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EPIGRAFE

Prepare o seu coragao
Pras coisas que eu vou contar
Eu venho 14 do sertao

E posso néo Ihe agradar

Aprendi a dizer ndo
Ver a morte sem chorar
E a morte, o destino, tudo
Estava fora do lugar

E eu vivo préa consertar...

Compositores: Theophilo Augusto De Barros Neto / Geraldo Pedrosa De Araujo Dias

“Aproveite cada minuto da sua vida, e ndo procure pessoas perfeitas, mas sim aquelas
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A Familia e os Amigos. Deus, pois é o dom da vida; A Vida, pois é curta; A Familia,

pois € Unica; Os amigos, pois sao raros...”

Autor Desconhecido.
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RESUMO GERAL

PAIXAO, Tarcisio Ribeiro. Extrato de Prépolis Vermelha na Alimentacdo de
Cordeiros Confinados. Itapetinga, BA: UESB, 2020. 60p. Disserta¢do. (Mestrado em

Zootecnia, Area de Concentracdo em Producéo de Ruminantes).*

Objetivou-se avaliar a influéncia de niveis do extrato da propolis vermelha (EPV) sobre
0 consumo, digestibilidade, desempenho, pardmetros ruminais e comportamento
ingestivo de cordeiros confinados. O periodo experimental foi de 68 dias. Foram
utilizados 35 cordeiros mesticos Santa Inés, com idade média de cinco meses e peso
corporal médio inicial de 17,08 + 2,36 kg. Os animais foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado, e submetidos a cinco tratamentos (0, 7, 14, 21,
28 mL de EPV/animal/dia) com 7 repeticdes cada. O consumo de nutrientes foi
quantificado por diferenca entre as fracdes presentes no ofertado e nas sobras. A
digestibilidade aparente foi estimada com auxilio do marcador externo LIPE®. O ganho
em peso foi medido pela diferenca entre o peso final e peso inicial dos animais. Foram
determinados pH e nitrogénio amoniacal a partir do liquido ruminal. O comportamento
ingestivo foi realizado durante dois periodos, avaliando tempo de alimentacéo,
ruminacao e ocio. Os consumos de matéria seca total, matéria organica (g/dia), proteina
bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro, carboidratos néo fibrosos, carboidratos
totais, nutrientes digestiveis totais e energia metabolizavel foram influenciados pelo
fornecimento de extrato. Os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca,
matéria organica, fibra em detergente neutro e carboidratos totais, foram influenciados.
O aumento dos niveis de inclusdo de extrato de propolis vermelha na dieta dos animais
influenciou o desempenho e a conversdo alimentar. Ndo houve efeito da interacéo
tratamento x horario de coleta para valores de pH e concentracbes de N-NHs, porém,
houve efeito de horario de coleta para ambas variaveis e efeito dos niveis de propolis

* Orientador: Robério Rodrigues Silva, D.Sc. UESB e Coorientadores: Vitor Visintin Silva de Almeida,
D.Sc. UFAL e Fabiano Ferreira Silva, D.Sc. UESB.
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para N-NHz. O tempo de alimentagdo e ruminacdo teve efeito significativo entre os
niveis testados, no entanto, o tempo destinado a écio e ruminagdo por kg de FDN néo
apresentaram diferencas significativas. A eficiéncia de alimentacdo da MS e da FDN
apresentou efeito linear crescente, enquanto a eficiéncia de ruminacdo da MS e da FDN
apresentaram efeito quadréatico. O extrato de propolis vermelha mostrou-se uma
alternativa eficiente, visto que melhorou o consumo, digestibilidade, desempenho,

tempo de alimentacdo, ruminacéo e eficiéncia de alimentacdo e ruminacdo dos animais.

Palavras-chave: aditivos, comportamento, desempenho, eficiéncia, parametros

ruminais
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ABSTRACT

PAIXAO, Tarcisio Ribeiro. Red Propolis Extract in Feeding Confined Lambs.
Itapetinga, BA: UESB, 2020. 60p. Dissertation. (Master in Zootechnics, Area of

Concentration in Ruminant Production).*

The objective was to evaluate the influence of levels of red propolis extract (EPV) on
consumption, digestibility, performance, ruminal parameters and ingestive behavior of
confined lambs. The experimental period was 68 days. 35 Santa Inés crossbred lambs
were used, with an average age of five months and an initial average body weight of
17.08 + 2.36 kg. The animals were distributed in a completely randomized design, and
subjected to five treatments (0, 7, 14, 21, 28 mL of EPV/animal/day) with 7 repetitions
each. Nutrient consumption was quantified by the difference between the fractions
present in the offer and in the leftovers. Apparent digestibility was estimated using the
external marker LIPE®. Weight gain was measured by the difference between the final
weight and the initial weight of the animals. Ammoniacal pH and nitrogen were
determined from the rumen liquid. The ingestive behavior was carried out during two
periods, evaluating time of feeding, rumination and leisure. The consumption of total
dry matter, organic matter (g/day), crude protein, ether extract, neutral detergent fiber,
non-fibrous carbohydrates, total carbohydrates, total digestible nutrients and
metabolizable energy were influenced by the supply of extract. The apparent
digestibility coefficients of dry matter, organic matter, neutral detergent fiber and total
carbohydrates were influenced. The increased levels of inclusion of red propolis extract
in the animals' diet influenced performance and feed conversion. There was no effect of
the treatment x collection time interaction for pH values and N-NHz concentrations,
however, there was an effect of collection time for both variables and the effect of
propolis levels for N-NHs. The feeding and rumination time had a significant effect

* Orientador: Robério Rodrigues Silva, D.Sc. UESB e Coorientadores: Vitor Visintin Silva de Almeida,
D.Sc. UFAL e Fabiano Ferreira Silva, D.Sc. UESB.
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between the tested levels, however, the time allocated for leisure and rumination per kg
of NDF did not present significant differences. The feed efficiency of DM and NDF
showed an increasing linear effect, while the rumination efficiency of DM and NDF
showed a quadratic effect. The red propolis extract proved to be an efficient alternative,
since it improved consumption, digestibility, performance, feeding time, rumination and

feeding efficiency and rumination of animals.

Keywords: additives, behavior, performance, efficiency, ruminal parameters



I. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Introducéo

A producédo de carne ovina tem sido uma alternativa viavel para produtores no
Brasil, principalmente na regido Nordeste, onde o rebanho representa 69% do rebanho
total brasileiro, possuindo aproximadamente 9 milhGes de cabecas (IBGE 2017), dentre
as 13,7 milhdes de cabecas existentes no Brasil (IBGE, 2017).

A ovinocultura no Brasil € basicamente desenvolvida de forma extensiva e com
baixo nivel tecnoldgico, gerando baixos indices produtivos e diminuindo, diretamente, o
poder de oferta de produtos carneos ao mercado. Com as mudangas nos habitos
alimentares e aumento do consumo de carne ovina, a demanda do mercado interno e
externo exige do produtor uma atividade mais eficiente e produtiva.

Para que este cenario seja convertido e a demanda atendida, além da necessidade
de aumento no rebanho é necessaria a adocdo de um sistema de producdo mais
aprimorado e eficiente, usando técnicas que melhorem principalmente a nutricdo
animal. O confinamento tem sido uma alternativa para os produtores, visando minimizar
a falta de forragem devido a escassez das chuvas, melhorando os indices produtivos da
propriedade e diminuindo a idade de abate dos animais.

As dietas de ovinos em confinamento sdo basicamente a base de milho e soja,
produtos que elevam os custos alimentares e diminuem a rentabilidade da atividade.
Contudo, somente o ajuste da dieta ou incremento de alimentos alternativos podem néo
oferecer ganhos tdo diferenciados, necessitando as vezes da inclusdo de aditivos, pois, a
resposta animal a um alimento depende de diversas interacBes entre a composicdo geral
e processamento da dieta e, consequentemente, do seu valor nutritivo, o qual é definido
por: digestibilidade, consumo de alimento e eficiéncia energética (VAN SOEST, 1994).

A Instrugdo Normativa 13/2004 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) define que aditivos destinados & alimentacdo animal, como
substancias ou microrganismos, adicionados intencionalmente aos produtos, tendo ou
ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a
alimentacdo animal ou dos produtos animais, melhorando o desempenho dos animais.

Existem varios grupos de aditivos ou ion6foros disponiveis no mercado, 0s quais

sdo classificados em aditivos tecnoldgicos (absorvente, estabilizante e oxidante),



sensoriais (corante, palatabilizante e aromatizante), nutricionais (aminoacidos,
vitaminas, provitaminas, ureia e derivados) e zootécnicos (digestivos e melhoradores de
desempenho) (BRASIL, 2004).

O uso de aditivos na nutricdo animal passa por questionamentos dentro da
seguranca alimentar humana, devido a possibilidade de residuos na carne ou leite e
resisténcias bacterianas, principalmente quando utilizados como forma de antibidticos.
Por esses motivos, os 6rgdos oficiais da Unido Europeia, impuseram restricbes e
proibicBes ao uso de aditivos sintéticos, com intencdo de prevenir a resisténcia humana
a bactérias, o que gera grandes dificuldades na exportagdo de produtos cérneos e
lacteos. Além disso, o consumidor brasileiro tem se tornado cada vez mais exigente,
procurando produtos que especifiquem sua origem, trabalhe de forma sustentavel e que
ndo ofereca riscos a saude.

Com isso, a busca por produtos naturais que exercam fungdes semelhantes aos
aditivos sintéticos é grande, e bastante estudada dentro do meio cientifico. Por possuir
diferentes propriedades biologicas, e ser um produto natural, a propolis tem despertado
0 interesse de pesquisadores para utilizacdo como aditivo natural na alimentacdo de
animais ruminantes. Este produto natural tem sido visto como uma excelente alternativa
pelos pesquisadores, pois de acordo com Ghisalberti (1979), possui propriedades
farmacoldgicas de extrema importancia como atividades antimicrobiana, antifungica e

antiprotozoaria.

1.2. Aditivos na nutricdo animal

A manipulacdo ruminal através de aditivos introduzidos na racdo tem oferecido
alternativas para aumentar a eficiéncia da utilizacdo das dietas consumidas pelos
ruminantes, tendo como objetivos a otimizacdo dos processos bioldgicos e ruminais,
bem como a minimizacdo dos processos ineficientes e prejudiciais para 0s animais
hospedeiros (MORAIS et al., 2006).

Existem varios processos que procuram a maximizacdo da salde animal em
todas as circunstancias, sendo eles, a degradacdo da fibra, fermentacdo do lactato e
conversdo de compostos nitrogenados ndo-protéicos em proteina microbiana, enquanto
0s processos como producdo de metano e absorcdo da proteina a nivel de rimen devem
ser minimizados, para que o animal tenha maior aproveitamento do alimento e menores
perdas energéticas (NARGAJARA et. al., 1997).



Os aditivos utilizados na alimentacdo animal possuem objetivos especificos de
acdo no rumen, ocasionando mudancgas na microbiota ruminal, selecionando as bactérias
gram-negativas produtoras de propionato e inibindo as gram-positivas produtoras de
lactato e butirico, impedindo, desse modo, a queda do pH ruminal (KOZLOSKI, 2016).

A acdo dos aditivos sobre a das bactérias pode ocorrer devido a estrutura celular
das bactérias, onde as gram-negativas sdo mais resistentes em virtude da dupla camada
interna e externa na célula e as gram-positivas possuem apenas uma camada, que, por
ser mais porosa, permite maior acao dos aditivos (MORALIS, et al., 2006). Entretanto, a
presenca de membrana externa ndo é fator excludente para atuagdo dos aditivos,
podendo aumentar o fluxo de ions em algumas bactérias gram-negativas que possuem
comportamento semelhante ao das gram-positivas, como as Fibrobacter succinogenes,
que sdo susceptiveis as altas concentracdes de aditivos (NAGARAJA e TAYLOR,
1987).

Por serem moléculas lipofilicas, os aditivos influenciam diretamente no ciclo de
troca entre cations e protons, acoplando-se a membrana das bactérias e permitindo a
passagem de sodio e protons para o interior celular, dissipando o gradiente
eletroquimico em nivel de membrana, diminuindo a entrada de substrato fermentaveis
no metabolismo celular, levando a bactéria a morte ou inativacdo. Devido a reducdo da
atividade fermentativa das bactérias gram-positivas, hd menor producdo de Hidrogénio
(H2) e Carbono (CO2) e menor oxidagdo de aminoécidos no rimen, consequentemente
diminuicdo da produgé@o de metano e amonia (KOZLOSKI, 2016).

As concentracdes ou relagBes entre os &cidos graxos volateis (AGV) ndo sdo
afetadas exclusivamente pelo uso de aditivos, mas também, pelo tipo de dieta. Segundo
Hungate (1966), animais que sdo alimentados com dietas tendo mais volumoso como
base, possuem principalmente, organismos gram-negativos, enquanto animais
alimentados com dietas a base de concentrado, possuem maior nimero de organismos
gram-positivos.

Segundo Bergen e Bates (1984) e Machado e Madeira (1990), os efeitos de
aditivos no ambiente ruminal s&o:

e Aumento da producdo de propionato a partir de lactato via acrilato;

e Aumento do propionato e diminuicdo do acetato, na relagéo
acetato:propionato;

e Redugdo da desaminacdo de proteinas com menor producdo de

nitrogénio amoniacal no ramen;



e Decréscimo na producdo de metano (CHs) devido a menor
disponibilidade de H> entre os micro-organismos;

e Melhoria do metabolismo do N pelas bactérias ruminais do animal,
diminuindo a absorcéo de amonia e aumentando a quantidade de proteina
de origem alimentar que chega no intestino delgado.

O aumento da eficiéncia bioldgica do animal ocorre devido ao aumento na
proporcdo de propionato em relacdo ao acetato, reducdo da energia perdida como
metano e aumento da passagem de proteina do alimento para o intestino sem ser
degradada no radmen (MORAIS et al., 2006; KOZLOSKI, 2016). O propionato é
essencial para o metabolismo energético dos ruminantes, devido ao seu papel no ciclo
da glicose para os ruminantes, auxiliando como precursor da gliconeogénese, com isso,
contribui  diretamente com a diminuicdo do incremento calérico (BLAXTER e
WAINMAN, 1964), poupando aminoacidos normalmente destinados para
gliconeogénese (REILLY e FORD 1974) e promovendo, assim, sintese proteica
(POTTER et al., 1968).

1.3. Propolis como aditivo para ruminantes

A prépolis € um produto natural produzido por abelhas (Apis Mellifera L.), a
partir de substancias coletadas das plantas, enriquecida através da saliva e enzimas
produzidas pelas abelhas, sendo misturada com cera apicola (GHISALBERTI et al.,
1978; MARCUCCI, 1994). E considerada um material lipofilico, resinoso, com aroma
forte e com coloracdo variando de tonalidade entre o amarelo-esverdeado até o negro
(LUSTOSA et al., 2008; SFORCIN, 2009).

A composicao quimica da propolis é bastante variada e influenciada pelo tipo de
florada ou espécies arboreas de cada regido em que se encontram as abelhas
(GHISALBERTI, 1979). Apesar das diferencas existentes, de modo geral, as prépolis
possuem uma base na sua composicao, contendo de 50 a 60% de resinas e balsamos, 30
a 40% de ceras, 5 a 10% de 6leos essenciais, 5% de grdos de polen, microelementos e
vitaminas (GHISALBERTI, 1979).

Existem mais de 300 compostos quimicos na prépolis que ja foram descobertos,
entre eles acidos graxos, acidos aromaticos, acidos alifaticos, aldeidos, alcoois,
aminoéacidos, ésteres e 0 maior grupo dos flavonoides (PEREIRA et al., 2002). O grupo

dos flavonoides é composto pelas flavonas, flavonois, flavononas e dihidroflavonois,



assim como minerais e vitaminas (GREENAWAY et al., 1990; BANKOVA et al.,
1992).

Vaérios efeitos benéficos tém sido atribuidos a prépolis, como atividade
microbiana, anti-inflamatdria, antioxidante, antifingica, antiviral e dentre outras
(GONSALES et al., 2006; LONGHINI et al., 2007; MOTPIED et al., 2003; PARK et
al., 1998; BURDOCK, 1998).

Segundo Mirzoeva et al. (1997), a prépolis tem acdo direta sobre as bactérias
ruminais, tanto gram-positivas quanto negativas que possuem comportamento e
caracteristicas semelhantes, o que pode ter relagdo com a acéo na troca bioenergética da
membrana bacteriana e inibicdo de sua motilidade, tendo ligacdo com a agdo dos
aditivos e ionéforos.

Trabalhos avaliando os efeitos da propolis em geral, sobre diferentes tipos de
microrganismos encontraram resultados promissores, principalmente em bactérias
gram-positivas (agcdes esperadas com uso de aditivos), mas também sobre algumas
bactérias gram-negativas e em protozoarios, o que pode estar relacionado com
caracteristicas especificas destas bactérias, que permitem ter semelhanca com as gram-
positivas (AGUIAR et al., 2013; MIRZOEVA et al., 1997; RISPOLI et al., 2009).

No Brasil existem diversos tipos de prépolis que estdo sendo utilizadas como
aditivos na nutricdo animal (verde, preta, marrom e vermelha), sendo a vermelha a mais
recente descoberta. A préopolis vermelha se destaca das demais devido a sua composicao
diversificada, possuindo compostos bioativos que podem ter efeitos semelhantes aos
aditivos (MIRZOEVA, et al., 1997).

A propolis vermelha é classificada como o 13° grupo e mostrou Vvarias
propriedades bioldgicas, tendo os compostos fendlicos como principais constituintes,
especialmente os flavonoides, que tém acdo terapéutica (PARK, 2000; CUSHINE &
LAMB, 2005; CABRAL, et al., 2009; OLDON!I, et al., 2011). Desta forma, a presenca
de dois pigmentos flavondis denominados Retusapurpurina B e Retusapurpurina A,
conferem sua caracteristica de identidade vermelha (PICCINELLI, A.L. et al., 2011).

Os flavondides representam o grupo mais comum e amplamente distribuido na
propolis vermelha. Estes estdo entre 0s compostos mais ativos da resina, que atuam em
diferentes processos fisioldgicos, e desempenham vérias fungdes, incluindo
antimicrobianos (BARBOSA, et al., 2009). Estudos mostram que os flavondides

possuem atividade antioxidante significativa, devido a sua capacidade de reduzir ou



eliminar os radicais livres que influenciam na oxidagéo do tecido (HEIM, et al., 2002;
AHN, et al., 2004).

Figura 1: Propolis vermelha. Fonte: Mel.com.br (O site do mel), disponivel em

https://www.mel.com.br/propolis-vermelha-origem-ocorrencia/

Stradiotti Jr. et al., (2004) ao avaliarem a acdo do extrato da propolis sobre
fermentacdo in vitro de diferentes alimentos sobre a producdo de gases, obtiveram
resultados eficientes na inibicdo da producdo de gases indesejaveis pelos
microrganismos ruminais. O mesmo autor observou que a propolis tem agdo direta na
desaminacdo de aminoacidos in vitro e in vivo, o que pode significar maior escape da
proteina para o intestino, consequentemente, aumento na eficiéncia produtiva.

Aguiar et al., (2014) utilizando produtos a base de prépolis em dietas para vacas
leiteiras, observaram que a prépolis e sua composicdo de fenolicos possuem efeito
significativo na atividade ruminal dos animais, afetando positivamente a
degradabilidade intestinal da proteina e um aumento na quantidade de nitrogénio
amoniacal do fluido ruminal para animais que receberam os produtos a base de propolis.

Assim, o extrato de prépolis ou produto derivado da propolis tem sido estudado
com objetivo de substituicdo dos aditivos sintéticos utilizados atualmente na nutricdo de
ruminantes, buscando resultados que sejam viaveis biologicamente e economicamente

para a cadeia de producao.


https://www.mel.com.br/propolis-vermelha-origem-ocorrencia/
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II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia de niveis crescentes de extrato de propoélis vermelha na

alimentacédo de cordeiros mesti¢os Santa Inés terminados em confinamento.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos de niveis crescentes de extrato de propolis vermelha sobre
0 consumo de nutrientes de cordeiros mesticos Santa Inés terminados em
confinamento;

e Auvaliar os efeitos de niveis crescentes de extrato de propolis vermelha sobre
a digestibilidade dos nutrientes de cordeiros mestigos Santa Inés terminados
em confinamento;

e Auvaliar os efeitos de niveis crescentes de extrato de prépolis vermelha sobre
0 desempenho produtivo de cordeiros mesticos Santa Inés terminados em
confinamento;

e Auvaliar os efeitos de niveis crescentes de extrato de prépolis vermelha sobre
as caracteristicas ruminais, como pH e nitrogénio amoniacal de cordeiros
mesti¢os Santa Inés terminados em confinamento;

e Auvaliar os efeitos de niveis crescentes de extrato de propolis vermelha sobre
0 comportamento ingestivo de cordeiros mesticos Santa Inés terminados em

confinamento;



I1l. CAPITULO1

Consumo, digestibilidade, desempenho e parametros ruminais de cordeiros

confinados utilizando extrato de propolis vermelha

13
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia de niveis crescentes do extrato da propolis vermelha
(EPV) sobre o consumo, digestibilidade, desempenho e pardmetros ruminais de
cordeiros confinados. O periodo experimental foi de 68 dias. Foram utilizados 35
cordeiros mestigos Santa Inés, com idade média de cinco meses e peso corporal médio
inicial de 17,08 + 2,36 kg. Os animais foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado, e submetidos a cinco tratamentos (0, 7, 14, 21, 28 mL de
EPV/animal/dia) com 7 repeticdes cada. Os animais foram alojados em baias
individuais e a racdo ofertada duas vezes ao dia. O consumo de nutrientes foi
quantificado por diferenca entre as fracdes presentes no ofertado e nas sobras. A
digestibilidade aparente foi estimada com auxilio do marcador externo LIPE®. O ganho
em peso foi medido pela diferenca entre o peso final e peso inicial dos animais. Para
parametros ruminais foram determinados pH e nitrogénio amoniacal a partir do liquido
ruminal obtido de cada animal. Os consumos de matéria seca (g/dia; g/kg de PC;
g/kg®™) ndo foram influenciados, mas os consumos de matéria seca total, matéria
organica (g/dia), proteina bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro, carboidratos
ndo fibrosos, carboidratos totais, nutrientes digestiveis totais e energia metabolizavel
foram influenciados pelo fornecimento de extrato de propolis. Os coeficientes de
digestibilidade aparente da matéria seca, matéria orgénica, fibra em detergente neutro e
carboidratos totais, foram influenciados pelos niveis de extrato de prépolis. O
coeficiente de digestibilidade da proteina bruta, extrato etéreo e carboidratos ndo
fibrosos, ndo foram influenciados. O aumento dos niveis de inclusdo de extrato de
prépolis vermelha na dieta dos animais alterou o ganho total de peso, o0 ganho médio
diario e a conversdo alimentar. Ndo houve efeito da interagcdo tratamento X horario de
coleta para valores de pH e concentracdes de N-NHs, porém, houve efeito de horéario de
coleta para ambas variaveis e efeito dos niveis de prépolis para N-NHs. O extrato de
prépolis vermelha proporcionou efeitos positivos, melhorando o consumo,
digestibilidade, desempenho e pardmetro ruminais, sendo uma fonte promissora para

substituicdo de aditivos sintéticos.



Palavras-chaves: aditivos, converséo alimentar, nitrogénio amoniacal, ovinos
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the influence of increasing levels of red propolis extract
(EPV) on consumption, digestibility, performance and ruminal parameters of confined
lambs. The experimental period was 68 days. 35 Santa Inés crossbred lambs were used,
with an average age of five months and an initial average body weight of 17.08 + 2.36
kg. The animals were distributed in a completely randomized design, and subjected to
five treatments (0, 7, 14, 21, 28 mL of EPV/animal/day) with 7 repetitions each. The
animals were housed in individual pens and the feed was offered twice a day. Nutrient
consumption was quantified by the difference between the fractions present in the offer
and in the leftovers. Apparent digestibility was estimated using the external marker
LIPE®. Weight gain was measured by the difference between the final weight and the
initial weight of the animals. For ruminal parameters, pH and ammonia nitrogen were
determined from the rumen liquid obtained from each animal. Dry matter consumption
(g/day; g/kg BW; g/kg %7) was not influenced, but total dry matter consumption,
organic matter (g/day), crude protein, ether extract, fiber in neutral detergent, non-
fibrous carbohydrates, total carbohydrates, total digestible nutrients and metabolizable
energy were influenced by the supply of propolis extract. The apparent digestibility
coefficients of dry matter, organic matter, neutral detergent fiber and total carbohydrates
were influenced by the levels of propolis extract. The digestibility coefficient of crude
protein, ether extract and non-fibrous carbohydrates were not influenced. The increase
in the levels of inclusion of red propolis extract in the animals' diet changed the total
weight gain, the average daily gain and the feed conversion. There was no effect of the
treatment x collection time interaction for pH values and N-NHs concentrations,
however, there was an effect of collection time for both variables and the effect of
propolis levels for N-NHs. The red propolis extract provided positive effects, improving
consumption, digestibility, performance and ruminal parameters, being a promising

source for replacing synthetic additives.

Keywords: additives, feed conversion, ammoniacal nitrogen, sheep
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3.1. INTRODUCAO

O rebanho ovino brasileiro ainda é caracterizado por baixos indices produtivos,
principalmente na regido Nordeste. Tais caracteristicas sdo decorrentes de baixo
investimento tecnoldgico, falta de manejo adequado e de um material genético que
proporcione uma atividade mais rentavel e com uma producédo mais eficiente.

Devido & caréncia técnica no setor de ovinocultura do Brasil e necessidade de
participagdes mais relevantes dentro do consumo de carne no pais, os produtores e
técnicos buscam investimentos mais diretos em confinamento, genética, dietas e
aditivos. Os aditivos nutricionais usados na alimentacdo animal tém o objetivo de
proporcionar ao meio ruminal um ambiente mais favordvel para as bactérias,
possibilitando um maior aproveitamento do alimento ingerido, aumentando assim a sua
eficiéncia alimentar.

Entretanto, o uso de aditivos sintéticos principalmente como promotores de
crescimento, tem encontrado restricdes diante do consumidor, devido ao risco de
promover resisténcia bacteriana, promovendo riscos & saude humana, com isso, a
exportacdo se torna mais delicada devido as exigéncias do mercado, que busca cada vez
mais produtos isentos de antibidticos e aditivos sintéticos.

Assim, a prépolis vem sendo estudada como uma alternativa natural aos aditivos
sintéticos, devido a sua composicdo de compostos fenolicos e flavonoides, que
apresentam acao bactericida e efeito direto sobre as bactérias gram positivas do rimen
(ANTUNES et al., 1996). Alguns resultados obtidos em ruminantes mostram um efeito
significativo de produtos a base de extrato de propolis in vitro e in vivo. Com o uso de
extrato de prépolis, Aguiar et. al., (2014) e Silva et. al., (2004), observaram maior
digestibilidade da matéria seca, da proteina bruta e extrato etéreo. Lana et. al., (2007)
ndo observaram efeitos significativos sobre os pardmetros ruminais de cabras leiteiras
recebendo propolis e 6leo de soja na dieta.

Embora alguns resultados apontem efeitos positivos do extrato de prépolis na
alimentacdo animal, existe ainda uma grande variabilidade entre os resultados da
literatura, o que pode estar relacionado com a diversidade das prépolis, e quantidades
oferecidas, tornando necessarios mais estudos a fim de ter maiores informagcfes em

relacdo a dosagens e forma de fornecimento.
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Diante do exposto, objetivou-se avaliar o uso de niveis crescentes do extrato da
prépolis vermelha sobre o consumo, digestibilidade, desempenho e parametros ruminais

de cordeiros confinados.
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3.2. MATERIAL E METODOS

Periodo e localizacdo do experimento

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFAL) sob o protocolo nimero 37/2018, e foi desenvolvido no setor de
Ovinocultura, do Centro de Estudos Zootécnicos, da Universidade Federal de Alagoas,
Campus Arapiraca-AL, com latitude 9°45°09° ¢ longitude 36°39°40’’. O periodo
experimental foi de 68 dias, sendo 10 dias destinados a adaptacdo dos animais as dietas

e instalacdes, durante os meses de setembro a novembro de 2018.

Animais e tratamentos testados

Foram utilizados 35 cordeiros mesticos Santa Inés, machos ndo castrados, com
peso vivo inicial de 17,08 £ 2,36 kg e idade média de cinco meses, distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado. Os animais foram alojados em baias
individuais e numeradas conforme o animal e tratamento, com area til de 1,2 m? (1m
x 1,2m), de chdo cimentado e galpdo coberto, providas de acesso aos cochos de
alimentacdo na parte externa da baia. Os animais foram identificados no inicio do
periodo experimental com brincos de plasticos, vermifugados e vacinados contra

clostridioses.

Os tratamentos testados foram:

0% = controle (sem uso do extrato alcoolico da propolis vermelha);
7% = 7mL de extrato/animal/dia;

14% = 14mL de extrato/animal/dia;

21% = 21mL de extrato/animal/dia;

28% = 28mL de extrato/animal/dia.

Dieta experimental e analises quimicas

Todos os animais tiveram acesso a mesma dieta, sendo 60% de volumoso
(feno de capim Tifton) e 40% de concentrado, sendo formuladas seguindo o NRC
(2007) para atender as exigéncias nutricionais para ganhos de 250g/animal dia.

Os animais receberam agua e racdo ad libitum, sendo esta dividida em duas
refei¢Oes diarias (7:00h e 16:00h, sendo 60% do total pela manhé& e 40% a tarde), de
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modo a permitir sobras de 10% do fornecido. A composicdo percentual da dieta esta

apresentada na (Tabela 1).

Tabela 1. Composicgéo da dieta fornecida aos animais

Proporcdo dos ingredientes na dieta total com base na matéria seca

Ingredientes (kg/MS)

Feno 60,00
Farelo de Soja 19,38
Fubéa de Milho 18,62
Mistura Mineral* 2,0
Total 100
Composicdo do percentual dos nutrientes dos ingredientes da dieta (g/kg de MS)
Variaveis Concentrado Feno Dieta total
Matéria seca 880,40 846,40 860,00
Proteina Bruta 356,30 70,20 184,64
Extrato Etéreo 33,10 14,70 22,06
Cinzas 81,00 57,30 66,78
FDNcp 109,00 734,84 484,48
FDA 62,50 436,00 286,60
CNF 420,60 123,00 242,04
NDT (g/kg)? 724,96 632,51 669,49

INiveis de garantia: Calcio 120g; Fésforo 87g; Sédio 147g; Enxofre 18g; Cobalto 40mg; Cobre 590mg;
lodo 80mg; Cromo 20 mg; Manganés 1300mg; Selénio 15mg; Zinco 3800mg; Ferro 1800mg;
Molibdénio 10 mg; flGor (méaximo) 870mg.

20bitido segundo Weiss,(1999).

O extrato de propolis foi fornecido aos animais ap6s a alimentacdo com
intervalo de uma hora, utilizando uma pistola dosadora de 10mL. A dosagem foi
dividida em metade da dosagem pela manha e a outra a tarde, via oral, 0s animais do
grupo controle receberam 0 mesmo manejo, mas com agua, para diminuir o efeito de
manejo por tratamento.

Diariamente foram coletadas amostras das sobras de alimento por animal e
registradas em planilhas, em seguida acondicionadas em sacos plasticos e congeladas a -
10°C, apos cada periodo as amostras eram descongeladas em temperatura ambiente e
realizada uma amostra composta, sendo esta secas em estufa de circulacdo forcada
(55°C), por 72 horas e moidas em moinho tipo Willey, em peneiras de 1mm de
didmetro, para determinar a composi¢do bromatoldgica.

As amostras de alimentos, sobras e fezes foram avaliadas quanto aos teores de
matéria seca (método INCT-CA G-003/1); materia mineral (método INCT-CA M57
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001/1); proteina bruta (método INCT-CA N-001/1); extrato etéreo (método INCT-CA
G-004/1); fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (métodos
INCTCA F- 002/1, INCT-CA M-002/1 e INCT-CA N-004/1) e fibra em detergente
acido (metodo INCT-CA F-004/1), segundo técnicas descritas por Detmann et al.
(2012).

Os carboidratos ndo fibrosos corrigidos para cinzas e proteina foram calculados

conforme a férmula relada por Detmann et al. (2010):

CNF = 100 — (PB% + EE% + MM% + FDNcp)

Em que % PB = teor de proteina bruta, %EE = teor de extrato etéreo, %MM = teor de
cinzas e % FDNcp = teor de fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina.

Os nutrientes digestiveis totais foram calculados segundo o NRC (2000):

NDT = (PBD + (EED x 2,25) + FDND + CNFD)

Em que: PBD = proteina bruta digestivel, EED = extrato etéreo digestivel; FDND =
fibra em detergente neutro digestivel; CNFD = carboidratos ndo fibrosos digestiveis.
O percentual de nutrientes digestiveis totais foi calculado por:
(% NDT = Consumo de NDT / Consumo de MS * 100).

Extracdo da propolis

As amostras brutas de propolis vermelha foram adquiridas de um apiario
localizado no municipio de Santa Cruz de Cabrélia, da Bahia, sendo mantidas em
ambiente escuro e refrigeradas. Para a obtencdo do extrato, a prépolis bruta foi
fracionada a tamanhos menores e pesou-se 30 g que em seguida foi triturada,
homogeneizada e armazenada em frascos de vidros, sendo adicionado 100 mL de
solucdo hidro-alcodlica a 70% permanecendo em repouso por um periodo de 10 dias em
local escuro, com posterior filtragem em papel-filtro, obtendo-se a solucéo do extrato de
propolis e armazenada em frascos escuros sem influéncia da luz, conforme metodologia
de Stradiotti Junior et al., (2004).
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Figura 1. Processo para obtencéo da solucéo estoque do extrato da Prdpolis vermelha
Fonte: Arquivo pessoal

Determinagéo dos compostos fendlicos da propolis

O conteudo fendlico total foi determinado usando o reagente de Folin Ciocalteau
(Singleton; Rossi JR., 1965; Singleton et al., 1998). A reacéo foi preparada com uma
aliquota de 0,5 mL de extrato de propolis (Img.mL-1), 2,5 ml de solu¢do aquosa de
Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi introduzida
em um banho com regulacdo térmica a 45°C durante 15 minutos; em seguida, a mistura
foi retirada e mantida ao abrigo de luz e temperatura ambiente por 30 minutos. A
absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro (Marca Shimadzu Modelo UV Mini
1240) a 750 nm. A quantidade de fendlico total esta expressa como equivalente de acido
galico (EAG) (mg EAG/mL de extrato) através de uma curva de calibracdo utilizando
solugBes conhecidas para o padrdo de &cido galico (100 a 12 pg acido galico mL™ de

solugéo) nas mesmas condic¢des (A = 750 nm).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE)

Para o preparo das amostras, 0s extratos secos foram diluidos em metanol grau
HPLC na concentragdo de 2 mg.mL™ e filtrados através de uma membrana de 0,22 um.
Os experimentos cromatograficos foram realizados com o sistema HPLC-SHIMADZU
DGU-20A5R composto por uma coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4.6mm d.i. x
3,5 um) com volume de injecao de 20 pL. A separacao cromatografica foi baseada no

método proposto por Park et al., (2002) com modificacdes. A fase movel utilizada foi
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agua/acido acético (19:1, v.vl) (solvente A) e metanol (solvente B), com fluxo
constante de mL.mint. O gradiente iniciou com 30% do solvente B até 40% de B em 15
minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em 45 minutos, 75% de B em 65 minutos,
75% de B em 85 minutos, 90% de B em 95 minutos, 100% de B em 100 minutos e 30%
de B em 110 minutos. O tempo de corrida total foi 120 minutos. As substancias foram
determinadas pela comparagdo com os espectros dos padrdes na regido ultravioleta de
200 a 400 nm obtidos por meio do detector de arranjo de diodos. A coluna foi mantida a
uma temperatura constante de 35°C e os cromatogramas foram processados utilizando-
se software especifico.

Foram utilizados padrdes auténticos (Sigma Aldrich) de Acido Clorogénico,
Acido Galico, Acido Cumaérico, Pirocatequina, Kaempferol e Quercetina para
identificacdo e quantificacdo. As equacbes da reta, linearidade (R) e a faixa de

concentracédo de cada padréo estdo apresentadas na (Tabela 2).

Tabela 2. Equacdes da reta, linearidade (R) e a faixa de concentracdo de cada padrao

Equacéo da Faixa de Comprimento de
Padrdes quag R2 Concentracao b
reta % onda nm

) (Hg.mL™7)

Acido Galico Y=7E-0,6x 0,989 0,2-200 270
Kaempferol Y=2E-05x 0,997 2-200 270
Pirocatequina Y=2E-05x 0,997 6,25-100 270
Quercetina Y=4E-06x 0,991 10-200 270

Acido Cumérico  Y=7E-0,6x 0,997 0,2-200 310

Acido Y=1E-05x 0,999 2-200 310

O resultado do teor de flavondides totais e o teor de compostos fendlicos, estdo

apresentados na (Tabela 3).

Tabela 3. Teores de flavonoides totais e compostos fendlicos do extrato da prépolis
vermelha (EPV)

Composicdo do EPV Quantidade (mg.mL de extrato)
Flavondides totais® 8,499
Compostos fendlicos? 16,18

!Quantificado em equivalente Catequina; 2Quantificado em equivalente acido galico

Os éacidos fendlicos e flavonodides obtidos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia HPLC, sdo apresentados na (Tabela 4).
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Tabela 4. Composigdo de &cidos fendlicos e flavonoides identificados no extrato da
prépolis vermelha (EPV)

Descricéo Composicéo Quantidade (ug.mL de extrato™)
Acido Galico 22,559
Acidos fendlicos Acido Clorogénico 20,139
Acido Cumarico 19,255
Kaempferol 401,168
Flavonoides Pirocatequina 27,729
Quercetina 148,741

Avaliacdo do consumo, digestibilidade e desempenho animal

O consumo individual dos animais foi mensurado ao longo dos cinco dias de
coleta, subtraindo-se das sobras, a quantidade de dieta ofertada para cada animal. Dessa
forma, foram avaliados os consumos de MS, MM, PB, FDNcp, CT, CNF, EE, NDT e
EM.

O consumo de energia metabolizavel (CEM) foi estimado com base na relacéo
entre NDT e energia digestivel (ED), considerando que, 1 kg de NDT equivale a 4,409
Mcal de ED (NRC, 1984), enquanto a concentracdo de energia metabolizavel (EM) foi
considerada 82% da ED.

A produgdo de matéria seca fecal foi estimada com o marcador externo Lignina
Enriquecida e Purificada LIPE®, seguindo as mesmas recomendagfes dos fabricantes
com ingestdo da capsula de 250 mg/dia durante sete dias, sendo dois dias de adaptacéo e
cinco para coleta das fezes. As fezes foram colhidas diretamente na ampola retal, uma
vez ao dia com diferentes horarios (08h00, 10h00, 12h00, 14h,00 e 16h00). As fezes
colhidas foram secas em estufa de circulacdo forcada (55°C), por 72 horas. Apds a
secagem, fez-se uma amostra composta por animal, em seguida foram moidas em
moinho tipo Willey em peneiras de 1mm. A analise do indicador LIPE® foi feita por
Espectroscopia no Infravermelho proximo em equipamento FTIV — 800 da Varian,
segundo Saliba (2005), no Laboratorio de Produtos de Pesquisa Simdes Saliba - P2S2.

Os coeficientes de digestibilidade (CD) dos nutrientes foram calculados

utilizando-se a seguinte formula (POND et al., 1995):
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CD= [(g de nutriente consumido — g de nutriente nas fezes) / (g de nutriente
consumido) x 100].

O ganho de peso dos animais foi verificado por pesagens a cada 21 dias. Os
animais foram submetidos a jejum de alimento por 12 horas. O ganho médio diario
(GMD) foi determinado pela diferenca entre o peso corporal final (PCF) e o peso
corporal inicial (PCI), dividido pelo nimero de dias (58 dias).

A conversdo alimentar (CA) foi calculada em funcéo da ingestdo de matéria seca

(kg.dial) e do ganho de peso dos animais, através da equacao:

CA = (IMS/GMD)

Em que: IMS = consumo diario de matéria seca total em Kg e GMD = ganho médio
diario em Kg.

Avaliacdo dos parametros ruminais

As coletas de liquido ruminal, visando a determinagdo do pH e N-NH3 foram
realizadas durante a Ultima semana do periodo experimental, com inicio antes do
fornecimento da dieta, tomados como tempo zero, 2, 4, 6 e 8 horas ap6s a alimentacao.

O liguido ruminal foi coletado através de uma sonda, aproximadamente 200mL
por animal, e em seguida foi filtrado em camadas de gazes a fim de se obter 100mL de
liguido ruminal. Imediatamente, foi determinado o pH utilizando um potenciémetro
digital, em seguida foram separados 50mL de liquido ruminal, adicionado 1mL de
solucdo de acido cloridrico (HCI) 1:1, procurando conservar a atividade do liquido. As
amostras foram armazenadas em recipientes plasticos a -5°C.

As andlises de N-NH3z aconteceram no Laboratério de Métodos de SeparacGes
Quimicas, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, conforme metodologia de
destilacdo de Kjeldahi (método INCT-CA N-007/1), segundo técnicas descritas por
Detmann et al. (2012).

Anélises estatisticas
Os dados foram avaliados por meio de analises de variancia e de regressdo. Os
modelos estatisticos foram escolhidos de acordo com a significancia dos coeficientes de

regressdo, utilizando-se o teste t em nivel de 5% de probabilidade, e de determinacao
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(R?) e como fendbmeno bioldgico estudado. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o Sistema de Anélises Estatisticas e Genéticas — SAEG (2001).
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Houve efeito quadratico para os consumos de matéria seca (CMS) (P<0,05),

consumo de matéria organica (CMO, g/dia), proteina bruta (CPB), extrato etéreo (CEE),

fibra em detergente neutro (CFDN), carboidratos ndo fibrosos (CCNF), carboidratos
totais (CCHOT), nutrientes digestiveis totais (CNDT) e energia metabolizavel (CEM)
(Tabela 5), com ponto de minima estimado nos niveis de 13,16; 13,16; 13,06; 13,06;

12,7; 13,34; 13,19; 13,80 e 13,86% de inclusdo do extrato de propolis, respectivamente.

Tabela 5. Consumo de nutrientes de ovinos consumindo extrato de propolis vermelha

Nivel de prépolis (mL/dia) CcCV Valor p
Variavel 0 7 14 21 28 (%) Eq! L Q
é'x'jisa) 708,69 657.46 63121 678,85 71950 130 Y: 0585 0,046
CMS 352 328 322 336 353 105 Y=338 0,863 0,070
(g/dla PV) ] y y ] [} y —VJ, ] [
CMS
(g/dia 744 692 677 711 748 110 Y=7.14 0,767 0,062
PV0,75)
CMO
@ 65960 61186 57,50 63L75 669,62 130 Y2 0587 0,046
é?;a) 141,39 131,80 12642 13589 14401 124  Ys 0547 0042
Z;Oﬁa) 1575 1448 1374 1474 1630 129 Y. 0473 0011
éﬁg 317,69 28047 28327 30503 32309 141 Ys 0426 0,038
CFDN _
Gdapyy 158 184 144 151 158 154 Y=185 073 0465
CFDN
(g/dia 333 329 303 319 336 127 Y=324 0991 0,186
pV0,75)
CCNF
@dim 18476 16087 16407 17600 18622 127 Yo 0640 0,040
édea?T 502,46 46558 44735 48112 50930 132 Y; 0602 0,049
é’)'d?; 535.08 45305 449,16 48245 52939 18,7 Ys 0815 0,029
CEM
Mol L9 164 163 175 1% 187 Yo 0819 0029

'Equacdo: Y1=707,052 — 9,5977P + 0,3646P2? R=0,91; Y, - 658,073 — 8,9366P + 0,3394P? R=0,91; Y3
= 141,143 — 1,8583P + 0,07114P? R=0,91; Y4 = 157,733 — 0,27933P + 0,01069P? R=0,97; Y5 - 313,666
—4,73023P + 0,1862P% R=0,87; Y- 184,073 — 2,56368P + 0,09606P? R=0,9; Y7-501,157 — 6,79931P
+ 0,2576P? R=0,9; Y5 = 530,344 — 11,7687P + 0,4262P2 R=0,92; Y¢ = 1,9222 — 0,0427P + 0,00154P?
R=0,92. CV- Coeficiente de variagdo; P= Probabilidade de erro; L — Linear; Q — Quadréatica
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N&o houve influéncia sobre o consumo de matéria seca (CMS) e consumo de
fibra em detergente neutro (CFDN) corrigidas para peso vivo (PV) e metabolico (PM)
(g/kg de PV e g/kg®™) (P>0,05) (Tabela 5). Esse resultado pode ter ocorrido devido &
correcdo da diferenca do peso vivo médio de cada grupo, uma vez que, quando o CMS ¢
expresso em porcentagem do PV, ocorre reducdo de 0,0318% a cada quilo de PV ganho,
provavelmente porque animais de menor tamanho corporal ou em fase de crescimento
apresentam maior necessidade de energia por unidade de peso metabdlico, pois
apresentam, proporcionalmente, maior superficie corporal para deposi¢cdo de musculo
em comparacao a animais em terminacdo (BRODY, 1945 & CABRAL et al., 2008).

Devido a acdo dos flavondides e compostos fenolicos da prépolis sobre o0s
microrganismos do rumen, 0s niveis acima de 12,7 mL/dia de extrato de prépolis
vermelha podem ter gerado aumento no crescimento microbiano, ocasionando elevagio
do CMS. Segundo Schofield et al. (1994), a taxa de digestao especifica se correlaciona
direta e positivamente com o crescimento microbiano. Desta forma, com a elevacao da
taxa de degradacéo e/ou do fluxo da digesta, tem-se um aumento do consumo, uma vez
que o limite fisico ndo é atingido, o consumo passa a ser regulado pela energia ou
exigéncia (LEAO et al., 2005).

Alguns estudos mostram que a propolis bruta ou extrato de propolis nao
influenciaram o CMS de novilhos, cabras leiteiras e ovinos (STRADIOTTI JR et al.,
2004a; LANA et al., 2007; SILVA, 2011), respectivamente. Aguiar, et al., (2014)
estudando concentracGes de 3,81; 3,27 e 1,93 mg de compostos fendlicos de produtos a
base de propolis em vacas lactantes, ndo observaram diferenca no CMS. Porém, Itavo et
al., (2011), encontraram diferengas significativas no CMS e CFDNi entre 0 grupo
controle e o tipo de prdpolis, ao testar a prépolis verde, marrom e monensina em
cordeiros castrados e desmamados, recebendo 15mL de extrato/dia.

As variaveis CMO, CPB, CEE, CFDN, CCNF, CCHOT, CNDT (g/dia) e CEM
(Mcal/dia), seguiram o mesmo comportamento do consumo de matéria seca total, tendo
um efeito quadratico com ponto de minimo, onde, possivelmente os animais passaram a
ter mais disponibilidade de proteina e energia, favorecendo o crescimento microbiano e
a absor¢do de nutrientes em nivel de ramen (SANTOS, 2006), contribuindo para

melhoria da fermentacdo ruminal e consequentemente uma melhoria no desempenho.
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Os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca (CDMS), matéria
organica (CDMO), fibra em detergente neutro (CDFDN) e carboidratos totais
(CDCHOT), apresentaram efeito quadratico (P<0,05), em funcdo dos niveis de inclusdo
do extrato de prépolis vermelha com o ponto de minima estimado nos niveis de 12,67;
12,92; 1,23 e 13,19 (mL/animal/dia), respectivamente. O coeficiente de digestibilidade
da proteina bruta (CDPB), extrato etéreo (CDEE) e carboidratos néo fibrosos (CDCNF),

ndo foram influenciados pelos niveis de propolis testados (Tabela 6).

Tabela 6. Digestibilidade aparente dos nutrientes em funcéo dos niveis de extrato de
propolis vermelha

- Nivel de prépolis (ml/dia) 0 1 Valor p
Variavel 0 7 12 1 28 C.V (%) Eq 3 0
DMS 69,06 64,92 66,24 67,28 69,82 6,2 Y1 0,419 0,033
DMO 70,26 66,42 67,58 68,37 70,77 57 Y, 0,493 0,033

DPB 83,67 79,82 82,75 82,75 85,07 4,4 Y =8282 0,239 0,078
DEE 7530 7251 72,76 76,42 74,51 6,6 Y=7430 0,690 0,149

DFDN 62,67 54,55 59,82 59,75 63,64 111 Y3 0,361 0,044
DCNF 73,46 69,99 69,62 72,17 72,36 7,4 Y=7152 0,918 0,177
DCHOT 66,35 62,36 63,13 64,06 66,61 6,8 Ya 0,610 0,036

'Equagdo: Y1 = 686,642 — 0,4819P + 0,019004P? R=0,88; Y. = 69,9153 — 0,4572P + 0,01768P? R=0,88;
Y3=61,5130 — 0,7075P + 0,2867P? R=0,69; Y4 = 501,157 — 6,7993P + 0,25765P? R=0,91. R=0,92. CV-
Coeficiente de variagdo; P= Probabilidade de erro; L — Linear; Q — Quadrética

A digestibilidade dos componentes dietéticos pode ser influenciada por fatores
fisicos, nutricionais, animal e pela interacdo destes aspectos no rdamen, ocasionando
mudancas na colonizacdo das bactérias ruminais e degradacdao do substrato disponivel.
A partir do ponto minimo 12,67 ml de EPV/dia, observou-se um aumento na
digestibilidade possivelmente em decorréncia da selecdo das bactérias ruminais e
protozoarios, favorecendo a digestdo do alimento, visto que a atividade antimicrobiana
da propolis favorece a inibicdo de bactérias gram-positivas, e das bactérias proteoliticas
e, como consequéncias, proporciona uma reducdo da desaminagdo da proteina, e
producdo de gases (STRADIOTTI JR, 2004), resultando no aumento na digestibilidade
do alimento.

A reducéo na digestibilidade até o ponto de minima pode ter ocorrido em fungéo
da baixa dosagem de extrato ndo liberar flavonoides ou compostos fendlicos que
possam melhorar a fermentagdo ruminal, influenciando também na populacdo de
protozoéarios e selecdo das bactérias, como observado por Rispoli et al. (2009). Os
autores relataram que o produto de propolis com concentragbes de 0,018 mg/gt
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LLOSC1 e 0,001 mg/gt LLOSC2 reduziram os protistas ciliados do ramen de bubalinos
alimentados com dieta 50:50% (volumoso:concentrado), o que pode estar ligado a
quantidade de flavonoides presentes no produto de propolis testado.

Estudos in vitro vao de acordo com os resultados encontrados no presente
trabalho. Prado, et al., (2010a) avaliando os efeitos de produtos a base de prépolis
(LLOS) e diferentes concentracbes alcoolicas, em dietas com 100% de volumoso e
50:50 V:C, verificaram aumento da digestibilidade em relacdo as dietas como
monensina e controle. Em estudos in vivo, Prado et al., (2010b) ao avaliarem bubalinos
recebendo 2g de produto LLOS/animal/dia nas concentragdes de 0,018 e 0,011 mg/g de
produto, alimentados com dieta razdo volumoso:concentrado de 80:20, encontraram
maiores valores de digestibilidade total e intestinal para os animais que receberam
concentragdes de 0,018 mg/g de LLOS1.

O aumento dos niveis de inclusdo de extrato de prépolis vermelha na dieta dos
animais influenciou (P<0,05) o peso corporal final (PCF), o ganho total de peso (GT), o

ganho médio diario (GMD) e a conversdo alimentar (CA) (Tabela 7).

Tabela 7. Desempenho em fungdo dos niveis de extrato de propolis vermelha.

Variavel Nivel de propolis (mL/dia) CV Eq Valorp

0 7 14 21 28 (%) L Q
PCI 17,48 17,34 16,94 16,02 17,47 17,42 Y =17,08 0,925 0,998
PCF 23,27 22,90 21,50 22,16 24,42 4,39 Y1 0,037 0,010
GT (kg) 578 556 456 6,14 6,95 17,24 Y2 0,037 0,010
GMD (g/dia) 99,83 95,60 78,80 105,80 119,83 17,26 Ys 0,037 0,010
CA 742 7,29 807 6,13 6,28 15,01 Yq 0,048 0,070

'Equagdo: Y1=23,58-0,2759*P + 0,0107*P> R=0,80; Y,=58798 - 0,148*P + 0,0068*P?
R=0,78; Y3=101,41- 2,5618*P +0,1171*P? R=0,81; Y4=7,7288 -0,0493*P R=0,39. CV- Coeficiente de
variacdo; P= Probabilidade de erro; L — Linear; Q — Quadratica

O peso corporal final (PCF), ganho total de peso, (GT) e médio diario (GMD),
apresentou efeito quadratico (P<0,05), com ponto de minima estimado nos niveis de
inclusdo de 12,89, 10,88 e 10,93 (mL/dia), respectivamente. A partir desse nivel de
incluséo do extrato de propolis observou-se um aumento no ganho de peso.

O aumento no desempenho dos animais pode ser explicado pela influéncia da
prépolis no consumo e digestibilidade, visto que estas variaveis apresentaram
comportamento semelhante, aumentando assim o aporte de nutrientes disponiveis no
rumen (Tabela 5 e 6). Com o aumento do fornecimento de propolis pode ter ocorrido

uma selecdo bacteriana, favorecendo as gram-negativas e inibindo as gram-positivas,
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produtoras de &cido acético, butirico, lactico e hidrogénio que causam a perda de
energia. Essa possivel mudanca bacteriana aliando a melhoria da digestibilidade
culminou no efeito sobre o desempenho dos animais.

A conversdo alimentar apresentou um decréscimo linear (P<0,05) a medida que
aumentou os niveis de extrato de propodlis vermelha na dieta, havendo uma necessidade
de menor consumo alimentar para cada unidade de ganho, este efeito pode ser a
melhoria no desempenho e eficiéncia alimentar, que pode esta correlacionado com a
economia da energia advinda da incorporacdo dos carbonos e hidrogénios ao propionato
(STRADIOTTI JR et al., 2004b). Da mesma forma, estudos anteriores demonstraram
que a inclusdo de prépolis na dieta com 0,2 mL de extrato de prépolis e 35 gramas de
extrato animal por dia, melhoraram a eficiéncia alimentar e conversdo alimentar de
ruminantes (STRADIOTTI JR et al, 2004b; ZAWADZKI et al, 2011),
respectivamente.

N&o houve efeito (P>0,05) da interacdo tratamento X horario de coleta para
valores de pH e concentracGes de nitrogénio amoniacal (N-NHz), porém, houve efeito
(P<0,05) de horario de coleta para ambas variaveis (Figura 2) e efeito dos niveis de

prépolis para N-NH3 (Tabela 8).
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Figura 2 - pH e concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3)
mg/100 mL apo6s a alimentagdo

O valor méximo da concentragdo de nitrogénio amoniacal foi de 33,19
mg/100mL, as 4:13 h, e para tratamento ocorreu para 0 grupo que recebeu 14 mL de
propolis/dia (Figura 3), tendo valores minimos acima do recomendado por Satter &

Styler (1974) de 20 mg, para que ocorra uma fermentacao ideal do alimento no ramen.
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Figura 3. Concentragdo de N-NH; do liquido ruminal em relagéo ao nivel de extrato de propolis e tempo

de coleta

A diminuicdo da concentracdo de N-NH3 pode ter ocorrido devido ao aumento
da fracdo digestivel da proteina, aumentando a disponibilidade de aminoacidos em nivel
de abomaso e também do intestino delgado, devido a acdo da prépolis sobre as bactérias
gram-positivas (MIROZEVA et al., 1997 & VARGAS et al. 2004), o que pode ser

explicado pelo melhor desempenho dos animais e conversao alimentar.

Tabela 8. Valores de pH e nitrogénio amoniacal (N-NH3) do liquido ruminal em funcao
dos niveis de extrato de prépolis vermelha

Extrato de propolis vermelha (mL/dia)

Hora Média  Equagio?
0 7 14 21 28
N-NHz do liquido ruminal
0 20,68 19,68 18,65 17,86 17,14 18,80
2 33,36 36,63 35,54 31,21 29,00 33,15
4 30,83 34,08 36,47 33,06 29,24 32,74 Y1
6 24,91 26,61 29,51 30,19 27,90 27,82
8 20,90 26,37 25,35 24,02 20,57 23,44
Média 26,14 28,67 29,10 27,27 24,77
Equagio’ \£
pH do liquido ruminal
0 7,31 7,33 7,31 7,37 7,27 7,32
2 6,92 6,89 6,84 7,09 6,91 6,93
4 6,75 6,74 6,65 6,96 6,90 6,80 Ys
6 6,87 6,77 6,93 6,90 6,96 6,88
8 6,91 6,72 6,76 6,84 6,88 6,82
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Média 6,95 6,89 6,90 7,03 6,98
Equacéo! Y =6,95

1Equagdo: Y1 = 20,406 + 6,1908*H -0,7491*H? (P=0,001; r? = 0,85); Y, = 26,256 + 44,425*P -179,75*P2
(P=0,016; r> = 0,98); Y3 =7,695 - 0,475*H + 0,0619*H? (P = 0,0001; r2 = 0,90).

O valor de pH ruminal minimo observado foi de 6,78 as 3:8 h, apos a
alimentacdo (Tabela 8). Mesmo sendo considerado menor valor encontrado no presente
trabalho, o resultado foi acima de 6,2 proposto por Russel & Dombrowski (1980) para
manter o crescimento das bactérias celuloliticas, amiloliticas e fibroliticas (Kozloski,
2016c¢).

Segundo Kozloski (2016c¢), as bactérias fibroliticas sdo neutrofilicas, ou seja,
mantém a atividade de crescimento normal em fluido ruminal com valores mais
proximos da neutralidade, isso devido ao acimulo da concentracdo de anions de &cidos
graxos, sendo tdxico para bactéria quando presente em ambientes com pH baixo.

Prado et al., (2010c) encontraram menores valores para o pH de bovinos
recebendo produtos a base de propolis e submetidos a dietas com base em foragem. A
diferenga nos resultados da literatura e do presente trabalho pode estar relacionada as
variacOes inerentes a cada estudo testado, teores alcdolicos do produto e a interacdo do

animal com ambiente, dieta e manejo.
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3.4, CONCLUSOES

O uso de extrato de prépolis vermelha proporcionou efeitos positivos,
favorecendo as caracteristicas ruminais, digestibilidade, consumo e desempenho,
mostrando que este pode ser uma alternativa como aditivo natural para substituicdo aos
sintéticos na alimentacéo de cordeiros confinados, devido aos seus efeitos semelhantes e
resultados produtivos promissores.

A diminuigdo da conversédo alimentar confirma os efeitos positivos do extrato de
prépolis vermelha, visto que os animais passaram a necessitar de menores quantidades

de alimentos para desempenhos mais satisfatorios.
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IV. CAPITULO?2

Comportamento ingestivo de cordeiros confinados utilizando extrato de propolis

vermelha
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia de niveis crescentes do extrato da propolis vermelha
(EPV) sobre o comportamento ingestivo de cordeiros confinados. O periodo
experimental foi de 68 dias. Foram utilizados 35 cordeiros mestigcos Santa Inés, com
idade média de cinco meses e peso corporal médio inicial de 17,08 + 2,36 kg. Os
animais foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, e submetidos
a cinco tratamentos (0, 7, 14, 21, 28 mL de EPV/animal/dia) com 7 repeti¢cdes cada. Os
animais foram alojados em baias individuais e a ragdo ofertada duas vezes ao dia. As
observacOes referentes ao comportamento ingestivo foram realizadas durante dois
periodos de 24 horas ininterruptas, avaliando tempo de alimentagdo, ruminacéo e 4cio.
Foram realizadas observacOes por trés periodos do dia, e com trés repeticdes por
periodo, para determinar o nimero de mastigacdes mericicas por bolo, tempo de
ruminacéo por bolo, nimero de bolos ruminados. O nimero de periodos de alimentacéo,
ruminacdo e é6cio foram determinados, junto com a duracdo média de cada periodo. O
consumo foi determinado com base no ofertado e na sobra para se obter as variaveis g
de MS e FDN/refeicdo. As variaveis de eficiéncia alimentar e de ruminacdo foram
determinadas com base no consumo de matéria seca e fibra em detergente neutro,
divididos pelo tempo de alimentacdo e ruminacdo. Os consumos de matéria seca e fibra
em detergente neutro apresentaram efeito quadratico, o tempo de alimentacdo e
ruminacdo sofreu efeito significativo entre os niveis testados, no entanto, o tempo
destinado ao 6cio e ruminagdo por kg de FDN ndo apresentaram diferencas
significativas. O numero de bolos ruminados/dia, tempo/bolo, mastigacdes/bolo e
mastigacGes por dia foram influenciados significativamente. Para o nimero de periodos
e tempo de duracdo das atividades comportamentais, ndo houve efeito significativo. A
ingestdo de materia seca (g de MS/refeicdo) e fibra em detergente neutro (g de
FDN/refeicdo) ndo foram influenciadas, o0 mesmo aconteceu para variavel de
ruminacdo. A eficiéncia de alimentacdo da MS e da FDN apresentou efeito linear
crescente, enquanto a eficiéncia de ruminacdo da MS e da FDN apresentaram efeito

quadratico. A administracdo de extrato de propolis vermelha para cordeiros confinados
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afetou o comportamento ingestivo, concedendo melhorias sobre o consumo, tempo de
alimentacdo e ruminacéo, favorecendo também o tempo destas varidveis em relacéo ao

consumo de matéria seca e fibra em detergente neutro.

Palavras-chaves: alimentagdo, consumo, écio, ruminagao
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the influence of increasing levels of red propolis extract
(EPV) on the ingestive behavior of confined lambs. The experimental period was 68
days. 35 Santa Inés crossbred lambs were used, with an average age of five months and
an initial average body weight of 17.08 + 2.36 kg. The animals were distributed in a
completely randomized design, and subjected to five treatments (0, 7, 14, 21, 28 mL of
EPV/animal/day) with 7 repetitions each. The animals were housed in individual pens
and the feed was offered twice a day. Observations regarding ingestive behavior were
carried out during two periods of 24 hours uninterrupted, evaluating feeding, rumination
and leisure time. Observations were performed for three periods of the day, and with
three repetitions per period, to determine the number of merictic chews per cake,
rumination time per cake, number of ruminated cakes. The number of periods of
feeding, rumination and leisure were determined, together with the average duration of
each period. Consumption was determined based on what was offered and surplus to
obtain the g variables of DM and NDF/meal. The variables of feed efficiency and
rumination were determined based on the consumption of dry matter and fiber in neutral
detergent, divided by the time of feeding and rumination. The consumption of dry
matter and fiber in neutral detergent showed a quadratic effect, the time of feeding and
rumination suffered a significant effect between the tested levels, however, the time
allocated for idleness and rumination per kg of NDF did not present significant
differences. The number of ruminated cakes/day, time/cake, chews/cake and chews per
day were significantly influenced. For the number of periods and duration of behavioral
activities, there was no significant effect. The intake of dry matter (g DM/meal) and
neutral detergent fiber (g NDF/meal) were not influenced, the same happened for the
rumination variable. The feed efficiency of DM and NDF showed an increasing linear
effect, while the rumination efficiency of DM and NDF showed a quadratic effect. The
administration of red propolis extract to confined lambs affected the ingestive behavior,
providing improvements on consumption, feeding time and rumination, also favoring
the time of these variables in relation to the consumption of dry matter and neutral

detergent fiber.



Keywords: food, consumption, leisure, rumination
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4.1. INTRODUCAO

A necessidade de intensificagdo na ovinocultura cresceu gradativamente com o
passar do tempo, necessitando de novos modelos de producdo que visam menores
periodos para terminacao dos animais e menores areas para instalaces destes setores de
producdo. Devido a caréncia de intensificacdo na ovinocultura brasileira, produtores e
técnicos buscam formas de melhorias da producdo com o uso de aditivos na dieta e
confinamento dos animais, principalmente na regido Nordeste do Brasil.

O uso de aditivos sintéticos e naturais teve um aumento considerado na nutrigdo
animal, por proporcionar aos ruminantes uma melhor utilizacdo da energia metabolica
(SPEARS, 1990), melhorando a saude ruminal do animal e afetando diretamente seu
desempenho produtivo.

A prépolis tem sido bastante estudada como forma alternativa de substituicdo
dos aditivos artificiais que sdo utilizados na alimentacdo animal, devido a sua
quantidade de elementos essenciais como os flavonoides na sua composigdo. Na
producdo de ruminantes as informacdes sobre o uso da propolis ainda sdo recentes em
relacdo a sua utilizacdo in vivo, principalmente em relacdo aos seus efeitos sobre o
comportamento animal.

O comportamento animal € bastante variado, sendo influenciado por diversos
fatores, como internos e externos, sendo assim, o entendimento desta atividade,
associado aos aspectos ecoldgicos e bioclimaticos, contribui para adequacdo do manejo
e selecdo do rebanho, quando relacionado com a adaptacdo de um determinado animal
ou espécie a um ambiente ou dieta (RIDLEY, 1995). A analise comportamental dos
animais baseia-se em diversas variaveis diarias que o animal exerce: alimentacao,
ingestdo de agua, tempo de cocho, ruminagdo e 6cio ou inativo.

Alguns estudos comportamentais envolvendo animais que receberam diferentes
niveis de produtos a base de prépolis (LLOS) e o controle (sem aditivo) mostraram que
a adicdo deste tipo de produto ndo influencia na atividade comportamental dos animais
(ruminacdo, 6cio e alimentacdo), mesmo quando comparado com aditivos sintéticos
como a monensina, (Faria et. al,2011, Geron et. al, 2014 e Silva et. al, (2015).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a influéncia de niveis crescentes do

extrato da propolis vermelha sobre o comportamento ingestivo de ovinos confinados.
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42. MATERIAL E METODOS

Periodo e localizacdo do experimento

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFAL) sob o protocolo numero 37/2018, e foi desenvolvido no setor de
Ovinocultura do Centro de Estudos Zootécnicos, da Universidade Federal de Alagoas,
Campus Arapiraca-AL, com latitude 9°45°09° ¢ longitude 36°39°40’’. O periodo
experimental foi de 68 dias, sendo 10 dias destinados adaptacdo dos animais as dietas e

instalacGes, durante os meses de setembro a novembro de 2018.

Animais e tratamentos testados

Foram utilizados 35 cordeiros mesticos Santa Inés, machos ndo castrados, com
peso vivo inicial de 17,08 £ 2,36 kg e idade média de cinco meses, distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado. Os animais foram alojados em baias
individuais e numeradas conforme o animal e tratamento, com area til de 1,2 m? (1m
x 1,2m), de chdo cimentado e galpdo coberto, providas de acesso aos cochos de
alimentacdo na parte externa da baia. Os animais foram identificados no inicio do
periodo experimental com brincos de plésticos, vermifugados e vacinados contra

clostridioses.

Os tratamentos testados foram:

0% = controle (sem uso do extrato alcoolico da propolis vermelha);
7% = 7mL de extrato/animal/dia;

14% = 14mL de extrato/animal/dia;

21% = 21mL de extrato/animal/dia;

28% = 28mL de extrato/animal/dia.

Dieta experimental e analises quimicas

Todos os animais tiveram acesso a mesma dieta, sendo 60% de volumoso
(feno de capim Tifton) e 40% de concentrado, sendo formuladas seguindo o NRC
(2007) para atender as exigéncias nutricionais para ganhos de 250g/animal dia.

Os animais receberam agua e racdo ad libitum, sendo esta dividida em duas
refeicdes diarias (7:00h e 16:00h, sendo 60% do total pela manhé e 40% a tarde) de
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modo a permitir sobras de 10% do fornecido. A composicdo percentual da dieta esta

apresentada na (Tabela 1).

Tabela 1. Composicgéo da dieta fornecida aos animais

Proporcdo dos ingredientes na dieta total com base na matéria seca

Ingredientes (kg/MS)

Feno 60,00
Farelo de Soja 19,38
Fubéa de Milho 18,62
Mistura Mineral* 2,0
Total 100
Composicdo do percentual dos nutrientes dos ingredientes da dieta (g/kg de MS)
Variaveis Concentrado Feno Dieta total
Matéria seca 880,40 846,40 860,00
Proteina Bruta 356,30 70,20 184,64
Extrato Etéreo 33,10 14,70 22,06
Cinzas 81,00 57,30 66,78
FDNcp 109,00 734,84 484,48
FDA 62,50 436,00 286,60
CNF 420,60 123,00 242,04
NDT (g/kg)? 724,96 632,51 669,49

INiveis de garantia: Calcio 120g; Fésforo 87g; Sédio 147g; Enxofre 18g; Cobalto 40mg; Cobre 590mg;
lodo 80mg; Cromo 20 mg; Manganés 1300mg; Selénio 15mg; Zinco 3800mg; Ferro 1800mg;
Molibdénio 10 mg; flGor (méaximo) 870mg.

20bitido segundo Weiss,(1999).

O extrato de propolis foi fornecido aos animais ap6s a alimentacdo com
intervalo de uma hora, utilizando uma pistola dosadora de 10mL. A dosagem foi
dividida em metade da dosagem pela manha e a outra a tarde, via oral, 0s animais do
grupo controle receberam 0 mesmo manejo, mas com agua, para diminuir o efeito de

manejo por tratamento.

Extracdo da propolis

As amostras brutas de propolis vermelha foram adquiridas de um apiario,
localizado no municipio de Santa Cruz de Cabréalia, da Bahia, sendo mantidas em
ambiente escuro e refrigeradas. Para a obtencdo do extrato, a propolis bruta foi
fracionada a tamanhos menores e pesou-se 30 g que em seguida foi triturada,
homogeneizada e armazenada em frascos de vidros, sendo adicionado 100 mL de

solucdo hidro-alcodlica a 70%, permanecendo em repouso por um periodo de 10 dias
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em local escuro, com posterior filtragem em papel-filtro, obtendo-se a solugdo do
extrato de propolis e armazenada em frascos escuros sem influéncia da luz, conforme
metodologia de Stradiotti Junior et al., (2004).

Figura 1. Processo para obtencéo da solucéo estoque do extrato da Prdpolis vermelha
Fonte: Arquivo pessoal

Determinacgéo dos compostos fendlicos da propolis

O contetdo fendlico total foi determinado usando o reagente de Folin Ciocalteau
(Singleton; Rossi JR., 1965; Singleton et al., 1998). A reacdo foi preparada com uma
aliquota de 0,5 mL de extrato de propolis (Img.mL-1), 2,5 ml de solu¢do aquosa de
Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi introduzida
em um banho com regulacdo térmica a 45°C durante 15 minutos; em seguida, a mistura
foi retirada e mantida ao abrigo de luz e temperatura ambiente por 30 minutos. A
absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro (Marca Shimadzu Modelo UV Mini
1240) a 750 nm. A quantidade de fendlico total estd expressa como equivalente de acido
gélico (EAG) (mg EAG/mL de extrato) através de uma curva de calibracdo utilizando
solugBes conhecidas para o padrdo de &cido galico (100 a 12 pg acido galico mL™ de

solucao) nas mesmas condig¢des (A = 750 nm).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE)

Para o preparo das amostras, 0s extratos secos foram diluidos em metanol grau

HPLC na concentragio de 2 mg.mL™? e filtrados através de uma membrana de 0,22 um.
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Os experimentos cromatograficos foram realizados com o sistema HPLC-SHIMADZU
DGU-20A5R composto por uma coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4.6mm d.i. X
3,5 um), com volume de inje¢do de 20 pL. A separagdo cromatografica foi baseada no
método proposto por Park et al., (2002) com modificacGes. A fase movel utilizada foi
agua/acido acético (19:1, v.vl) (solvente A) e metanol (solvente B), com fluxo
constante de mL.mint. O gradiente iniciou com 30% do solvente B até 40% de B em 15
minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em 45 minutos, 75% de B em 65 minutos,
75% de B em 85 minutos, 90% de B em 95 minutos, 100% de B em 100 minutos e 30%
de B em 110 minutos. O tempo de corrida total foi 120 minutos. As substancias foram
determinadas pela comparagdo com os espectros dos padrdes na regido ultravioleta de
200 a 400 nm obtidos por meio do detector de arranjo de diodos. A coluna foi mantida a
uma temperatura constante de 35°C e os cromatogramas foram processados utilizando-
se software especifico.

Foram utilizados padrdes auténticos (Sigma Aldrich) de Acido Clorogénico,
Acido Galico, Acido Cumaérico, Pirocatequina, Kaempferol e Quercetina para
identificacdo e quantificacdo. As equacdes da reta, linearidade (R) e a faixa de

concentracédo de cada padréo estdo apresentadas na (Tabela 2).

Tabela 2. Equacdes da reta, linearidade (R) e a faixa de concentracdo de cada padrao.

Equacéo da Faixa de Comprimento de
Padrdes quag R2 Concentracao b
reta % ondanm

) (Hg.mL™")

Acido Galico Y=7E-0,6x 0,989 0,2-200 270
Kaempferol Y=2E-05x 0,997 2-200 270
Pirocatequina Y=2E-05x 0,997 6,25-100 270
Quercetina Y=4E-06x 0,991 10-200 270

Acido Cuméarico  Y=7E-0,6x 0,997 0,2-200 310

Acido Y=1E-05x 0,999 2-200 310

O resultado do teor de flavondides totais e o teor de compostos fendlicos, estdo

apresentados na (Tabela 3).

Tabela 3. Teores de flavonoides totais e compostos fendlicos do extrato da prépolis
vermelha (EPV)
Composic¢édo do EPV Quantidade (mg.mL de extrato)

Flavonoides totais® 8,499

Compostos fendlicos? 16,18
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!Quantificado em equivalente Catequina; 2Quantificado em equivalente acido galico

Os é&cidos fendlicos e flavondides obtidos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia HPLC, sdo apresentados na (Tabela 4).

Tabela 4. Composigdo de &cidos fendlicos e flavonoides identificados no extrato da
prépolis vermelha (EPV)

Descricéo Composicao Quantidade (ug.mL de extrato™)
Acido Galico 22,559
Acidos fendlicos Acido Clorogénico 20,139
Acido Cumarico 19,255
Kaempferol 401,168
Flavonoides Pirocatequina 27,729
Quercetina 148,741

Avaliagdo comportamental

As observacgOes referentes ao comportamento ingestivo foram realizadas durante
dois periodos, no 33° dia e 40° dia de experimento, por 24 horas ininterruptas cada. As
anotacOes referentes ao estudo do comportamento ingestivo dos animais foram feitas
por avaliadores devidamente treinados, a cada 5 minutos, através do auxilio de planilhas
desenvolvidas para tal finalidade, conforme metodologia descrita por Silva et al.,
(2008). As variaveis comportamentais estudadas foram: tempo de alimentacdo, tempo
de ruminacao e de outras atividades (6cio).

Foram realizadas observacdes por trés periodos do dia (manhd, tarde e noite), e
com trés repeticdes por periodo, de acordo com a metodologia descrita por Burger et al.
(2000), a fim de determinar a contagem do numero de mastigacdes mericicas por bolo
(NMb, n°/bolo), o nimero de vezes que o bolo é mastigado apds ser regurgitado. Da
mesma forma, é determinado o tempo de ruminagdo de cada bolo (TBR, seg/bolo),
tempo usado pelo animal para mastigar cada bolo apos ser regurgitado.

Tais observacdes foram realizadas com a utilizacdo de crondmetros digitais.
Ainda de acordo com a metodologia descrita por Burger et al. (2000), foi calculado o

numero de bolos ruminados por dia (NBR), através das equagdes abaixo:

NBR =RUM/TBR
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Em que: NBR em namero por dia; RUM - tempo de ruminagdo em minutos por dig;
TBR - tempo por bolo ruminado em segundos.

Foram realizadas contagens dos periodos de alimentacdo, ruminacéo e Ocio,
diretamente na planilha de dados do Excel® e com auxilio do cronémetro digital. A
duracdo média de cada um dos periodos discretos foi obtida pela divisdo dos tempos
didrios de cada uma das atividades pelo numero de periodos observados, conforme
descrito por Silva et al. (2006).

As variaveis g de MS e FDN/refeicdo foram obtidas dividindo-se o consumo
médio individual de cada fracdo pelo nimero de periodos de alimentagéo por dia (em 24
horas).

Os resultados referentes as variaveis de eficiéncia do comportamento ingestivo

foram obtidos pelas relagdes, metodologia descrita por Burger et al. (2000):

EAL = CMS/TAL e EAL = CFDN/TAL
Em que: EAL eficiéncia alimentar; CMS (g MS/dia), consumo de MS; TAL (min/dia),
tempo de alimentacdo; CFDN (g FDN/dia), consumo de FDN.

ERU =CMS/TRU e ERU = CFDN/TRU
Em que: ERU (g MS/h; g FDN/h), eficiéncia de ruminacdo; TRU (h/dia), tempo de
ruminacao.
As varidveis g de MS e FDN/bolo foram obtidas dividindo-se o consumo médio
individual de cada fragdo pelo nimero de bolos ruminados por dia (em 24 horas).

Andlises estatisticas

Os dados foram avaliados por meio de anélises de variancia e de regressdo. Os
modelos estatisticos foram escolhidos de acordo com a significancia dos coeficientes de
regressdo, utilizando-se o teste t em nivel de 5% de probabilidade, e de determinacgéo
(R?) e como fendmeno bioldgico estudado. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando-se o Sistema de Anélises Estatisticas e Genéticas — SAEG (2001).
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43. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os consumos de matéria seca (CMS) e fibra em detergente neutro (FDN)
apresentaram comportamento quadratico (P<0,05), com ponto de minima estimado na
dose de 14,04 e 13,61 (mL/dia), respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 - Consumo de matéria seca (CMS) e fibra em detergente neutro (CFDN) e
tempos despendidos nas atividades de alimentacdo, ruminacéo e 6cio de ovinos de
ovinos recebendo doses de extrato de propolis vermelha

Vari Dose de extrato de prépolis (ml/dia) CVv Eqt Valor p
' 0 7 14 21 28 @) 1 L 0

Consumo (g/dia)
CMS 76535 720,81 667,98 684,03 780,26 17,13 Y: 0,88 0,01
CFDN 384,25 366,75 344,68 348,92 39852 1817 Y. 0,69 0,04
Minutos/dia
Ali. 333,57 303,46 283,21 28385 302,31 13,18 Yz 0,01 0,00
Ru. 613,21 632,31 643,08 647,86 637,86 11,71 Ys 0,18 0,03

Ocio 493,21 504,23 513,71 508,30 499,83 18,77 ~ 099 0,74

Minutos/kg MS
Ali. 45430 468,57 399,44 426,83 38512 2391 Ys 0,04 0,88
Ru. 850,53 942,44 919,82 929,03 828,01 17,7 Ys 0,86 0,02
Minutos/kg FDN
Ali. 913,84 928,89 773,78 836,29 755,18 245 Y7 0,02 0,90
Y =

Ru. 1716,27 1867,00 1781,47 1819,66 1622,45 19 1761,37 0,41 0,09

503,86

'Equagdo: Y1 = 774,1110 — 14,3692P + 0,5117P% (R= 0.93); Y. = 388,904 — 6,3952P + 0,2350P?
(R=0.89); Y3 = 353,842 — 8,8334P + 0,2622P? (R=0.96); Y4 = 595,769 + 8,4726P - 0,2557P? (R=0.90);
Ys = 462,877 — 2,57314P (R=0.65); Ys = 855,083 + 1,3615P - 0,5160P%(R=0.89); Y7 = 923,580 —
5,8559P (R=0.67). CV- Coeficiente de variacdo; P= Probabilidade de erro; L — Linear; Q — Quadratica;
Ali: Alimentacdo; Ru: Ruminagdo; Vari: Variavel.

As variaveis tempo de alimentacdo e ruminacdo (minutos/dia e minutos/kg MS)
foram influenciadas (P<0,05) pelos niveis testados, no entanto, o tempo destinado a 6cio
e ruminacgéo por kg de FDN néo apresentaram diferencas significativas (P>0,05).

O tempo de alimentacdo (minutos/dia) apresentou efeito quadratico (P<0,05),
com ponto de minima na dose de 16,84 (mL/dia) de extrato de propolis, porém, o tempo
destinado a ruminagdo (minutos/dia) apresentou um comportamento inverso, com ponto
de maxima ao nivel de 16,56 (mL/dia).

A reducdo no tempo de ruminacdo a partir do nivel de 16,56 (mL/dia), pode ser
explicada pelo aumento no tempo alimentacdo, devido ao comportamento das variaveis

serem excludentes, na medida em que se ha o aumento do tempo dispendido em
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determinada atividade, h& diminuicdo em outra (PARDO et al., 2003). Essa reducao
também pode ser explicada pelo aumento da digestibilidade, com isso pode ter ocorrido
uma necessidade menor de ruminacao.

Prado-Calixto et al., (2017) em estudo com cordeiros recebendo trés dosagens
LLOSC2 na dieta, onde, cada dose possuia 88,16 mg/g de flavonoides e 30,94 mg/g de
compostos fenolicos, observaram uma tendéncia de aumento no tempo gasto com
alimentacdo para o grupo que recebeu maiores concentragcdes. Por outro lado, Itavo et
al., (2011) e Silva et al., (2019) ndo encontraram diferencas significativas do extrato de
propolis marrom e prépolis bruta, sobre tempo de alimentagdo, ruminagéo e 4cio.

Os tempos de alimentagdo por MS e FDN (minutos/kg) reduziram linearmente
com a utilizacdo do EPV (P<0,05), onde, os animais que receberam maiores doses
passaram menos tempo em alimentacdo por kg. O tempo de ruminacdo em (minutos/kg)
de MS, apresentou um efeito quadratico (P<0,05), esse resultado provavelmente ocorreu
devido a alteragdo no CMS e no tempo gasto nas respectivas atividades, uma vez que
essas variaveis sdo resultado da divisdo do CMS pelo tempo gasto nessas atividades em
um dia, onde, variacbes no CMS e tempo geral destinado a estas varidveis podem
influenciar diretamente no resultado dos tempos de alimentacdo e ruminacéo de MS e
FDN (minutos/kg).

Os niveis de propolis testados influenciaram significativamente, (P<0,05) as
variaveis: niamero de bolos ruminados/dia, tempo/bolo, mastigacdes/bolo e mastigacbes
por dia (Tabela 6).

Tabela 6- Bolos ruminados/dia (Bolos/dia), tempo gasto/bolo (Tempo/bolo), nimero de
mastigacGes/bolo ruminado (MBR) e numero de mastigacGes/dia de ovinos recebendo
doses de extrato de propolis vermelha

Dose de extrato de propolis (ml/dia Valor
Variavel propolis ( ) %V Elq _ valorp
0 7 14 21 28 (%) L Q
Bolos/dia 72820 71215 71610 722,04 84156 16,07 Y: 0,024 0,025
Lig)pO/bo'o 5082 5191 5496 5488 4613 1307 Y, 0265 0,001

Mast./bolo 69,31 71,10 7450 7566 6539 1225 Yz 0,665 0,004

. 50544, 49903, 53060, 54304, 55878,0
Mast./dia 87 02 36 09 9 158 Y4 0,038 0,771

'Equagdo: Y= 735,031 - 7,8337P + 0,4019P2 R=0,91; Y, = 49,7672 + 0,8400P - 0,03327P2 R=0,79; Y3
= 68,2756 + 0,0101P — 0,03833P? R=0,76; Y, = 49763,40 + 213,814P R=0,90. CV- Coeficiente de
variacdo; P= Probabilidade de erro; L — Linear; Q — Quadrética; Mast: Mastigacao.
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Observou-se efeito quadratico (P<0,05) para a variavel de bolo/dia, com ponto
de minima de 9,74 mL/dia de extrato, onde, o tempo/bolo sofreu um efeito quadratico
tendo menores valores para o tratamento 28%, o que pode ser explicado pelo aumento
da quantidade de bolo, diminuindo assim o tempo. A reducdo da variavel de
mastigacdo/bolo pode ter sido influenciada pelo aumento da digestibilidade e
degradacdo, proporcionada pelo efeito da propolis sobre a atividade das bactérias do
rumen, e também pelo aumento de bolo/dia.

Os resultados de mastigacOes/dia sofreram efeito significativo (P<0,05), tendo
um comportamento linear crescente, o que pode estar relacionado com o aumento do
consumo dos animais e no tempo de alimentacdo e ruminagéo, levando aos mesmos
mastigarem mais tempo por dia.

Segundo Costa et al. (2010), a fibra € um componente muito importante na dieta
de ruminantes, pois esta associada aos estimulos de mastigacdo, motilidade ruminal,
manutencdo da estabilidade do ambiente ruminal, consumo de matéria seca e
fornecimento de energia. Esperava-se que o0s resultados relacionados a ruminacgédo
fossem semelhantes entre 0s grupos, visto que todos os animais receberam o mesmo
tipo e proporcdo de dieta, contudo, a interacdo entre tipo de dieta e atividade ruminal
influenciaram nos resultados, o que pode ter ocorrido para 0s animais que receberam
maiores niveis de extrato de propolis, agindo sobre as bactérias fibroliticas e
celuloliticas.

Para 0 nimero de periodos e tempo de periodos das atividades comportamentais,
ndo houve efeito significativo (P>0,05) para os niveis de extrato de propolis testados
(Tabela 7).

Tabela 7- Valores médios do nimero de periodos de alimentacdo (NPA), ruminacao
(NPR) e 6cio (NPO), juntamente com o tempo de duracdo (minutos) dos periodos de
alimentacdo (TPA), ruminacdo (TPR) e écio (TPO) de ovinos recebendo doses de
extrato de propolis vermelha

Variavel Dose de extrato de prépolis (ml/dia) oV Eq Valor p

0 7 14 21 28 L Q
NPA 715 657 621 629 750 3306 675 0803 0,078
NPR 1343 1221 1279 1243 1293 17.65 1276 0690 0,268
NPO 1629 1579 1564 1471 1564 1611 1561 0375 0,512
(Trm) 4922 4725 4886 5192 4149 2838 4775 0261 0,334
TPR

(min) 48,10 50,77 52,94 53,46 50,39 23,74 51,13 0,488 0,274
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TPO

(min) 30,82 34,61 33,22 3488 33,01 2488 3331 0,552 0,344

Eq- Equacdo; CV- Coeficiente de variagdo; P= Probabilidade de erro; L — Linear; Q — Quadratica.

Define-se por periodos o nimero de vezes em que 0 animal praticou alguma
atividade comportamental e voltou a repeti-la num outro momento (SANTANA
JUNIOR et al., 2013). Apesar dos tempos de alimentacdo, ruminagdo e dcio terem sido
influenciados pelos niveis de extrato de préopolis utilizados, (Tabela 2), os nimeros de
periodos para cada atividade nédo sofreram influéncia dos niveis de extrato de prépolis
vermelha.

Os niveis de propolis testados ndo influenciaram (P>0,05) a ingestdo de matéria
seca (g de MS/refeicdo) e de fibra em detergente neutro (g de FDN/refeicdo) e
ruminacdo em (g de MS e FDN/bolo), mas influenciou sobre a eficiéncia de

alimentacdo e ruminacao (P<0,05) (Tabela 8).

Tabela 8- Ingestdo de MS e FDN (gramas/refeicdo), eficiéncia de alimentacdo e
ruminacdo (kg MS e FDN/hora) e ruminagdo (kg de MS e FDN/bolo) de ovinos
recebendo doses de extrato de propolis vermelha

. Dose de extrato de prépolis (ml/dia) cVv 1 Valor p
Vanavel o7 14 a1 28 () L Q
Ingestéo
g MS/ref. 111,15 105,99 127,53 136,52 115,39 43,63 119:32 0,379 0,396

g FDN/ref. 55,83 53,67 6586 69,85 5890 439 Y =60,82 0,328 0,339
Eficiéncia de alimentacao

g MS/h 136,66 134,97 157,68 150,18 165,77 21,18 Y1 0,018 0,901

gFDN/h 68,37 68,46 81,44 76,75 84,61 24,7 Y2 0,012 0,910
Eficiéncia de ruminagéo

g MS/h 74,80 66,06 67,20 6548 73,48 18,66 Ys 0,769 0,021

gFDN/h 37,49 3349 32,66 3348 37,48 187 Y4 0,997 0,010

Ruminagéo
g MS/b. 105 09 103 100 094 229 Y=099 0,325 0,835
gFDN/b. 052 048 053 051 048 2359 Y=051 0517 0,643

!Equacdo: Y1 = 134,363 + 1,0492P (R=0,76); Y.= 67,7694 + 0,5826P (R=0,76); Y3= 74,4265 - 1,2960P
+ 0,04464P? (R=0,88); Y, = 37,4495 — 0,7242P + 0,02585P? (R=0,99). Eq- Equacéo; CV- Coeficiente de
variacdo; P= Probabilidade de erro; L — Linear; Q — Quadrética; g- Gramas; h- Hora; b- Bolo.

A eficiéncia de alimentacdo da MS e da FDN apresentou efeito linear crescente
(P<0,05), sendo que para cada aumento de 1 mL do extrato de prépolis acarreta em uma

elevacdo de 1,049 e 0,582g para eficiéncia de alimentacdo e ruminacéo,
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respectivamente. Esse resultado é sustentado pela alteracdo no tempo de alimentacao e
no consumo de MS e da FDN. Dessa forma, a existéncia de efeito significativo para 0s
consumos de MS e FDN pode ter contribuido para a alteracdo observada nas eficiéncias
de alimentacédo e ruminacdo em funcgéo das doses de extrato de prépolis vermelha.

A eficiéncia de alimentag&o correlaciona-se com a velocidade de ingestdo dos
nutrientes em fungdo do tempo, gerando uma maior disponibilidade desses mesmos
nutrientes para o processo de digestdo (SANTANA JUNIOR et al., 2013). Sendo a
eficiéncia de alimentacdo e ruminacdo afetada pelo teor de fibra e tamanho da particula
da dieta consumida. No presente estudo, todos os animais receberam dieta com mesmo
teor de fibra e forma fisica, o que explica o efeito da propolis sobre 0 ambiente ruminal
através da acdo sobre as bactérias fibroliticas e celuloliticas, obtendo efeitos
significativos para variaveis de eficiéncia.

As eficiéncias de ruminacdo da MS e da FDN apresentaram efeito quadratico
(P<0,05), com ponto minimo estimado ao nivel de inclusdo do extrato de propolis de
14,52 e 14 mL/dia, respectivamente. Esse efeito pode ter sido influenciado pelas
alteracdes observadas no tempo de ruminagdo e no consumo, uma vez que essa variavel
é obtida pela divisdo do consumo de MS e FDN pelo tempo gasto em ruminag&o.

Itdvo, et al., (2011) trabalhando com cordeiros recebendo dieta com relagdo
volumoso:concentrado (50:50) e 15 mL de extrato de prépolis por dia, ndo observaram
diferencas significativas para taxa de alimentacdo, mas obteve valores maiores para
variavel de ruminacdo, tanto para MS e FDN (g/min) quanto comparado aos animais

que receberam propolis verde em relagdo ao controle.
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4.4, CONCLUSOES

A administracdo de extrato de prépolis vermelha para cordeiros confinados
afetou o comportamento ingestivo, concedendo melhorias sobre o consumo, tempo de
alimentacdo e ruminacdo, favorecendo também o tempo destas variaveis em relacdo ao
consumo de matéria seca e fibra em detergente neutro.

O extrato de propolis influenciou positivamente o comportamento ingestivo dos
animais, visto que houve um aumento na eficiéncia de alimentacdo e ruminacao,
proporcionando aos animais maior aproveitamento do alimento ingerido e,
consequentemente, maior eficiéncia bioldgica.

Essa maior eficiéncia de alimentagdo e ruminacdo demonstra ac6es semelhantes
entre os efeitos da propolis e aditivos sintéticos, assim a introducdo de um aditivo a base
de produto natural na alimentacdo de cordeiros pode ser uma alternativa para 0s
produtores e ao mercado da ovinocultura, uma vez que muitos paises tem proibido o uso

de aditivos sintéticos.
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V. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram eficiéncia no uso do extrato
de prépolis vermelha para cordeiros confinados, melhorando o0 consumo,
digestibilidade, desempenho, tempo de alimentacdo, ruminacdo e eficiéncia de
alimentacdo e ruminacdo, apresentando resultados semelhantes a acdo dos aditivos
sintéticos.

O extrato de prdpolis é um produto natural que pode ser utilizado como um
substituto dos aditivos sintéticos, pois proporcionam efeitos positivos na produtividade
animal e ndo apresentam riscos a salde humana.

S&0 necessarios mais estudos, principalmente da microbiota ruminal, producéo
de metano, excrecdo de urina e efeitos do extrato com dietas tendo maiores proporcdes
de concentrado, sob a produtividade de cordeiros mestigos em confinamento.

Também, fatores como tipos de processamento fisico, niveis de inclusdo e
formas de fornecimento, bem como o uso de uma dosagem adequada em funcdo da
composicdo quimica da propolis ou extrato utilizado devem ser mais estudados com
intuito de permitir recomendacOes adequadas e eficientes para 0 uso do extrato de
prépolis como aditivos na alimentacdo de cordeiros.



