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Efeitos da geoprépolis na atividade microbiana ruminal

RESUMO: Objetivou-se estudar o efeito do extrato etandlico de geoprépolis sobre a
fermentagdo ruminal in vitro de cinco dietas com diferentes relagdes
volumoso:concentrado. Foram utilizadas quatro concentracdes de extrato etandlico de
geoproépolis (0, 15, 30 e 60%). As dietas foram compostas por feno de capim Tifton,
farelo de soja e milho. A avaliagdo da fermentacdo ruminal foi realizada pela técnica
de producédo de gés in vitro. As medi¢des da producdo total de gas foram realizadas
nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 32, 48, 72 e 96 horas apdés a incubacao in
vitro. Foi realizada a mensuracao de pH e N-NHz as 24 horas apos a incubacgéo. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (5x4), sendo o primeiro fator relagdes de volumoso:concentrado (70:30; 60:40;
50:50; 40:60; 30:70) e o segundo fator, concentracao de geopropolis (0, 15, 30 e 60%).
Os parametros do modelo de cinética de fermentacdo ruminal foram estimados pelo
método de Gauss-Newton. As estimativas dos parametros foram submetidas a anélise
de variancia, regressao e teste de Tukey, sendo considerada significativa a 5% de
probabilidade. Para a comparacdo das médias de pH e N-NHzs foi utilizado o teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Nao houve efeito (P>0,05) da incluséo de geopropolis
sobre a cinética de fermentacdo ruminal in vitro. A geoprépolis apresentou efeito
(P<0,05) sobre pH das dietas, em que provocou um aumento no pH dietas 60:50 e
50:50, sendo este 6,63 e 6,65 respectivamente. As concentracdes de N-NHs fluido
ruminal foram incrementadas (P<0,05) com adicdo da maior concentracdo de
geopropolis, com excecédo da dieta 50:50, que apresentou reducdo na concentracao
de N-NHs (5,13 mg/dL). As concentracdes de extrato etandlico de geopropolis
provocou aumento nos parametros de fermentacéao ruminal in vitro, pH e N-NHs, sem
gue ocorressem efeitos prejudiciais aos processos de fermentacdo e a microbiota
ruminal, quanto a fermentacdo ruminal in vitro, as concentracdo de extrato etandlico
de geopropolis utilizadas ndo se mostram eficientes, o que sugere novos estudos para
a determinacédo de concentracdes eficientes.

Palavras chave: Fermentacéo in vitro; Degradabilidade; Metano; Nitrogénio
amoniacal; pH



Effects of geopropolis on ruminal microbial activity

ABSTRACT: The objective of this study was to study the effect of ethanolic extract of
geopropolis on the in vitro ruminal fermentation of five diets with different voluminous:
concentrate ratios. Four concentrations of ethanolic extract of geopropolis (0, 15, 30
and 60%) were used. The diets were composed of hay of Tifton grass, soybean meal
and corn. The evaluation of ruminal fermentation was carried out by the in vitro gas
production technique. Measurements of total gas production were performed at 0, 2,
4,6, 8,10, 12, 18, 24, 32, 48, 72 and 96 hours after incubation in vitro. The pH and N-
NH3 were measured 24 hours after incubation. The experiment was conducted in a
completely randomized design in a factorial scheme (5x4), the first factor being: bulky
(70:30; 60:40; 50:50; 40:60; 30:70) and the second factor, concentration of geopropolis
(0, 15, 30 and 60%). The parameters of the ruminal fermentation kinetic model were
estimated by the Gauss-Newton method. The parameter estimates were submitted to
analysis of variance, Tukey regression and test, being considered significant at 5%
probability. For the comparison of pH and N-NH3 averages, the Tukey's test was used,
at 5% probability. There was no effect (P> 0.05) of geopropolis inclusion on ruminal
fermentation kinetics in vitro. The geopropolis presented an effect (P <0.05) on the pH
of the diets, in which pH 60:50 and 50:50 diets increased, being 6.63 and 6.65,
respectively. The concentrations of N-NH3 ruminal fluid were increased (P <0.05) with
the addition of the highest concentration of geopropolis, except for the 50:50 diet, which
showed a reduction in the concentration of N-NH3 (5.13 mg / dL) . The concentrations
of ethanolic extract of geopropolis caused increase in the parameters of ruminal
fermentation in vitro, pH and N-NH3, without harmful effects to the fermentation
processes and the ruminal microbiota, as well as the ruminal fermentation in vitro, the
concentration of ethanolic extract of geopropolis used are not efficient, which suggests
new studies for the determination of efficient concentrations.

Keywords: In vitro fermentation; Degradability; Methane; Ammoniacal nitrogen; pH
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INTRODUCAO

A criacdo de bovinos dentro do cenario produtivo do Brasil tem se tornado
a atividade pecuéria de maior expansédo ao longo dos ultimos anos, o que tem
gerado discursos ambientais em torno da emissdo de gases oriunda da
fermentagao ruminal, devido a relagédo deste com o efeito estufa. Os principais
gases envolvidos no efeito estufa sdo dioxido de carbono (CO2), 6xido nitroso
(N20) e 0 metano (CHa).

Os meliponineos, abelhas nativas, sociais e sem ferrdo, ocupam grande
parte das regides de clima tropical no planeta, com grande concentracdo na
América do Sul (SOUZA et al., 2009). Estas abelhas produzem além do mel e
propolis, a geopropolis, que é formada pela mistura de resina vegetal, cera e
barro, o qual caracteriza a sua consisténcia e cor que varia de acordo com o
barro da regido (BARTH, 2006).

A geopropolis possui caracteristicas farmacologicas e quimicas que
demonstram atividade antibacteriana e antimicotica, atribuidas aos compostos
fenadlicos.

Devido as suas caracteristicas antimicrobianas capaz de modificar a
fermentacdo, a geoprépolis tem despertado o interesse dos pesquisadores,
podendo agir como um aditivo alimentar natural para as dietas de ruminantes. O
prépolis e alguns de seus compostos atuam semelhantemente aos ionoforos, por
apresentarem efeitos sobre a permeabilidade da membrana citoplasmatica
bacteriana aos ions, desta forma provoca a dissipacdo do poténcial de
membrana (MIRZOEVA et al., 1997).

Resultados encontrados por varias pesquisas mostram que a acgao
antibacteriana da propolis ocorre na inibicdo da atividade antimicrobiana das
bactérias gram-positivas (PINTO et al., 2001; FERNANDES JUNIOR et al., 2006;
PACKER e LUZ, 2007; MORSY et al., 2015). Estas por sua vez, sdo as principias
responsaveis pela producdo de metano, aménia, dioxido de carbono e acetato
no ramen, promotores de perda de energia do metabolismo ruminal.

A geopropolis possui em sua composicdo quimica fendis e flavondides

semelhantes aos encontrados na prépolis, desta forma acredita-se que a



geoproépolis possa contribuir com a reducéo das perdas por fermentacédo além

de melhorar a aceitabilidade e comercializagéo de produtos de origem animal.
Objetivou-se, neste trabalho, avaliar os parametros de fermentacao

ruminal in vitro da geoprépolis como aditivo natural em dietas com diferentes

relagdes volumoso: concentrado.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Emissao de metano pelos ruminantes (metanogénese)

No ambiente ruminal, o metano € produzido anaerobicamente por
bactérias do género Archaea metanogénica (Methanosarcina
Methanobrevibacter, Methanomicrobium e Methanobacterium) (BEAUCHEMIN
et al., 2008). Essas bactérias reduzem dioxido de carbono (CO.) para formar
metano (CHa4) na presenca de hidrogénio (H2) em excesso no ambiente ruminal
(KOZLOSKI, 2011), e geram adenosina trifosfato (ATP) (KUMAR et al., 2009)
gue sao utilizadas como fonte de energia por estes microrganismos.

Em condi¢cbes laboratoriais, a producdo de metano € estimado por
simulagdo das fermentagbes ruminais em frascos de vidro incubados com
microrganismos presente no ambiente ruminal, sendo que o gas formado no
interior dos frascos pode ser medido em intervalos previamente determinados
(MAURICIO et al., 1998)

Segundo McCallister e Newbold (2008) altas concentracdes de Hz no
ramen, provocam a inibicdo dos sistemas enzimaticos, principalmente os
processos relacionados com a nicotinamida adenosina difosfato (NADH + H+ «
NAD+). Os ruminantes realizam a eructacdo e flatuléncia como formas de
dissipar para o ambiente as moléculas de H. produzidas em excesso, por meio
da producdo de metano, garantindo o bom funcionamento do riumen (COTTLE
et al.,, 2011; BERCHIELLI, et al., 2012).

A producdo de metano resultante da fermentacdo ruminal reflete em
perdas relevantes de energia da dieta para o animal, sendo que esta perda de
energia pode refletir em 6% a 10% da energia bruta da dieta que € perdida ao
longo do processo fermentativo (ECKARD et al., 2010).

Nas ultimas décadas, pesquisas na area de microbiologia ruminal vém
sendo desenvolvidas com o objetivo de se redirecionar a energia perdida durante
a producéo de metano para a producao de carne e leite, determinando melhor a
utilizacéo dos nutrientes (NAGAJARA, 2003).
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O tipo de fermentagéo resultante do alimento pode varia de alta emisséo
de metano, caracterizado por alta propor¢gdo acetato:propionato, a uma baixa
emissdo de metano caracterizado por uma baixa propor¢do acetato:propionato
(JOHNSON E JOHNSON, 1995).

A metanogénese pode ser reduzida das seguintes formas: inibicdo de
reacdes que liberam hidrogénio no rimen, estimular rea¢cfes alternativas que
recebem o hidrogénio durante a reoxidacdo de equivalentes redutores e
determinar reagdes alternativas consumidoras de hidrogénio. (HEGARTY,
1999).

Pedreira et al. (2005) relataram que a quantidade do alimento ingerido
bem como a qualidade da dieta estdo diretamente associadas com a capacidade
de producdo de metano, onde normalmente as dietas com elevada
digestibilidade favorecem maior consumo e menor producdo de metano, o
oposto ocorre com dietas de baixa qualidade.

Nussio et al. (2011) destacam que a quantidade de hidrogénio disponivel
para a formacdo de metano pode ser reduzida com o0 aumento na taxa de
fermentacdo, aumento na taxa de passagem da digesta, decréscimo da
ruminacao ou pH. Além da qualidade da dieta, fatores intrinsecos aos animais,
como caracteristicas genéticas e a microflora ruminal influenciam na emisséo de
metano entérico (HAMMOND et al., 2008).

Na tentativa de reduzir as perdas de energia e também minimizar a
mitigacdo de metano e didéxido de carbono para o ambiente, tem-se empregado

cada vez mais a modificacdo do perfil fermentativo ruminal.

1.2 Modificacdo do perfil fermentativo ruminal

A manipulacdo ruminal, pela utlizacdo de aditivos introduzidos na
alimentacdo de ruminantes, tem proporcionado alternativas para aumentar a
eficiéncia de utilizacdo das dietas e também promover a reducédo da producéo
de metano, amenizar os impactos dos sistemas de producdo no ambiente
(MORAIS et al., 2011).
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E necessario a modificacdo da microbiota ruminal para melhorar a relagio
simbidtica entre os microrganismos ruminais e hospedeiro favorecer os
processos fermentativos. A manipulacdo da fermentacé&o ruminal deve fornecer
acidos graxos volateis (acetato, propionato e butirato) (PRADO et al., 2010) os
quais constituem de 60 a 80 % da energia metabolizavel utilizada pelos
ruminantes (FURLAN et al., 2011).

Os principais efeitos esperados da manipulacdo da fermentagdo ruminal
sdo: melhorar os processos benéficos, minimizar, deletar ou alterar os processos
ineficientes, minimizar, deletar ou alterar os processos prejudiciais para o animal
hospedeiro (BERCHIELLI et al., 2012). Dentre os processos benéficos obtidos
pela manipulacao da fermentacéo ruminal incluem degradacao da fracéao fibrosa,
conversdo de compostos nitrogenados nao-protéicos em proteina microbiana,
fermentacdo do lactato; e entre 0os processos que deveriam ser minimizados
estdo a producdo de CHs, degradacdo da proteina e absor¢cdo de amodnia
(NAGARAJA et al.,1997).

Com a manipulacao da fermentacdo ruminal também é possivel atenuar
doencas ligadas aos disturbios metabdlicos tais como a acidose latica e o
timpanismo. Sendo que a acidose latica esta relacionada com o aumento das
taxas de lactato produzido durante a fermentacédo ruminal por bactérias como:
Streptococus bovis, Lactobacillos, Butyrivibrio e Lachnospira; ja o timpanismo
estd associado a altas concentracbes de gases oriundos da fermentacéo
ruminal, principalmente o CO2 (MORAIS et al., 2011).

1.3 Aditivos iondforos na nutricdo de ruminantes

Os ionéforos sd@o produtos oriundos da fermentacdo de varias espécies
de Streptomyces, existem mais de 120 tipos de antibiéticos ionéforos, em que
apenas a monensina, lasalocida, salinomicina e a laidomicina propionato sao
liberadas para uso na alimentacdo ruminantes (MORAIS et al., 2011), entre os

ionéforos, a monensina sodica € o mais utilizado na nutricdo de ruminantes.
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Os ionoforos sao geralmente bacteriostaticos e nao bactericidas
(NAGAJARA E TAYLOR, 1987) que modificam o fluxo de cétions através da
membrana por meio do mecanismo chamado de bomba i6nica. Possuem maior
eficiéncia de atuacdo em bactérias gram-positivas, enquanto que nas bactérias
gram-negativas apresentam pouca ou nenhuma atividade, isso se deve ao fato
dessas bactérias apresentarem uma membrana externa formada por proteinas,
lipoproteinas e liposacarideos com tamanho de 600 Daltons (RUSSELL E
STROBEL, 1989), o que limita a entrada dos ionéforos, pois a maioria deles séo
maiores que 600 Daltons (NAGARAJA et al., 1997), esta caracteristica torna as
bactéria gram-negativas mais resistentes ao mecanismo de acdo destes
antimicrobianos (RUSSELL E MANTOVANI, 2002).

A utilizagdo de ionoforos é considerado de risco crescente, devido a
possibilidade de intoxicacao dos animais, pelo uso inadequado desses produtos,
e possivel resisténcia das bactérias (RISPOLI et al., 2009). Esta resisténcia a
acao dos ionoforos, estad intimamente relacionada com a adaptacdo da
microbiota ruminal apos certo periodo de exposicdo, retornando a sua
capacidade de producéo de metano (GUAN et al., 2006). A Organizacao Mundial
da Saude também considera o uso de antibidticos na producédo animal um fator
de risco para a saude humana (MORAIS et al., 2011). Em virtude destes fatos,
desde 2009, érgédos oficiais da Unido Europeia tém apresentado restricbes e
proibicbes quanto ao uso de ionoforos, com a intencdo de assegurar a saude
humana.

A atuacao da propolis e alguns de seus compostos se assemelham aos
ionéforos, por apresentarem efeitos sobre a permeabilidade da membrana
citoplasmatica bacteriana aos ions, ocasionando a dissipa¢do do poténcial de
membrana, ocasionando prejuizos a sintese de ATP, bem como a motilidade das
bactérias gram-positivas e o transporte de ions (MIRZOEVA et al., 1997). Essa
atividade pode estar relacionada a acédo sinérgica de compostos fendlicos com
outros compostos quimicos sdo 0s responsaveis pela acdo antimicrobiana da
prépolis e da geopropolis (BANKOVA, 2005).

A geopropolis possui atividade antimicrobiana semelhante aos extratos
etandlicos de propolis da abelha Apis melifera (FERNANDES JUNIOR et al.,

2001). Resultados encontrados em pesquisas mostram que a agao
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antibacteriana da geopropolis ocorre na inibicdo da atividade antimicrobiana das
bactérias gram-positivas e limitada para as bactérias gram-positivas (VELIKOVA
et al., 2000; DUALIBE et al., 2007; LIBERIO et al., 2011). Estas por sua vez, S&o
as principias responsaveis pela producdo de metano, aménia, didxido de
carbono e acetato no rimen, promotores de perda de energia do metabolismo
ruminal.

Deste modo pesquisas tém buscado produtos alternativos para substituir
esses aditivos na producdo animal, que tenham acdo semelhante, mas sem
causar riscos a saude do consumidor, entre eles a geoprépolis por apresentar

varias caracteristicas de interesse.

1.4 Caracterizacdo da geoproépolis

As abelhas sociais pertencem ao reino Animalia; Filo Arthophoda; Classe
Insecta; Ordem Hymenoptera; Superfamilia Apoidea; Familia Apidae, Subfamilia
Meliponinae; Tribo Meliponini (VILLAS-BOAS, 2012) conhecidas comumente
como abelhas sem ferrédo, abelhas nativas, abelhas indigenas, ou simplesmente
“meliponineos’ ou “meliponas”, sdo assim conhecidas devido a presenga de um
ferrdo atrofiado.

As abelhas sociais apresentam grande diversidade, de acordo com
Carvalho et al. (2005) existem cerca de 300 espécies, que se destacam como
responsaveis por 90% da polinizacdo de diversas culturas agricolas (DUARTE
et al.,, 2008), possuem ampla distribuicdo geografica, sdo muito comuns em
varios paises tropicais e subtropicais (SOUZA et al., 2009).

O termo geoproépolis foi proposto incialmente pelo Professor Paulo
Nogueira (NOGEIRA-NETO, 1997), que acrescentou o prefixo “geo” a palavra
prépolis, devido a presenca de barro na propolis, incorporado pelas abelhas sem
ferrao.

A geoproépolis é produzida pelas abelhas sociais ou sem ferrdo, composto
por uma mistura de resina vegetal, cera, secre¢cdes mandibulares e barro

(BARTH ,2006). Dentro das coldnias, a geopropolis possui diversas funcoes,
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como construgado de estruturas externa (tubos de entrada) e interna (discos de
cria, lamelas de invélucro e potes de alimento) (SANTOS et al., 2009), € utilizada
também para a mumificacdo de insetos inimigos ou competidores de espaco
(ALVES et al., 2007).

A geopropolis apresenta uma textura maleavel e quebradica em virtude
da quantidade do conteddo mineral e da qualidade da resina utilizada pelas
abelhas (BARTH e FREITAS, 2015).

Apresenta coloracao variada, conforme as fontes de resina e cor do solo
coletado pelas abelhas, no entanto a geoprépolis possui geralmente coloragcédo
marrom escura e sabor amargo (CUNHA et al., 2009; AGUERO et al., 2010).

A composicdo quimica da geoprdpolis € pouco conhecida. Tomas-
Barberan et al. (1993) avaliaram compostos fenolicos de geopropolis de cinco
espécies de abelhas da Venezuela, na qual houve maior predominancia do
composto do tipo benzofenonas preniladas.

Duarte et al. (2008) encontraram substancias das classes dos compostos
fendlicos, dos triterpenos e das saponinas presentes na composicao quimica de
extratos hidroalcodlicos da geopropolis de Melipona fasciculata Smith da
Baixada Maranhense.

Cardozo et al. (2015) identificaram por espectrometria de massas e
analise dos componentes principais, as presencas de 12 compostos (valina,
acido p-cumarico, 3-hidréxi-4metoxi-cinamaldeido, acido caféico, canferol,
canferida, di-hidrocanderida, acido E/Z comunico, acido agatalico, acido
cupréssico, acido isocupréssico e acido 15-acetoxi-isocupréssico) ha
composicao da geopropolis coletada na regido do Parana.

Bankova et al. (1998) identificaram mais de cinquenta compostos das
classes dos &cidos graxos, acidos aromaticos, flavondides, diterpenos e
triterpenos, na composicado quimica de geoprépolis avaliada em trés diferentes
de abelhas (Melipona compressipe, Melipona quadrifasciata anthidiolides e
Teragona clavipes) encontradas no territério brasileiro. As principais classes de
compostos identificados foram os acidos graxos (acidos esteérico, palmitico e
miristico), diterpenos (acido dehidroabiético, kaur-16-eno) e triterpenos (B-
amirina e isémeros, nor-oleano-12-eno e friedooleanan-3-ona). Neste estudo foi

sugerido que composicdo quimica da geopropolis, esta relacionada com as



16

caracteristicas ecologicas da flora visitada e da espécie de abelhas (Bankova et
al., 1998).

Portanto, fica evidente a necessidade de mais pesquisas com a
geoprépolis, para que haja maior entendimento de suas atividades bioldgicas,
principalmente devido a grande diversidade em sua composicao.

1.5 Flavondides

Os flavondides sdao uma grande classe dos compostos polifenélicos
presente nas plantas, os quais desempenham varias funcdes dentre elas pode-
se citar: a defesa contra microrganismo e insetos, atracdo e orientacdo dos
insetos até o néctar (FONTANA et al., 2004). Os flavonoides sao formados por
15 atomos de carbonos, arranjados em anéis aromaticos em configuracao C6-
C3-C6, em que os dois anéis C6 sdo impreterivelmente aromaticos e conectados
por uma ponte de trés carbonos que normalmente contém um atomo de oxigénio
(LOPEZ et al., 2000).

Conforme suas caracteristicas quimicas, os flavondides podem ser
divididos em varias classes: flavonas, flavonéis, dihidroflavondides (flavanonas
e flavanondis), antocianidinas, isoflavondides, auronas, neoflavondides,
biflavondides, catequinas e seus precursores metabdlicos conhecidos como
chalconas e podem ocorrer como agliconas, glicosilados e como derivados
metilados (HAVSTEEN, 2002).

Os flavonoides também estdo presentes na composicdo quimica da
geopropolis com maior predominancia entre os compostos (DUARTE et al.,
2008). A atividade antibacteriana da geopropolis esta relacionada a presenca de
flavondides em sua composi¢cdo quimica, em que uma maior presenca deste
composto, reflete em uma maior atividade antibacteriana (SOUZA et al., 2015).

A atividade antibacteriana da geoproépolis foi observada por Souza et al.
(2015) como o uso de extrato hidroalcoolico de geopropolis sobre populacdes de
bactérias gram-negativas E. aerogenes e E. coli e a bactéria gram-positiva S.

aureus.
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Kim et al. (2015) avaliaram os efeitos de extrato vegetais ricos em
flavonoides sobre a metanogénese ruminal in vitro, observaram que a producao
total de gas na presenca dos extratos foram superiores aos do controle apés 24
horas de incubacdo, entretando observaram diminuicdo da producdo de metano
guando comparado ao controle, sendo esta de 47,6; 39,6; 46,7 e 48,8% nos
tratamentos com extrato de Punica granatum, Betula schmidtii, Ginkgo biloba e
Cudrania tricuspidata respectivamente. Também foi verificado diminuicdo de
todas as populacdes de Ruminoccocus albus e Ruminoccocus flavefaciens para
todos os extratos. A diminuicdo da producédo de metano ocorrida nesse estudo,
ndo provocou damos as caracteristicas de fermentacéo ruminal in vitro ap6s 24
horas de incubacéao.

Oskoueian et al. (2013) avaliaram os efeitos da atividade dos flavonoides
na fermentacdo ruminal, producdo de metano e populacdo, neste estudo foi
observado reducdo da producédo de metano e da populacdo de protozoarios
metanogénicos, sem que houvessem efeitos negativos dos flavonodides sobre a
degradabilidade da matéria seca e outros parametros da fermentacdo ruminal.

A producéao de leite de vacas pode ser aumentada com a suplementacao
de flavondides devido a uma melhor fermentacdo ruminal, além disso, 0s
flavondides séo capazes de proteger o ambiente ruminal da acidose, este efeito
pode ser explicado pelo aumento do nimero de microrganismos gque consomem
lactato no rimen (BALCELLS et al., 2012).

Freitas et al. (2009) estudaram os efeitos da adi¢cdo do extrato de propolis
na alimentacéo de vacas da raca Holandesa, observaram aumento na producao
de leite dos animais que receberam o extrato de prépolis (64mL) quando
comprado ao grupo controle, este aumento foi de 25,62 e 22,62 kg/dia
respectivamente, ainda segundo estes autores o aumento da producao de leite
esta relacionada ao processo de desaminacdo de aminoacidos promovido pela
presenca do extrato de propolis, em que este processo ocasionou economia de
energia para o animal. O mesmo foi verificado por Stradiotti Junior et al. (2004a)
ao trabalharem com extrato de etandlico de propolis a 30%, verificaram sua

eficiéncia sobre a reducéo na desaminacao ruminal de bovinos.
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1.6 Poténcial hidrogenidnico - pH

O pH ruminal pode alterar os processos digestivos bem como a funcéo
microbiana e os produtos finais da fermentagcdo. Portanto, o pH € fator
determinante para a sobrevivéncia dos microrganismos presentes no rumen e
sua reducéo possui relagcdo com efeitos associativos negativos (GOES et al.,
2010). Segundo Silveira et al. (2006) o pH ruminal varia de acordo com a dieta e
o tempo apdés a ingestado de alimentos.

De acordo com Franzolin e Dehority (2010) pH inferior a 5,5 € nocivo para
a sobrevivéncia dos protozoarios ciliados e pode promover o crescimento de
bactérias produtoras de lactato, desencadeantes da acidose ruminal. Segundo
Van Soest (1994), em condi¢des de pH abaixo de 6,2 ocorre aumento do tempo
de colonizacdo da fibra e, consequentemente, inibe a sua degradacdo. Desta
forma, as bactérias fibroliticas e protozoarias precisam de um faixa de pH
variando entre 6,2 e 6,8 para agirem adequadamente. O retardamento a adesao
dos microrganismos a celulose ocorre em virtude da deficiéncia de compostos
gue sao responsaveis pelo aumento a adesao, tais como o bicarbonato, ou o
aumento de compostos que atuam na inibicdo a adesdo como o amido soluvel
(FOTITUS et al., 2014).

O pH ideal encontra-se entre 5,5 e 7,0, e o mesmo é influenciado pelo tipo
de alimento ingerido, ou seja, em niveis de suplementacdo altos o pH diminui
(FURLAN et al., 2011).

Em estudo avaliando os efeitos do extrato etandlico de prépolis a 30% e
da monensina sodica sobre a ingestdo de matéria seca, digestibilidade de
nutrientes e parametros de fermentacdo ruminal e hematolégicos de ovinos,
Silva et al. (2015) observaram valor minimo de pH entre 5,4 e 5,6 nos animais
gue receberam extrato etandélico de propolis na alimentacdo sem que houvesse
danos a digestao das fibras.

Costa Junior et al. (2012) avaliaram o efeito de produtos de propolis
(prépolis em po - LLOS) sobre o consumo da matéria seca, a digestibilidade dos
nutrientes totais, as caracteristicas ruminais e a eficiéncia microbiana em

bubalinos alimentados com uma dieta baseada em volumoso, com quatro
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concentragdes: controle ( sem LLOS); LLOS C1 (0,092 mg/g de flavonoides
crisina); LLOS C1+ (0, 184 mg/g de flavonoides crisina); LLOS B3+ ( 0,272 mg/g
de flavonoides crisina), observaram menor valor de pH (6,65) em novilhos
alimentados com dietas com LLOS C1.

Prado et al. (2010b) avaliaram os efeitos da utilizagdo de produtos
contendo propolis (prépolis em pod), em duas concentracdes (LLOSC1; 57,3% e
LLOSB3; 49,09%) e de monensina sodica em dieta a base de forragem sobre o
consumo, a digestibilidade total e parcial e as caracteristicas ruminais em
bovinos e observaram que a inclusdo de propolis refletiu em menor pH ruminal,
em comparado com ao controle e a monensina sendo este de: 6,24 (LLOSC1);
6,18 (LLOSB3); 6,37 (controle) e 6,43 (monensina).

Entretanto, em estudo realizado por Peixoto et al. (2010), n&o foi verificado
alteracoes no pH em diferentes concentracdes (0, 2, 4, 6, 8 e 10 %) dos extratos
aquoso e alcoolico de prépolis no liquido ruminal de bovinos. A maior variacao
encontra para o extrato aquoso de propolis nas concentracdes de 8 e 10%, em
gue houve aumento do pH da coleta (6,4) para 6,88 (8%) e 6,90 (10%), para o
extrato alcodlico foi evidenciado a maior alteracdo para o nivel de 6%, que
apresentou um pH de leitura de 6,69.

Ozturk et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes concentracfes de
extrato etandlico de propolis na fermentacao ruminal in vitro, observara que as
duas concentracfes de extrato de prépolis utilizadas (20 e 60%) nao alteraram
o pH ruminal ao serem comparadas com o controle. Os valores encontrados
foram: 6,81 (20% de extrato etandlico de prépolis; 0,5 mL/dia); 6,80 (60% de
extrato etandlico de propolis; 0,5 mL/dia) e 6,80 (solucéo de alcool a 70% sem
prépolis; 0,5 mL/dia).

Morsy et al. (2015) realizaram estudo para comparar os efeitos dos
extratos etandlicos da propolis vermelha brasileira e da prépolis marrom egipcia
na degradacao ruminal de nutrientes e metanogénese in vitro, os extratos de
prépolis foram incubados nas concentracdes de: 0O (controle negativo); 125; 250
e 500 mg. Observaram que o pH médio foi mantido em 6,70, sem diferenca
significativa entre os tratamentos, acredita-se que a diferenca entre os estudo
esteja relacionada principalmente as dose utilizada, um vez que a dose do EEG

foi superior, sendo a possivel causa para a variacao pH.
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Segundo Homem Junior et al. (2010), a presenca de concentrado na dieta
e maior producdo de acidos graxos volateis resultantes da fermentacdo dos
carboidratos néo fibrosos, potencializam a queda do pH ruminal.

A disponibilidade de substrato para os processos fermentativos associado
com o pH séo fatores primordiais para o desenvolvimento dos microrganismos

no ambiente ruminal (drskov E Tyle, 1990).

1.7 Nitrogénio amoniacal

A concentragéo de nitrogénio amoniacal no fluido ruminal é determinada
pela taxa de degradacdo da fonte proteica utilizada e do equilibrio entre sua
producéo e utilizacdo por parte dos microrganismos ruminais (MANELLA et al.,
2003). Segundo Santos e Mendonga (2011) a energia disponivel no rimen, entre
outros fatores, € responsavel pela eficiente utilizacdo amobnia pelos
microrganismos para a sintese microbiana.

Os ruminantes absorvem N-NHsz ao passo que sua concentragdo no
ambiente ruminal aumenta, sendo considerado toxico quando este atinge valores
de concentragéo superiores de 100 mg/100 mL (FRANCO et al., 2002).

Detmann et al. (2007) realizaram um levantamento sobre a concentracao
de N-NHz e determinaram como concentragdo minima de 10mg/dL para melhor
adequacdo do meio de crescimento a disponibilidade de compostos
nitrogenados para o anabolismo microbiano.

A producdo de amdnia excedente é eliminada do ambiente ruminal por
meio da difusdo pela parede ruminal sendo transportada para e figado; onde é
convertida em uréia. Desta forma uma parte dessa uréia retorna para o rimen
via saliva ou corrente sanguinea, o restante entra na corrente sanguinea e é
excretada na urina (VAN SOEST, 1994).

Alguns trabalhos recentes, in vitro e in vivo, demonstram o efeito inibitorio
de extrato de propolis sobre 0os microrganismos ruminais, reduz a desaminacao

de aminoacidos.
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Com o objetivo de avaliar os efeitos in vitro dos inibidores monensina e
propolis sobre a fermentacdo ruminal de aminoacidos, Oliveira et al. (2006)
verificaram que a adi¢do da propolis diminuiu 0 N-NHz no fluido ruminal, sendo
este valor de 5,54 mg/ 100mL de nitrogénio amoniacal.

Prado et al. (2010) avaliaram a incluséo de produtos LLOS B3 e LLOS C1,
em duas concentrag@es de propolis (B e C, em que B foi menos concentrado que
C) e duas extracOes alcodlicas (1 e 3, em que 1 foi menos concentrado que 3) e
a monensina sodica em dieta a base de forragem para bovinos e constataram
que, LLOSB3 (11,2%) e LLOSC1 (16,3%) destacaram-se por reduzir as perdas
ruminais de N-NHs, que foram maiores para a dieta com monensina (27,2%),
seguido da dieta controle (24,0%).

Com o objetivo de avaliar os efeitos do extrato etandlico de propolis a 30%
e monensina sodica sobre a ingestdo de matéria seca, digestibilidade de
nutrientes e parametros de fermentacéo ruminal e hematolégico de ovinos, Silva
et al. (2015), observaram que os niveis médios de N-NHs (7,3 mg dL!) ndo foram
afetados pelos diferentes tratamentos.

Ozturk et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes concentracdes (20 e
60%) de extrato de propolis sobre a fermentacdo microbiana ruminal in vitro,
verificaram efeito positivo na redugéo de N-NHzpara as concentragdes de extrato
de propolis usadas ao serem comparadas com o controle. Os valores de N-NHs
observados foram de 9,51 mmol/l (solucdo de alcool a 70% sem propolis; 0,5
mL/dia); 7,25 mmol/l (20% de extrato etandlico de proépolis; 0,5 mL/dia) e 5,78
mmol/l (60% de extrato etandlico de propolis; 0,5 mL/dia). De acordo com o autor,
a diminuicdo do N-NHs nas concentragdes de extrato de propolis utilizadas, pode
ser associada a reducdo da desaminacdo de aminoacidos ou a taxa de
crescimento reduzida de bactérias fermentadoras de aminoacidos na presenca
de extrato de propolis; uma vez que a concentracdo de N-NHz é determinada
pelo balanco entre a desaminacdo de aminodcidos e a utilizacdo de N-NHsz por
microrganismos ruminais (Oztiirk, 2009).

A amdnia presente no rumen ¢€ influenciada diretamente pela relagéo
proteina degradada no raimen (PDR) e proteina nédo degrada no rimen (PNDR)

contida nos ingredientes da dieta, bem como os teores de nitrogénio néo protéico
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(NNP) e nitrogénio amoniacal, sendo este Ultimo presente em alimentos

volumosos conservados na forma de silagem.

1.8 Técnicain vitro

Os experimentos in vivo S80 muito onerosos, por necessitarem de um
grande numero de animais e um maior tempo para sua execu¢do. Mediante a
estes atributos, experimentos em in vitro tem se mostrado uma solugéo de baixo
custo barata e rapidez na obtencao dos resultados, que possibilita avaliar um
grande numero de amostras com baixas quantidades de substrato (MAKKAR,
2005).

Devido a capacidade de caracterizar a cinética da fermentag&o ruminal,
determinar a producdo de nitrogénio amoniacal, metano e acidos graxos de
cadeia curta, além de permitir estimar a degradacdo ruminal e apresentar a
possibilidade de verificar os efeitos dos antinutricionais contidos nos alimentos
com precisao, a técnica in vitro de producéo de gas € bastante utilizada pelos
pesquisadores em nutricdo animal (SALLAM et al., 2009).

Dentre as técnicas in vitro de producédo de gases utilizadas na nutricao
animal destaca-se a técnica de producdo desenvolvida por Theodorou et
al.(1994) e a técnica in vitro semi-automatica de producédo de gases elaborada
por Mauricio et al.(1999).

A metodologia desenvolvida por Theodorou et al. (1994) baseia-se na
leitura do volume de gas produzido por meio de seringas graduadas. Apesar de
ter como vantagem precisdo os parametros da fermentacdo ruminal, apresenta
como desvantagens: a necessidade de mais tempo para a realizacdo das
leituras, e a leitura manual do volume de gas comprometendo a acuracias dos
dados (MAURICIO et al., 1999).

Mauricio et al. (1999) realizaram adaptac6es na metodologia desenvolvida
por Theodouro et al. (1994), com a substituicdo da seringa usada para realizar a
leitura de volume de gas por sensores com leitura direta do gas, facilitando a
mensuracao do gas produzido, além do aumento do nimero de coletas de gas,

permitindo maior acuracia nos dados obtidos.
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2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (n°
23007.025687/2016-05).

2.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido no laboratorio de bromatologia da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia Campus Cruz das Almas-BA.

2.2 Anadlises das caracteristicas fisico-quimicas da geopropolis

As amostras de geopropolis utilizadas foram produzidas pelas abelhas
Tetragonisca angustula (Jatai) em apiarios localizados na Baia do Iguape,
pertencente a Baia de Todos os Santos situada cerca de 100km a leste de
Salvador.

As amostras foram coletadas mensalmente, totalizando 12 coletas
realizadas no ano de 2015. Foi feito uma compostas de todas as coletas, as
amostras foram encaminhas ao nucleo de estudo dos Insetos (INSECTA) onde
posteriormente foram submetidas a uma andlise de determinagcéo de compostos
fendlicos do extrato etandlico, também foi realizada analise quimica da
geopropolis para os teores de unidade, matéria mineral, cera, proteina bruta
(tabela 1), segundo metodologia descrita por Funari e Ferro (2006), também
foram realizadas andlise para quantificacdo de fendis e flavondides totais na
amostra (SINGLETON et al.,1999) e analise para determinacao de flavonoides
totais (PARK et al., 2007).
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Tabela 1: Composicéo da geopropolis.

Item

Perda por dessecacéo 54,4 (g/lkg MS)
Cinzas 296,1 (g/kg MS)
Proteina bruta 31,6 (g/kg MS)
Cera 43,2 (g/kg MS)
Fendis totais 300 (mg/mL GS)
Flavonoides totais 70(mg/mL GS)

MS= matéria seca; GS= geopropolis seca

2.3 Extrato etandlico de geoprépolis

Para obtencdo do extrato da geopropolis, foram utilizados 30 g de
geopropolis bruta triturada em moinho de bola, adicionada a 100 mL de solucao
etanolica (70 v/v) de alcool de cereais, armazenado ao abrigo de luz por um
periodo de 10 dias para extracédo, agitada diariamente. Ap0Os este periodo, foi
realizada a filtragem em papel-filtro, obtendo-se a solucéo estoque de extrato de
geopropolis (STRADIOTTI JUNIOR et al., 2004b).

Apoés a obtencdo da solucdo estoque, foram confeccionados extratos
etandlicos de geopropolis nas concentragcdes de 15% (4,59 de geopropolis); 30%

(99 de geopropolis) e 60% (18g de geopropolis) diluidas em alcool de cereais.

2.4 Dietas

Foram formuladas 5 dietas com 70:30; 60:40; 50:50; 40:60; 30:70 relacao
volumosos: concentrado. O volumoso utilizado foi feno de capim Tifton 85 e o
concentrado foi composto por farelo de milho e soja. As dietas experimentais
foram formuladas simulando as exigéncias de um bovino jovem em fase de recria
com peso corporal médio de 350 kg e ganho médio diario de 0,80 kg/dia segundo
Valadares Filho et al. (2017).

Os ingredientes (tabela 2) e dietas (tabela3) foram analisadas quanto aos

teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato
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etéreo (EE) conforme AOAC (2000), pelos métodos 930.15, 932.05, 976.05 e
920.39, respectivamente; e na tabela 4 estdo contidos os percentuais dos
ingredientes das dietas. Os teores de fibra em detergente neutro (FDN), lignina
e fibra em detergente &cido (FDA) foram determinados segundo as descricbes
de Van Soest et al. (1991). Os carboidratos nao fibrosos (CNF) foram calculados
segundo Hall (2000).

CNF = 100 — (PB + EE + MM + FDN)

Em que:

CNF = teor estimado de carboidratos néo fibrosos (%);

PB = teor de proteina bruta (%);

EE = teor de extrato etéreo (%);

MM = teor de matéria mineral (%);

FDN = teor de fibra em detergente neutro (%)

Tabela 2: Composicdo quimica bromatologica dos ingredientes das dietas

experimentais.

ltem Ingredientes

Feno de Tifton
(g/kg MS) Farelo de soja Milho moido 85
MS 875,1 879,3 906,7
MM 64,2 14,2 65,5
PB 397,1 90,4 98,1
EE 18,7 63,5 16
FDN 202,6 132,1 726,1
FDA 117,7 42,3 420,6
LIG 15,5 13,2 62,5
CNF 317,4 699,8 94,3

MS- matéria seca; MM- matéria mineral; PB- proteina bruta; EE- extrato etéreo; FDN- fibra em detergente neutro; FDA-
fibra em detergente &cido; LIG- lignina; CNF- carboidratos néo fibrosos.

Tabela 3: Composicéo quimica bromatoldgica das dietas (g/kgMS)

Item Dietas

(g/kg MS) 70:30 60:40 50:50 40:60 30:70
MS 905,8 901 898,6 896,1 799,7
MM 31 31,6 31,9 32,2 32,2

PB 90,5 94,1 95,9 97,7 97,7

EE 69,5 72 73,3 74,6 74,6

FDN 123 128,3 130,9 133,6 133,6
FDA 52,9 54,6 55,5 56,3 56,3

LIG 30,2 30,7 31 31,2 31,2

CNF 565,8 593,8 607,8 621,8 621,8

MS- matéria seca; MM- matéria mineral; PB- proteina bruta; EE- extrato etéreo; FDN- fibra em detergente neutro; FDA-
detergente neutro; FDA- fibra em detergente &cido; LIG- lignina; CNF- carboidratos néo fibrosos.
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Tabela 4: Composi¢éo percentual dos ingredientes, com base na matéria seca

Dietas
Ingrediente 70:30 60:40 50:50 40:60 30:70
Farelo de soja 7,5 10 12,5 15 17,5
Milho moido 22,5 30 37,5 45 52,5
Feno de Tifton 85 70 60 50 40 30

2.5 Fermentacdao in vitro

A cinética de fermentacdo ruminal foi estimada por meio da técnica
semiautomatica com transdutor de presséo desenvolvida por Throdorou et al.
(1994) juntamente com a técnica descrita por Mauricio et al. (1999). Em que
frascos de vidro sdo adicionados liquido ruminal acrescido de um meio de
incubacéo e o substrato, em seguida os frascos sao selados e incubados em
estufa a 39C°, ocasionado o acumulo de gas no espaco vazio dentro do frasco.
Um transdutor de presséo foi usado para aferir a pressao interna formada no
interior do frasco.

O liguido ruminal foi obtido de dois bovinos de raca nelore, canulados no
ramen, os dois animais foram submetidos a uma dieta a base de forragem verde.
A coleta do liquido ruminal foi realizada com os animais em jejum.

O liquido coletado dos dois animais doadores foi armazenado em
recipientes térmicos pré-aquecidos (39°C) sob condicbes anaerbbias
separadamente e imediatamente transportado para o laboratorio, onde foram
feitas misturas em igual volume do liquido coletado dos animais doadores, por
10 segundos, este procedimento foi realizado devido a grande quantidade de
inéculo necesséario e assegurar que as variagdes naturais entre 0s animais
fossem mantidas. Em seguida o indculo foi filtrado em camada tripla de gazes e
mantidos em banho-maria com temperatura de 39°C até o inicio da incubacéo
(THRODOROWU et al.,1994).

Foi preparado previamente a coleta do indculo, uma solucdo tampéao de
McDougall (1948) constituida por: 9,80 g/L de NaHCOs; 7,0 g/L de
Na:HPO4*7H20; 0,57 g/L KClI; 0,47 g/L de NacCl; 0,12 g/L de MgS0O4*7H20; 0,05
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g/L de CaCl>*2H>0 completados até um volume de 1000 mL com agua destilada
e 0 pH ajustado para 6,8 por meio de borbulhamento de CO..

Para a fermentacao in vitro, 400mg de cada dieta foram colocadas em
frascos com capacidade para 100 mL, juntamente com os tratamentos da
geopropolis, foram adicionados 30 mL da solu¢do composta por 8 mL de inGculo
ruminal e 22 mL de solugdo tampado (McDOUGALL, 1948), o mesmo
procedimento foi realizado para o tratamento controle. Para os tratamentos com
geoproépolis foram adicionados 0,2mL de extrato etandlico de geoprépolis (EEG).

Os frascos foram selados imediatamente com rolhas de borracha e lacre
metalico, para evitar a perda de gases, imediatamente apds a incubacao, a
pressdo dos frascos foi estabilizada através de agulhas (25 mm x 7 mm) nas
tampas dos frascos, posteriormente as agulhas foram removidas (MARQUES et
al., 2013).

Os frascos foram homogeneizados manualmente e colocados em estufa
de circulacdo forcada durante todo o periodo de analise dos dados, em

temperatura constante de 39°C.

2.6 Amostragem e medicdes

As leituras de pressao foram tomadas em maior frequéncia durante o
periodo inicial de fermentacéo e reduzidas posteriormente: 0, 4, 6, 8, 10, 12, 15,
24, 30, 32, 48, 72 e 96 h, a pressado (psi = pressdo por polegada quadrada)
originada dos gases acumulados na parte superior dos frascos foi obtida
utilizando-se transdutor de pressdo (modelo MPX50100DP), acoplado a uma
agulha (0,7mm) para perfurar as rolhas de borracha sintéticas encaixadas nos
frascos (MARQUES et al., 2013).

A equacao de regressao utilizada para conversao de pressao (P) para
volume [V (mL) = 3.6015*P — 0.0125*P2 - 0.1118 (R2? = 0,99)], padronizada

segundo metodologia proposta por Mauricio et al. (2003).
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Os valores estimados para os parametros da cinética de fermentacao
ruminal dos tratamentos foram obtidos segundo modelo logistico
bicompartimental proposto por Schofield et al. (1994):

Vf VF2

V() = 1 4+ @I[2-4k(t-2)] + 1 + elz2-4k2(t-2)] €

Em que:

V(t)= volume acumulado no tempo t;

Vf e Vf2 = volume de gas (mL) oriundo da fracdo de rapida digestédo
(acucares sollveis e amido) e lenta (celulose e hemicelulose), respectivamente;

K e K2 = taxa de degradacao das fragGes de digestdo rapida e lenta (h?),
respectivamente;

A = laténcia ou tempo de colonizacdo das bactérias (horas).

Os valores de pH dos tratamentos foram imediatamente registrados
utiizando um peagametro. Para a determinagdo das concentragbes de N-
amoniacal (N-NHs) os frascos foram colocados em gelo, com o objetivo de
cessar a atividade microbiana. Apos o resfriamento foram coletados 10 mL de
liquido, que posteriormente foram destilados, segundo a metodologia descrita

por Detmann et al. (2012).

2.7 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial (5x4), sendo o primeiro fator relacbes de volumoso:
concentrado e o segundo fator concentracdo de geoprépolis, segundo o modelo
estatistico:

Vi = n+ T +CG+TC +€j

Em que: p= Média geral; T;= Efeito de relagao volumoso: concentrado, i=
1,..., 5; C;= Efeito de dose, j= 1,...,4; T C= Efeito da interacéo proporgéo x dose
e €; ;= Erro experimental associado a cada observacao Y.

Os parametros do modelo de cinética de fermentacdo ruminal foram

estimados pelo método de Gauss-Newton inserido no procedimento PROC
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NLIN. As estimativas dos parametros de cinética de fermentacdo, pH e N-NH3
foram submetidas a analise de variancia, foi realizada regressdo para os niveis
de geopropolis e teste de Tukey para as relacdes da dietas experimentais, sendo

considerada significativa & 5% de probabilidade.
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N&o houve efeito significativo (P>0,05) para os parametros de cinética de

fermentacdo ruminal in vitro (tabela 6), tanto para as dietas quanto para as

concentracdes de extrato etandlicos da geopropolis (EEG).

Tabela 6: Médias de volume final de producéo de gases oriundos da degradacao

dos carboidratos fibrosos (VfCF), suas respectivas taxas de degradacao (KdCF

e KdCN) e lag time (L) das dietas com diferentes concentragdo de extrato

etanolico de geopropolis.

VfCF (mL/g de MS)

Dietas Concentracdo de EEG (%) EPM P-valor
15 30 60 L Q

70:30 80,75 76,08 80,53 75,50 4,2175 0,8651 0,9158
60:40 88,02 82,22 83,31 75,29 3,9430 0,1635 0,3588
50:50 91,75 72,14 78,94 72,14 4,1654 0,2873 0,3703
40:60 83,89 84,06 77,23 75,20 4,7257 0,3876 0,6023
30:70 90,53 86,80 86,08 93,50 4,3569 0,9565 0,8643
P-valor 0,8705 0,7399  0,9754 0,5506

EPM 3,5748 3,6225  4,2238 4,1830

VICNF (mL/g de MS)

70:30 49,94 69,28 65,57 46,10 4,6505 0,6192 0,3580
60:40 63,33 77,69 48,29 63,63 4,7475 0,7781 0,5780
50:50 69,75 69,56 59,54 69,56 4,4932 0,7576 0,8659
40:60 76,68 68,35 80,12 67,55 3,9937 0,8771 0,6000
30:70 68,03 59,98 52,07 64,17 6,7708 0,7707 0,6447
P-valor 0,2464 0,8816  0,3007 0,3549

EPM 3,8975 49520  5,0286 4,0878

KACF (h )

70:30 0,0231 0,0192 0,0520 0,0223 0,0067 0,8954 0,3187
60:40 0,0218 0,0194  0,0220 0,0203  0,0005 0,3259 0,5114
50:50 0,0224 0,0193  0,0216 0,0193  0,0007 0,4885 0,7846
40:60 0,0366 0,0215  0,0209 0,0211  0,0008 0,2076 0,1752
30:70 0,0224 0,0257  0,0228 0,0216  0,0034 0,2688 0,4152
P-valor 0,3692 0,1226  0,3815 0,4415

EPM 0,0025 0,0008  0,0056 0,0005

KACNF (h )

70:30 0,1299 0,1061 0,1066 0,1322 0,0053 0,7184 0,2202
60:40 0,1214 0,1216  0,1325 0,1209  0,0051 0,9094 0,5554
50:50 0,1151 0,1337  0,1307 0,1337  0,0060 0,5296 0,721
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40:60 0,1260 0,284 0,1331 0,1244  0,0068 0,5953 0,5673
30:70 0,1134 0,1309  0,1254 0,1310  0,0059 0,8839 0,5561
P-valor 0,7786 0,5183  0,6273 0,9399
EPM 0,0045 0,0054  0,0057 0,0052
Lag time (horas)
70:30 2,9776 2,7144 2,8550 3,1861 0,1505 0,4785 0,7781
60:40 2,9480 2,9515  2,9942 3,2866  0,1458 0,5037 0,5151
50:50 3,0097 2,6327  2,9590 2,6326  0,1669 0,9790 0,9301
40:60 3,220 3,1786  3,1411 3,3902  0,1652 0,7717 0,4265
30:70 3,4499 3,1418  3,2236 3,4431  0,1664 0,7419 0,8349
P-valor 0,8296 0,6094  0,9491 0,4789
EPM 0,1460 0,1305  0,1451 0,1565
Vf (mL/g de MS)
70:30 130,69 148,71 146,10 121,61  7,0716 0,8336 0,5664
60:40 157,69 165,35 131,60 143,38  6,9349 0,3495 0,4510
50:50 165,83 139,24 138,49 139,24  7,2570 0,3934 0,4900
40:60 177,46 152,41 137,48 142,76  7,1288 0,4640 0,3720
30:70 163,41 146,78 141,48 157,67  7,6443 0,9049 0,7235
P-valor 0,1018 0,7966  0,9682 0,5758
EPM 5,8411 6,2921  6,3344 6,8917

VfCF= volume de gas das fragdes de degradacao lenta (celulose e hemicelulose; KACF= taxa de degradagéo das fragcoes
de digestao lenta; VICNF= volume de gas das fracGes de degradacéo rapida (agucar solivel e amido); KACNF= taxa d
degradacao das fragcGes de digestibilidade rapida; Lag time= tempo de colonizagdo das bactérias; EPM= erro padrédo da
média; L= efeito linear; Q= efeito quadratico.

O volume de gases das fracdes de degradacéo lenta (VfCF) ndo sofreu
influéncia (P>0,05) da adicdo de EEG, os valores observados variaram de 72,
14 a 93,50 mL/g de MS. Esse comportamento pode ser devido a pequena dose
de extrato utilizado, o que pode ter impedido a eficiéncia do extrato de
geopropolis na reducao da producéo de gases para os carboidratos fibrosos em
todas as dietas avaliadas.

A taxa de degradacdo dos carboidratos fibrosos (KdCF) e dos
carboidratos néo fibrosos (KACNF), mostraram-se semelhantes (P>0,05) entre
os tratamentos avaliados por meio da técnica de producao de gases in vitro. Este
resultado indica que a inclusdo de EEG néo afetou a degradacdo das dietas,
bem como a atividade ruminal. Os resultados de KACF e KACNF encontrados
neste estudo sédo similares aos encontrados por Heimbach et al. (2014) ao
avaliaram o efeito de diferentes niveis de inclusdo do residuo da extracdo de
prépolis marrom na dieta de ruminantes.

E sabido, que os carboidratos fibrosos apresentam degradacdo mais lenta

do que a dos carboidratos nédo fibrosos, pois demandam por um maior periodo
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de acesso dos microrganismos ruminais, devido a sua constituigdo, enquanto
que os carboidratos néo fibrosos encontram-se prontamente disponiveis para a
digestéo, por este motivo a taxa de degradacao para os carboidratos fibrosos é
inferior a taxa de degradacédo de carboidratos néo fibrosos (SILVA et al., 2014).
Os resultados para KdCF e KACNF encontrados neste estudo, apresentaram
comportamento esperado, de acordo com a literatura.

O lag time ou tempo de colonizacdo pelas bactérias ruminais € um
parametro que esté relacionado com a degradacao da fracdo fibrosa presente
no alimento (MERTENS E LOFTEN,1980). Nao houve diferenga significativa
(P>0,05) para lag time (L) entre os tratamentos, variaram de 2,6326 a
3,4499horas, o que indica que o EEG nos diferentes niveis ndo foi prejudicial a
colonizagdo dos microrganismos na digestibilidade in vitro. Apesar de néo ter
ocorrido influéncia dos tratamentos, o resultado obtido para lag time foi
semelhante ao resultado obtido por Heimbach et al. (2014), que observaram
valor meédio de 2,55 horas para o liquido ruminal de bovino.

Apesar das diferentes relacdes volumoso: concentrado, nao foi verificado
diferenca significativa (P>0,05) para o parametro leg time. De acordo com
Azevédo et al. (2003), tempo de colonizacdo é proporcional a concentracao de
fibra em detergente neutro (FDN), entretanto, neste trabalho ndo foi evidenciado
0 mesmo, ja que o FDN e FDA das dietas experimentais foram semelhantes.

O volume de gas dos carboidratos néo fibrosos (VfCNF) foi semelhante
entre os tratamentos. A auséncia de efeito observada para os parametros dos
CNF, indicam que o EEG néo foi capaz de alterar o desenvolvimento de
microrganismo que utilizam estes carboidratos.

As diferentes relacdes volumoso:concentrado ndo influenciaram a cinética
de degradacéo dos carboidratos (CFN) néo fibrosos, uma vez que o volume final
de géas dos carboidratos nao fibrosos (VICNF) e as taxas de degradacédo dos
carboidratos (KACNF) entre as dietas experimentais (P>0,05), a auséncia de
efeito para os parametros dos CFN presume que foram satisfeitos ou mantidos
os fatores que afetam o desenvolvimento de microrganismos que utilizam CNF
e a degradabilidade destes no rumen, tais como a sincronizagdo entre a

liberacdo de energia e nitrogénio (RUSSEL et al., 1992), para todas as dietas.
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O aumento da concentracéo de EEG né&o influenciou (P>0,05) a producéao
do volume final dos gases (Vf) nas diferentes dietas estudadas. Essa auséncia
de efeito para o volume final de gases também foi observada por Silva (2011) ao
avaliar o efeito da inclusédo da propolis marrom na forma bruta (2,9; 5,8; 8,7; 11,6
e 14,5 g/kgMS) e de extrato etandlico (3,98; 7,96; 11,94; 15,93 e 19,91
mL/kgMS), sobre a producado de gas in vitro.

Com relagdo ao VfCF das dietas, ndo observou-se efeito (P>0,05), os
valores variaram de 121,61 a 177,66mL/g de MS. De acordo com Nogueira et al.
(2006) o volume de gas produzido depende da natureza do alimento, mais
precisamente de sua composi¢ao, pois quanto maior a quantidade de fibra, maior
a producéo de gases, e quanto maior o teor de amido, menos a producao de
gases. Neste trabalho n&o foi evidenciado o mesmo, uma vez que o FDN, FDA
e CNF das dietas experimentais foram semelhantes apesar das diferentes
relagdes volumos:concentrado.

O EEG utilizado no presente estudo ndo promoveu reducéo no volume
final de gas ao longo das 96 horas de incubacao, este fato pode ter relacdo com
os flavondides presentes em sua composi¢cao, uma vez que o estudo realizado
por Oskouein et al. (2013) comprovou que a capacidade de modulacdo da
atividade da fermentacao ruminal depende do tipo de flavonoide utilizado. A dose
de EEG ministrada no presente estudo (0,2mL), € outro fator que pode estar
relacionado com a auséncia de efeito sobre o volume de gas final. Foi utilizado
como referéncia para a dose utilizada o trabalho realizado por Stradiotti Junior et
al. (2004b).

Portanto, a geopropolis utilizada, poderia apresentar maiores efeitos
sobre as bactérias presentes no liquido ruminal e consequentemente melhores
resultados para cinética ruminal in vitro. Desta forma, faz-se necessario estudos
sobre a composicédo dos compostos presentes na geopropolis, uma vez que foi
evidenciado por Oskouein et al. (2013) que o tipo de pode influenciar a
fermentacdo ruminal.

A incluséo de extrato etandlico de geoprépolis aumentou o pH nas dietas
(P<0,05) ao ser comparado com os tratamentos controle (tabela 7). Verificou-se
gue o pH foi influenciado de forma quadratica pelos niveis com concentracao de

30 e 60 de EEG, em que estes niveis apresentaram os maiores valores de pH
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nas dietas com relagdo volumoso:concentrada de 70:30 e 50:50 ao serem
comparados com o controle. A inclusédo de EEG pode ter provocado a inibicao
de bactérias Streptococcus bovis devido a elevagdo no pH, visto que estas sdo
associadas a producéo de lactato e queda no pH ruminal. Os resultados desse
estudo sdo similares aos encontrados por Stradiotti Junior et al. (2004a) que
obtiveram aumento do pH nos tratamentos com extrato de prépolis (16,7; 33,3;
50,0; 66,7; 83,3; e 100,0%).

Tabela 7: Valores médios de pH das dietas com diferentes concentracdes de
extrato etandlicos de geopropolis.

pH
. Concentracdo de EEG (%)
Dietas
0 15 30 60

70:30 6,5Ba 6,76Aa 6,82Aa 6,82Aa
60:40 6,62Aa 6,61Aa 6,63Aab 6,63Aab
50:50 6,54Aa 6,53Aa 6,65Aa 6,63Aab
30:70 6,64Aa 6,63Aa 6,66Aa 6,63Aab
40:60 6,69Aa 6,73Aa 6,62Aba 6,45Bb
0,3078! 0,37082 0,01383 0,0068*

P-valor
0,6064 0,0730 0001 0,0003
EPM 0,0488 0,0232 0,0203 0,0316

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias
seguidas de letras mailsculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). EPM= erro padrdo da
média. L= efeito linear; Q= efeito quadratico EEG= extrato etandlico da geoprdpolis. Y= 0,8191 — 0,00027548X +
0,0005791X2 (r?= 0,81); “Y= 0,7434 — 0,00034371X + 0,00010732X? (r’>= 0,74).

Os valore de pH encontrados no presente estudo, ficaram dento de uma
faixa de 6,45 a 6,82 indicando que o EEG apresentou capacidade de alterar as
caracteristicas do liquido ruminal in vitro, porém preservando as condi¢cdes de
vida dos microrganismos ruminais.

Morsy et al. (2015) ao avaliarem o pH sobre o extrato de propolis de
abelhas de diferentes origens, ndo observaram diferenca significativa, o mesmo
foi mantido em 6,70. Acredita-se que a diferenca entre os estudo esteja
relacionada principalmente as dose utilizada, um vez que a dose do EEG foi
superior, sendo a possivel causa para a variacdo pH.

O aumento do pH pode influenciar diretamente a relacdo
acetato:propionato, uma vez que as bactérias formadoras de acetato sdo

beneficiadas em pH elevado, diferentemente as bactérias formadoras de
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propionato, que depende de menores valores de pH para atuarem (STRADIOTTI
JUNIOR et al., 2004a), acarretando em perda da eficiéncia energética.

Entretanto os tratamentos com dieta 40:60, apresentou comportamento
inverso aos demais tratamentos. Esta também foi a dieta com maior média de
pH entre o grupo controle. Contrariamente, Zhao et al. (1993) observaram
reducéo do pH no fluido ruminal, com o aumento da proporcéo de concentrado
na matéria seca das dietas. De acordo com estes autores, a queda no pH pode
estar relacionada a maior quantidade de substratos disponiveis para
fermentacdo no rumen.

De acordo com Russell e Dombrowski (1980), o crescimento das
principais bactérias celuloliticas € prejudicado em pH em torno de 6,0-6,1, sendo
totalmente inibido em valores abaixo de 5,9. A variacdo observada nos valores
de pH entre os tratamentos, ndo comprometem a eficiéncia de sintese
microbiana bem como a digestibilidade ruminal, uma vez que esta variacao foi
de 6,45 a 6,73.

Quanto ao N-NHsz dos tratamentos, observou-se influéncia significativa
(P<0,05) tanto da dieta quanto da concentracdo e EEG (tabela 8). Em que as
dietas 50:50 e 40:60 apresentaram reducao na concentracdo de N-NH3z quando
foi utilizada a maior concentracdo de EEG. Alimentos que contem fendis em sua
composi¢cdo, como tanino condensado em baixo teor (até 6%), podem ser
utilizados como um potencial modulador da fermentacdo ruminal, uma vez que
estes sdo capazes de promoverem aumento do fluxo de proteina para absorcéo
no intestino (PATRA E SAXENA, 2011). A reducédo na concentracdo de N-NHs
indica que uma maior proporc¢ao de proteina verdadeira pode escapar do rimen,
0 que proporciona um aumento na digestao total do N e na proporcéo de N retido
(SALLAM et al., 2010).

Nas dietas 70:30, 60:40 e 30:70 a concentracdo de N-NHsz aumentou
(P<0,05) com a concentracdo de EEG quando comparadas com a o controle.
Este efeito pode estar relacionado a acdo do EEG sobre as bactérias
proteoliticas e hiper-produtoras de amdnia.

A menor concentracdo de N-NHs foi de 5,13 mg/dL, esse valor €
semelhante a concentracdo minima necessaria (5 mg/dL) para que ocorra

sintese de proteina microbiana no riumen e atividade microbiana (SATTER E
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SLYTE, 1974). Indicando que o EEG néo interfere o crescimento microbiano bem
como a sintese de proteina.

Ozturk et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes concentracdes de
extrato de propolis sobre a fermentacdo microbiana ruminal in vitro, verificaram
efeito positivo na reducdo de N-NHs para as concentracdes de extrato de
propolis usadas. Acredita-se que os resultados obtidos no presente estudo
diferem dos descritos na literatura, devido ao uso da dose e EEG inferior e
principalmente que a dose foi adicionada uma Unica vez as dietas durante todo
o tempo de incubacdo, sento talvez necessaria mais de uma adicdo da dose

testada, para apresentar resultados similares.

Tabela 8: Valores médios de N-NHs das dietas com diferentes concentracdes de

extrato etanodlicos de geopropolis.

N-NHs
) Concentracdo de EEG (%)
Dietas
0 15 30 60

70:30 4,2Cd 10,46Bb 16,01Ab 13,9Ab
60:40 11,28Ac 10,9Ab 11,01Ac 12,89ADb
50:50 14,66Ab 15,89Aa 13,66Abc 5,13Bc
40:60 19,74Aa 16,13Ba 16,09Bb 15,53Bb
30:70 10,64Cc 17,32Ba 20,83Aa 21,83Aa

0001* 0,20592 0,07533 0,07944

P-valor

0001 0,0101 0,0030 0,0006

EPM 18,677 10,038 0,6194 13,802

Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias
seguidas de letras mailsculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). EPM= erro padrédo
da média. L= efeito linear; Q= efeito quadratico. EEG= extrato etandlico da geopropolis. Y = 0,1052 — 0,0001225X +
0,00058041X2(r?= 0,10); 2 Y=0,5348 + 0,01397X + 0,00458X2 (r>= 0,53); *Y= 0,6193 — 0,00976X + 0,00256X? (2 =
0,44); Y= 0,7066 — 0,02396 + 0,00501X2 (2= 0,67).

Segundo Russel et al. (2002) altas concentracdes de N-NHs3, indicam um
maior nivel de degradacdo da proteina, consequentemente ocorre maiores
perdas de nitrogénio na forma de aménia, gerando um maior custo de energia
pela producdo de ureia no figado. O aumento da concentracdo de N-NH3
promovido pela adicdo de EEG estdo dentro do esperado para favorecer a
sintese microbiana sem que ocorra prejuizos durante o processo de fermentacao
ruminal, sendo considerado toxico quando este atinge valores de concentracéo

superiores de 100mg/100mL (FRANCO et al., 2002).
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4 CONCLUSAO

A geoprépolis provocou aumento nos parametros de fermentagéo ruminal
in vitro, pH e N-NH3, sem que ocorressem efeitos prejudiciais aos processos de
fermentacdo e a microbiota ruminal. As concentracdo de extrato etandlico de
geoprépolis utilizadas ndo se mostram eficientes, o que sugere novos estudos

para a determinacao de concentracdes eficientes.
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