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RESUMO

Foram utilizadas 3 vacas primiparas da raca Holandés, com uma média de 90 dias do
periodo de lactacdo, com a mesma ordem de parto, a mesma idade e uma média de peso corporal
de 485 + 11 kg. Objetivou-se avaliar o consumo das vacas, 0 desempenho na producdo de leite
e parametros ficoldgicos. As vacas foram distribuidas aleatoriamente em quadrado latino 3 x 3
repetidos duas vezes no tempo, com trés periodos e trés tratamentos. Os tratamentos foram
divididos em: tratamento controle 1 (0 ml de extrato etandlico de propolis), tratamento 2 (32
ml/dia de extrato etandlico de propolis), tratamento 3 (64 ml/dia de extrato etanodlico de
propolis). As vacas foram alojadas em baias individuais semifechadas com ventilagéo livre
durante todo o periodo experimental e submetidas a duas ordenhas diarias (07:00 h e 13:30 h)
realizadas manualmente por um ordenhador experimentado. Cada periodo teve duracdo de 17
dias, divididos em 12 dias para adaptacdo e 5 dias de coleta de dados. Cada quadrado latino
teve duragdo de 51 dias repetidos no tempo, totalizando 102 dias do periodo experimental. A
dieta fornecida para os animais em experimentacao consistiu em racdo concentrada e silagem
de milho, com relagdo volumoso:concentrado de 50:50. O extrato etandlico de propolis (EEP)
testado nas vacas tinha uma concentracao de 4,04% de compostos fendlicos totais. A adi¢do de
extrato etandlico da prépolis na dieta de vacas leiteiras ndo afetou (P > 0,05) consumo dos
nutrientes, composicdo do leite nem os pardmetros sanguineos. No entanto, houve uma
tendéncia a diferencia na producéo de leite, as vacas suplementadas com o maior nivel de
extrato etandlico da propolis (64 ml/d) produziram mais leite em relacdo aos demais
tratamentos. Entretanto, houve um consumo de matéria seca de 18,96 kg/d e ndo foi
influenciado por a ingesta do estrato da prépolis, o consumo de proteina bruta e carboidratos
ndo fibrosos também ndo foram afetados mantendo uma média de 2,83 kg/d, 6,62 kg/d.
Recomendasse a oferta de 64 ml de extrato de prépolis por aumentar a producdo de leite,

melhorar a eficiéncia alimentar e ndo influenciar negativamente sobre a qualidade do leite.

Palavras-chave: aditivo, producdo de leite, flavonoides, fenolicos.



ABSTRACT

Three primiparous Holstein cows were used, with a half of 90 days of lactation period,
with the same calving order, the same age and an average body weight of 485 + 11kg. The
objective was to evaluate the consumption of cows, performance in milk production and
phycological parameters. Cows were randomly assigned to a 3 x 3 Latin square repeated twice
in time, with three periods and three treatments. The treatments were divided into: control
treatment 1 (0 ml of ethanolic extract of propolis), treatment 2 (32 ml/day of ethanolic extract
of propolis), treatment 3 (64 ml/day of ethanolic extract of propolis). The cows were housed in
individual semi-closed pens with free ventilation throughout the experimental period and
milked twice daily (07:00 h and 13:30 h) performed manually by an experienced milker. Each
period lasted 17 days, divided into 12 days for adaptation and 5 days for data collection. Each
Latin square lasted 51 days repeated in time, totaling 102 days of the experimental period. The
diet provided to the experimental animals consisted of concentrate feed and corn silage, with a
forage: concentrate ratio of 50:50. The ethanolic extract of propolis (EEP) tested in cows had a
concentration of 4.04% of total phenolic compounds. The addition of propolis ethanol extract
in the diet of dairy cows did not affect (P > 0.05) nutrient intake, milk composition or blood
parameters. However, there was a tendency to differentiate in milk production, cows
supplemented with the highest level of propolis ethanol extract (64 ml/d) produced more milk
compared to the other treatments. However, there was a dry matter intake of 18.96 kg/d and it
was not influenced by the intake of the propolis stratum. 6.62 kg/d. Recommend the supply of
64 ml of propolis extract for increasing milk production, improving feed efficiency and not

having a negative influence on milk quality.

Keywords: additive, milk production, flavonoids, phenolics.
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1 INTRODUCAO

A producdo leiteira estd em constante aprimoramento por a necessidade de aditivos
naturais e a substituicdo de aditivos sintéticos (BRAVO, Alicia et al., 2018) o extrato de
propolis parece ser bastante promissor antimicrobiano, contém substancias previamente
isoladas de plantas e constituintes de origem vegetal que dificilmente seriam conhecidos de
outra forma (SALATINO, Antonio et al. 2005.) os aditivos naturais como 0s extratos de
prépolis sdo uma das mais ricas fontes de acidos fendlicos e flavonoides (SZLISZKA, Ewelina
et al. 2009.)

Os aditivos utilizados na nutricdo de ruminantes desempenham importante papel como
moduladores dos produtos finais da fermentacdo ruminal, com objetivo de manipular o
ecossistema ruminal para melhorar a eficiéncia produtiva dos ruminantes domeésticos (SILVA
etal., 2016; FERNANDES, 2021). Constantemente sdo realizadas pesquisas para atender essas
demandas e desenvolver alternativas sustentaveis aos aditivos sintéticos para ruminantes, como
uso de taninos (SHIRMOHAMMADLLI, Younes; EFHAMISISI, Davood; PIZZI, 2018). Os
residuos da agricultura sdo ricos em compostos bioativos, incluindo compostos fendlicos,
metabolitos secundarios encontrados naturalmente nas plantas, que apresentam capacidade
antioxidante, anti-inflamatdria, cardioprotetora e anticancerigena (JIMENEZ-LOPEZ, C. et al.
2020).

O uso de extratos vegetais, seja na nutricdo humana ou animal, é conhecido desde a
antiguidade por seus efeitos curativos ou no tratamento de doencas. Além de aditivos
fitoquimicos como probidticos, prebioticos, alguns acidos organicos envolvidos em vias
metabdlicas, ervas e extratos de plantas, podem oferecer alguns dos beneficios que o0s
antibioticos proporcionam (ATAIDES, 2015; CECHINEL FILHO, 2020). Os efeitos benéficos
ndo se restringem a sadde das pessoas, mas também impactam o meio ambiente como resultado
de seus impactos positivos nas emissées de metano (NEWBOLD, C. JAMES; RODE, L. M.
2006), maior sintese de proteina microbiana (MORSY, A. S. et al., 2021), maior digestibilidade
da fibra (SILVA, Jonilson Araujo da et al. 2014).

Com o objetivo de contribuir as necessidades por produtos mais verde da bovinocultura
objetivo-se avaliar o extrato etanolico de propolis na producdo, composicdo do leite e
parametros fisiologicos de vacas leiteiras. Tendo em vista que a composicdo da propolis varia
em funcdo de fatores como a flora da regido, estagdes do ano e caracteristicas geneticas das

abelhas avaliamos a propolis da regido do Rio Grande do Norte.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os aditivos comumente usados na nutricdo de ruminantes tém um importante papel
como moduladores dos produtos finais da fermentacdo ruminal. No entanto, o uso
indiscriminado de alguns aditivos sintéticos passou a ser questionado. A unido europeia proibe
0 uso de antibidticos em animais de fazenda 01/02/2022 Wordl Animal Protection — tal
finalidade ja estava proibida internamente na Europa desde o 01 de janeiro de 2006 (PEREIRA
2017). A saude e o estado metabolico das vacas leiteiras ttm um profundo efeito no desempenho
e na qualidade do leite (GROSS 2019). E por essa razdo que existe uma crescente necessidade
de avaliar sustancias naturais com potencial antimicrobiano que possam modificar
positivamente a fermentacdo microbiana no ramen.

2.1 Fitoquimicos

Os fitoquimicos sdo compostos bioativos naturais derivados de plantas e incorporados
a racdo animal por suas propriedades benéficas que ajudam a melhorar a produtividade e a
salde dos animais. Os fitoquimicos incluem compostos como polifendis, fitoesterdis,
saponinas, alcaloides, salicilatos, glucosinolatos, polifendis, inibidores de protease,
monoterpenos, fitoestrogénios, sulfetos, terpenos, lectinas, entre outros. Podem ser utilizados
na forma sélida, seca e moida ou como extratos brutos ou concentrados (BALCELLS, et al.
2012). Produtos naturais, incluindo a prépolis brasileira, tm sido considerados para uso na
alimentacdo animal devido sua diversidade fitoquimica.

2.2 Flavonoides

Os flavonoides tém sido utilizados no desenvolvimento de nutracéuticos e
medicamentos por apresentarem atividades bioldgicas relacionadas ao potencial anti-
inflamatorio, cardioprotetor, anticancerigeno, entre outros. Muitos dos efeitos farmacologicos
dos flavonoides se devem a sua a¢do nos mecanismos de acdo antioxidante relacionados a sua
capacidade de inibir oxidases, cujo efeito inibitério varia dependendo da concentragdo, pois
alguns inibem em concentracdes muito baixas uma determinada enzima, mas requerem
concentracbes maiores para a inibicdo. Eles também aumentam a disponibilidade de
antioxidantes endogenos e a atividade de enzimas antioxidantes; entretanto, a funcdo bioldgica
mais interessante € manter os niveis de estresse oxidativo abaixo de um ponto critico do corpo.
(HERNANDEZ-RODRIGUEZ; BAQUERO; LARROTA, 2019).

O Brasil possui pelo menos treze tipos distintos de propolis, de acordo com o Quadro 1

que amostra os tipos de propolis de Apis mellifera africanizada brasileira e seus respectivos



estados no Brasil, origens botanicas e compostos quimicos mais abundantes e/ou importantes

(DA CRUZ, 2021).

Quadrado 1 -Tipos de propolis de Apis mellifera africanizada brasileira e seus respectivos

estados no Brasil, origens botanicas e compostos quimicos
. Estado no Compostos guimicos mais
Tipo de _ Origem botanica _
prépolis | Brasil abundantes e/ou importantes
i Triterpendides (meliferona, acido
Rio Grande . o . S
1 Desconhecido moronico, 4&cido anwuweizonic e
do Sul L - o
acido betul6nico).
2 Rio Grande | Desconhecido Flavonoides e derivados do 4cido
do Sul cinamico.
3 Parana Choupos Principalmente flavonodides (crisina,
(Propolis (Populus L., pinocembrina, pinobanksina,
de alamo) Familia Salicaceae) | apigenina e galangina).
4 Parana Desconhecido Acido cindmico e derivados.
5 Parana Desconhecido Flavonodides e derivados do 4cido
cinamico.
6 Bahia Hyptis divaricado Benzofenona prenilada.
(Prépolis
marrom)
7 Bahia Desconhecido Flavonoides e derivados do é&cido
benzoico.
8 Pernambuco | Desconhecido Flavonoides e derivados do é&cido
benzoico.
9 Pernambuco | Desconhecido Derivados do acido cinamico.
10 Ceara Desconhecido Sesquiterpenos.
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11 Piaui Desconhecido Diterpenos.

12 Séo Paulo Baccharis Acidos cinamicos prenilados e
(propolis dracunculifolia flavonoides.

verde)

13 Alagoas Dalbergia Principalmente isoflavonoides
(propolis ecastophyllum (formononetina, vestitol, neovestitol e
vermelha) daidzeina) e chalconas.

Adaptacao de (DA CRUZ, 2021).

No Quadrado 2 mostram-se 0s compostos isolados de diferentes tipos de prépolis
brasileira e sua atividade inibitoria (SILVA, 2018; DA CRUZ, 2021).

Quadrado 2 -Compostos isolados de diferentes tipos de

ropolis brasileira.

Molécula

Tipo de propolis

Principal via anti-
inflamatoriaReferéncia

Propolis  tipo 3
(Propolis de dlamo)

Inibicdo de citocinas inflamatorias,
ativacdo de ERK 1/2 e NF-xB ¢ de

migracdo de neutrofilos.

Galangin

Apigenin
| R Propolis  tipo 3| Inibicdo da ativacdo de neutrdfilos,
= 2 OH (Prépolis de dlamo) citocinas inflamatdrias e fosforilacdo
HO de ERK e NF-xB
O OH
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v

Propolis  tipo 3

(Propolis de dlamo)

Inibicdo de citocinas inflamatdrias
(TNF-a), fosforilagdo de IxBao,
ERK1/2, JNK e p38MAPK e

0 OH migracéo de neutrofilos.
Pinocembrin
= 5 Prépolis  tipo 12 | Inibicdo da migracdo de neutrofilos e
\ (Prépolis Verde) da ativagéo de NF-kB
s
\

Propolis  tipo 13

(Prépolis vermelha)

Inibicdo da migragdo de leucdcitos e
ativacdo de NF-xB

Neovestitol

Propolis  tipo 13
(Propolis vermelha)

Inflamacdo aguda: Reduz a migracéo

de neutréfilos ao diminuir ICAM-1

Inflamacéo cronica: Diminui a

pontuacdo clinica e o dano articular
em um modelo de artrite induzida por

coladgeno

Propolis  tipo 13

(Propolis vermelha)

Inibicdo da migracdo, rolamento e
adesdo de neutrofilos; inibicdo de
CXCL1I/KC e CXCL2/MIP2 e

quimiotaxia de neutréfilos  via

Vestitol bloqueio do influxo de célcio
Ha O O 2 Propolis  tipo 13 | Inibicdo da adesdo da expressdo de
& (Propolis vermelha) neutrofilos, ICAM-1, VCAM-1 e E-
(o] OH
selectina e  translocacdo  da
Isoliquiritigenin subunidade p65 de NF-kBOI
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Propolis  tipo 13 | Inibicdo da migracdo de neutrofilos,
(Propolis vermelha) liberagdo de citocinas inflamatorias,
receptor TLR4 e ativacdo de NF-xB

Daidzein

Adaptacéo de (SILVA, 2018; DA CRUZ, 2021).

Entre os agentes naturais mais promissores, a propolis brasileira tem sido considerada
rica fonte de compostos bioativos conhecidos e principalmente inexplorados com propriedades
farmacoldgicas (BORRELLLI, et al., 2018). Estas caracteristicas tém despertado interesses
cientificos nas Ultimas décadas. No entanto, a prdpolis, ou cola de abelha, tem apresentado
variabilidade quimica devido a diversificacdo dos ecossistemas apicolas, o que dificulta sua
padronizacdo e, consequentemente, a sua consolidacdo como farmaco nos sistemas de saude.
Por outro lado, esta composicao diversificada tornou a propolis uma fonte de diversas moléculas
biologicamente  ativas, principalmente agentes antioxidantes, antibacterianos e
anticancerigenos.

Ao longo dos anos tém sido realizados estudos com uso da prépolis na nutricdo de
animais ndo ruminantes (ESTUDO A; ESTUDO B; ESTUDO C) e principalmente em
pequenos ruminantes (ESTUDO X; ESTUDO Y; ESTUDO Z); contudo, estudos realizados
com bovinos leiteiros sdo poucos (ESTUDO W). A propolis e os acidos fendlicos de seus
compostos ativos, podem ser utilizados como um aditivo alimentar alternativo e natural. Sdo
descritos efeitos como aumento de desempenho, da qualidade e vida atil dos produtos
ruminantes (leite e carne), e reducéo da producéo de metano (KARA, et al., 2014), indicando

que a propolis pode ser um importante recurso para uso na nutricdo dos ruminantes.

2.3 A Propolis

A prépolis é uma substancia natural, produzida pelas abelhas a partir da goma de varias
plantas. Contém varios compostos quimicos, incluindo varios compostos fendlicos como
flavonoides (galangina, quercetina), acido cindmico e seus derivados (acido clorogénico, acido
ferralico, éster fenetilico do acido cafeico), varios esterdides, aminoécidos e aldeidos e cetonas
volateis (BORRELLI, F. et al 2002). A composi¢ao esta intimamente relacionada a ecologia da
flora de cada regido visitada pelas abelhas, o que também influencia a sua coloracgéo.

2.4 Efeito in vitro do extrato de propolis na producao de leite
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SANTANA, et al. (2012) avaliaram a atividade bactericida de extratos etandlicos de
propolis (0 a 0,5 mg/ml) in vitro contra Staphylococcus aureus isolado de vacas com inflamacao
mamaria. Os autores relataram diminuic¢ao do crescimento de S. aureus em meio BHI, morte de
células S. aureus ressuspensas no leite, e dose bactericida pelo menos 20 vezes maior. Além
disso, foram reveladas por imagens de microscopia de forca atdmica, alteracbes mofologicas e
de tamanho das células de S. aureus expostas a EEP (0,5 mg ml —1), indicando que EEP pode
ser eficaz contra cepas de S. aureus causadoras de mastite.

MORSY, A. S. et al. (2015) Conduziram o estudo para comparar 0s efeitos de extratos
etandlicos de propolis vermelha brasileira (BRP) e prépolis marrom egipcia (EBP)
caracterizados por diferentes compostos individuais na degradacdo ruminal de nutrientes e na
metanogénese. Os compostos majoritarios do extrato BRP foram isoflavonoides e chalconas,
que representaram 0,43 do total. Isoflavondides e acidos graxos saturados compuseram 0,53 do
extrato de EBP onde o extrato de BRP 25 pug aumentou a degradabilidade da matéria organica
verdadeira (TDOM), a supressdo de metano (CH 4) e a GP total foi a monensina, Tanto os
txtratos BRP quanto EBP aumentaram (P<0,05) a producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) totais e de todos os principais (acetato, propionato, butirato). A amdnia ruminal
permaneceu inalterada pelos tratamentos, mas os extratos de prépolis reduziram (P<0,05) a
contagem de protozoarios. Concluindo em que os extratos de propolis embora com
composigdes muito diferentes parecem agir de forma semelhante. Os dois tipos de propolis em
modificar a degradacdo ruminal de nutrientes e mitigar a formacdo de metano foram
comparaveis.

2.5 Efeito in vivo do Extrato De Propolis Na Producéo De Leite

Foi estudado o efeito antioxidante de um extrato de prépolis e vitamina E no sangue e
leite de vacas leiteiras alimentadas com dieta contendo 6leo de linhaga usando - 6leo de linhaca
+ PBP, 1,2 g/kg MS; - 6leo de linhaga + PBP + vitamina E, 375 Ul/kg MS, sequndo SANTOS,
Nadine Woruby et al. (2016). As dietas contendo PBP e PBP combinadas a vitamina E nédo
afetaram o consumo de MS e a composicao quimica do leite. As dietas fornecidas as vacas ndo
alteraram a producéo de leite e composicdo de proteina e lactose.

AGUIAR, S. C. et al. (2014) avaliaram o efeito da alimentagdo de compostos fenolicos
de extratos de prépolis para vacas leiteiras na producéo de leite , composicao de acidos graxos
do leite e capacidade antioxidante do leite, usando uma quantidade de 3,81, 3,27 e 1,93 mg de
compostos fendlicos/kg de MS ingerida onde concluiram que a adi¢do de prépolis as dietas ndo

teve efeito sobre 0 consumo de MS nem as concentragdes de gordura, proteina e lactose no leite



19

ndo foram afetadas, producgdo de leite, eficiéncia de conversdo alimentar, concentracdo de
solidos do leite ou escore de células somaticas mas a propolis melhora a qualidade do leite
guando adicionada a dieta de vacas leiteiras, mas diferentes quantidades de compostos fenolicos
podem influenciar os efeitos benéficos dos produtos a base de propolis no leite.

Os PBP reduziram o RD de proteina bruta dietética, A propolis também teve um efeito
positivo no metabolismo do nitrogénio ruminal a eficiéncia da sintese de proteinas microbianas
e 0s parametros sanguineos ndo foram afetados pela adicdo de PBP AGUIAR, Silvia Cristina
de et al. (2014). A inclusdo de propolis em dietas para vacas leiteiras tem efeitos positivos no
metabolismo de proteinas no ramen.

AKBARIAN, Abdollah et al. (2016) relata que os aditivos fotoquimicos antioxidantes
tém potencial com estresse térmico crénico sob condicdes desafiadoras em outras espécies
animais. A dose de (3 g/kg) de flavonoides foi capaz de melhorar o estado oxidativo em
diferentes tecidos semelhante a 250 mg/kg de vitamina C. SAHIN, Kazim et al. (2013)
identificaram 22 componentes no extrato; farnesol (um sesquiterpendide) sendo o mais
abundante, seguido pela flavona crisina, 1-propen-1tiol e 1-ciclohexeno-1-metanol.
Independentemente da suplementacdo de epigalocatequina-3-galato abordando seu papel na
mediacdo das respostas ao estresse oxidativo.

STELZER, Fabio Selva et al. (2009) quando avaliaram o desempenho de vacas leiteiras
alimentadas com concentrado em diferentes niveis associados ou ndo a prépolis com uma
quantidade 34 ml de extrato etandlico da propolis associado ao consumo e digestibilidade
aparente de nutrientes, producdo e composicao do leite, peso vivo, eficiéncia alimentar e uso
de concentrado para producdo de leite, declararam que ndo houve interacdo entre os niveis de
concentrado e propolis, e ndo houve efeito do PEE para os parametros avaliados. A adicédo de
propolis ndo altera o consumo, digestibilidade e desempenho de vacas com producéo acima de
20 kg de leite/dia.

O teor de gordura do leite e a composicao de &cidos graxos podem ser significativamente
alterados por meio de mudancas na dieta nutricional das vacas leiteiras, oferecendo assim a
oportunidade de responder as for¢as do mercado e as recomendacges de satude humana (Lock e
Shingfield, 2004). Assim, a propolis pode ser uma alternativa para melhorar a qualidade do
leite, manipulando o metabolismo lipidico e modificando a composicéo de AG no leite.

Apesar das informacGes dos trabalhos existentes, os autores concordam em que ha
necessidade de mais pesquisas sobre a acdo dos principios ativos dos extratos de propolis,
fitoquimicos e sua associacdo in vivo, principalmente avaliando o consumo, desempenho na

producéo e composicdo do leite, perfil hematoldgico e enzimas antioxidantes e comportamento
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animal (KOLLING, 2016). Ainda ha muito trabalho e estudos a ser feito para conseguir o
esclarecimento das contradicdes encontradas na literatura e alcancar a padronizacdo dos

diferentes tipos de propolis, para que 0s extratos vegetais possam ser adotados.
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3 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no setor de bovinocultura leiteira da Universidade Federal
Rural do Semiarido (UFERSA) Mossord, no estado do Rio Grande do Norte, Brasil. O
protocolo experimental do trabalho foi devidamente submetido e aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido —UFERSA

em reunido no dia 27 de abril de 2021.

|

3.1  Delineamento experimental

Neste estudo foram utilizadas 3 vacas da raca Holandés, primiparas, aos 90 dias do
periodo de lactacdo, com a mesma ordem de parto, a mesma idade e uma média de peso corporal
de 485 + 11 kg, distribuidas aleatoriamente em quadrado latino 3 x 3, dois quadrados repetidos
no tempo, com trés periodos e trés tratamentos (0, 32 e 64 ml/dia de EEP), totalizando 18
observacOes (6 por tratamento). As vacas foram alojadas em baias individuais semifechadas
com ventilacdo livre durante todo o periodo experimental e submetidas a duas ordenhas diarias
(07:00 h e 13:30 h) realizadas manualmente por um ordenhador experimentado. Cada periodo
teve duracdo de 17 dias, divididos em 12 dias para adaptacéo e cinco dias de coleta de dados.
Cada quadrado latino teve duracdo de 51 dias repetidos no tempo, totalizando 102 dias
experimentais.

3.2 Preparacdo do extrato etandlico da propolis

O aditivo a base de propolis utilizados nos tratamentos foi elaborado no Laboratorio de
Analises dos Alimentos (LANIS/UFERSA). A prépolis bruta foram obtidas de forma

comercial. Para a obtengdo do extrato de prépolis se compraram 7 kg de prépolis marrom bruta.
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utilizaram-se 30 g de prépolis bruta triturada para cada 100 ml de solucdo de alcool etilico
(70%), para uma fermentacdo por um periodo de 10 dias (STRADIOTTI JUNIOR, 2004).
Posteriormente, foi feita a centrifugada da mistura para facilitar a separacdo dos sélidos e
liquidos a uma velocidade de 3600 rpm durante 4 minutos e posteriormente armazenada em
botelhas de vidro cor &mbar. O extrato etandlico da propolis foi fornecido com ajuda de um
dosador manual o que permitiu facilitar a suplementacédo diaria do aditivo além de garantir o
100% da ingesta.

3.3 Determinacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais

Os fendis totais foram determinados conforme a metodologia de Meda et al. (2005),
através do uso do reagente Folin-Ciocalteau. A partir do extrato etandlico de prépolis
(30g/100ml), diluiu-se 0,5ml para 200 ml com etanol em seguida retiraram-se aliquotas de 0,5
ml, adicionou-se 2,5ml do reagente Folin-Ciocalteau (0,2N) em tubo de ensaio, apds 5 minutos,
colocou-se 2 ml de carbonato de sodio (75 g/L) e em seguida mantido em repouso por 2 h ao

abrigo da luz. A absorbancia foi medida em espectrofotometria Gehaka modelo UV-340G a
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760nm, utilizando branco metanol. Os resultados obtidos foram extrapolados em curva de
calibracéo obtida com padréo acido galico (20 a 200 ppm), e expressos em gramas equivalente
acido galico (EAG)/L de extrato.

Para a determinacdo dos flavonoides totais seguiu-se metodologia descrita na literatura
(MEDA et al., 2005), com adaptacdes. Aliquota de 5,0 ml do extrato diluido (5 ppm) foi
misturada com 5 ml de cloreto de aluminio (2%), em tubo de ensaio. Apds 10 minutos, a
absorbancia foi lida com no espectrofotdometro Gehaka modelo UV-340G em comprimento de
onda de 415 nm, utilizando como branco a amostra com metanol sem AICI3 para cada amostra.
Uma curva de quercetina (5 a 50 mg/L) foi usada como padrdo. O contetdo de flavonoides foi

expresso em gramas de equivalente quercetina (EQ)/L de extrato.

Quadrado 3 -compostos fenolicos e flavonoides presentes no extrato da propolis.

Amostra EAG % +SD
Ext EtOH propolis 4,04 0,03
Amostra EQ % +SD
Ext EtOH propolis 1,98 0,01

Fenois totais, EAG g/L EAG = equivalente acido galico
Flavonoides totais, EQ g/L EQ = equivalente quercetina.

A dieta experimental com a qual os animais foram alimentados consistiu em uma ragao
concentrada e silagem de milho, com uma relacdo volumoso: concentrado 50:50 teores de

concentragao.

Tabela 1- Contetdo nutricional dos alimentos.

CONCENTRADO 50% SILAGEM 50%
MS 88,53 41,79
MM 6,54 4,98
PB 21,36 8,64
EE 4,67 2,48

FDN 18,51 49,50
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Os tratamentos foram divididos da seguinte maneira; tratamento controle 1 (Oml de
extrato etanolico de prépolis), tratamento 2 (32ml/d de extrato etandlico de propolis),
tratamento 3 (64ml/d de extrato etandlico de préopolis). As vacas foram mantidas com agua
fornecida ad libitum.

FESIS

O aditivo de extrato etandlico de prépolis foi subministrada diretamente na boca do
animal com a ajuda de um dosador logo apds cada refeicdo, isso para facilitar a ingesta, sendo
fornecido duas vezes ao dia depois das ordenhas as quais foram realizadas manualmente por
um ordenhador experimentado as 7:00 h e as 13:30 h. O consumo de alimentos foi monitorado
diariamente, as sobras da racéo totalmente misturada foram coletadas e pesadas todos os dias
para garantir uma sobra de 10 ou 15% por animal.

BERVKILE V.
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Esse experimento consistiu em trés periodos experimentais cada quadrado de 17 dias
cada um, 12 dias para adaptacdo e 5 dias para a coleta de amostras e dados. Previamente foi
realizado o analises bromatologico de cada uma das silagens que foram ofertadas na racao.

Nos primeiros trés dias do periodo de coleta foram coletadas amostras de sobras dos
cochos de cada vaca respetivamente as quais foram levadas para o laboratorio onde passaram a
ser congeladas para serem feitos posteriormente analises de digestibilidade dos alimentos no
Laboratério de Nutricdo Animal da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, sendo
determinados os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), matéria mineral (MM), fibra
insolivel em detergente neutro (FDN), fibra insolivel em detergente acido (FDA), extrato
etéreo (EE), lignina e celulose, de acordo com a metodologia descrita por Silva e Queiros
(2019), carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados de acordo com Silva e Queiros
(2019), sendo CNF% = 100 - (%FDN + %PB + %EE + %cinzas).

As amostras das sobras foram coletadas nos primeiros 3 dos 5 dias do periodo de coleta
de dados, foi realizada a secagem em estufa com circulacéo forcada de ar a temperaturas de 55
°C por 72 horas para a determinacdo de MS, seguidamente as amostras foram trituradas com
moino, peneira de 1mm, posteriormente armazenados em recipientes plasticos e analisado para
MM, Cinzas, PB, EE e FDN segundo o sugerido por Silva e Queiroz (2019).

3.4 Amostras de leite Producgao e composic¢ao do leite.

Foi realizado um controle de leite onde o leite foi pesado os 17 dias de cada periodo
para avaliar a producdo de leite, no dia um coletou-se uma amostra de leite de manha e tarde de
cada vaca em cada periodo experimental, as amostras foram armazenadas em um recipiente
com gelo e levadas ao laboratério onde foram analisadas imediatamente.

Amostras de leite (50 ml) foram coletadas em recipientes plasticos e armazenadas em
refrigeracdo para posteriormente determinar com o uso de Milkoscan (Bentley - Bélgica) o

conteudo de:

e Gordura (%)

e Proteina (%)

e Lactose (%)

e Solidos totais (%)

e Extrato seco desengordurado (%)

e Gordura (g)
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e Proteina (g)

e Lactose (g)

3.5  Andlises do comportamento

Anélise de comportamento ingestivo foi realizado um dia por uma vez por periodo de
12 h (iniciado as 07:00 h e culminando as 19:00h) em intervalos de 5 min, os animais foram
submetidos a observacdes visuais individuais. Durante o periodo noturno, as observac6es foram
feitas com iluminacdo artificial. Foram registrados os tempos diarios de alimentacdo,
ruminagc&o, ingesta de Agua e dcio, de acordo com FERREIRA, A.C. et al. (2017)

Foi observado e contado tanto o numero de mastiga¢cdes ruminadas quanto os bolos
ruminados por esse periodo de tempo. Além disso, o tempo e 0 nimero de mastigacdes de cada
bolo ruminal para cada animal foram registrados como também tempo de postura dos animais

de pé e deitado, contabilizados as vezes que defecou e urinou cada uma delas.

3.6 Coleta de Amostras de Sangue e Anélise Hematoldgica.

As amostras de sangue foram coletadas com agulhas estéreis 10x25 mm por punc¢éo da
veia jugular esquerda em tubos de 10 ml no 5 dia do periodo de colheita obtidas 4h apds a
refeicdo da manha. Apds a coleta, as amostras foram centrifugadas para a obtencao do soro a
3.000 rpm/10 min. Posteriormente, o soro foi fracionado e armazenado em tubos de

microcentrifuga de 0,5 ml que foram congelados a -20°C.
> e § S 6 = s
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As anélises séricas foram realizadas em um analisador bioquimico semiautomatico (BIOPLUS
2000 ®; Mossord RN, Brasil). Foram determinadas as concentragdes de:
e Proteina total (g/dl)

e Albumina (g/dl)

e Ureia (mg/dl)

e Creatinina (mg/dl)

e Glicose (mg/dl)

e AST (UL)

e Colesterol (mg/dl)

e Triglicerideos (mg/dl)
3.7 Analises bioclimatoldgica

Em cada periodo experimental uma analises de bioclimatologia foram realizadas.
Coletou-se dados de velocidade do vento, umidade relativa, temperatura do globo ao sol e
temperatura do globo a sombra para o ambiente, temperatura retal, frequéncia respiratoria e
medigdes de temperatura da superficie corporal foram captadas do lado oposto ao rumem de
cada vaca, a pratica da captura das imagem foi realizada com ajuda de uma camara termogréafica
infravermelha, cada dado foi coletado por um periodo de 11 horas (07:00 as 17:00 horas) com
intervalos de 1 hora.

Cada termograma foi armazenado e posteriormente analisado pelo software
ThermaCAM Researcher Pro 2.10, foram obtidas as temperaturas do tronco, olho, focinho e
orelha, foram coletadas aproximadamente 396 imagens termograficas, todas as imagens
tomadas com cuidado para uma boa qualidade, para uma melhor leitura das analises no software

e resultados confiaveis.

3.8 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de maxima verossimilhanca restrita pelo
procedimento MIXED do SAS OnDemand, considerando periodo e animal como efeitos
aleatdrios e tratamento como efeitos fixos segundo o modelo a seguir: Yijk =p + Ai + Pj + Tk

+ eijk, em que Yijk = varidveis observadas, n = média geral, Ai = efeito do animal 1; Pj = efeito



28

do periodo j; Tk = efeito do tratamento k; e €ijk = erro aleatorio. Para analises do segundo
delineamento, foi incluida classe de temperatura ambiental como efeito fixo conforme modelo
a seguir: Yijkl = p + Ai + Pj + Tk + CI + €15kl, em que Yijkl = varidveis observadas, u = média
geral, Ai = efeito do animal i; Pj = efeito do periodo j; Tk = efeito do tratamento k; Ck = efeito
da classe de temperatura ambiental 1 e €ijkl = erro aleatério. Considerou-se P < 0,05 como
efeitos significativos e P > 0,05 e < 0,10 como tendéncia. As médias foram comparadas pelo

teste de Tukey.
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4 RESULTADOS

O consumo de matéria seca (18,96 kg/d), proteina bruta (2,83 kg/d), fibra insoltvel em
detergente neutro (7,36 kg/d) e carboidratos ndo fibrosos (6,62 kg/d) das vacas ndo foi
influenciado pela administragdo de EP (Tabela 2). A administracdo de 64 ml/dia de EP aumenta

o tempo de alimentacdo (P<0,05) e reduz (P<0,10) a procura por agua.

Tabela 2 -Consumo de nutrientes e comportamento ingestivo de vacas holandesas tratadas com
extrato etanoico de prépolis

Oferta de extrato de

prépolis
Oml/d 32ml/d 64ml/d EPM!  P-
Valor

Matéria seca kg/d 19,03 18,50 19,37 0,267  0,2570
Proteina bruta kg/d 2,85 2,76 2,90 0,045  0,2232
Materia Mineral kg/d 1,46 1,48 1,47 0,040  0,9668
Extrato etéreo kg/d 0,69 0,65 0,70 0,021  0,3829
Fibra insolivel em detergente neutro kg/d 7,30 7,28 7,52 0,276  0,4288
Carboidratos ndo-fibrosos kg/d 6,73 6,37 6,77 0,218 0,1835
Tempo de alimentag&o (min) 43,00 46,5®  49.83* 1,144  0,0081
Tempo de ruminagao (min) 33,00 37,00 31,00 1,696  0,3564
Tempo de ocio (min) 61,50 52,16 57,66 2,181  0,2222
Procura por agua (min) 6,50 833 550° 0,639 0,0780

'Erro padrio da média. ® Médias diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,10) na mesma linha recebem letras
diferentes.

A oferta de 64 ml/dia de EP tendeu a aumentar a producdo de leite e a eficiéncia
alimentar bruta de vacas (Figura 1).
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Figura 1. Produgdo de leite (kg/dia) e eficiéncia alimentar bruta de vacas holandesas tratadas com extrato etanolico
de prdpolis. Produgdo de leite: EPM=0,815, p-Valor=0,0663; Eficiéncia alimentar bruta: EPM=0,042, p-
Valor=0,0535.

Os teores de gordura (% e g), proteina (% e g), lactose (% e g) e solidos totais (%) do
leite das vacas ndo foram influenciados pela oferta de EP.

Tabela 3 -Composicao do leite de vacas holandesas tratadas com extrato etanolico de prépolis.

Niveis de extrato de prépolis EPM! P-Valor
0 ml/d 34 mi/d 64 ml/d
Gordura (%) 3,88 3,98 3,54 0,232 0,5721
Proteina (%) 3,75 3,51 3,44 0,082 0,3041
Lactose (%) 5,49 521 511 0,121 0,4185
Solidos  totais 10,18 9,54 9,34 0,221 0,3014
(%)
Extrato  seco 6,22 5,55 5,8 0,170 0,2978
desengordurado
(%)
Gordura (Q) 0,56 0,68 0,64 0,053 0,3714
Proteina (g) 0,54 0,6 0,61 0,038 0,4068
Lactose (g) 0,79 0,89 0,91 0,056 0,4071

Erro padrédo da média.
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A oferta de EP ndo influenciou nos teores de glicose (média), ureia, proteina total, colesterol

total, triglicerideos séricos de vacas holandesas.

Tabela 4 -Parametros nutricionais e metabdlicos de vacas holandesas tratadas com extrato

etandlico de prdpolis

Niveis de extrato de propolis EPM! P-Valor

0 ml/d 32 mi/d 64 ml/d
Proteina total (g/dl) 6,28 6,45 6,16 0,153 0,3864
Albumina (g/dl) 3,21 2,9 2,96 0,195 0,2887
Ureia (mg/dI) 25,11 24,73 22,18 2,167 0,7185
Creatinina (mg/dl) 1,66 1,66 1,59 0,036 0,6413
Glicose (mg/dI) 58,03 60,3 58,83 2,353 0,8373
AST (U/L) 72,83 83,76 82,9 5,459 0,3367
Colesterol (mg/dl) 113 109,4 108,3 4,366 0,7879
Triglicerideos (mg/dl) 13,88 14,48 15,43 1,155 0,5438

Erro padrdo da média.

Exceto pela temperatura retal, os parametros fisiologicos das vacas ndo foram influenciados

(P>0,05) pela oferta do EP (Tabela 5).
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Tabela 5 -Parametros fisiol6gicos de vacas holandesas tratadas com extrato etanolico de

propolis.
Extrato de préopolis Temperatura Ambiente P-Valor
., (ml/dia)

Variavel 7 32 64 <32 3234 >3 —M7p CT  PxCT
Temperatura 38,19° 38,33 38,20° 3825 3830 3818 0,04 0,0283 0,2713 0,5488
Retal (°C)

Frequéncia 57,46 58,87 57,25 54,11B 5795%8 6152* 0,76 0,5525 0,0164 0,5482
Respiratoria

(r/min)

Temperatura 35,72 36,13 3590 3543® 36,88% 36,44 0,11 0,1532 0,0117 0,4486
do Tronco

Temperatura 36,37 36,39 36,24 3560 43,72 37,06 0,08 0,5245 0,0019 0,2235
Ocular

Temperatura 33,68 33,43 3350 32,688 33,81" 34,12 0,11 10,5231 <.0001 0,4613
Focinho

Temperatura 35,87 3597 36,01 3525% 36,08% 36,53* 0,11 0,8127 0,0036 0,4814
orelha

EPM = erro padrdo da média; P = efeito da oferta de propolis; CT = efeito da classe de temperatura ambiental;
PXCT = interagdo entre P e CT; ® Médias com letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%; ~BC Médias com letras maitisculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5%.



33

5 DISCUSSAO

A nossa hipotese era que a oferta do extrato etandlico da prépolis alterasse a microbiota

ruminal influenciando a eficiéncia do uso dos nutrientes.
A adicdo de extrato etandlico da prépolis na dieta de vacas leiteiras ndo afetou (P > 0,05)
consumo dos nutrientes, composi¢do do leite nem os pardmetros sanguineos. No entanto, houve
uma tendéncia a diferenga (P> 0,05, P<0,10) na produgao de leite, as vacas suplementadas com
0 maior nivel de extrato etandlico da propolis produziram mais leite em relacdo aos demais
tratamentos.

Esperava-se que ocorresse uma alteragcdo no consumo de matéria seca nas novilhas, ja
que aditivos fitoquimicos em niveis elevados pode interferir na ingestdo de matéria seca e na
digestibilidade dos nutrientes LILLEHOJ, Hyun et al. (2018). Entretanto, nesse estudo
mantiveram uma média de consumo de matéria seca de 18,96 kg/d. Provavelmente a quantidade
de 64 ml/d de extrato etandlico da propolis ofertado néo foi suficiente para promover alteracdes
importantes sobre a degradacao da fibra da dieta. Levando em consideragdo que a dieta usada
em nosso experimento tinha uma relacdo volumoso: concentrado 50:50, pode-se considerar que
as vacas regularam o consumo de matéria seca por um componente fisico que esta associado a
capacidade de distensdo do ramen-reticulo em funcédo do teor de fibra em detergente neutro da
racao (SILVA, 2016). A adi¢do de aditivos fitoquimicos na dieta de novilhas confinadas, ndo
influenciou o consumo de matéria seca e o desempenho dos animal (OLIVEIRA, A. P. et al.
2013).

Outros autores que avaliaram a inclusdo de niveis crescentes de 6leo de soja e extrato
etandlico de propolis bruta na alimentacéo de cabras leiteiras, sobre o consumo e fermentacdo
ruminal, demostraram que nenhum dos aditivos avaliados apresentou efeito sobre o consumo
de matéria seca, nutrientes e sobre os parametros ruminais estudados (AGIAR, 2009).

Aditivos fitonutrientes tém efeitos metabdlicos que ndo estdo relacionados as suas
atividades no rimen de fermentac&o ruminal in vitro. Em gado leiteiro ndo identificaram o uso
de fitoquimicos como potencial modulador da fermentacéo ruminal, outros estudos relatam que
0 uso de esse fitoquimico (LILLEHOJ, Hyun et al. 2018) aumenta a matéria seca e a ingesta de
agua em gado de corte, possivelmente isso explique a tendéncia a diferencia do tempo no
bebedor das novilhas suplementadas com os diferentes niveis de extrato de propolis em
comparagao ao tratamento controle.

Os animais consumiram uma média de 2,83 kg/d de proteina bruta e 6,62 kg/d de
carboidratos nao fibrosos. Esses consumos nédo foram influenciados pela suplementacéao do EP.

Esperava-se que o consumo de proteina bruta fosse maior e tivéssemos uma resposta associada
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com as variaveis sanguineas dos animais. Contudo, essas respostas ndo foram exibidas. A
diminuicdo das proteinas totais no plasma estd relacionada com deficiéncia proteica na
alimentacdo. Estima-se que dietas com menos de 10% de proteina causam diminui¢do dos
niveis proteicos no sangue, KAWANO (1997).

Normalmente os aditivos fitoquimicos alteram o padrdo de uso de nitrogénio no
ambiente ruminal, numerosos estudos falharam em indicar uma diferenca no N de ureia no
sangue ou no leite de animais que receberam 0leos essenciais , o liquido ruminal quando é
associado com niveis crescentes de propolis ocorre uma reducdo nas concentracdes de
nitrogénio amoniacal, associado a reducdo da desaminagdo de aminoécidos e/ou a reducdo da
taxa de crescimento de bactérias fermentadoras de aminoacidos na presenca de prépolis
OZTURK, Hakan et al. (2010). Nesse processo de reducdo de nitrogénio séo selecionando
determinados grupos de bactérias esses grupos selecionados sdao mais eficientes no uso de
aminoacidos, mas sdo menos eficientes no uso da ureia. Esperdvamos uma resposta sanguinea
como uma menor quantidade de ureia no sangue, que indicasse que a proteina estava sendo
melhor aproveitada o que houvesse uma menor degradacao proteica no ambiente ruminal.

Alto consumo de proteina no rimen, resulta em alta concentracéo de ureia sérica, sendo
este um indicador sensivel e imediato da ingestdo proteica HERDT (2000). No entanto, a
digestibilidade ruminal reduzida ndo teve efeito sobre os niveis de nitrogénio ureico no sangue
em novilhas de corte suplementadas com Oleos essenciais. Isso pode indicar que algumas
espécies de bactérias produtoras de hiper-aménia sdo menos sensiveis a alguns fitoquimicos
TEDESCHI (2021). Com esses achados poderiamos especular que a dose de extrato etanélico
de prépolis ndo seria o suficiente para lograr esta alteragao.

Podemos concluir que o extrato etandlico nessas concentracGes ndo seria pato-toxica
para as vacas holandesas em periodo de lactacdo ja que ndo houve uma lesdo hepética que
geraria um aumento da aspartato amino transferase no sangue, encontrasse nos niveis
permitidos segundo GAVA, Aldo et al. (1997).

Em quanto aos carboidratos ndo fibrosos ndo houve efeito, aqui nessa fragdo de
carboidratos ndo fibrosos, a pesar de ser bastante heterogénea, o principal componente dos
carboidratos nao fibrosos é o amido que foi vinculado pelo milho da dieta, esse amido
normalmente vai influenciar nos niveis de glicose, KNOWLTON, K. F. et al. (1998).
Observaram que a infusdo de amido abomasal tendeu a aumentar a taxa de perda irreversivel
de glicose e aumentar a oxidacio da glicose. E importante levar em consideracio que
ruminantes tém mecanismos homeostaticos e homo fisioldgicos muito bem estabelecidos para

a regulacdo da glicose plasmatica BAUMAN, D. E.(2000), é por isso que ndo se espera na
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maior parte das vezes um impacto direto da dieta, os indicadores de lipidio, seriam um indicador
do status energético do animal.

O tratamento 3 de 64ml/d de extrato etanolico da propolis respondeu de forma
equilibrada e ajudou a uma melhor composicéo do leite (Tabela 3), a presenca baixa de sélidos
deve-se a reducdo no contetdo grasso, mas o conteido de proteina e lactose foi melhor do que
os tratamentos 1 e 2, o que garantiu uma melhor eficiéncia o que também vemos reflexo no
analise sanguinho no colesterol reduzido. N&o tivemos efeito nas variaveis fisioldgicas, proteina
total, albumina, creatina, AST, Colesterol e Triglicerideos, as vacas ndo precisaram usar as
reservas de energia.

Houve uma tendéncia de variacdo quanto ao tempo de alimentacdo, as vacas que
receberam maior nivel de prépolis permaneceram mais tempo no cocho, isso poderia estar
relacionado a que, provavelmente, 0s animais que consumiram mais nivel de prépolis tiveram
uma mudanga no ambiente ruminal e essa mudanca foi compensada pelo animal por uma
alteragdo em seu comportamento ingestivo, entdo ao vez do animal permanecer no cocho
consumindo de forma mais estavel e linear tivemos o que poderiamos chamar de intermiténcia
de consumo nas vacas alimentadas com diferentes niveis de propolis.

Existem algumas evidéncias que mostram que os aditivos fotoquimicos antioxidantes
tém potencial com estresse térmico crénico sob condi¢bes desafiadoras em outras espécies
animais AKBARIAN, Abdollah et al. (2016). Esperavamos que houvesse um efeito dos
tratamentos de niveis de extrato etandlico da propolis (34ml/d, 64ml/d) sobre os parametros da
temperatura retal, temperatura do tronco, temperatura ocular, temperatura do focinho, sé
observamos uma tendéncia a diferencia entre tratamentos para temperatura retal. Esses
resultados coincidem com os achados por SAHIN, Kazim et al. (2006), que mostram a adi¢édo
de polifenois extraidos dos tegumentos de sementes de Tamarindus indica ndo provocou alivio
do dano oxidativo com o0 aumento da temperatura. Poderiamos relaciona-lo com que
antioxidantes diretos dos flavonoides, basicamente porque esses compostos S&0 pouco
absorvidos no intestino, rapidamente metabolizados e excretados, resultando em concentracdes

fisiologicamente baixas nos tecidos-alvo.
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6 CONCLUCAO
A oferta de 64 ml/d do extrato etandlico de prépolis aumenta a producéo e eficiéncia
alimentar bruta de vacas em lactacdo sem influenciar a composicdo do leite os parametros

fisioldgicos e de bem-estar dos animais.
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