico usado na extragdo dos compostos ativos teve efeito na DIVMS
da racdo com razdo volumoso:concentrado 70:30. O teor alcoolico 2 propiciou maior
(P<0,01) DIVMS (45,39%) em relacdo ao alcool 3 (42,37%). A diferenca entre 0s
teores alcodlicos nos valores de DIVMS pode estar relacionada ao conjunto de
diferentes substancias extraidas quando se altera o teor alcodlico, neste caso o alcool
intermediario 2 apresentou melhor resultado no pardmetro de DIVMS. Segundo Porte &
Rocha (2001), a variacdo no teor alcoolico na extragdo dos produtos ativos da prdpolis
altera o grupo de flavonoides extraidos e, consequentemente, a sua acdo. Para 0S
referidos autores, o teor alcoolico 70% extrai flavonoides bactericidas, enquanto que a
60% extrai flavonoides bacteriostaticos, como seus principais componentes.

As maiores concentracdo de propolis, C e D, na racdo 70:30 proporcionaram
DIVMS superiores (P<0,01), quando comparado as menores concentracdes (A e B) e a
monensina, porém ndo diferiu (P>0,05) do controle (Tabela 4). A maior DIVMS para
estas concentracdes podem estar relacionada as menores concentragdes de flavonoides e
acidos fendlicos totais presentes nestes produtos (Tabela 1), pois uma alta concentragdo
pode inibir cepas de bactérias fibroliticas e consequentemente reduzir a DIVMS de
races com alta proporcdo de volumoso. Segundo Antunes et al. (1996), a acédo
antibacteriana da propolis ocorreria principalmente contra bactérias Gram-positivas.

A monensina pode reduzir a digestibilidade em ragfes com alto teor de
volumoso, principalmente pelo seu efeito em inibir as bactérias Gram-positivas, e, neste
trabalho, houve uma reducdo de 16,4%. Este resultado estd de acordo com outros
estudos, Beleze et al. (2007), que observaram redugdo de 26, 27, 23 e 20%,

respectivamente, na DIVMS com adi¢do de monensina sodica em dietas com baixos
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teores de concentrado de 0, 5, 10 e 20%. Russel & Strobel (1988), em trabalho in vitro
descrevem que, quando a monensina era adicionada a uma mistura microbiana, ocorria
uma diminuicéo da digestdo da celulose.

A concentragdo de N-NH; no liquido ruminal est4 acima do limite minimo
recomendado para que o crescimento microbiano ndo seja limitado que é de 5 mg/dL de
N-NHjs (Satter & Slyter, 1974) obtidos em estudos in vitro. Porém, é interessante que se
reduza a concentracdo de N-NH;z; no fluido ruminal, pois uma maior propor¢do de
proteina verdadeira pode escapar do rumen, gerando um aumento na digestibilidade
total do N e na proporgdo de N retido. Na racdo com 70:30 a concentracdo de N-NH3
reduziu (P<0,05) com a concentracdo de propolis A (6,09 mg/dL), quando comparado
com as concentragbes B, C e D, com valores de 7,22, 7,42 e 7,16 mg/dL,
respectivamente. Este efeito pode estar relacionado com a acdo da propolis sobre as
bactérias proteoliticas e hiper-produtoras de aménia.

Para a concentracdo total dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) na ragdo
70:30 o &lcool 2 (P<0,01) e o &lcool 3 (P<0,05) apresentaram maior quantidade que o
alcool 1, com valores de 83,0, 78,6 e 68,5 mM, respectivamente.

Né&o houve efeito (P>0,05) entre os teores alcodlicos e entre as concentracdes de
propolis na producdo de acetato, propionato, butirato e razdo acetato:propionato (A:P)
em ragdes com 70:30 (Tabela 4). As concentragdes C e D, em comparagéo ao controle,
reduziram (P<0,01) a proporgéo de acetato (68,5 e 68,6 vs 73,1 mol/100 mol) e razéo
AP (3,13 e 3,13 vs 3,66), mas foram superiores (P<0,01) a monensina que obteve valor
de 64,3 mol/100 mol e menor razdo A:P de 2,30. Para a proporcéo de propionato, as
concentragdes C e D foram superiores (P<0,01) ao controle, mas inferiores (P<0,01) a
monensina, com valores de 21,9, 22,0, 20,0 e 28,0 mol/100 mol, respectivamente. Na
proporcéo de butirato, também as concentragbes C e D apresentaram valores superiores
(P<0,01) ao controle e a monensina.

Para o animal, energeticamente, a produgdo do propionato é mais vantajosa,
porque além de ndo ter perda de carbono, ainda incorpora hidrogénio do meio a
molécula de propionato (Van Soest, 1994), consequentemente reduzindo a producéo de
metano. Segundo Nagaraja et al. (1997), o aumento da propor¢do molar de propionato,
concomitantemente com a redugédo da proporgdo molar de acetato e razdo A:P, séo as
alteracbes mais consistentes documentadas na literatura, uma vez que as bactérias
produtoras de propionato e utilizadoras de lactato séo favorecidas, e as produtoras de

acetato, butirato, lactato e aménia sdo desfavorecidas. Estas alteragcdes nos parametros
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ruminais, segundo Goodrich et al. (1984), sdo responséveis pelo aumento no ganho de
peso diario, diminuicdo de consumo de alimento e aumento da eficiéncia alimentar. As
concentragbes de propolis C e D apresentaram comportamento semelhante aos
ion6foros em relagéo a producéo dos AGCC, porém em menor magnitude.

Em outros estudos, Stradiotti et al. (2004) avaliaram in vitro a eficiéncia do
extrato de prépolis em inibir a producdo de gases oriundos da fermentacdo ruminal, e
obsevaram em ragGes com 100% de volumoso menor producdo de gases final para
carboidratos fibrosos, e este efeito foi atribuido a acdo da propolis em aumentar a
concentragdo molar de propionato, com consequente diminuicdo da razdo
acetato:propionato. Foi observado também que o extrato etandlico de propolis a 70%
melhora a digestéo especifica de carboidratos fibrosos e ndo fibrosos, podendo-se inferir
que a propolis estimulou o crescimento microbiano.

Na ragdo com razéo volumoso:concentrado 40:60, ndo houve efeito (P>0,05) no
valor de DIVMS entre os teores alco6licos e entre as concentracdes dos produtos a base
de propolis, com valor médio de 67,5%. As concentracdes de propolis C e D néo
diferiram (P>0,05) do controle, mas foram inferiores (P<0,01) a monensina (Tabela 5).

Na mesma linha de pesquisa, Prado et al. (2010a) avaliaram produtos & base de
prépolis (LLOS) semelhantes ao deste trabalho, com os mesmos teores alcodlicos (1, 2
e 3) e as mesmas concentragdes de propolis (A, B, C e D), porém secos em liofilizador.
Diferente do observado no presente trabalho, os autores observaram maiores DIVMS
para os produtos a base de propolis e menores para a adi¢cdo de monensina e controle
para as ragbes com 100% de volumoso. E nas ragcbes com 50% de concentrado, 0S
autores verificaram que a adi¢do dos produtos a base de prdpolis ndo diferiu da
monensina e os aditivos LLOS C1 (57,37%), LLOS D1 (56,41%), LLOS Al (54,71%) e
LLOS C3 (56,04%) apresentaram maiores DIVMS em relagéo ao controle (52,97%). As
diferengas alistadas somente para a acdo dos produtos a base de propolis entre o
presente trabalho e de Prado et al. (2010a) podem ser explicadas, em parte, pelo
processo de secagem, spray dryer vs liofilizacdo (Pedro et al., 2010; Rojas, 2011), uma
vez que o calor pode alterar a concentracdo dos compostos fendlicos e,
consequentemente, a resisténcia das bactérias ruminais a estes compostos. E também
pode estar relacionada a composigdo da prdpolis, que, apesar de ter sido coletada na

mesma regido, foi em épocas distantes.



22

Tabela 4. Digestibilidade in vitro da matéria seca (%), concentragdo de nitrogénio amoniacal (mg/dL), proporcdo molar de &cidos graxos de
cadeia curta — acetato, propionato e butirato no liquido ruminal (mol/100 mol), raz&o acetato:propionato (A:P) e concentragdo total de AGCC

(mM) proveniente da fermentacdo de racdo com razdo volumoso:concentrado 70:30 com aditivos & base de prdpolis e monensina sddica

Parametro Tratamentos CV%
A2 A3 Bl B2 B3 C1 C2 C3 D1 D2 D3 CON MON
DIVMS 42,7 438 394 410 448 424 447 470 441 471 46,0 436 453 37,8 71
N-NH3 558 664 605 646 799 722 769 716 740 687 752 117 7,22 7,63 15,8
Acetato 689 68,7 693 687 682 684 686 684 685 689 685 688 69,0 64,3 2,6
Propionato 21,7 220 215 219 221 223 219 222 215 221 218 220 21,8 28,0 78
Butirato 94 9,3 9,2 94 9,7 9,3 9,5 94 10,0 9,1 9,7 9,2 9,2 7,7 10,6
AP 318 313 322 314 309 306 313 308 318 312 314 312 3,16 2,30 9,0
AGCC 752 644 830 700 744 766 652 890 796 636 842 756 66,2 68,8 17,4
Contrastes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
DIVMS - - ** - ** ** ** ** - ** - ** -
N-NH3 - - - * * * - - - - - - -
Acetato - - - - - - - - - *x *k *k *x
Propionato - - - - - - - - - ok - ok ok
Butirato - - - - - - - - . *x *k *k *x
AP - - - - - - - - - *k *k *% ok
AGCC *x * - - - - - - - - - - -

DIVMS = digestibilidade in vitro da matéria seca; N-NH3 = nitrogénio amoniacal; A:P = razdo acetato:propionato; AGCC = concentragdo total dos acidos graxos de cadeia
curta; CON = controle; MON = monensina sédica; CV = coeficiente de variagdo. Contraste 1 = Al, B1, C1, D1 x A2, B2, C2, D2; 2 = A1, B1, C1, D1 xA3,B3,C3,D3; 3=
A2,B2,C2,D2x A3, B3,C3,D3; 4=A1, A2, A3xB1,B2,B3;5=A1, A2, A3xCl, C2,C3; 6 =Al1, A2, A3xD1,D2,D3; 7=B1,B2,B3xC1, C2,C3;8=B1, B2, B3 x
D1, D2, D3; 9=C1, C2, C3 x D1, D2, D3; 10 = D1, D2, D3 x monensina; 11 = D1, D2, D3 x controle; 12 = C1, C2, C3 x monensina; 13 = C1, C2, C3 x controle; ** =
P<0,01; * = P<0,05, - = ndo significativo.
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A maior DIVMS observada no tratamento monensina (73,9%) para a dieta 40:60
de volumoso:concentrado esta proximo dos valores observados por Smith et al. (2010),
e estes autores relataram valor de DIVMS de 70,6% em racGes com alto teor de
concentrado adicionado de monensina. Corroborando com os resultados encontrados,
Ponce et al. (2012) observaram maior DIVMS para o tratamento com ion6foro, em
relacdo ao controle (60,4 vs 51,3%) ap6s 12 horas de incubacéo de ra¢des com 74,9% de
concentrado. Wang et al. (2004), em ensaios in vitro, ao incubar ragdes com alto teor de
concentrado com doses de 0, 2,5 ou 15 pg/mL de monensina, observaram aumento da
DIVMS com aumento nas concentragdes de monensina.

A concentragdo de N-NH3 na ragdo 40:60 ndo foi influenciada pelo teor
alcoolico e pela concentragdo dos aditivos a base de prépolis. Entretanto, ao comparar
com a monensina, esta apresentou valores superiores (P<0,01) as concentragfes C e D
de propolis. Na literatura, os ionoforos estdo relacionados com a reducdo da
concentracdo de N-NH3, devido a sensibilidade das bactérias proteoliticas e
fermentadoras de aminoacidos aos iondforos (Russell, 1995), resultando na melhoria da
utilizacdo de proteina pelo ruminante (Scheling, 1984).

Na racdo 40:60, a proporgdo de acetato, propionato, butirato e a razdo A:P ndo
foram alteradas pelo teor alcodlico e concentragdo de propolis. No entanto, as
concentragdes C e D apresentaram valor superior (P<0,01) para a proporgéo de acetato,
maior razdo A:P e valor inferior (P<0,01) para a proporgdo de propionato em relagéo a
monensina. Desta forma, os produtos a base de propolis ndo foram efetivos quanto a
adicdo de monensina em dietas com 40:60 que garante melhor metabolismo energético.

Para a concentracdo total de AGCC, somente verificou-se diferenca (P<0,01)
entre os teores alcodlicos. O &lcool 1 (139,3 mM) independente da concentragdo de
propolis apresentou valor superior comparado ao alcool 2 (119,8 mM) e élcool 3 (108,7
mM).

Em estudos in vivo, também tem sido observado efeito da adi¢do de produtos a
base de prdpolis LLOS sobre a producdo de &cidos graxos no rimen. Prado et al.
(2010Db) estudaram os efeitos do LLOSC1 e LLOSB3 para bovinos em dieta com 20%
de concentrado, em relagdo ao tratamento controle, os autores observaram aumento na
concentragdo total de AGCC e acetato. Entretanto, Simioni (2011) ao avaliar doses dos
aditivos & base de propolis em bovinos confinados recebendo racdo com 53% de
concentrado, ndo observou diferenga na concentragdo de acetato, propionato e butirato,

apenas aumentos na concentragéo de butirato.
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Tabela 5. Digestibilidade in vitro da matéria seca (%), concentragdo de nitrogénio amoniacal (mg/dL), proporcdo molar de &cidos graxos de
cadeia curta — acetato, propionato e butirato no liquido ruminal (mol/100 mol), raz&o acetato:propionato (A:P) e concentragdo total de AGCC
(mM) proveniente da fermentacdo de racdo com razdo volumoso:concentrado 40:60 com aditivos a base de prépolis e monensina sodica

Tratamentos

Parametro CV%
Al A2 A3 Bl B2 B3 C1l C2 C3 D1 D2 D3 CON MON
DIVMS 66,1 684 676 67,1 68,7 66 678 653 691 698 680 66,6 67,7 73,9 33
N-NH3 7,77 1188 959 906 871 889 941 900 941 842 8,18 894 8,12 7,95 14,2
Acetato 59,9 60,1 594 60,0 59,7 594 600 596 594 604 596 598 60,0 56,4 1,7
Propionato 28,7 28,7 294 289 289 295 286 291 29,3 28,2 29,1 291 28,6 33,2 45
Butirato 11,4 11,2 11,2 11,1 11,4 11,1 11,4 11,3 11,3 11,4 11,3 11,1 11,4 10,4 6,0
AP 209 209 202 2,07 2,07 2,01 211 205 203 215 205 205 210 1,70 55
AGCC 1353 119,0 106,3 1383 1219 1005 1269 119,2 1204 136,7 1192 107,4 120,0 1249 187
Contrastes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
DIVMS - - - - - - - - . *k ; *k }
N-NH3 - - - - - - - - - *x - *x -
Acetato - - - - - - - - . *ok - ok _
Propionato - - - - - - - - - *k . *k }
Butirato - - - - - - - - - - - - -
AP - - - - - - - - - ** - ** -
AGCC * *x - - - - - - - - - - -

DIVMS = digestibilidade in vitro da matéria seca; N-NH3 = nitrogénio amoniacal; A:P = razdo acetato:propionato; AGCC = concentragdo total dos acidos graxos de cadeia
curta; CON = controle; MON = monensina sédica; CV = coeficiente de variagdo. Contraste 1 = Al, B1, C1, D1 x A2, B2, C2, D2; 2 = A1, B1, C1, D1 xA3,B3,C3,D3; 3=
A2,B2,C2,D2x A3,B3,C3,D3; 4=A1, A2, A3xB1, B2,B3;5=A1, A2, A3xCl, C2,C3; 6 =A1, A2, A3x D1, D2,D3; 7=B1, B2,B3xC1, C2, C3;8=B1, B2, B3 x
D1, D2, D3; 9=C1, C2, C3 x D1, D2, D3; 10 = D1, D2, D3 x monensina; 11 = D1, D2, D3 x controle; 12 = C1, C2, C3 x monensina; 13 = C1, C2, C3 x controle; ** =
P<0,01; * = P<0,05, - = ndo significativo.
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Conclusdes

Nas racdes com maior propor¢do de volumoso, a adicdo de produtos a base de
propolis tem efeito na digestibilidade in vitro da matéria seca e altera a proporgdo dos
acidos graxos de cadeia curta, com maior producdo de propionato, menor de acetato e
reducdo na razdo acetato:propionato. Porém, nas dietas com maior proporgdo de
concentrado ndo h4 alteracdes significativas nestes pardmetros avaliados.

Ha efeito do teor alcodlico e da concentracdo de propolis usadas na producéo
dos produtos a base de propolis, e os estudos in vitro demonstram que nas menores
concentragdes de flavonoides extraidos os resultados sdo mais efetivos nas dietas com
maiores concentracdes de forragens. No entanto, h4 necessidade de mais pesquisas para

elucidar os efeitos dos compostos ativos da prdpolis sobre a fermentagéo ruminal.
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IV — Aditivos & Base de Propolis no Desempenho de Novilhas da raga Nelore em
Pastejo

RESUMO - Avaliou-se o efeito dos aditivos a base de propolis e monensina sddica
sobre o desempenho de novilhas em pastejo de Tifton 85, como também a
produtividade e qualidade forrageira, no periodo de janeiro a mar¢o de 2011. Foram
utilizadas 54 novilhas Nelore, peso inicial médio de 304,6 + 13,5 kg e distribuidas num
delineamento experimental inteiramente casualizado, em trés tratamentos e 18
repeti¢des/tratamento: controle (sem aditivo); prdpolis (33,24 mg/animal de flavonoides
totais em apigenina); e controle positivo: monensina sodica (100 mg/animal). Foram
utilizados trés piquetes homogéneos de 2,9 hectares/cada, sendo adotado o método de
pastejo sob lotacdo continua com carga variavel. Os aditivos e o suplemento mineral (50
g/animal) foram veiculados juntamente com 200 g de milho moido, sendo fornecidos
diariamente as 17 horas e observou-se um periodo de adaptacio de 28 dias. Foram
utilizados trés piquetes de 2,9 hectares, sendo adotado 0 método de pastejo sob lotagéo
continua com carga varidvel. O uso de aditivos ndo interferiu no desempenho de
novilhas em pastejo, sendo que o ganho médio diario foi de 0,572 kg, 0,525 kg, 0,503
kg para propolis, monensina e controle, respectivamente. No entanto, houve interacéo
entre tratamento e periodo, de modo que os aditivos a base de propolis proporcionaram
maior ganho de peso em relagdo ao controle negativo no primeiro (0,812 vs 0,562
kg/dia) e segundo periodo (0,569 vs 0,447 kg/dia), mas sem diferenca do controle

positivo (monensina sodica).

Palavras-chave: bovinos, flavonoides, ganho médio diério, ion6foro, verdo
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Introducéo

Os aditivos alimentares, como o0s iondforos, sdo substancias adicionadas na
alimentagdo com objetivo de manipular a fermentacdo ruminal para aumentar a
eficiéncia de utilizacdo das dietas. Dentre os ion6foros, a monensina sddica certamente
é a mais estudada e empregada. Os resultados positivos com uso da monensina sdo
decorrentes do aumento do ganho de peso e melhor eficiéncia na utilizacdo das
pastagens.

Entretanto a utilizagdo dos iondforos tem encontrado restrigdes, principalmente
pela Unido Européia. Este principio baseia-se numa “postura preventiva” contra uma
possivel relacdo entre a resisténcia aos antibidticos de microrganismos patogénicos aos
humanos com o uso de ionoforos em racdes, além da possivel ocorréncia de residuos
nos produtos de origem animal, mesmo na auséncia de comprovacéo cientifica para
estas suposi¢Oes. Desta forma, muitos estudos tém sido direcionados na busca por
produtos alternativos com fungéo semelhante.

A propolis tem sido objeto de muitos estudos, devido suas diversas propriedades
bioldgicas: antimicrobiana, antiviral, antifingica, antioxidante, imunomodulatéria, anti-
inflamatéria e hepatoprotetora, entre outras (Bankova et al., 2001). Na &rea zootécnica
sdo restritas as informacdes sobre a aplicabilidade de produtos a base de propolis na
alimentacdo de ruminantes. Ha relatos de aumento na producéo de propionato e redugéo
na populagéo de protozoérios (Broudiscou et al., 2000).

Com utilizacéo de extratos secos de propolis, observa-se que o produto LLOS
C1 apresentou maior DIVMS (Prado et al., 2010a), reduziu a populacéo de protozodrios
ciliados (Rispoli et al., 2009) e aumentou da energia digestivel (Prado et al., 2010b)
para bubalinos. E quando sua dose foi triplicada (LLOSC1++) melhorou o ganho médio
diario em 26% e a eficiéncia alimentar em 25% em relacéo a dieta controle de bovinos
confinados (Zawadzki et al., 2011).

Na literatura, ndo h4 informacdes sobre os efeitos dos aditivos a base de prépolis
no desempenho de bovinos em pastejo. No entanto, nos estudos Prado et al., (2010a) e
em estudos recentes, a propolis tém demonstrado melhor resposta em dietas com maior
proporcdo de volumoso, avaliados em parametros de DIVMS e éacidos graxos de cadeia

curta.
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Desta forma, o experimento foi conduzido com objetivo de avaliar os efeitos dos
aditivos a base de propolis e monensina sodica no desempenho de bovinos em pastejo e

avaliar as caracteristicas produtivas de Tifton 85 no verdo.

Material e Métodos

O experimento a campo foi realizado na Fazenda Escola do Centro Universitario
de Maring4d — CESUMAR, situada no municipio de Maringé, regido noroeste do Estado
do Parand, no periodo das &guas de dezembro de 2010 a marco de 2011. As analises
laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Analises de alimentos e Nutricéo
Animal - Departamento de Zootecnia e no Laboratério de solos - Departamento de
Agronomia ambos da Universidade Estadual de Maringa.

O clima é caracterizado como Cfa — clima subtropical imido mesotérmico,
durante o periodo experimental a temperatura média foi de 25,3° C, com minima de
20,6° C e méaxima de 30,0° C. A precipitacdo pluviométrica média foi de 240,1 mm,
com o menor valor observado em janeiro (182,0 mm) e maior em fevereiro de 312,9
mm.

O solo da regido € classificado como Latossolo Vermelho Eutréfico, composto
por 15,4% de areia grossa, 3,8% de areia fina, 10,6% de silte e 70,2% de argila (Tabela
1). A adubacdo com fosforo e potéassio foi realizada em novembro de 2010, em
cobertura, na forma de superfosfato triplo e cloreto de potassio respectivamente, em
uma aplicagdo, na dosagem de 70 kg/ha de P,Os e 60 kg/ha de K;O. A adubacdo
nitrogenada (150 kg de N/ha) foi fracionada em duas aplicacbes, na forma de uréia, em
novembro e dezembro 2010.

Estabeleceu-se que cada periodo experimental compunha-se de 28 dias, quando
foram realizadas as avaliacOes de desempenho e caracterizagdo da forragem.

Foram utilizadas 54 novilhas da raca Nelore, com 24 meses de idade, peso
médio inicial de 305,6 + 11,7 kg. Todos os animais foram everminados no inicio do
experimento com medicamento a base de doramectina (Dectomax®, Pfizer),
identificadas por meio de ferro candente e também por brincos com cores diferentes por
tratamento. Para formacdo dos lotes as novilhas foram distribuidas de acordo com o

peso e alocadas ao acaso nos diferentes tratamentos.
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Tabela 1. Composicéo quimica do solo referente & area experimental

Piquete 1 (CON) 2 (PRO) 3 (MON)
pH
CaCl, 5,05 4,65 4,75
H,O 5,80 5,30 5,30
cmol,dm?
AP 0,00 0,10 0,10
H*+ AP 4,62 5,34 5,35
Ca? 5,13 3,38 4,43
Mg** 2,00 1,27 1,37
K* 0,66 0,60 0,56
SB 7,79 5,26 6,36
CTC 12,41 10,6 11,71
mg dm™
P 5,70 6,20 6,00
C 19,76 19,02 19,02
S-S04% 6,14 6,54 6,94

Fonte: Laboratério de Solos, Departamento de Agronomia - UEM, 2010.

A érea experimental foi constituida por trés piquetes de Tifton 85 Cynodon
dactylon (L.) Pers e dividida com cerca eletrificada de dois fios, estabelecida ha dois
anos e com area total de 8,7 hectares (2,9 ha/piquete). Os piquetes eram providos de
bebedouro de &gua e comedouro de plastico (0,5m/animal) para o fornecimento do
suplemento.

Previamente ao inicio do experimento os animais foram alocados por 28 dias nos
piquetes para adaptacéo & pastagem e aos tratamentos: controle negativo — sem aditivos
(CON); propolis (PRO) e controle positivo - monensina sédica (MON).

O produto a base de prépolis fornecido apresentava concentracdo de propolis
entre 5 a 30 g e diluicdo alcodlica entre 60.0 a 93.8% (v/v) e foi preparado de acordo
com a metodologia desenvolvida por Franco & Bueno (1999) e constituido em um
extrato seco de propolis, registrado no Instituto Nacional de Propriedade Industrial sob
n® 0605768-3. Sua preparagdo consiste na extracdo hidroalcodlica da prdpolis bruta, a
fim de liberar suas substancias ativas (flavonoides e 4&cidos fendlicos).
Subsequentemente, o conteudo alcodlico é evaporado com o auxilio de um
rotaevaporador e 0 extrato € seco em um spray dryer. A quantificacdo de flavonoides
foi obtida por de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e 33,24 mg/animal/dia

de flavonoides totais em apigenina foi fornecido.
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A quantidade de monensina sddica fornecida foi de 100 mg/animal/dia
(Rumensin® 200, Elanco). Os aditivos e o suplemento mineral foram veiculados
juntamente com milho moido, sendo esta mistura (250 g/animal) fornecida diariamente
as 17 horas. A composi¢do do suplemento € apresentada na Tabela 2.

A pesagem dos animais foi realizada, sempre em jejum prévio de 9 horas, no
inicio do experimento (03/01/2011) e ao final de cada periodo experimental,
correspondente a 28 dias (31/01/2011), 56 dias (28/02/2011) e 85 dias (29/03/2011). O
ganho de peso vivo (GPV) foi obtido pela diferenca entre o peso ao final de cada
periodo e o peso inicial dos animais. O ganho médio diario (GMD) foi calculado pela
divisdo do GPV pelo nimero de dias de cada periodo (28, 56 e 85 dias). O ganho de
peso vivo por hectare (GPV/ha) foi obtido multiplicando o nimero de animais/dia/ha

pelo GMD dos animais, multiplicado pelo nimero de dias de cada periodo.

Tabela 2. Composicéo dos suplementos experimentais (g/kg)

Ingredientes (g/kg) CON PRO MON
Milho moido 800,0 780,0 780,0
Minerais* 200,0 200,0 200,0
Propolis - 20,0 -

Monensina sodica’ - - 20,0

ISuplemento mineral (P40, Fortmix): Ca: 110 g.kg?, P: 40 g.kg™, Na: 140 g.kg?, S: 8 g.kg™, Mg: 750
mg.kg'l, Co: 45 mg.kg™, I: 45 mg.kg™, Co: 825 mg.kg™, Se: 13 mg.kg™, Zn: 2200 mg.kg™, F: 400 mg.kg’
1 “Rumensin® 200 (Elanco);

CON: tratamento controle; PRO: propolis; MON: monensina sodica.

O método de pastejo adotado foi o de lotagdo continua com carga variavel,
foram utilizados 18 animais “testers” por piquete, mais animais reguladores (Mott &
Lucas, 1952). Os tratamentos permaneceram fixos nos piquetes em todo experimento.
Animais reguladores foram utilizados para ajustar a carga animal e garantir oferta de
forragem homogénea entre tratamentos.

A determinacdo da disponibilidade da forragem ou residuo de matéria seca
(RMS) foi realizada nos trés piquetes utilizando o método de dupla amostragem (Wilm
et al., 1944) nas seguintes datas: 27/12/10, 24/01/11, 20/02/11 e 21/03/11. Em cada
piquete foram cortadas, ao nivel do solo, doze amostras de 0,56 m?, pesadas e secas em
estufa com ventilagdo forgada a 55° C, por 72 horas. Antes do corte, foi estimada
visualmente a producdo de matéria seca da amostra. Além das amostras cortadas, foram

realizadas mais 48 avaliagdes visuais. Utilizando-se os valores das amostras cortadas e
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estimadas visualmente foi calculado a producdo de materia seca em kg/ha pela equacdo
proposta por Gardner (1986).

A estimativa da taxa de acimulo diario de matéria seca (TAD) foi realizada por
meio da técnica de Klingman et al. (1943). Foram utilizadas cinco gaiolas de excluséo
de pastejo por piquete, e aplicou-se a equagéo proposta por Campbell (1966):

TAD; = Zi=Ti=t

Em que,

TAD; = taxa de acumulo diario de matéria seca no periodo j, em kg MS/ha/dia;

Gi = matéria seca/ha dentro das gaiolas no instante i, em kg MS/ha;

Fi.1 = matéria seca/ha fora das gaiolas no instante i — 1, em kg MS/ha;

n = namero de dias do periodo j.

A taxa de acimulo de MS (TA), nos diferentes periodos experimentais foi
calculada pelo produto da TAD pelo nimero de dias do periodo.

A oferta de forragem (OF) em matéria seca total e matéria seca de laminas

verdes foram determinadas de acordo com a férmula:

OF = RMSd+TAD = 100
PV

Em que,

OF = oferta de forragem, em kg MS/100 kg PV/dia;

RMSd = residuo de matéria seca diario, em kg MS/ha/dia;

TAD = taxa de acimulo diario, em kg MS/ha/dia;

PV = peso vivo dos animais, em kg/ha.

O caélculo da taxa de lotacéo foi efetuado considerando a unidade experimental

(UA) como sendo 450 kg de PV, com a seguinte formula:

__ UAt
TL - Area
Em que,

TL = taxa de lotacdo, em UA/ha;

UAt = unidade animal total;

Area = 4rea experimental total, em ha.

As amostras obtidas na dupla amostragem foram compostas proporcionalmente,
formando trés amostras (repeticdes) por piquete e por periodo. Apds foram separadas
em seus componentes estruturais: lamina foliar (LF); bainha + colmo verde (BCV); e

material morto (MM), dos quais se obteve o peso seco e percentual individual. Foi
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determinada a producdo dos componentes estruturais por &rea, multiplicando o
percentual individual pela disponibilidade de forragem em cada periodo de coleta.

O método do pastejo simulado com coleta manual foi utilizado para avaliacdo da
qualidade da forragem consumida pelos animais, realizado por trés avaliadores que
formaram uma amostra composta por piquete por periodo.

Para avaliar a composi¢do bromatoldgica as amostras foram moidas em moinho
tipo Willey com peneira de crivo de 1 mm e foram determinados os teores de matéria
seca (MS), matéria organica (MO) e cinzas (CZ) segundo a AOAC (1990). Nas fracdes
lamina foliar verde, bainha + colmo verde e amostras de pastejo simulado foram
determinados os teores de proteina bruta (PB) pelo método da AOAC (1990) e a fibra
em detergente neutro (FDN) foi determinada conforme método de Van Soest et al.
(1991) adaptado ao determinador de fibra Tecnal TE-149 (Piracicaba, S&o Paulo, BR).

Nas amostras de pastejo simulado foram determinados os teores de fibra em
detergente &cido (FDA) conforme método de Van Soest et al. (1991) adaptado ao
determinador de fibra Tecnal TE-149 (Piracicaba, S&o Paulo, BR), de extrato etéreo
(EE) segundo a AOAC (1990), de lignina permanganato de potassio (LPer) de acordo
com Van Soest & Wine (1967) e valor da proteina insolivel em detergente neutro
(PIDN) conforme descrito em Licitra et al. (1996).

O teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) da pastagem foi estimado por meio
da equacéo descrita por Cappelle et al. (2001), para forragens verdes:

NDT =83,79-0,4171 x FDN.

Os valores de carboidratos totais (CHT) foram calculados pela equagéo:

CHT = MO - (EE + PB).

Também foi determinado o fracionamento dos carboidratos segundo Sniffen et
al. (1992).

A fracéo C foi determinada pela formula:

C = (100 x FDN (%MS) x 0,01 x LIGNINA (%FDN) x 2,4/ CHT (%MS)).

A fracdo B2 foi obtida pela equagéo:

B2 = 100 x ((FDN(%MS) — PIDN(%PB) x 0,01 x PB(%MS)) — FDN(%MS) x
0,01 x LIGNINA(%FDN) x 2,4)))/ CHT(%MS), onde PIDN é proteina insolivel em
detergente neutro.

A fracdo A + B1 foi determinada pela diferenca entre 100 — (C + B2).
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, e 0s
dados foram submetidos & andlise de variancia considerando nivel de significancia de
5% e as médias foram comparadas, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados de ganho médio diario foram analisados com o seguinte modelo
estatistico:

Yijk = p + Ti +Pj+ TPjj + eij

Em que:

Yijx = observagdo referente ao individuo k no tratamento i no periodo j;

4 = constante geral;

Ti

Pi

efeito do tratamento i variando de 1 a 3;

efeito do periodo j variando de 1 a 3;

TP;; = efeito da interacéo entre tratamento i no periodo j;

eijk = erro aleatorio associado a cada observacéo.

Os dados de producdo de forragem foram analisados seguindo o modelo
estatistico abaixo:

Yij= u+Pi+ g

Em que:

Yijx = observagdo referente a variavel j no periodo i;

4 = constante geral;

P; = efeito do periodo j variando de 1 a 3;

ejj = erro aleatorio associado a cada observacéo.

Resultados e Discussao

No periodo de adaptacdo do pasto e suplemento, 28 dias antes ao inicio do
experimento, as novilhas foram alocadas com baixa carga animal por hectare, a fim de
garantir boa disponibilidade de forragem aos animais e eliminar a possibilidade de
ganho compensatdrio no periodo experimental. Desta forma, a massa de forragem neste
periodo (Tabela 3) foi superior aos demais periodos (P<0,01), com valor de 3.592 kg de
MS/ha. A estrutura da pastagem é importante no desempenho dos animais, uma vez que
determina a facilidade de apreensdo pelo animal. Nesse sentido observa-se que quando
ha baixa disponibilidade de massa de forragem, os animais ruminantes necessitam de

periodos mais longos em pastejo (Pompeu et al., 2009).
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A oferta de forragem (Tabela 3) também foi superior no primeiro periodo em
relacdo (P<0,01) aos demais periodos, com valor de 8,41 kg MS/100 kg de PV. No
segundo periodo, a oferta de forragem reduziu para 7,40 kg MS/100 kg de PV, devido
aumento no peso vivo dos animais e, consequentemente, no consumo. No terceiro
periodo, em virtude das boas condi¢Bes climaticas observadas neste periodo, mesmo
com a elevagéo no peso vivo, a oferta de forragem permaneceu em 7,20 kg MS/100 kg
de PV.

A oferta de forragem em um sistema de produc&o a pasto é fator determinante no
consumo. Nussio et al. (1998), apontam que o0 consumo minimo de pastagem € estimado
em torno de 2% do peso vivo (2 kg MS/100 kg de PV) devido a selecdo, mas podera
ser reduzido se houver restricdo fisica e/ou a qualidade da forragem for baixa.
Considerando esta estimativa, 0 menor valor observado na oferta de forragem no més de
marco (7,07 kg MS/100 kg de PV) é ainda 3,5 vezes maior que o consumo estimado. De
acordo com Hodgson (1990), a disponibilidade de forragem deve ser de trés a quatro vezes
superior a ingestdo de matéria seca para maximizagdo do consumo.

No segundo periodo, foi possivel observar uma reducgéo na massa de forragem,
para 3.134 kg de MS/ha e ndo diferindo do periodo subsequente. Esses valores séo
acima aos preconizados por Corsi & Martha Junior (1998) para gramineas do género
Cynodon, que devem apresentar residuo de aproximadamente 2.500 kg de MS/ha
quando bem manejadas. Porém, a massa de forragem de lamina foliar verde e bainha +
colmo verde totalizam valores inferiores a 2.500 kg de MS/ha, devido a elevada
proporcdo de material morto (Tabela 4) na pastagem.

Houve reducdo (P<0,01) no acumulo e massa de forragem (Tabela 6) com o
avanco nos periodos experimentais. Segundo Pilau et al. (2005), a redugéo na massa de
forragem da pastagem acarreta em menor capacidade fotossintética, devido menor area
foliar e interceptacdo de luz, consequentemente menor producdo de forragem. No
primeiro periodo, foi observado o maior acimulo de forragem com produgéo de 1.714
kg MS/ha (56,12 kg MS/ha/dia). No segundo e terceiro periodo houve uma reducdo no
acumulo de forragem com producdo de 1.433 a 1.387 kg MS/ha (52,01 a 49,45 kg
MS/ha/dia), respectivamente.

Os componentes estruturais da pastagem, lamina foliar, bainha + colmo verde e
material morto, sdo importantes para caracterizar a forragem disponivel aos animais em
pastejo (Teixeira et al., 2011). Na Figura 1, pode-se observar a percentagem destes

componentes da forragem, no verdo. A lamina foliar apresentou variagdo de 139,2 a
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171,3 g/kg, enquanto bainha + colmo verde atingiu proporg¢des mais elevadas (392,9 a
460,0 g/kg). O material morto apresentou maiores proporcdes nas avaliagdes. As
menores proporgbes de laminas foliares observadas devem-se ao fato da retirada
constante das mesmas pelos animais, uma vez que estes tendem a selecionar mais folhas

e evitar o consumo de material morto (Carvalho et al., 2001).

Tabela 3. Massa de forragem (MF), acimulo de massa de forragem (AF), taxa de
acumulo diario (TAD), oferta de forragem (OF) e taxa de lotacdo (TL) nos periodos
experimentais

Meses kg MS/ha kg MS/ha/dia %* UA/ha
MF AF TAD OF TL
1° Periodo®
Controle 3.311 1.652 63,00 8,41 5,31
Propolis 3.691 1.679 63,76 8,40 5,47
Monensina 3.774 1.812 68,62 8,43 5,78
Média 3.592 a 1.714 a 65,12 a 8,41 a 5,52
2° Periodo?
Controle 3.069 1.331 48,36 7,38 4,99
Propolis 3.123 1.399 50,77 7,42 5,41
Monensina 3.212 1.568 56,90 7,42 5,70
Média 3.134b 1.433b 52,01 b 740b 5,36
3° Periodo®
Controle 2.904 1.395 49,64 7,28 4,93
Propolis 3.045 1.374 48,94 7,31 5,03
Monensina 2.990 1.393 49,76 7,02 5,20
Média 2979b 1.387b 49,45 b 7,20b 5,05
EPM 51,40 28,73 1,03 0,03 0,08
P 0,006 0,007 0,001 0,001 0,162

l(2,7/_12 a 24/01); ?(24/01 a 20/02); 3(20/02 a 21/03); * ou kg MS/100 kg de PV/dia; EPM: erro-padréo da
Ir\n/l(;?ili{;s, na coluna, seguidas de diferentes letras diferem (P<0,05) pelo teste Tukey.

A massa de lamina foliar verde foi maior (P<0,05) no primeiro periodo (568,48
kg de MS/ha) em relacéo ao segundo periodo (444,85 kg de MS/ha), mas ndo diferiu do
terceiro (489,36 kg de MS/ha). A massa de bainha + colmo verde e o material morto
apresentaram comportamento semelhantes, reduziram (P<0,05) no terceiro periodo em
relacdo ao primeiro periodo. A razdo ldmina foliar/bainha + colmo verde foi
influenciada (P<0,05) pelos periodos avaliados, apresentando o maior valor (0,41) no
terceiro periodo, consequéncia da menor massa de bainha + colmo verde e material

morto neste periodo (Tabela 4).
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Figura 1. Propor¢do dos componentes estruturais (g/kg de MS) entre os tratamentos nos periodos
experimentais: lamina foliar (LF); bainha + colmo verde (BCV) e material morto (MM).

O teor de matéria seca na lamina foliar, bainha + colmo verde e material morto
diferiram (P<0,01) entre os meses avaliados, todos apresentaram comportamento
semelhante (Tabela 8), aumentando o teor de matéria seca na medida em que avangou
0s periodos experimentais. A matéria organica apresentou pequena Vvariagdo,
aproximadamente 20 g/kg, tanto na ldmina foliar como na bainha + colmo verde, porém
com diferencas (P<0,01) nos periodos avaliados. Na lamina foliar a matéria orgéanica,
apresentou 0 menor valor no terceiro periodo (906,1 g/kg), ja na bainha + colmo verde
houve um aumento crescente com o decorrer dos periodos experimentais. No material
morto a matéria organica também apresentou efeito (P<0,01) nos periodos avaliados
com o maior valor no terceiro periodo (Tabela 5).

O teor médio de proteina bruta encontrado na lamina foliar e bainha + colmo
verde foi de 1744 e 77,4 g/kg (Tabela 8), respectivamente, valores considerados
adequados para o crescimento das bactérias ruminais. Pois segundo Milford & Minson
(1965), valores de PB das forragens abaixo de 70 g/kg passam a limitar o consumo de
forragens, sendo que isto ocorre pela diminuicdo da taxa de passagem do alimento pelo

trato digestivo do animal devido a reducdo da atividade microbiana no rimen.
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Tabela 4. Massa de forragem da planta inteira (PI), Iamina foliar verde (LF), bainha +
colmo verde (BCV), material morto (MM) e a relagdo lamina foliar/bainha + colmo
verde (LF/BCV), no periodo experimental

Meses Componente da Planta (Kg de MS/ha)
Pl LF BCV MM LF/BCV
1° Periodo®
Controle 3.311 500,60 143447 1374,37 0,34
Propolis 3.691 594,42 1698,43 1398,66 0,34
Monensina 3.774 610,41 1675,11 1488,80 0,35
Média 3.592 a 568,48 a 1602,67 a 1420,61 a 0,35b
2° Periodo?
Controle 3.069 427,50 1291,23 1350,32 0,33
Propolis 3.123 446,52 1408,02 1268,74 0,32
Monensina 3.212 460,54 1443,65 1308,14 0,32
Média 3.134 b 44485 b 1380,97 ab 1309,07 ab 0,33b
3° Periodo®
Controle 2.904 497,58 1141,12 1265,36 0,44
Propolis 3.045 519,29 1238,72 1287,11 0,42
Monensina 2.990 451,22 1217,17 1321,72 0,37
Média 2979b 489,36 ab 1199,00 b 1291,40 b 0,41 a
EPM 51,40 13,61 33,52 15,03 0,01
P 0,006 0,026 0,007 0,025 0,006

1(27/12 a 24/01); ?(24/01 a 20/02); 3(20/02 a 21/03); EPM: erro-padrao da média.
Médias, na coluna, seguidas de diferentes letras diferem (P<0,05) pelo teste Tukey.

Com relacdo aos teores de fibra em detergente neutro encontrados na lamina
foliar (Tabela 5) observa-se diferenca (P<0,01) nos periodos avaliados. Na lamina
foliar, reduziu de 696,2 g/kg do primeiro periodo para 672,4 e 659,6 g/kg no segundo e
terceiro periodo, respectivamente. Na bainha + colmo verde ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os periodos com média de 742,6 g/kg. Estes valores estdo proximos aos
obtidos por Poli et al. (2008) para capim Tifton 85 na mesma época de avaliagdo, 0s
autores relataram valores de fibra em detergente neutro variando de 665,1 a 712,0 g/kg.

Os teores de FDN encontrado neste trabalho estdo de acordo com Van Soest
(1994), que o teor de FDN das forragens aumenta durante seu crescimento e é maior no
colmo do que nas folhas. Os teores de nutrientes digestiveis totais na lamina foliar e
foram influenciados (P<0,01) pelos periodos experimentais (Tabela 5). Na I&mina foliar
o menor valor observado foi de 547,5 g/kg no primeiro periodo, ja na bainha + colmo
verde ndo houve diferenca (P>0,05) com média de 528,2 g/kg. Prohmann et al. (2004)
ao trabalhar no mesmo periodo de avaliagdo em gramineas do género Cynodon
observaram médias de NDT para ldminas foliares e bainha + colmo verde de 647 e 558

g/kg, respectivamente.
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Tabela 5. Composi¢do bromatoldgica dos componentes estruturais de Tifton 85 nos
periodos experimentais

Anélise Componentes estruturais (g/kg) Média EPM P
1° Periodo® 2° Periodo® 3° Periodo®
Lamina foliar
MS 341,3b 388,6 ab 395,8 a 375,2 6,75 0,032
MO 920,2 a 915,8 a 906,1 b 914,0 0,87 0,001
PB 1719 174,8 176,4 1744 3,01 ns
FDN 696,2 a 672,4b 659,6 b 676,0 291 0,005
NDT 5475Db 557,4 a 562,8 a 555,9 1,21 0,005
Bainha + colmo verde
MS 246,6 b 278,9 ab 286,7 a 370,8 491 0,034
MO 9110 b 915,3 ab 920,1a 915,5 0,84 0,012
PB 83,8 79,0 69,4 77,4 246 0,128
FDN 7425 734,2 751,1 742,6 2,64 0,103
NDT 528,2 531,7 524.6 528,2 1,10 0,104
Material morto
MS 558,8 b 658,1 a 694,8 a 637,2 13,04 0,013
MO 9118b 921,7b 936,8 a 9234 1,65 0,002

1(27/12 a 24/01); %(24/01 a 20/02); %(20/02 a 21/03); MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB:
proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; NDT: nutrientes digestiveis totais; EPM: erro-padrdo da
média. Médias, na linha, seguidas de diferentes letras diferem (P<0,05) pelo teste Tukey.

Nas amostras de forragem obtidas pelo pastejo simulado, os teores de matéria
organica, fibra em detergente neutro, lignina, extrato etéreo, nutrientes digestiveis totais,
carboidratos totais, carboidratos ndo fibrosos e fracdo A + B1 (Tabela 6) ndo diferiram
(P>0,05) entre os periodos de avaliacdo, com teores médios de 914,3, 660,6, 43,4, 15,8,
652,4, 737,3, 172,1 e 233,7 g/kg, respectivamente. A concentracdo de proteina bruta
(Tabela 6) aumentou de 153,3 g/kg para 166,8 g/kg no segundo periodo e manteve-se
no terceiro periodo (163,3 g/kg), estes valores estdo proximos aos teores de proteina
bruta observados na lamina foliar, devido a caracteristica seletiva dos animais de ingerir
mais folhas.

Os carboidratos fibrosos formam as fragdes B2, particularmente sua fracéo
potencialmente degradavel, como fonte de energia para os animais a pasto. A fragdo B2
(Tabela 6) com média de 625,1 g/kg ndo sofreu alteragdo (P>0,01) no decorrer dos
meses avaliados. A fragdo C dos carboidratos totais pode ser considerada indisponivel
tanto em nivel de rimen como de intestinos (Sniffen et al., 1992) e no presente estudo,

ndo houve diferenca (P>0,05) entre os periodos com valor médio de 141,3 g/kg.
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Tabela 6. Composicdo bromatolégica (g/kg MS) e fracionamento de carboidratos (g/kg
CT) nas amostras obtidas pelo pastejo simulado de Tifton 85 nos periodos
experimentais

Anélise Periodos experimentais Média EPM P
1° Periodo’  2° Periodo®  3° Periodo®
MO 914,9 916,0 912,0 9143 0,88 0,237
PB 153,3b 166,8 a 163,6 ab 1612 1,39 0,017
FDN 665,7 657,7 658,5 6606 2,32 0,083
FDA 3415a 322,4b 322,1b 328,7 162 0,004
LPer 46,6 42,0 41,6 43,4 0,80 0,078
EE 17,4 15,6 14,3 15,8 0,83 0,376
NDT 560,2 563,6 563,2 562,4 1,90 ns
CT 744,2 733,6 734,0 7373 243 0,211
CNF 165,6 177,1 1735 1721 3,73 ns
Fracionamento de carboidratos (g/kg CT)

Fracdo 5,67

A+ Bl 222,7 241,7 236,5 233,7 0,420
Fracdo B2 626,9 620,9 627,4 625,1 4,99 ns
Fracdo C 150,4 1374 136,1 1413 2,32 0,083

1(27/12 a 24/01); %(24/01 a 20/02); *(20/02 a 21/03); MO: matéria organica; PB: protefna bruta; FDN:
fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente acido; LPer: lignina em permanganato; EE: extrato
etéreo; NDT: nutrientes digestiveis totais; CT: carboidratos totais; CNF: carboidratos ndo fibrosos; EPM:
erro-padrdo da média.

Médias, na linha, seguidas de diferentes letras diferem (P<0,05) pelo teste Tukey.

Houve interacdo (P<0,05) entre os tratamentos e 0s periodos avaliados para as
caracteristicas de desempenho animal. De forma que no primeiro (28 dias) e no segundo
periodo (56 dias) os aditivos a base de propolis proporcionaram maior desempenho em
relacdo ao controle negativo e ndo diferiu do controle positivo (monensina sddica). No
terceiro periodo (85 dias) ndo houve (P>0,05) efeito dos aditivos no desempenho
animal.

Houve efeito (P<0,01) da suplementacdo nos primeiros vinte oito dias de
avaliacéo (10 periodo), para 0 ganho de peso vivo e ganho médio diario das novilhas
Nelore mantidas em piquetes de Tifton 85. Os maiores ganho liquido e ganho médio
diério (P<0,01) foram para os animais suplementados com prépolis e monensina que
ndo diferiam entre si e foram superiores aqueles do suplemento controle negativo
(Tabela 7). O uso dos aditivos a base de propolis (LLOSC1++) e monensina sodica
proporcionaram 44 e 26% a mais de ganho em relagdo ao controle (sem aditivos),
respectivamente. O periodo de adaptacdo de 28 dias anterior a este primeiro periodo
descarta a possibilidade de ganho compensatorio e a homogeneidade entre os piquetes
(caracteristicas produtivas da forragem observadas nas tabelas 6 e 7) permite inferir que

as diferencgas observadas foram devido aos suplementos avaliados.
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Tabela 7. Desempenho de novilhas em pastagem de Tifton 85 suplementadas com
aditivos a base de propolis ou monensina sédica

Parametros Tratamento Média EPM P
CON PRO MON

Peso inicial (kg) 304,89 307,39 304,56 305,61 2,02 ns

Peso final (kg) 347,57 356,06 349,22 350,98 2,48 0,348

Ganho de peso vivo (kg)

0 - 28 dias 1572b 22,72a 1983a 19,43 0,67 0,001

0 - 56 dias 26,72b  31,89a 29,39ab 29,33 0,83 0,050

0 - 85 dias 42,78 48,67 44,67 45,37 1,24 0,154

Ganho médio diéario (kg/dia)

0 - 28 dias 0,562b 0,812a 0,708 a 0,694 0,02 0,001

0 - 56 dias 0,477b  0569a 0,524 ab 0,524 0,01 0,050

0 - 85 dias 0,503 0,573 0,525 0,534 0,01 0,154

Ganho de peso vivo por érea (kg/ha)

0 - 28 dias 107,6 171,7 172,3 150,5 - -

0 - 56 dias 182,7 2151 2157 204,5 - -

0 - 85 dias 282,4 340,4 334,0 3189 - -

Médias seguidas de diferentes letras na linha, diferem (P<0,05) pelo teste Tukey.

No primeiro periodo, foi observado ganho médio diario superior (P<0,05) em
relacdo ao segundo e terceiro periodo, estes elevados valores sdo decorrentes da maior
massa (3.592 kg MS/ha), taxa de acumulo diario (65,12 kg de MS/ha/dia) e oferta de
forragem (8,41%) no primeiro periodo (Tabela 3). Como observado no presente
trabalho, Teixeira et al. (2011), constataram que as caracteristicas produtivas da
forragem como: massa de forragem, oferta de lamina foliar tem influéncia significativa
na resposta animal.

No segundo periodo, apesar da qualidade satisfatoria na Iamina foliar e no
pastejo simulado, houve reducdo no ganho médio diario em todos os tratamentos devido
reducdo nas caracteristicas produtivas da forragem (Tabela 3). Neste periodo, 0s
aditivos a base de propolis apresentaram maior (P=0,05) ganho de peso vivo e ganho
médio diario em relacdo ao controle negativo e ndo diferiu do controle positivo
(monensina sédica), que ndo diferiram entre si.(Tabela 7).

No terceiro periodo (85 dias) o uso do aditivo & base de propolis proporcionou
um aumento de 14% no ganho liquido e no GMD (Tabela 7), enquanto o controle
positivo aumentou em apenas 5% , porém ambos sem diferenga significativa em relacéo
ao tratamento controle negativo. O GMD dos trés periodos de 0,534 kg/dia est4 proximo
dos valores encontrados na literatura, Vieira et al. (2006) observaram GMD de 0,550

kg/dia em novilhas da raca Nelore no mesmo periodo avaliado. O efeito positivo da
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monensina observado apenas no primeiro periodo pode estar associado as melhores
condi¢cdes em que as pastagens se encontravam. Estes dados corroboram com os
resultados de Goodrich et al. (1984), que registraram maior resposta no ganho de peso a
monensina quando ha maior consumo de energia metabolizavel comparado ao menor
consumo.

O efeito do aditivo & base de propolis apenas no primeiro e segundo periodo
pode estar relacionado ao desenvolvimento de resisténcia ou adaptacéo das bactérias
ruminais aos aditivos apds este periodo (56 dias). Na literatura, ha relatos de resisténcia
de microrganismos ruminais ao ion6foros in vitro (Domescik & Martin, 1999; Newbold
et al., 1993) e também in vivo apds 28 dias de fornecimento (Weiss & Amiet, 1990),
periodo semelhante que os iondforos apresentaram efeito positivo neste trabalho.

Os resultados obtidos com bovinos em sistema de pastejo e, com utilizacdo de
ion6foros na dieta, tém sido positivos. Horn et al. (1981) avaliaram o desempenho de
animais em pastejo recebendo monensina diariamente em dois experimentos, no
primeiro experimento a monensina aumentou 0 ganho de peso em 70 g/animal/dia e no
segundo 90 g/animal/dia. Nos estudos de Paulino et al. (1993), o uso de ion6foros em
suplementos maltiplos, houve um aumento de 80 gramas no ganho médio diario de
novilhos em crescimento.

Para o ganho de peso vivo por hectare no primeiro periodo (28 dias) o aditivo o
a base de prdpolis foi 59,5% superior em relagdo ao controle negativo, e foi téo eficiente
quanto o controle positivo com valores muito proximos. No segundo periodo (56 dias) o
comportamento dos aditivos foi semelhante, porém com superioridade de 17,7%
comparado com o tratamento sem aditivos. No terceiro periodo (85 dias), os aditivos a
base de propolis apresentaram 20,5% e o controle positivo 18,2% a mais de ganho que o
controle negativo.

O ganho de peso por area total observado neste trabalho (318,9 kg/ha) estd
abaixo dos valores encontrados por Prohmann et al. (2004) de 458,5 kg/ha. Porém estes
autores trabalharam com novilhos mestigos suplementados de 0 a 0,6% do peso vivo
com casca de soja em pastagens de Coastcross (Cynodon dactylon (L.) Pers em um
mesmo periodo de avaliacdo (84 dias). No entanto, em ambos 0s casos estes valores s&o
elevados quando comparados com a produtividade média nacional, de 100 kg de peso
vivo/ha/ano (Corréa & Santos, 2003).
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Conclusdes

O aditivo a base de prdpolis promoveu melhor desempenho de bovinos em

pastejo em um periodo de até 56 dias.
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