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RESUMO

Estudos foram conduzidos para avaliar o potencial do extrato de propolis como
fonte de compostos antioxidantes para vacas leiteiras. No primeiro experimento, um
extrato de propolis foi incubado com populacdo microbiana proveniente de vacas
leiteiras para determinar, in vitro, sua influéncia sobre a fermentacdo e emissdo de
gases. O extrato de prépolis foi empregado nas doses: 1,1, 2,2, 6,7, 11,1, 16,7, 22,2,
27,8, 38,9, e 55,6 pg/mg de substrato. O extrato de propolis reduziu linearmente o pH
final do meio e elevou linearmente a producgéo de propionato. De forma linear, o uso do
extrato de prépolis reduziu a producdo de metano e elevou a producdo de dioxido de
carbono em cinco horas e 24 horas de fermentacdo. No segundo experimento, produto a
base de prépolis e vitamina E foram adicionados, em associa¢do ou ndo, em dietas com
6leo de linhaca para vacas leiteiras para determinar os efeitos sobre a digestibilidade e o
aproveitamento de nutrientes. Utilizaram-se quatro vacas da raca Holandesa, portadoras
de céanulas ruminais, com média de 584 + 52 kg de peso corporal e 90 + 39 dias de
lactacdo, em delineamento quadrado latino 4x4, com quatro dietas e quatro periodos. As
dietas experimentais foram: 1) dieta controle; 2) dieta com 6leo de linhaga, 25 g/kg de
MS; 3) dieta com dleo de linhaga + produto a base de propolis, 1,2 g/kg de MS; 4) dieta
com oOleo de linhaca + produto a base de prépolis + vitamina E, 375 Ul/kg de MS. O
fornecimento do produto & base de propolis em associacdo ou ndo a vitamina E néo
apresentou efeitos sobre o consumo e digestibilidades ruminal e total da dieta. Os
parametros pH, teor de nitrogénio amoniacal, producdo microbiana ruminal, eficiéncia
de sintese microbiana e excrecdo de metabdlitos nitrogenados ndo foram alterados pelas
dietas. No terceiro experimento, produto a base de prépolis e vitamina E, em associa¢do
ou nao, foram adicionados as dietas contendo 0leo de linhaca para vacas leiteiras a fim

de avaliar a influéncia sobre os parametros sanguineos, lipoperoxidacdo sanguinea,
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composi¢do quimica do leite, composicao de acidos graxos e qualidade antioxidante. Os
animais e dietas utilizadas foram os mesmos daqueles do segundo experimento. O
produto a base de propolis, associada ou ndo a vitamina E nas dietas das vacas, causou
diminuicdo das concentracdes sanguineas de colesterol total, do HDL e da
lipoperoxidagdo sanguinea. O fornecimento de produto & base de prépolis e do produto
com vitamina E as vacas ndo apresentou efeitos sobre a producgéo de leite e composicao
quimica. A adicdo do produto a base de prépolis as dietas resultou em elevacdo das
concentragdes dos 4&cidos graxos 18:1trans9 e 18:2 cis9,transll, assim como a
concentracdo total de CLA no leite. A associacdo de propolis e vitamina E nas dietas
também causou aumento do teor de CLA no leite. A concentracdo de polifendis totais
no leite foi elevada com a adicdo de extrato de prépolis a dieta e também com a
associacdo de aditivos. A propolis aumentou a atividade antioxidante do leite pelo
método do poder redutor. O fornecimento de produto a base de prépolis em associagdo
ou ndo a vitamina E ndo melhorou a estabilidade oxidativa do leite. No quarto
experimento, leite enriquecido naturalmente com acidos graxos poli-insaturados (AGPI)
e antioxidantes, pela alimentacdo das vacas e obtido no terceiro experimento, foi
suplementado a ratos em crescimento visando verificar a funcionalidade do leite na
salde destes animais. Quarenta ratos machos Wistar com 21 dias de idade foram
utilizados em delineamento inteiramente casualizado, com periodo experimental de 85
dias. A suplementacdo foi realizada por gavagem, em dose 0,005 ml/kg de peso
corporal. Os grupos experimentais foram: controle, com agua; leite comum; leite rico
em AGPI; e leite rico em AGPI e antioxidantes. O fornecimento de leite enriquecido
com AGPI e antioxidantes aos ratos ndo modificou o consumo, a absorcdo intestinal, a
glicemia, a capacidade antioxidante sanguinea, o peso dos 6rgaos e o crescimento dos
ratos. A suplementacdo com este leite elevou moderadamente as concentracfes
sanguineas de colesterol total e LDL e elevou significativamente o acimulo de gorduras
viscerais. A propolis mostrou-se uma boa fonte de compostos fendlicos para vacas
leiteiras, ndo influenciando a digestdo e aproveitamento de nutrientes da dieta, com
melhora da composicéo de &cidos graxos e antioxidantes do leite. O leite rico em acidos
graxos poli-insaturados e antioxidantes ndo modificou o crescimento de ratos, embora

um maior acumulo de gorduras viscerais tenha sido observado.

Palavras-chave: acidos fenolicos, acidos graxos poli-insaturados, composicgéo de leite,

digestibilidade, prépolis, vitamina E



ABSTRACT

Studies were carried out to evaluate a propolis extract as a source of antioxidants
for dairy cows. In the first experiment a propolis extract was incubated with microbial
population from dairy cows to determine, in vitro, its influence on fermentation and gas
emission. Propolis extract was used in doses: 1.1, 2.2, 6.7, 11.1, 16.7, 22.2, 27.8, 38.9,
and 55.6 ug/mg of substrate. Propolis extract linearly reduced the final pH of the
medium and linearly increased propionate production. In a linear form, use of propolis
extract reduced methane production and increased carbon dioxide production at five and
24 hours of fermentation. In the second experiment, a propolis-based product and
vitamin E were supplemented, in association or not, in diets with flaxseed oil to dairy
cows to determine the effects on digestibility and nutrient utilization. Four Holstein
cows with rumen cannula, averaging 584 + 52 kg body weight and 90 + 39 days in milk
were used in a Latin square design 4 x 4, with four treatments and four periods.
Experimental diets were: 1) control diet; 2) diet with flaxseed oil, 25 g/kg DM; 3) diet
containing flaxseed oil + propolis-based product, 1.2 g/kg DM; 4) diet containing
flaxseed oil + propolis-based product + vitamin E, 375 1U/kg DM. Supplying propolis-
based product in association or not with vitamin E had no effect on intake and ruminal
and total tract digestibility of the diet. Rumen pH, ammonia nitrogen content, rumen
microbial production, efficiency of microbial synthesis and excretion of nitrogenous
metabolites were not altered by diets. In the third experiment, propolis-based product
and vitamin E, in association or not, were added to diets containing flaxseed oil to dairy
cows in order to assess the influence on blood parameters, blood lipid peroxidation,
milk chemical composition, fatty acid composition and antioxidant quality of milk.
Animals and treatments were the same as in the second experiment. Propolis-based

product associated or not to vitamin E in diets caused a decrease in blood concentrations
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of total cholesterol, HDL and blood lipid peroxidation. Providing propolis extract with
or without vitamin E to cows had no effect on milk yield and composition. Addition of
Propolis-based product in diets elevated concentrations of FA 18:1 and cis9,
transll 18:2, and also the total CLA concentration in milk. Association of propolis
extract and vitamin E in diets also caused an increase on milk CLA content. Total
polyphenols concentration in milk was increased by using propolis extract isolated or
with vitamin E in diets. Propolis-based product provided higher antioxidant activity of
milk by the reducing power method. Providing propolis extract combined or not to
vitamin E did not improve the oxidative stability of milk. In the fourth experiment, a
milk naturally enriched with polyunsaturated fatty acids and antioxidants, by feeding
the cows and obtained in the third experiment, was supplemented to growing rats in
order to verify the milk functionality on health of these animals. Forty male Wistar rats
presenting 21 days-old were used in a completely randomized design, with experimental
period of 85 days. Supplementation was performed by gavage at dose 0.005 mL/kg
body weight. Experimental groups were: control with water, common milk, PUFA-
enriched milk, and PUFA and antioxidants-enriched milk. The supply of milk enriched
with PUFA and antioxidants to rats did not modify the feed intake, digestibility, blood
glucose, blood antioxidant capacity, organs weight and growth of rats. Supplementation
with this milk moderately elevated blood concentrations of total and LDL cholesterol
and significantly increased the accumulation of visceral adipose tissue. Propolis showed
being a good source of phenolic compounds for dairy cows not influencing digestion
and nutrient utilization of diet, with improvement of fatty acid composition and
antioxidant content of milk. Milk rich in polyunsaturated fatty acids and antioxidants
did not modify the rat growth, although a higher accumulation of visceral adipose tissue

was observed.

Key words: digestibility, milk composition, phenolic acids, polyunsaturated fatty acids,

propolis, vitamin E



INTRODUCAO

O leite bovino é considerado um dos alimentos mais completos em concentracao
e diversidade de nutrientes para alimentacdo humana. Ele é fonte de proteinas, lipidios e
acucares, também de vitaminas e minerais essenciais. Os lipidios do leite séo
compostos, principalmente, por triacilglicerdis, os quais contém essencialmente acidos
graxos saturados (70%), com menor proporcdo de acidos graxos monoinsaturados
(25%) e poli-insaturados (5%) (Grummer, 1991). Apesar de conferir importantes
propriedades sensoriais, fisicas e de fabricagdo aos produtos lacteos (Lock & Bauman,
2004), o perfil da gordura do leite ndo é considerado balanceado para as necessidades
humanas (Lucas et al., 2005).

A relacdo da ocorréncia de doencas cardiacas com o consumo de gorduras
saturadas (Lock & Bauman, 2004) fez com que o leite fosse colocado na lista de
alimentos a serem evitados. Indicou-se o consumo de alimentos mais saudaveis e 0s
ditos funcionais, aqueles que, além de nutrir, podem proporcionar beneficios a saude e
evitar doencas. Para atender a essa demanda, pesquisas foram direcionadas para
elucidacdo da sintese da gordura do leite, objetivando melhorar o perfil de acidos graxos
no leite por meio da alimentacéo das vacas leiteiras.

Entre outros efeitos, o uso de grdos de oleaginosas e 6leos vegetais nas dietas
para vacas em lactacdo pode alterar a propor¢do que os &cidos graxos sao sintetizados e
incorporados a gordura do leite (Chilliard et al., 2007). Sendo ruminantes, toda
estratégia alimentar adotada para vacas estd sujeita aos efeitos da fermentacdo no
ramen, e, portanto, este é um fator que influencia o metabolismo lipidico da glandula
mamaria e a composicdo da gordura do leite. Os grdos de oleaginosas e 6leos vegetais
sdo fontes de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) os quais, no ramen, hidrolizam-se

dos triacilglicerdis pela lipdlise e sdo parcialmente transformados pela biohidrogenacgéo



em é&cidos graxos saturados (AGS), um processo de natureza protetiva dos
microrganismos ruminais contra a toxicidade dos AGPI. Desta forma, a gordura do leite
sdo incorporados os AGPIs que passam intactos pelo ramen, além de compostos
intermedidrios e finais de biohidrogenacéo.

Com o uso de graos de oleaginosas em dietas para vacas leiteiras, é possivel
obter perfil de gordura de leite proximo ao perfil preconizado relatado por Grummer
(1991), o qual deveria conter 8% de AGS, 10% de AGPI (incluindo o &cido linoleico
conjugado — CLA) e 82% de acidos graxos monoinsaturados. Estudos biomédicos com
modelos animais tém mostrado que o isémero cis9,trans11-CLA tem propriedades
anticancerigenas e anti-aterogénicas (Lock & Bauman, 2004). Décadas de estudos
renderam avangos acerca da manipulacao da gordura do leite através da alimentacdo das
vacas (Jenkins & McGuire, 2006) e foi constatado seu potencial para reducdo do risco
de doencas coronarianas, visto o efeito de diminui¢cdo das concentracbes sanguineas de
colesterol em humanos (Noakes et al., 1996).

Alterar a composicdo da gordura do leite € desejavel do ponto de vista da salude
humana, mas isto pode modificar o equilibrio presente no leite, pois, em condi¢bes
normais, 0s nutrientes séo secretados em proporcdes adequadas, assim o leite apresenta
natureza bastante estavel a oxidacdo, também referida como lipoperoxidagdo
(Lindmark-Mansson & Akesson, 2000). O aumento da concentracdo de &cidos graxos
insaturados na gordura do leite pode tornar a gordura instavel, uma vez que as duplas
ligacGes da cadeia conferem maior suscetibilidade de perda de elétrons para radicais
livres ou por acdo de outra fonte externa de energia como luz e ions metalicos
(Timmons et al., 2001, Charmley & Nicholson, 1994).

Um radical livre é definido como uma espécie de existéncia independente que
contém um ou mais elétrons ndo pareados em um orbital. Como exemplo de radicais
livres, tem-se os radicais oxigenados superdxido (Oy) e hidroxila (OH), e o 6xido
nitrico (NO’); para designar todas essas espécies reativas utiliza-se o termo coletivo
espécies reativas de oxigénio. A natureza reativa dos radicais livres faz com que
busquem constantemente outras moléculas para transferéncia de elétrons para sua
estabilizacdo. Os radicais livres sdo continuamente produzidos in vivo e em processos
essenciais a vida, como por exemplo: mediante ligacdo de elétrons da cadeia
transportadora de elétrons com oxigénio, evento final da fosforilagdo oxidativa, por
fagocitos ativados, fibroblastos e linfocitos (Halliwell & Chirico, 1993). Sendo assim, a

oxidacéo lipidica provocada por radicais livres € um evento de ocorréncia nas células



vivas e nos alimentos.

A oxidacdo lipidica é iniciada pelo ataque de um &cido graxo por uma espécie
reativa, com abstracdo de um elétron ou hidrogénio do carbono metileno da cadeia. O
radical formado € altamente reativo ao oxigénio e apoés esta ligacao (radical peroxil) ele
atua na remocdo de elétrons de outras moléculas ou &cidos graxos insaturados,
originando a reacdo em cadeia. Assim, a oxidacdo é descrita em fases como iniciagéo,
propagacdo e terminacdo (Frankel, 1980). Durante a propagacdo, produtos
intermediarios sdo produzidos e denominados como primarios e secundarios, 0S
chamados hidroperédxidos dieno conjugados (Kiokias et al., 2006) e o malonaldeido
(Vincke, 1970), respectivamente. A decomposicdo dos hidroperdxidos origina produtos
finais de oxidagdo, como cetonas, acidos e aldeidos, que conferem sabor e odor
ran¢osos ao leite (Charmley & Nicholson, 1994).

A reacdo termina com a interacdo de dois radicais formando um composto nao
radical ou com a interferéncia de compostos antioxidantes. A a¢do antioxidante se da
pela inativacdo de radicais livres ou pela ligacdo com ions metalicos de transicao e,
como consequéncia, inibe ou atrasa a oxidacdo das moléculas oxidaveis. Os organismos
vivos possuem uma multiplicidade de defesas antioxidantes que incluem a sintese das
moléculas com essa capacidade e sua obtencdo por meio da alimentagdo. O sistema
antioxidante enddgeno é composto pelas enzimas superoxido dismutase, glutationa
peroxidase, catalase (Halliwell & Chirico, 1993), acido urico (Niki, 1987). Os
compostos antioxidantes providos pelos alimentos complementam a defesa enddgena e
sdo diversos, como o0s tocoferois, carotenoides e compostos fendlicos.

A deplecdo da defesa antioxidante ou aumento da producdo de radicais livres
causa um desequilibrio nessa relacdo chamado estresse oxidativo (Halliwell & Chirico,
1993), que nos organismos pode resultar em oxidacdo e lesdo em moléculas, como
DNA, e tecidos. A oxidacdo nos alimentos pode causar a degradacéo das propriedades
sensoriais, com rejei¢do do consumo. A deteccdo de produtos finais da oxidacao lipidica
é a evidéncia mais frequentemente citada no estudo do papel dos radicais livres nas
lesBes nos organismos, e uma compreensdo deste processo € de grande importancia na
industria de alimentos (Halliwell & Chirico, 1993).

A oxidacéo lipidica ndo foi observada somente no leite, mas também em lipidios
sanguineos de vacas, quando alimentadas com fontes de gorduras poli-insaturadas,
tornando-as suscetiveis ao estresse oxidativo (Gobert et al., 2009). Os radicais livres,

em excesso, podem causar danos a lipidios e macromoléculas importantes e até mesmo



modificar as vias metabolicas com alteracBes fisiologicas, causando, com isso, a
ocorréncia de desordens metabolicas (Miller et al., 1993). De fato, a suplementacéao
lipidica as vacas acarreta o desequilibrio oxidativo no animal e no leite que ele produz.

A presenca de antioxidantes no leite € considerada o método apropriado de
diminuir a oxidag&o lipidica (Ashes et al., 1997). Mais do que adicionar antioxidantes
ao leite, incorpord-los por meio da alimentacdo animal poderia melhorar a defesa
antioxidante e trazer beneficios também a salde de vacas leiteiras de alta producéo
(Miller et al., 1993). Os antioxidantes mais conhecidos em nutricdo animal sdo as
vitaminas, e seus precursores que possuem esta propriedade, como os carotenoides e 0s
tocoferois.

Vitamina E é um termo referente a um ou mais compostos fendlicos
relacionados estruturalmente, chamados tocoferdis e tocotriendis. Sua solubilidade
lipidica confere importante protecdo das membranas lipidicas contra a oxidacao, sendo
0 o-tocoferol, o isdbmero de mais alta atividade bioldgica. A vitamina E atua
rapidamente na reducao dos radicais peroxil e interrompe a propagacéo da reacao (Niki,
1984). Ela também esta envolvida no funcionamento do sistema imune, e, em alguns
casos, niveis elevados de suplementacdo resultam em melhora nas respostas
imunologicas (Baldi, 2005). Em func¢do da alta atividade metabdlica de nutrientes para
producdo de leite, atencdo especial é voltada para vacas leiteiras em lactacdo em relacdo
as exigéncias de vitamina E, assim como vacas nos periodos de transi¢do e pos-parto
(Bouwstra et al., 2008), considerados intervalo de tempo de maior estresse oxidativo na
vida desses animais.

A recomendacao atual de vitamina E para vacas leiteiras em lactacdo é 20 Ul/kg
de matéria seca ingerida (NRC, 2001). Apesar de ser minima a perda de vitamina E na
fermentacdo ruminal, a eficiéncia de absorcéo intestinal é de somente 30% do ingerido.
As concentragdes plasmaticas da vitamina se elevam com o aumento da dose ingerida
(Baldi, 2005).

A vitamina E pode atuar em sinergismo com a vitamina C, uma vitamina
hidrossoluvel. A vitamina E apresenta a capacidade de reduzir o radical tocoferil
formado a partir do tocoferol durante a reducdo de radicais livres, de modo que uma
unica molécula de vitamina E pode atuar em varios radicais. Essa agdo da vitamina C
também é referida como regeneracdo da vitamina E (Niki, 1984). Estudos também
apontam que a vitamina E pode ter sinergismo com compostos fenélicos de plantas
(Manach et al., 2004, Gobert et al., 2009).



O fornecimento da vitamina E durante o periodo seco de vacas leiteiras (680
Ul/dia) esté associado a menor ocorréncia de retencdo de placenta (Bourne et al., 2007).
Para vacas em inicio de lactacdo, a vitamina E em dose 2000 Ul/dia mostrou potencial
para reducdo da contagem de células somaticas no leite (Baldi et al., 2000).

A vitamina E fornecida na dieta em dosagens superiores aquelas indicadas pelo
NRC (2001) pode trazer beneficios nas funcdes citadas, porém seu excesso no
organismo pode ser excretado. Contudo, sua eliminacdo pelo leite é interessante do
ponto de vista da estabilidade oxidativa, pois esta vitamina pode atuar na protecdo da
gordura contra a oxidag&o.

Dosagens dietéticas de vitamina E de 400 Ul/kg de matéria seca, que sao
superiores a dose preconizada pelo NRC (2001) para vacas, foram capazes de elevar a
concentracdo de vitamina E no leite; uma vez transferida, foi verificado que a vitamina
E atuou na protecdo da gordura do leite e aumentou o tempo de prateleira (Atwal et al.,
1991). A suplementacdo na dieta de 8000 Ul/dia de vitamina E resultou em
transferéncia de 0,25% ao leite e sua associagdo com selénio reduziu o odor rangoso
(Charmley et al., 1993). Doses ainda maiores (9616 Ul/dia) modificaram a concentracao
da vitamina no leite, com aumento de 45% em relacdo ao controle e foram suficientes
para prevenir a oxidacao (Focant et al., 1998).

O limite biolégico de utilizacdo da vitamina E sugere que outras fontes de
antioxidantes possam ser utilizadas como aliadas na protecdo contra o estresse
oxidativo. Antioxidantes de natureza lipofilica e hidrofilica podem atuar em sinergismo.
Ao usar a vitamina E associada a um extrato natural de plantas, composto por alecrim,
uva, laranja e caléndula na dieta de vacas, o0 estresse oxidativo causado pela
suplementacéo lipidica pode ser atenuado (Gobert et al., 2009).

Os extratos vegetais sempre foram utilizados pelo homem ao longo do tempo a
fim de aproveitar suas propriedades biolégicas. E possivel transmitir esta pratica para a
producdo animal, pois atualmente é preconizado o uso de aditivos naturais na nutrigdo
animal em razdo das preocupagdes de ordem sanitaria e de seguranca da parte dos
consumidores.

As propriedades biologicas dos extratos vegetais se devem aos compostos
secundarios, produzidos pelas plantas superiores, como os terpenoides, alcaloides e
fenolicos (Grace, 2005). O termo secundario é empregado, pois estes compostos nao
estéo diretamente envolvidos nas fungdes de crescimento e desenvolvimento da planta.

Os compostos fenolicos apresentam fungdo antioxidante e sdo caracterizados como



metabolitos aromaticos que possuem um ou mais grupos hidroxila, capazes de doar
hidrogénio (Grace, 2005). Existem diversas classificagdes para estes compostos, uma
delas os divide em acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e lignanas (Manach et al.,
2004).

A maioria dos compostos fendlicos de plantas é sintetizada pela via do
fenilpropanoide, que produz compostos aromaticos a partir da via do &cido chiquimico
em uma série de metabdlitos a base de fenol. Os compostos fendlicos atuam nas plantas
como antioxidantes na defesa contra o estresse oxidativo causado por fatores externos
como radiacdo ultravioleta excessiva, baixas temperaturas e patdgenos (Grace, 2005).
Os herbivoros, por sua vez, utilizam estratégias que minimizam os efeitos daqueles
compostos, inclusive a adaptacdo ruminal (Van Soest, 1994).

E caracteristico dos ruminantes a detoxificacgdo microbiana ruminal de
compostos secundarios, assim como ocorre no coélon de animais monogastricos
(Manach et al., 2004). No rimen acontece a maior parte da digestdo de compostos
fenolicos constituintes de parede celular (Jung et al., 1983).

As principais reacdes de acidos cinamicos mediadas pela microflora intestinal
sdo: reducdo da cadeia lateral alifatica insaturada, desmetilacdo do anel aromatico,
desidroxilacdo e descarboxilacdo (Martin, 1982). Estes metabolitos microbianos sdo
absorvidos e conjugados com glicina, &cido glicurdnico ou sulfato no figado (Manach et
al., 2004), e depois excretados via urina (Martin, 1982) e também pelo leite (Besle et al.,
2010), na forma de varios compostos aromaticos simples. Estes metabolitos podem ser
ativos, como no caso das lignanas da linhaca (Gagnon et al., 2009) e isoflavonas do
trevo (King et al., 1998).

A propolis é conhecida pela sua concentracdo de compostos fenolicos. Ela é
relatada como uma substancia resinosa que as abelhas coletam de diferentes exsudatos
de plantas e usam para preencher as lacunas e selar partes da colmeia (Marcucci et al.,
2001). Embora a prépolis seja um produto de origem animal, uma proporcao
consideravel de seus componentes, principalmente aqueles que apresentam atividade
bioldgica, sdo derivados de plantas (Salatino et al., 2005). Pelo menos 200 compostos
foram identificados em amostras diferentes de propolis, com mais de 100 em cada um,
incluindo: &cidos graxos, acidos fendlicos e ésteres, flavonoides (flavonas, flavononas,
flavonois, dihidroflavonois, chalconas), terpenos, aldeidos aromaticos e alcoais,
sesquiterpenos, naftaleno e derivados de estilbeno (Marcucci et al., 2001). Ao analisar

amostras de propolis provenientes de diversas regides, Cunha et al. (2004) relataram



que a proépolis brasileira compdem-se majoritariamente de acidos fenolicos. Os autores
encontraram compostos derivados do acido cafeico, acido cindmico, é&cido
hidroxicinamico, acido p-cumarico, acido ferulico, kaempferol e pinobanksina.

A composicéo da propolis é propria do seu local de origem, ou seja, das plantas
que sdo visitadas pelas abelhas. A propolis verde foi reportada como sendo proveniente
das folhas jovens da planta Baccharis dracunculifolia (Kumazawa et al., 2003; Park et
al., 2004) e a andlise da planta de origem é interessante para a padronizacdo do perfil
quimico e controle de qualidade (Funari & Ferro, 2006). A composicdo da prépolis
varia sazonalmente (Bankova et al., 1998), pois ela acompanha o ciclo de
desenvolvimento das plantas que séo visitadas pelas abelhas ao longo do ano. A
composicdo do extrato de propolis pode variar também com o método de extracdo
(Cunha et al., 2004) e a concentracdo utilizada de solvente (Cottica et al., 2011).

Os compostos fendlicos da propolis sdo os responsaveis pelas suas propriedades
bioldgicas e estas sdo investigadas na aplicagdo do produto em estudos diversos, como
terapéuticos e médicos. Em estudos de producdo animal, ha relatos da forma de
utilizacdo de extrato liquido de propolis, geralmente em solucdo hidroalcoolica, ou na
forma de p6 misturado a um excipiente. O extrato de propolis foi investigado,
principalmente, em seu potencial de manipular a fermentagdo ruminal (Stradiotti Junior
et al., 2004a), auxiliar na reducdo da ocorréncia de mastite (Pinto et al., 2001), e,
recentemente, melhorar a qualidade do leite (Aguiar et al., 2014b).

Jé& foi demonstrado que o extrato de propolis brasileira apresenta efeito supressor
do crescimento in vitro de bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e
Staphylococcus fecalis, e contra 0 Trypanosoma cruzi (Marcucci et al., 2001). Em se
tratando de bactérias ruminais (Aguiar et al., 2013), trés extratos de propolis foram
capazes de inibir o crescimento de grandes grupos de bactérias, como Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Butyrivibrio
fibrisolvens, Prevotella albensis e Streptococcus bovis, sendo que efeitos mais
pronunciados foram observados com uso do extrato de prépolis com maior
concentracdo de flavonoides. Peptostreptococcus e Clostridium aminophilum séo
bactérias hiper produtoras de aménia e o efeito supressor da prépolis foi observado para
estes dois grupos (Aguiar et al., 2013). A agdo antimicrobiana dos compostos fendlicos
inclui a modificacdo da permeabilidade de membrana da bactéria, do estado energético
e motilidade (Mirzoeva et al., 1997).

A densidade da populacdo de protozoarios se reduziu com um extrato de



propolis em fermentacdo in vitro (Broudiscou et al., 2000). Em bubalinos, 0 mesmo
efeito do extrato de propolis foi observado na supresséo nas populagées de Entodinium
e Diplodiniinae (Rispoli et al., 2009).

Estudos de fermentacdo in vitro indicaram que o extrato de prépolis pode
influenciar a producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) para aumento na
producdo de propionato (Broudiscou et al., 2000), em detrimento da produgdo de
acetato. A supressao das bactérias celuloliticas é considerada a causa deste efeito, mas
também a reducdo das bactérias produtoras de formato e hidrogénio, que diminuem a
producdo de metano, havendo mais energia que é aproveitada da dieta (Stradiotti Junior
et al., 2004a).

De modo geral, o consumo de matéria seca ndo foi influenciado pelo
fornecimento de extrato de prépolis nas dietas (Stelzer et al., 2009, Lana et al., 2007).
Em dietas contendo alta taxa de proteina e carboidrato fermentavel, o extrato de
propolis pode inibir a atividade especifica de producdo de amoénia pela selecdo de
microrganismos ruminais. Isto indicou que parte da proteina da dieta pode escapar da
fermentacdo ruminal e melhorar a eficiéncia produtiva do animal (Stradiotti Junior et
al., 2004b, Oliveira et al., 2006).

A concentracdo de propolis e &lcool em um extrato pode influenciar sua
composicdo e acdo no ambiente ruminal (Aguiar et al., 2014a). Segundo o referido
trabalho, o extrato de propolis pode reduzir a digestibilidade ruminal da proteina em
razdo da reducdo das populacGes de bactéria produtoras de nitrogénio amoniacal,
corroborado por Aguiar et al. (2013), permitindo, assim, maior aporte de proteina
dietética no intestino delgado para absorcdo. Isto também pode auxiliar na diminuicéo
da excrecdo de nitrogénio, assim como afirmado por Stradiotti Junior et al. (2004b).

Em um estudo de desempenho de vacas leiteiras, um extrato etandlico de
prépolis ndo modificou a producéo de leite, nem 0s seus componentes, gordura, proteina
e lactose (Stelzer et al., 2009). Um trabalho mais aprofundado foi realizado com a
utilizacdo de trés extratos de prépolis para vacas em lactacdo, os quais foram capazes de
elevar as concentracdes de AGPI e CLA na gordura e também a atividade antioxidante
do leite. A magnitude das modificacdes destes parametros dependeu da concentracdo de
compostos fenolicos do extrato de propolis fornecido as vacas, sendo que 0 mais
concentrado favoreceu a atividade antioxidante do leite (Aguiar et al., 2014b). Este
parametro mostra que o leite poderia ter maior estabilidade oxidativa e suportaria maior

tempo passivel para consumo. Estes resultados indicam que o uso do extrato de propolis



visando melhorar a qualidade oxidativa do leite se mostra promissor para realizagdo de

novos estudos.
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OBJETIVOS GERAIS

Estudar a acdo dos compostos fenolicos da propolis sobre as caracteristicas
ruminais, produtos finais de fermentacdo e producdo de gas em fermentacéo in vitro.

Avaliar a influéncia do uso associado ou ndo de extrato de prépolis e vitamina E
como suplemento para vacas sobre a digestdo e aproveitamento de nutrientes de dietas
contendo 6leo de linhaca.

Determinar os efeitos da suplementacdo de extrato de propolis associado ou néo
a vitamina E para vacas alimentadas com dietas contendo dleo de linhaca sobre a
transferéncia de compostos antioxidantes ao leite e estabilidade oxidativa.

Estudar o potencial do leite enriquecido com acidos graxos poli-insaturados e

antioxidantes como alimento funcional para a satde de ratos em crescimento.



| — Effect of propolis on in vitro fermentation and methane emissions by the rumen
microbial population in dairy cows
(Animal Feed Science and Technology)

Abstract

Propolis is a product rich in phenolic compounds that could be utilized in animal
nutrition as an alternative to chemicals, drugs or growth promoters to increase ruminant
production performances. Here it was determined the effects of a Brazilian propolis
extract on ruminal fermentation and gas production. The fate of propolis phenolic
compounds in the rumen medium was also investigated. Fermentation was performed
using 24-hour batches over three periods. Propolis extract in hydroalcoholic solution
was applied at the following doses: 1.1, 2.2, 6.7, 11.1, 16.7, 22.2, 27.8, 38.9, and 55.6
png/mg of substrate. Fermentation substrate consisted of 450 mg composed of alfalfa
hay, soybean meal and wheat bran in dry matter. After 24 hours, fermentation with
propolis extract resulted in the appearance of seven compounds related to propolis
components in the medium. The dose of propolis extract linearly decreased the pH of
the medium and linearly increased propionate production, which reduced the acetate-to-
propionate ratio and influenced the total production of short-chain fatty acids. Propolis
also linearly reduced methane production and increased carbon dioxide-to-methane
ratio. Ammonia nitrogen and in vitro digestibility of organic matter were similar among
treatments. The combination of increased propionate production and decreased methane

production suggest a better utilization of energy from feed.

Keywords: Ammonia nitrogen; Digestibility; Methane; Phenolic acids; Short-chain fatty
acids

Abbreviations: ADF, acid detergent fiber determined inclusive of residual ash; DM, dry
matter; tIVDOM, true in vitro digestibility of organic matter; lignin (sa), lignin
determined by solubilization of cellulose with sulphuric acid; aNDF, neutral detergent
fiber assayed with a heat stable amylase and expressed inclusive of residual ash; OM,

organic matter; SCFA, short-chain fatty acids.
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1. Introduction

Additives are an important part of animal nutrition to improve nutrient
utilization and livestock performance. The main purpose of the ongoing search for
products that manipulate rumen is to improve digestibility and reduce the energy lost in
the digestion process. Chemical additives or antibiotics used to improve ruminal
fermentation in the past are no longer acceptable today, and many have been banned,
prompting professionals to turn to plant secondary metabolites already present in natural
ruminant feed. Propolis is one such natural product that could meet current consumer
concerns over the quality and safety of animal origin food.

Man’s relationship with plant extracts dates back to antiquity. Plant extracts
contain secondary compounds such as terpenoids, alkaloids and phenols (Grace, 2005).
Phenolic compounds are metabolites with aromatic hydroxyl groups, a characteristic
that determines their antioxidant activity. Phenolics can be subdivided in phenolic acids,
flavonoids, stilbenes and lignans (Manach et al., 2004). Numerous ruminal fermentation
studies using plant extracts or isolated active compounds have been carried out to
discover new natural food additives (Benchaar et al., 2007). Oskoueian et al. (2013)
reported that flavone, myricetin and kaempferol, at 4.5% proportion to substrate,
reduced microbial fermentation. Naringin and quercetin at the same concentrations were
able to maintain fermentation activity with a significant drop in total ruminal protozoa
population and methane production. These results, related to the antimicrobial effect of
flavonoids, were considered beneficial for the manipulation of ruminal fermentation.

Propolis has attracted interest in animal nutrition due to its many diverse
biological effects, including antimicrobial (Pinto et al., 2001), antioxidant (Cottica et al.,
2011), and anti-inflammatory and healing properties (Kolankaya et al., 2002). Propolis
is a mixture of plant resins, essential oils, waxes and pollen collected by bees in a hive
(Monti et al., 1983). Its properties are related to the presence of phenolic compounds
(flavonoids and hydroxycinnamic acid derivatives) in plants, where they are abundant
and diverse and play vital roles.

Green propolis from Brazil originates mainly from the buds of Baccharis
dracunculifolia and principally comprises derivatives of p-coumaric acid (Teixeira et
al., 2008). Green propolis extract has been used to manipulate rumen fermentation
(Stradiotti Junior et al., 2004), enhance nutrient utilization by dairy cows (Aguiar et al.,

2014a), and improve fat quality and antioxidant activity in milk (Aguiar et al., 2014b).
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However, the effect of green propolis phenolics on rumen in vitro fermentation has not
been clearly established.

In this study, it was applied doses of green propolis extract to in vitro ruminal
fermentation and to verify its influence on ruminal characteristics, end-products

fermentation and gas production.

2. Materials and methods

2.1. Propolis processing

Propolis samples were obtained from Africanized honeybees (Apis mellifera) bred
in the apiary at the Iguatemi Experimental Farm of Maringa State University (Maringé,
PR), Brazil. The apiary is located within a eucalyptus reserve (Eucalyptus sp.)
surrounded by native forest including Alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia),
being characterized as green type. Propolis was prepared according to Franco and
Bueno (1999) and was registered in the National Institute of Intellectual Property—
Brazil, under No. 0605768-3. Extract was obtained from a hydroalcoholic solution in a
turbo extraction of raw propolis for 15 minutes, vacuum-filtered, stripped of its alcohol
(<15%) in a rotary evaporator (Biichi R210, Sdo Paulo, SP, Brazil), and spray-dried
(Labmaq MSD 1, Ribeirdo Preto, SP, Brazil) at an inlet temperature of 100°C. After
drying, samples were stored in closed bottles and kept at 4°C.

2.2.  Animals, substrates and treatments

The animals were reared at the Unité Expérimentale sur les Ruminants de Theix
(UERT) of Institut National de la Recherche Agronomique, INRA (Theix, France), an
installation accredited for experimental animal care and use under No. 6334517. The
experiment was conducted in accordance with EU directive 2010/63/EU on animal
experiments. Rumen content was collected from three cannulated dry Holstein cows
averaging 867 + 58 kg body weight. Diet was composed of 8.7 kg of native prairie hay
and 3.45 kg of concentrate (DM basis). The amount of feed offered was adjusted for ad
libitum intake. The animals were adapted to the diet two weeks before the beginning of
in vitro experiments, and had free access to water and mineral lick (Sel’pur, Salins,

Paris, France).
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In vitro fermentation was performed using a batch system. A buffer solution
(Goering and Van Soest, 1970) was anaerobically prepared as recommended by Mould
et al. (2005) and modified by Niderkorn et al (2011). The 450 mg substrate (Table 1)
was comprised of alfalfa hay (200 mg), wheat bran (200 mg) and soybean meal (50 mg)
in dry matter, with all components ground to 1 mm. For propolis treatment, the dried
extract was dissolved in ethanol (700:300, v/v) and applied in doses: 1.1, 2.2, 6.7, 11.1,
16.7, 22.2, 27.8, 38.9, and 55.6 pg/mg of substrate, in triplicate, in three periods. An
ethanol solution (700:300, v/v) was used for control. A batch without substrate and

ethanol was used as blank.

Table 1
Chemical composition of ingredients and fermentation substrate (g/lkg DM)*
Wheat bran ~ Soybean meal Alfalfa hay Substrate

Organic matter 980.8 930.3 908.0 926.5
Nitrogen 17.6 84.2 20.5 48.1
aNDF 149.5 124.9 537.9 309.6
ADF 39.8 70.5 417.7 219.6
Lignin (sa) 7.6 - 102.0 45.8
ME (Mcal/kg DM) 2.6 3.4 1.5 2.5

'DM=dry matter, aNDF=neutral detergent fiber, ADF=acid detergent fiber, ME=metabolizable energy,
values from Inra (2007).

2.3. Experimental procedures

Rumen contents were collected from animals (1 L from each cow) before the
morning meal, then pooled and carried to the lab in insulated flasks. The samples were
filtered through a polyester monofilament fabric (800 um mesh size). Filtered rumen
liquid and buffer solution were mixed in a 3:5 ratio, with the propolis doses, in 120 mL
serum bottles which were sealed with gas-tight rubber stoppers under a N, atmosphere
and incubated for 24 h at 39°C. Fermentation contents were stirred at regular intervals
using a magnetic bar stirrer (300 rpm for 30 s followed by a 2.5 min rest period).

After 5 hours and 24 h incubation, the volume of gas produced was measured
using a pressure transducer (Theodorou et al., 1994) and a sample was collected from
the headspace with a 10-mL syringe for gas chromatography analysis of fermentation
gases. After 24 h, batches were uncapped, pH was measured, and the fermentation
media were centrifuged (Eppendorf 5810R, Montesson, France) at 3000 g for 10

minutes at 4°C. For ammonia measurements, 5 mL of supernatant was mixed with
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0.5 mL of orthophosphoric acid for storage until analysis. For determination of short-
chain fatty acids (SCFA), an aliquot of 0.8 mL was mixed with 0.5 mL of crotonic acid
and left at 4°C for two hours, then centrifuged (3000 g, 10 minutes, 4°C), and the
supernatant was collected and held at -20°C until analysis. Zero-hour incubation blanks
were used to calculate net production of fermentation products at the end of the
incubation period.

For phenolic compound analysis, fermentation media supernatants were diluted
with water (1:1), freeze-dried (Finn-Aqua® Lyovac GT2, Munich, Germany) and stored
at -20°C.

To determine true in vitro organic matter digestibility (tIVOMD), the
fermentation media were discarded after centrifugation at 3,000 g for 3 min at 4°C and
the residues were washed with 30 mL of a neutral detergent solution (Senger et al.,
2008) in an autoclave at 110°C for 40 minutes to eliminate bacteria from the residues.
Tubes were then centrifuged in the same conditions as above, the supernatants were
discarded, and the residues were washed 3 times with boiling distilled water, re-
centrifuged and dried (60°C, 48 h) to be weighed. Residual ash content of the residues
was then assessed. Digestibility was calculated as the ratio between the degraded
organic matter of the substrate and the initial organic matter of the substrate weight in

the fermenters.

2.4.  Chemical analysis

The DM of feed and fermentation residues was determined in a forced-air oven
according to AOAC procedure 934.01 (1990). Ashes were determined by combustion at
600°C for 6 hours according to AOAC procedure 924.05 (1990). Nitrogen in feed was
determined by the Dumas combustion method of AOAC procedure 990.03 (1995) using
a Leco-138 FP428 nitrogen analyzer (Leco Corp., St Joseph, MI). Concentrations of
neutral detergent fiber (aNDF) inclusive of residual ash were measured according to
Mertens (2002) with the use of amylase but without sodium sulfite in the neutral
detergent solution and expressed inclusive of residual ash. Concentrations of acid
detergent fiber (ADF) inclusive of residual ash were determined according to AOAC
procedure 973.18 (1990). Lignin contents [Lignin(sa)] were determined by
solubilization of cellulose with sulphuric acid (Van Soest and Wine, 1967).
Metabolizable energy of the substrate was estimated from energy value of feeds from
INRA (2007).
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SCFA were analyzed by gas chromatography (Broudiscou and Lassalas, 2000).
Ammonia was measured by colorimetry following Weatherburn (1967) using a
Technicon Autoanalyzer Il system as described by Davies and Taylor (1965).
Fermentation gases were analyzed by gas chromatography performed on an Agilent
microGC 3000 equipped with two column modules. Channel A (Molecular Sieve 5A
10m) was used for H,, O,, N,, CH,4 with argon as carrier gas and channel B (PPU 8m)
was used for CO, with helium as carrier gas. The detector was a micro-thermal
conductivity detector (TCD). Temperature of the injector, column A and column B was
set at 90°C, 100°C and 75°C, respectively. Molar concentration of individual gases was
calibrated using a certified standard gas mixture (relative accuracy of 20 mM/M,
Alphagaz No. 073562.00).

Reagents used in chromatographic analyzes were acetonitrile (VWR, HPLC
grade, Fontenay-sous-Bois, France), commercial standards of caffeic acid, chicoric acid,
p-coumaric acid, naringenin, chrysin (Sigma-Aldrich >95%, Saint-Quentin-Fallavier,
France) and Artepillin-C (Wako 98%, Montbonnot-Saint-Martin, France).

Phenolic compounds were extracted from 7 mg of propolis extract dissolved in
15 mL ultrapure water using ethyl acetate (25 mL), dried over anhydrous sodium
sulfate, and evaporated (Janke and Kunkel RV 05, Staufen, Germany). The dry residue
was resuspended in pure methanol to be analyzed. Phenolic compounds from the
fermentation medium were extracted according to Fraisse et al. (2007). Analyses were
performed using high-performance liquid chromatography (HPLC) in a Agilent system
(1100 Series, Massy, France) equipped with a diode-array detector using a C6C3 RP
column (Nucleodur Sphinx, 150 mm x 4.6 mm x5 pm, Macherey-Nagel, Hoerdt,
France) held at 35°C. Detection wavelengths were 275 and 320 nm. A mobile phase of
0.05% formic acid in water (solvent A), 0.05% formic acid in 70% acetonitrile (solvent
B) and acetonitrile (solvent D) was used at a flow rate of 0.35 mL/min. The following
gradient was used: 58% A and 42% B for 5 min, then ramp-up to reach 100% B at 25
min, then 5 min switching to attain 100% D at 30 min, maintained for 10 minutes. The
system was equilibrated at initial conditions for 10 min between two runs. Phenolic
compounds were identified and quantified using commercial standards. All unknown
peaks having the same UV spectra as p-coumaric acid and caffeic acid were quantified
as p-coumaric acid equivalent and caffeic acid equivalent, respectively. Other peaks had
similar UV spectra to chrysin, and one peak similar to dihydrokaempferide was

quantified as naringenin equivalent. Peak integration was performed using the
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Chemstation software (Agilent Technologies). Retention times and peak areas (in
arbitrary area units; aau) of all batches at both wavelengths were grouped in an Excel
file and realigned according to the retention times. Missing values in the resulting

dataset were replaced by 1. Background noise was about 5 aau.

2.5.  Statistical analysis

Results were tested by analysis of variance using the GLM procedure of SAS 9.0

in a completely randomized design with the general model:

Yij=u+Ti+ P+ e,

where,

Yjj is the dependent variable, x is the overall mean, T; is the fixed effect of
treatment (i=0-55.6 pg/mg), P; is the fixed effect of period (j=1-3) and + e is the
random residual error. Treatment sum of squares was partitioned to provide linear and

quadratic contrasts. Significance was declared at P<0.05.

3. Results

Artepillin-C, chicoric acid, p-coumaric acid and caffeic acid were identified in
propolis extract. Several other peaks were quantified in p-coumaric acid equivalents,
caffeic acid equivalents, chrysin-equivalents or naringenin-equivalents based on their
UV spectra (Table 2). Fermentation for 24 hours with the propolis extract resulted in the
appearance of seven peaks which increased in intensity in relation to the dose of
propolis, at retention times 27.2 min (P=0.007), 28.0 min (P<0.001), 28.5 min
(P<0.001), 29.1 min (P<0.001), 30.1 min (P<0.001), 31.3 min (P=0.012) and 33.5 min
(P=0.040). Examples of peak area variation according to propolis dose are given in
Figure 1.

Propolis extract linearly reduced (P<0.01) the final pH of the fermentation
medium (Table 3). N-NH3; concentration was similar among treatments. There was a
linear effect of propolis to increase propionate production (P<0.001), which decreased
(P<0.001) acetate—to-propionate ratio and tended to slightly increase (P=0.08) total
SCFA production. Using propolis extract quadratically decreased the production of

isovalerate (P=0.03). Other individual SCFA and IVDOM were similar among doses.
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Using propolis extract affected the production of fermentation gases (Table 4).
Within 5 hours, the treatments linearly reduced methane production (P=0.05) and
increased CO; production (P<0.01), total gas production (P=0.05) and CO,-to-methane
ratio (P<0.001). Within 24 hours of fermentation, treatment linearly reduced methane

production (P<0.001) and resulted in an increase in CO,-to-methane ratio (P<0.001).

Table 2
Composition of phenolic compounds of the propolis extract
Phenolic compound Concentration (mg/g)
Caffeic acid 1.93+£0.04
p-coumaric acid 8.32£0.08
Chicoric acid 19.26 £ 0.41
Acrtepillin C 31.32+0.44
Unknown phenolic compounds:
Dihydrokaempferide-like (naringenin equivalent) 5.15+0.03
p-coumaric acid-like (p-coumaric acid equivalent) 49.37 +1.60
Caffeic acid-like (caffeic acid equivalent) 5.77 £0.27
Chrysin-like (chrysin equivalent) 44,41 +0.26
Total phenolic compounds 165.55+3.14
600
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Fig1l. Peak areas (arbitrary area units; aau) of components appearing in the
fermentation medium as function of propolis dose initially added. Examples at 275 nm;
peaks at RT=retention time (minutes) 27.2 min (P=0.007), 28.5 min (P<0.001), 29.1
min (P<0.001).
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Table 3
Ruminal pH and in vitro fermentation products (umol/batch) using propolis extract at 24h
Propolis dose (ng/mg) SEM P-value
0 1.1 2.2 6.7 11.1 16.7 22.2 27.8 38.9 55.6 Linear Quadratic

pH 6.19 6.16 6.16 6.16 6.15 6.15 6.14 6.14 6.14 6.14 001 <0.01 0.09
N-NH; 539.6 5435 539.3 546.7 5448 5273 5467 5327 5343 5383 7.68 0.85 0.89
Acetate 2856.4 2878.1 2825.6 2838.3 2825.8 2808.1 2853.4 2846.9 28332 2959.2 3052 0.21 0.13
Propionate 532.7 526.2 5132 5288 519.0 5280 5364 5518 551.0 593.7 7.20 <0.001 0.09
Butyrate A7T7.6 4845  467.7 4820 4768 465.0 4785 4726 4741 4824 472 0.24 0.57
Isobutyrate  30.7 30.2 28.9 30.5 30.2 29.7 315 30.5 29.8 31.3 040 024 0.62
Isovalerate  52.2 52.0 51.2 54.1 515 52.1 51.9 51.8 51.0 52.8 0.64 0.17 0.03
Valerate 55.7 56.4 55.4 58.0 57.9 56.9 56.6 56.7 58.4 58.3 063 0.30 0.32
Total 4007.9 4030.0 3943.7 3993.2 3962.8 39414 4010.7 4012.2 39995 4181.1 3536 0.08 0.13
Acet:prop 5.42 5.48 5.53 5.38 5.47 5.36 5.33 5.18 5.17 500 0.10 <0.001 0.20
tivVOMD? 0.83 0.81 0.82 0.81 0.82 0.82 0.82 0.82 0.82 0.81 0.001 0.29 0.26

1tlVOMD=True in vitro digestibility of organic matter, SEM=standard error of mean.
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In vitro gas production using propolis extract

23

Propolis dose (ug/mg) SEM P-value
0 1.1 2.2 6.7 11.1 16.7 22.2 278 389 55.6 Linear Quadratic

Gas (umol/batch), 5 h

Hydrogen 163 165 151 1.73 1.52 1.65 1.42 1.67 1.37 1.71 0.06 0.33 0.28
Methane 534.8 527.0 5417 535.8 5424 5423 5275 5410 5188 5185 556 0.05 0.29
Carbon dioxide  1894.2 1870.7 1901.0 18915 1954.2 19205 1913.2 19285 1927.5 1989.2 22.18 <0.01 0.68
Total 2430.6 2399.4 2444.3 2429.0 2498.1 2464.4 2442.1 24712 2447.7 2509.5 26.36 0.05 0.80
CO,-to-CH, 355 356 351 354 3.61 3.54 3.63 357 372 3.84 0.03 <0.001 0.04
Gas (umol/batch), 24 h

Hydrogen 1.59 1.49 1.36 1.53 1.38 1.47 1.36 144 139 156 003 0.20 0.17
Methane 1347.2 1340.8 1354.3 1343.9 1356.1 1337.0 1330.2 1322.8 1308.0 1300.7 11.53 <0.001  0.85
Carbon dioxide  3654.0 3647.5 3663.1 3663.3 3699.0 3666.6 3664.7 3630.2 3672.6 3720.5 25.39 0.13 0.31
Total 5002.8 4989.8 5018.7 5008.7 5056.5 5005.0 4996.3 49545 4982.0 5022.7 34.42 0.89 0.72
CO,-to-CH, 271 272 271 273 2.73 2.74 2.76 275 281 286 0.02 <0.001 0.08

SEM=standard error of mean.
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4. Discussion

The phenolic compounds present in the studied propolis are mostly derived from
cinnamic acid. In contrast to other types around the world, Brazilian propolis is chiefly
composed of phenolic acids (Kumazawa et al., 2003). Artepillin C, the major phenolic
compound of green propolis (Park et al., 2004), is a 3,5-prenylated p-coumaric acid.
Prenylated phenolic compounds are synthesized in a limited number of plant families,
including Compositae Baccharis dracunculifolia.

Alongside artepillin-C, it was also found p-coumaric acid, chicoric acid, caffeic
acid and six unknown compounds with cinnamic acid-like UV spectra. These cinnamic
acid-like compounds probably comprised the caffeic acid phenethyl ester and the
prenylated propolis compounds baccharin and drupanin (Park et al, 2002). A few
flavonoids with chrysin-like and dihydrokaempferide-like UV spectra were also found.

Propolis components could not be recovered in the rumen medium. At the end of
the 24-h incubation, seven new compounds appeared at concentrations related to the
propolis extract dose, which suggests that they were metabolites of the major phenolic
compounds from propolis. These compounds could not be identified. Their retention
times indicated that they had low polarities and their absorption spectra were similar to
simple phenols, with no conjugated double bond.

When propolis is consumed, the phenolic compounds are digested and absorbed
in the same manner as in other foods (Burdock et al., 1998). The main reactions
performed by intestinal microflora on cinnamic acid are: reduction of the unsaturated
aliphatic side-chain, demethylation of the aromatic ring, decarboxylation and
dehydroxylation (Martin, 1982). Microbial metabolites are absorbed and conjugated
with glycine, glucuronic acid or sulfate in the liver (Manach et al., 2004), and are then
excreted via urine (Martin, 1982) and also in the milk (Besle et al., 2010) in the form of
several simple aromatic compounds. In this experiment, the action of microorganisms
may have converted propolis compounds into the prenylated derivatives of the most
common degradation products, i.e. p-hydroxyphenyl propionic acid and ethyphenol.

Propolis extract reduced the pH of the rumen medium which is a crucial variable
for nutrient fermentation balance. Factors that contribute to maintaining a stable pH and
rumen function are the buffering capacity of saliva and the removal of SCFA through

absorption (Van Soest, 1994). Propolis promoted propionate production with increasing
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doses, an effect that caused a slight increase in total production of SCFA. Broudiscou et
al. (2000) also found an increase in in vitro propionate production caused by propolis.

Mean pH was 6.15 that is below the value of 6.2 considered by Russell and
Dombrowski (1980) as limiting for bacterial growth. However it seems that no selection
effect on cellulolytic bacteria occurred, since acetate, the main product of these bacteria,
showed no change with dose of propolis, even with the decrease in pH of 6.19 (dose 0)
to 6.14 (dose 55.6 pg/mg propolis). As a consequence, the decrease in the acetate-to-
propionate ratio occurred without change in acetate production.

Together with the increase in propionate production, a propolis-induced decline
in the protozoa population has been observed in vitro by Broudiscou et al. (2000) and in
vivo in cattle and buffaloes by Rispoli et al. (2009). The decrease in ruminal protozoa
provides greater availability of starch for starch-fermenting bacteria and propionate
production, which could further increase the total production of SCFA (Mendoza et al.,
1993). Given how propionate can be converted to glucose in the liver and maintain
plasma levels in ruminants (Stradiotti Junior et al., 2004), then the propolis-induced
increase in propionate production could be nutritionally favorable to the animal.

Diets that provide low acetate-to-propionate ratio may also induce low ruminal
pH, which can have a strong impact on reducing methane production (Lana et al.,
1998). A pH lower than 6.9 can also change the balance of carbonate in solution and
raise the proportion of CO; in the rumen gas (Wolin, 1960). Indeed, propolis showed an
observable capacity to reduce methane production in the fermenters, and this effect was
more pronounced after 24 than 5 hours of fermentation. CO; production increased with
increasing doses of extract, especially in the first 5-hr period, and this was reflected in
total gas production. CO,-to-methane ratio increased with treatments in both periods,
although at 24 hours it remained in the range reported by Van Soest (1994) who
reported that CO, production is two to three-fold higher than methane production.

In the rumen, bacteria can use methanogenesis or propionate production as a
means of reducing mainly the hydrogen of the medium, and there is always an inverse
relationship between methane and propionate (Lana et al., 1998). This inverse
relationship was reproduced here, where the increase in propionate production probably
led to lower substrate availability for methane production. However, the production of
H, and CO, was unaffected by propolis treatment at 24 h. This suggests that propolis

may have reduced methane production by inhibiting methane-producing bacteria.
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Methane is produced from the reduction of CO, and H, by methanogenic
bacteria (Moss et al., 2000). These compounds are related as carbon lost from ruminal
fermentation while methane production reduces nutritive efficiency by wasting the
gross energy of the diet (Johnson and Johnson, 1995). Here, propolis was found to alter
the balance of gas production without modifying total gas production. In the study by
Stradiotti Junior et al. (2004), the in vitro use of hydroalcoholic propolis extract reduced
total production of fermentation gases.

Phenolic compounds have been reported as presenting some effects on rumen
parameters. Regarding rumen microorganisms, p-coumaric acid was shown to be a
growth inhibitor for the cellulolytic bacteria Bacteroides ruminicola in culture medium
(Martin and Akin, 1988). A Brazilian propolis extract was able to inhibit the growth of
eight main groups of cellulolytic and proteolytic ruminal bacteria, and this effect was
attributed to the phenolic compounds composition such as naringenin, chrysin, caffeic
acid, p-coumaric and Artepillin-C (Aguiar et al., 2013).

In this study, the effects observed were significant but small due to the relatively
low doses of propolis used: max 625 pg propolis/mL fermentation medium or about 9
pg total phenolic compounds/mg substrate. Oskoueian et al. (2013) used 45 pg pure
flavonoids/mg substrate and obtained effects on DM degradability, gas production, CH,4
and volatile fatty acid production, and enzyme activities. Aguiar et al. (2013) observed
strong antimicrobial effects of propolis on ruminal bacteria strains at 1000 pg/mL.
However, the results indicate that even at the doses used, propolis compounds—or the
synergy between them (Marcucci, 1996)—actually demonstrated an effective action in
the fermentation medium.

Previous studies involving propolis in animal feed have used varying
parameters, making it difficult to interpret these results. Besides the dose distributed,
which is probably the most important factor, variability in results has been related to
variability in the chemical composition of the product (Aguiar et al., 2013) which is
affected by the concentration of propolis and solvent used for extraction (Cottica et al.,
2011), by production region (Patra et al., 2010) and by harvest season (Bankova et al.,
1998). Moreover, interactions with the fermentation substrate almost certainly occur.

In this study, propolis treatment did not alter N-NH; production, which diverges
from a previous in vitro study (Ozturk et al., 2010) reporting that propolis caused a
decrease in N-NH; concentration related to a decrease in amino acid deamination and to

the reduction of the amino acid-fermenting bacterial population. This finding was
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corroborated by Aguiar et al. (2013) who reported that phenolic compounds in propolis
extract may act by reducing the population of hyper-ammonia-producing bacteria and
thereby suppress N-NHj; concentrations in the rumen. The absence of effect on N-NH;3
production here may be due to the lower concentration of flavonoids in this propolis
(49.56 mg/g) compared to other studies such as Aguiar et al. (2013) who observed a
strong antimicrobial action of a propolis extract containing 109.17 mg/g of flavonoids.
It was found no effect of propolis on OM digestibility, indicating that phenolic

compounds did not affect energy availability for ruminal fermentation.

5. Conclusion

Propolis increased propionate production and decreased methane production
without changing acetate or nitrogen metabolism, suggesting a better utilization of
energy from feed. Therefore, the use of propolis in diets could be a beneficial nutritional
strategy in dairy cows. Given that literature results are controversial and highly variable
due to dosage and composition of used propolis extract, these results now need to be
confirmed over longer fermentation periods, and the optimal conditions need to be

found to add propolis to animal supplements.
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Il — Consumo e digestibilidade de dietas com 6leo de linhaga contendo extrato de

propolis e vitamina E na alimentacéo de vacas leiteiras

(Animal Feed Science and Technology)

Resumo

A propolis é uma fonte de compostos fendlicos que, se fornecida a vacas leiteiras,
pode ser importante para melhorar a qualidade oxidativa do leite. A vitamina E é um
antioxidante natural dos sistemas bioldgicos e pode apresentar sinergismo com
compostos fenodlicos na reducdo da oxidacdo. Assim, objetivou-se estudar o consumo e
digestibilidade de vacas alimentadas com dietas contendo 6leo de linhaga,
suplementadas com produto a base de prépolis associado ou ndo a vitamina E.
Utilizaram-se quatro vacas da raca Holandesa, portadoras de canulas ruminais, com
peso corporal meédio de 584 + 52 kg e 90 + 39 dias de lactacdo em delineamento
quadrado latino 4x4, com quatro dietas e quatro periodos. As dietas experimentais
foram: dieta controle; dieta com 6leo de linhaca, 25 g/kg de MS; dieta com 6leo de
linhaca + produto a base de propolis, 1,2 g/kg de MS; dieta com 6leo de linhaca +
produto a base de prépolis + vitamina E, 375 Ul/kg de MS. O fornecimento de extrato
de propolis, associado ou ndo a vitamina E, ndo influenciou o consumo e as
digestibilidades ruminal e total de matéria seca e nutrientes. Pardmetros ruminais como
pH e teor de nitrogénio amoniacal ndo foram influenciados pela suplementagéo. A
producdo microbiana ruminal, a eficiéncia de sintese e os metabdlitos nitrogenados
sanguineos ndo foram alterados pelas dietas. O uso de extrato de prdpolis associada ou
ndo a vitamina E em dietas para vacas leiteiras ndo influenciou o consumo, a digestdo e

0 aproveitamento de nutrientes.

Palavras-chave: Acidos fenolicos; Aditivo; Antioxidante; Digestdo

AbreviacBes: MS, matéria seca; MO, matéria organica; FDN, fibra em detergente
neutro; PB, proteina bruta; EE, extrato etéreo; NDT, nutrientes digestiveis totais; NUL,

nitrogénio ureico no leite; DP, derivativos de purina; DR, digestibilidade ruminal.
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1. Introducéo

A demanda de consumidores por alimentos de origem animal que apresentem
qualidade e seguranca alimentar tem orientado a pesquisa na producdo animal. A
producdo de leite com perfil de gordura favoravel a saude humana é possivel com a
suplementacéo lipidica de vacas em lactacdo (Chilliard et al., 2007), e resulta em leite
com maiores proporcoes de acidos graxos poli-insaturados (AGPI). O 6leo de linhaca é
rico em &cido linolénico, sua adi¢do em dietas de vacas leiteiras € uma forma de elevar a
proporcdo de AG considerados saudaveis, como o CLA, e resultar em um tipo de leite
com maior valor nutritivo e valor terapéutico (Bu et al., 2007).

Os AGPI sdo instaveis e suscetiveis a oxidacdo (Granelli et al., 1998) e, portanto,
a perda parcial de suas propriedades. Uma solucéo ao problema pode ser o fornecimento
de compostos antioxidantes as vacas pela alimentacdo, uma vez que podem ser
transferidos ao leite. O uso de produtos que contenham compostos de ocorréncia natural
satisfaz a preocupacao dos consumidores acerca da seguranca e toxicidade de aditivos
alimentares (Gladine et al., 2007).

A proépolis é o material resultante da coleta de exsudato e broto de plantas,
contendo enzimas e cera de abelhas. Na colmeia, a prépolis é usada para protecao contra
doencas e invasdo de intrusos (Sforcin & Bankova, 2011). Antes de ser utilizada, a
prépolis bruta necessita passar por processos de extracdo para tornar disponivel seus
compostos ativos e, geralmente, isso se da com o uso de etanol em altas concentragdes
(Cottica et al., 2011). Quando utilizada como alimento, a prépolis pode ser fornecida na
forma de extrato liquido (Lana et al., 2005) ou em p6 (Aguiar et al., 2013, Aguiar et al.,
2014). Segundo Kumazawa et al. (2003), a propolis brasileira, da regido sudeste-sul, é
oriunda principalmente da planta Baccharis dracunculifolia (Alecrim-do-campo). Sua
composicdo confere importantes propriedades bioldgicas, tais como antioxidante
(Cottica et al., 2011) e de inibicdo do crescimento de diversas cepas de bactérias
ruminais (Aguiar et al., 2013).

A vitamina E é usada na nutri¢cdo animal em razdo, principalmente, de sua funcdo
antioxidante lipossoltvel. Sua habilidade em doar hidrogénio aos radicais da cadeia de
propagacao oxidativa contribui para a finalizacdo da reacdo de oxidacédo (Baldi, 2005) e,
consequentemente, auxilia na reducao dos efeitos do estresse oxidativo. A associagdo na

dieta de antioxidantes com propriedade hidrofilica, como os compostos fendlicos de
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plantas, e antioxidantes lipolificos, como a vitamina E, foi estudada em modelo animal
(Gobert et al., 2006) visando investigar a ocorréncia de complementaridade na protecao
contra a lipoperoxidagdo. Na nutrigdo animal, a propolis ja foi objeto de varios estudos
que investigaram a influéncia de suas propriedades na produgdo e composicao leiteira
de vacas (Stelzer et al., 2009) e de cabras (Lana et al., 2005). Em estudo com vacas
leiteiras e adicdo de extrato de prépolis as dietas, foi relatado que a propolis exerceu
efeitos positivos no metabolismo proteico ruminal (Aguiar et al., 2014). No entanto, a
avaliacdo da associacdo de extrato de préopolis e vitamina E, como aditivo na
alimentacdo de vacas leiteiras, tem sido pouco estudada e seus efeitos nos parametros
digestivos sdo desconhecidos.

Portanto, objetivou-se determinar os efeitos da incorporacdo de produto a base de
propolis associado ou ndo a vitamina E a uma dieta contendo 6leo de linhaca para vacas
leiteiras sobre o consumo, digestibilidades ruminal e total dos nutrientes e producéo

microbiana ruminal.

2. Materiais e métodos

2.1 Animais e dietas

O experimento cumpriu as orientacdes do Comité para o Uso de Animais em
Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringd (Maringa, PR), sob nimero de
aprovacdo 111/2012. O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de
Iguatemi e no Laboratdrio de Alimentos e Nutricdo Animal da Universidade Estadual
de Maringa no periodo de setembro a novembro de 2012.

Quatro vacas da raca Holandesa, portadoras de canulas ruminais, com média de
584 + 52 kg de peso corporal (PC) e 90 + 39 dias de lactacdo foram distribuidas em
quadrado latino 4x4, com quatro dietas e quatro periodos. As vacas foram alojadas em
baias tie stall e alimentadas individualmente as 08:00 h e 16:00 h.

As dietas foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais de vacas
leiteiras com média de 550 kg de PC e producéo de 30 kg/dia de leite com 35 g/kg de
gordura (NRC, 2001). A dieta controle foi composta de 600 g/kg (base na MS) de
volumoso (silagem de milho) e 400 g/kg (base da MS) de concentrado, composto por

farelo de soja, milho moido, farelo de trigo, ureia e suplemento mineral (Tabela 1).
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Tabela 1
Ingredientes e composi¢do quimica das dietas experimentais
Dietas’

Item CON oL EP P
Composicéo de ingredientes (g/kg MS)?
Silagem de milho 600,0 600,0
Milho moido 160,0 99,0
Farelo de soja (48 g/kg PB) 111,0 110,0
Farelo de trigo 90,0 125,0
Oleo de linhaca bruto 25,0
Ureia 9,0 9,0
Suplemento mineral e vitaminico® 17,2 17,2
Calcério 7,5 9,5
Bicarbonato de sodio 4,0 4,0
Sulfato de amonia 1,0 1,0
Sal comum 0,3 0,3
Anélises quimicas®
MS (g/kg matéria natural) 568,7 574,1 2,34 0,28
Matéria organica (g/kg MS) 9354 939,2 1,14 0,09
Proteina bruta (g/kg MS) 141,4 143,7 1,22 0,40
Extrato etéreo (g/kg MS) 22,8 47,1 4,61 <0,01
FDN (g/kg MS) 402,0 406,0 5,76 0,76
CNF (g/kg MS) 369,2 341,7 0,77 0,85
EL, (Mcal/kg MS)° 1,54 1,60 0,02 0,15
Acidos graxos (g/kg MS)
16:0 4,00 5,58 0,34 <0,01
16:1n9 0,16 0,18 0,06 0,92
18:0 0,85 2,05 0,23 <0,01
18:1n9 5,40 10,08 0,94 <0,01
18:1n7 0,27 0,34 0,03 0,27
18:2n6 7,54 11,28 0,73 <0,01
18:3n3 1,43 15,35 2,63 <0,01
né/n3 5,27 0,73 0,96 <0,01
Polifenois totais (g EAG/kg MS) 3,45 3,92 0,06 0,10

ICON, dieta controle, OL, dieta com 6leo de linhaca, EP=erro padréo da média. “Valores reais obtidos por
pesagem dos ingredientes. *Contém (por kg): Ca156g,P 519, S20g, Mg33g, Na93g, K28g,
Co 30 mg, Cu 400 mg, Cr 10 mg, Fe 2000 mg, |1 40 mg, Mn 1350 mg, Se 15 mg, F 510 mg, Zn 1700 mg.
*Média das amostras compostas preparadas de cinco amostras dirias coletadas a partir do dia 15 ao 19 de
cada periodo experimental, MS = matéria seca, FDN = fibra em detergente neutro sem nitrogénio e cinza
residual, CNF = carboidratos ndo fibrosos, EL, = energia liquida de lactacdo, EAG = equivalente acido
galico. °Energia liquida de lactacéo calculada por EL, (Mcal/kg) = 0,0245 x nutrientes digestiveis totais —
0,12 (NRC, 2001).

As dietas experimentais foram: dieta controle (CON); dieta com 6leo de linhaca,
25 g/kgna MS (OL); dieta com 0leo de linhaga + produto a base de propolis, 1,2 g/kg de
MS (LLOS); dieta com 6leo de linhaca + produto a base de prépolis + vitamina E, 375
Ul/kg de MS (LLOS-E). O produto a base de propolis e a vitamina E foram fornecidos
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duas vezes ao dia juntamente com a dieta (8:00 e 16:00 h), ambos foram acondicionados
em papel higroscopico e colocados diretamente no ramen, pela canula ruminal.

As amostras de propolis do tipo verde foram obtidas do apirio da Fazenda
Experimental de Iguatemi e preparadas no Laboratério de Farmacotécnica da
Universidade Estadual de Maringa. O produto a base de prépolis (LLOS) foi preparado
por meio de uma extracao hidroalcodlica da prépolis bruta de acordo com Franco &
Bueno (1999) e em seguida, o alcool foi evaporado (Biichi R210, S&o Paulo, SP) e 0
extrato foi seco em spray dryer (Labmag MSD 1, Ribeirdo Preto, SP). O extrato seco de
prépolis esta registrado no Instituto Nacional da Propriedade Intelectual-Brasil com a
denominacdo LLOS B1 com sete doses, sob 0 n. 0605768-3. Uma quantidade de milho
moido foi adicionada ao extrato como excipiente para facilitar o fornecimento do
produto aos animais. A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos presentes
no extrato de propolis foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Tabela
2). A vitamina E fornecida foi na forma de acetato de a-tocoferol (Microvit E Promix
500.000 Ul/kg, Adisseo, Sdo Paulo, SP).

Tabela 2
Composicdo de compostos fenolicos do produto a base de prdpolis e dos alimentos
constituintes das dietas’

Item Concentracdo (mg/g)

Propolis
Acido cafeico 0,83 +0,01
Acido chicérico 6,53 + 0,04
Acido p-cumarico 2,20 + 0,05
Anrtepillin C 2,44 + 0,01
Flavonoides (equivalente quercetina) 1,25+ 0,26
Acidos fendlicos totais (equivalente acido p-cumarico) 17,64 + 0,11

Polifendis totais (equivalente &cido galico)
Propolis 20,19 + 3,78
Silagem de milho 527+0,14
Concentrado controle 0,72 +£0,03
Concentrado com 6leo de linhaca 1,26 + 0,03
Oleo de linhaca? 1,14 +0,03

Produto a base de prépolis=extrato de propolis + excipiente. “Siger et al. (2008).

2.2 Procedimentos experimentais

Cada periodo experimental consistiu de 14 dias para adaptacdo dos animais as
dietas e 7 dias para coleta diaria de dados. A quantidade de alimento fornecida e as
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sobras foram pesadas diariamente e registradas para cada vaca para determinar o
consumo, que foi ajustado para 100 g/kg de sobras com base na matéria natural.
Diariamente, as vacas foram ordenhadas duas vezes as 06:30 h e 15:00 h, e a producéo
de leite foi registrada em cada ordenha.

Amostras de alimentos e sobras foram coletadas diariamente do 15° dia ao 19° dia
do periodo experimental e mantidas congeladas. Como indicador de fluxo de MS e
nutrientes no conteddo do omaso e fezes utilizou-se didxido de titanio (TiO,). Foram
administrados 10g no rumen, pela cénula ruminal, divididos igualmente para
alimentacdo da manhd e tarde, a partir do oitavo dia de cada periodo experimental. Do
15° dia ao 19° dia de cada periodo experimental, foram amostradas 500 mL de digesta
omasal e 100 g de fezes diretamente do reto, em dias alternados, as 8:00, 12:00, 16:00,
20:00 e 24:00 horas, com total de 5 amostras por animal em cada periodo, sendo as
amostras conservadas congeladas. A coleta de digesta omasal foi realizada por sucgédo
do conteddo omasal segundo Ledo et al. (2005). Amostras de alimentos, sobras, digesta
e fezes foram secas a 55°C por 72 horas e moidas a 1 mm, em moinho Wiley (Marconi
MA340, Piracicaba, SP) e compostas por periodo e por animal para posterior analise.

Foram realizadas amostragens de liquido ruminal pela canula ruminal nos tempos
zero (que antecede a primeira alimentacdo) 2, 4, 6 e 8 horas ap6s a alimentacdo da
manhd. O pH foi mensurado imediatamente ap0s cada coleta com uso de um
potencidmetro (Tecnal Tec-5, Piracicaba, SP), em seguida, uma aliquota do liquido
ruminal (50 mL) foi adicionada de 1 mL de &cido sulfarico (500:500, v/v) para
determinacdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs).

As amostras de leite foram obtidas de dez ordenhas consecutivas entre o0 15° dia e
o 19° dia de cada periodo experimental e compostas por vaca e periodo,
proporcionalmente a producdo em cada ordenha para obter uma amostra de leite
composta/vaca/periodo. As amostras de leite foram mantidas a temperatura ambiente
com conservante, 2-bromo-2-nitropropano-1, 3-diol (Bronopol, San Ramon, CA, EUA),
para determinacao dos teores de N-ureico.

No 18° dia e 19° dia de cada periodo experimental foram realizadas coletas spot
de amostra de urina, aproximadamente 3 horas apds a alimentacdo, por micgdo
espontanea, para determinar a concentracdo de derivativos de purina e estimar a sintese
microbiana ruminal, e determinar as concentragfes de creatinina a fim de estimar o

volume urinario. Aliquotas de 10 mL de urina foram coletadas e conservadas com 40
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mL de acido sulfarico (0,036N), sendo mantidas a 4°C até serem analisadas. No dia 18
do periodo experimental, trés horas apds alimentacdo da manhd, amostras de sangue
foram coletadas pela veia jugular dos animais com tubos contendo anticoagulante (BD
vacutainer®, K,EDTA 7,2 mg, Sdo Paulo, SP), depois foram centrifugadas (2.500g, 20

min) e o plasma foi conservado congelado.

2.3 Andlises quimicas

A matéria seca (MS) das dietas foi determinada em estufa de ventilagdo forcada,
de acordo com o procedimento 934.01 da AOAC (1990). As cinzas foram obtidas por
combustdo a 600°C por 6 horas de acordo com 0 método da AOAC 924.05 (1990), para
determinacdo do teor de matéria organica (MO). A determinacdo no N total seguiu o
procedimento 990.03 da AOAC (1990) (Tecnal TE-036/1, Piracicaba, SP). As
concentracdes de fibra em detergente neutro (FDN), com corre¢do do teor de nitrogénio
e cinzas, foram analisadas de acordo com Mertens (2002), com uso de amilase
termoestavel, sem sulfito de sédio. O extrato etéreo (EE) foi determinado (Tecnal TE-
044/1, Piracicaba, SP) de acordo com o método 7.060 da AOAC (1990). Os nutrientes
digestiveis totais (NDT) das dietas foram estimados com emprego da equacdo: NDT
(g/kg) = CNF digestivel + PB digestivel + FDNa digestivel + (EE digestivel x 2,25),
assim como carboidratos nédo fibrosos, CNF (g/kg) = 1000 — (PB (g/kg) + FDNa (g/kg)
+ EE (g/kg) + cinzas (g/kg), ambas as equacgdes descritas por Weiss (1999). A energia
liquida de lactacdo (EL.) foi estimada com a equacdo do NRC (2001): EL. (Mcal/kg) =
0,0245 x NDT - 0,12.

A extracdo e andlise de polifendis no produto a base de prépolis e alimentos foi
realizada como descrito em Santos et al. (2014). Os lipidios totais dos alimentos foram
extraidos de acordo com Bligh & Dyer (1959), com cloroférmio, metanol e agua
(2:2:1,8). Os ésteres metilicos de acidos graxos (AG) foram preparados segundo o
procedimento de Hartman & Lago (1973), modificado por Maia & Rodrigues-Amaya
(1993) e analisados por cromatografia gasosa.

Para determinacdo dos teores de TiO, na digesta e fezes, seguiu-se técnica
descrita por Myers et al. (2004), com digestdo em &cido sulfurico concentrado por duas
horas, seguido de adicdo de perdxido de hidrogénio (300:1000, v/v). A absorbancia foi
medida a 410 nm (Shimadzu UV-1601, Sao Paulo, SP). As concentracdes de TiO, nas

amostras foram determinadas com uso de uma equacao estimada por uma curva padrdo
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obtida pela analise de TiO, padrdo. O fluxo omasal e producéo fecal foram calculados
como a razdo entre a quantidade fornecida de dioxido de titanio e concentracdo de
dioxido de titdnio em digesta e fezes. Os coeficientes de digestibilidade foram
determinados pela razéo entre o consumo de nutrientes e teor de nutrientes em digesta e
fezes.

A determinacdo das concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-NHz) no liquido
ruminal foi realizada por destilacdo com hidroxido de potassio (2N), de acordo com o
método descrito por Preston (1995). Os teores de N-ureico do leite (NUL) foram
determinados por um método colorimétrico, com a reacao de Berthelot (Chemspec 150,
Chaska, MN, EUA).

A anélise de alantoina foi realizada com uso dos métodos descritos por Chen &
Gomes (1992). Para determinacdo de creatinina, acido Urico e ureia foram utilizados
métodos colorimétricos (Analisa®, Belo Horizonte, MG). Da concentragdo de creatinina
na amostra de urina spot, o volume urinario foi estimado (L) pela razdo entre a excrecao
didria de creatinina (mg/kg PC) e a concentracdo de creatinina (mg/L). Para
determinacdo da excrecdo diaria de creatinina por kg de PC, o valor médio de
23,41 mg/kg de PC foi usado, obtido por Oliveira et al. (2001). A producdo de
nitrogénio microbiano (N) e a eficiéncia de sintese foram estimadas de acordo com
Chen & Gomes (1992). A determinacdo da concentracdo plasmatica de ureia foi
realizada por método colorimétrico (Analisa®, Belo Horizonte, MG).

2.4 Andlises estatisticas

Os resultados foram analisados por variancia, com uso do procedimento MIXED
do SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.0). Os dados foram analisados em
quadrado latino 4 x 4 com o modelo geral: Yix=p + Aj + Pj + Tk + €j, em que: Yij =
variaveis observadas; p = média geral, A; = efeito do animal i, de 1 a 4; P; = efeito do
periodo j, de 1 a 4; Ty = efeito da dieta k, de 1 a 4; ejj = erro aleatorio. A significancia
foi declarada em P<0,05 e tendéncias foram aceitas em P<0,10. Os valores de pH e
concentracdo de nitrogénio amoniacal foram analisados para medidas repetidas no
tempo. Contrastes ortogonais foram utilizados para comparar os efeitos de: 1) éleo de
linhaca (CON contra OL, LLOS e LLOS-E), 2) extrato de propolis (OL contra LLOS e
LLOS -E), e 3) associacdo de prépolis e vitamina E (LLOS contra LLOS -E).



39

3. Resultados

O produto a base de propolis apresentou na composicao o acido cafeico, acido
chicorico, &cido p-cumarico e Artepillin-C (Tabela 2). Acidos fen6licos com espectros
desconhecidos foram observados e quantificados como equivalente acido p-cumarico.
Os flavonoides n&o puderam ser identificados, mas foram quantificados como
equivalente quercetina. Os compostos fenodlicos totais nas amostras de alimentos e
extrato de propolis foram quantificados como equivalente acido galico.

As dietas nédo influenciaram o consumo de MS e nutrientes, exceto o EE (Tabela
3). Em relagdo a dieta controle, o uso de O6leo de linhaga causou a reducdo da
digestibilidade ruminal (DR) da MO (P=0,05), da FDN (P=0,02) e tendéncia foi
observada para decréscimo da DR da MS (P=0,07), e aumento da DR do EE (P<0,01).
O o6leo também aumentou a digestibilidade total da PB (P=0,06) e EE (<0,01), em
relacdo a dieta controle. Em comparacédo a dieta com 6leo, o fornecimento do produto a
base de prépolis associado ou ndo com vitamina E ndo apresentou efeitos sobre o
consumo de MS e nutrientes, e sobre as digestibilidades ruminal e total.

O pH ruminal se comportou de forma quadratica ao longo do tempo
(pH=0,036h*-0,383h+6,786, R?=0,97), com valor minimo estimado de 5,8, ap6s 5,3
horas da alimentacdo da manhd (Figura 1). A concentracdo de N-NH3z; no ramen
apresentou comportamento cubico em funcdo do tempo de coleta apds a primeira
alimentacdo (N-NH5=0,365h*-5,01h?+16,58h+8,39, R?*=0,88). A méxima concentragio
de N-NH; foi 24,5 mg/100 mL apdés 2,2 horas da alimentacdo, a concentracdo minima
foi 4,4 mg/100 mL apds 7 horas.

A excrecdo de derivativos de purinas, a producdo microbiana, a eficiéncia de
sintese microbiana e excrecdo de metabdlitos nitrogenados nao foram modificadas pelas
dietas (Tabela 4). Em comparacdo a dieta contendo produto a base de propolis,
observou-se reducdo na excrecdo de nitrogénio ureico via urina com a adi¢do do

produto a base de propolis associado a vitamina E (P=0,10).
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Tabela 3

Consumo, digestibilidade aparente e parametros ruminais de vacas leiteiras
suplementadas com 6leo de linhaga (OL) contendo produto a base de prépolis (LLOS)
associado ou ndo a vitamina E (LLOS-E) na dieta

ltem Dietas’ Ep P

CON OL LLOS LLOS-E 1 2 3
Consumo (kg/dia)
MS? 19,64 19,32 19,61 1935 043 059 0,71 0,60
MO 18,32 1751 17,81 1755 041 009 0,66 0,57
PB 299 3,03 3,00 2,99 0,07 059 047 0,96
EE 0,46 097 0,99 0,97 0,06 <0,01 0,65 0,29
FDN 755 7,41 7,62 7,49 0,20 086 051 0,61
Digestibilidade ruminal (kg/kg)
MS 049 044 044 0,42 0,02 0,07 086 0,56
MO 056 050 0,50 0,48 0,02 0,05 0,77 0,552
PB 0,22 022 0,22 0,21 0,03 093 09 0,83
FDN 059 051 0,53 0,48 0,02 0,02 087 0,20
Digestibilidade total (kg/kg)
MS 0,68 069 0,67 0,68 0,01 080 045 0,72
MO 0,717 0,70 0,69 0,69 001 047 054 0,72
PB 0,74 0,78 0,76 0,77 0,01 0,06 053 042
EE 085 093 0,93 0,92 0,01 <0,01 0,67 0,46
FDN 056 056 054 0,55 001 067 046 0,79
pH ruminal 6,12 6,09 6,18 6,09 0,05 097 0,72 051

N-NH; (mg/100 mL) 12,28 15,05 13,34 11,36 087 053 0,13 0,31

ICON, dieta controle. Probabilidade de contrastes ortogonais significativos. Os efeitos testados foram
1) CON vs. OL, LLOS e LLOS -E, 2) OL vs. LLOS e LLOS-E, e 3) LLOS vs. LLOS-E. 2MS=matéria
seca, MO=matéria organica, PB=proteina bruta, EE=extrato etéreo, FDN=fibra em detergente neutro, N-
NH;-Nitrogénio amoniacal no rimen
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Figura 1. pH e concentracdo de nitrogénio amoniacal no liquido ruminal de vacas
leiteiras suplementadas com oOleo de linhaga contendo produto a base de propolis
associado ou ndo a vitamina E na dieta.
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Tabela 4
Producdo microbiana ruminal e metabolitos nitrogenados de vacas leiteiras suplementadas com 6leo de linhaca (OL) contendo produto a base de
propolis (LLOS) associado ou nao a vitamina E (LLOS-E) na dieta

ltem Dietas” Ep P
CON OL LLOS LLOS-E 1 2 3
Producdo microbiana
Volume urinario (L) 19,00 17,77 18,07 19,06 0,75 0,76 0,74 0,72
Purinas excretadas (mmol/dia)
Alantoina 283,23 285,22 351,61 312,16 47,76 0,83 0,78 0,83
Acido drico 40,27 37,17 41,49 37,06 1,87 0,79 0,76 0,58
Purinas leite 28,91 28,91 27,96 28,73 0,71 0,82 0,75 0,71
Purinas totais 352,40 351,31 421,06 377,95 48,31 0,84 0,77 0,82
Purinas absorvidas 361,96 360,66 442,74 392,41 56,91 0,84 0,77 0,82
Nitrogénio microbiano (g/dia) 263,14 262,20 321,87 285,28 41,37 0,84 0,77 0,82
Matéria orgéanica digerida no rimen 10,22 8,61 8,91 8,40 0,35 0,03 0,94 0,51
Eficiéncia (g N microbiano/kg MODR)? 26,25 30,90 34,19 30,58 3,98 0,67 0,91 0,82
Metabolitos nitrogenados (mg/100 mL)
Nitrogénio ureico sanguineo 21,24 21,84 19,49 21,96 0,58 0,91 0,42 0,15
Nitrogénio ureico no leite 16,37 17,14 16,22 16,79 0,61 0,65 0,43 0,54
Nitrogénio ureico na urina 980,79 826,86 839,97 860,55 69,79 0,75 0,21 0,10

ICON, dieta controle. Probabilidade de contrastes ortogonais significativos. Os efeitos testados foram 1) CON vs, OL, LLOS e LLOS -E, 2) OL vs, LLOS e LLOS -E, e 3)
LLOS vs, LLOS -E. » MODR=matéria organica digestivel no rimen.
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4. Discussao

O produto utilizado a base de propolis continha principalmente acidos fenolicos
na composicdo, derivados do acido cindmico. Varios tipos de propolis brasileira sdo
compostas, majoritariamente, por acidos fendlicos (Cunha et al., 2004). O Artepillin C é
um composto encontrado na propolis verde (Park et al., 2004) e é originario de brotos
da planta Baccharis dracunculifolia (Kumazawa et al., 2003), popularmente conhecida
como Alecrim-do-campo. A adi¢do do produto a base de propolis as dietas forneceu as
vacas 24,2 mg/kg MS de polifendis totais e 1,5 mg/kg MS de flavonoides. A
suplementacdo com extrato de propolis as vacas leiteiras realizada por Aguiar et al.
(2014) resultou em maior proporcdo de flavonoides por quilo de matéria seca ingerida
(2,81 mg/kg MS), pois a propolis utilizada apresentou concentracdo mais elevada de
flavonoides (28,61 mg/g) que a concentracdo do produto no presente estudo
(1,25 mg/qg).

A suplementacdo lipidica com 0leo de linhaca (Tabela 1) esteve dentro dos
niveis recomendados de 70 g/kg de MS pelo NRC (2001), de modo que o consumo de
MS e nutrientes ndo foi alterado entre as dietas, com exce¢do do aumento do consumo
de EE. A suplementacdo lipidica reduziu a digestibilidade ruminal da MO e FDN. A
diminuicdo da DR da fibra pelo fornecimento de 6leo aos animais é relatada por Jenkins
(1993), que propds a explicacdo do revestimento das particulas que dificulta a adesao
dos microrganismos, os efeitos antimicrobianos diretos dos &cidos graxos poli-
insaturados, a modificagdo da populagcdo ruminal que digere a celulose, e a reducdo da
disponibilidade de célcio para funcdo microbiana. A reducdo na DR da FDN acarretou,
por consequéncia, a diminui¢do na DR da MO e MS.

A suplementacdo lipidica resultou em aumento da digestibilidade total da PB e
EE. Este mesmo efeito sobre a digestibilidade total da PB foi observado por Lana et al.
(2005) ao suplementar cabras leiteiras com 0leo de soja. O 6leo de linhaga é altamente
digestivel no intestino delgado porque possui grau elevado de insaturacdo e baixo ponto
de fusdo (NRC, 2001), caracteristicas que facilitam a formacdo de micelas e absor¢ao
dos acidos graxos no intestino delgado. Desta forma a adigdo de 6leo de linhaca as
dietas aumentou a digestibilidade do EE.

A adicdo do produto a base de propolis associado ou ndo a vitamina E as dietas

ndo apresentou efeitos sobre o consumo de MS e nutrientes, e sobre as digestibilidades
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ruminal e total das dietas. O consumo de MS é uma variavel nem sempre influenciada
pela adicdo de extrato de propolis na dieta. A adi¢éo de trés produtos a base de propolis
(na forma em po) na dieta de vacas leiteiras, realizada por Aguiar et al. (2014), ndo
modificou o consumo de MS. Em solucéo etanolica, o extrato de propolis potencializou
os efeitos do 6leo de soja em diminuir o consumo e digestibilidade total da MS de dietas
fornecidas a cabras leiteiras (Lana et al., 2005).

O efeito do extrato de prdpolis sobre a digestibilidade depende de sua composi¢ado
em compostos fendlicos, além da concentragdo de prépolis e alcool utilizada na
extracdo. A utilizacdo de extratos com concentracGes reduzidas de prépolis parece
melhorar a liberacdo de substancias ativas que possibilitam melhor digestibilidade da
matéria seca (Prado et al., 2010a).

No rimen, o extrato de prépolis pode atuar reduzindo a populacdo de bactérias
produtoras de nitrogénio amoniacal (Aguiar et al., 2013), consequentemente isto pode
acarretar a reducao na digestibilidade ruminal da PB. O extrato de prépolis promoveu
aumento nos fluxos de proteina nos intestinos de bufalos (Prado et al., 2010b). Porém,
no presente estudo o extrato de propolis ndo influenciou a digestibilidade da matéria
seca da dieta.

Os parametros ruminais como pH e teor de N-NH3; mostraram-se semelhantes
entre as dietas. O pH médio observado foi 6,1, proximo ao pH 6,2 obtido por Chizzotti
et al. (2007) com vacas da raca Holandesa, com consumo e producédo similares a este
estudo. Os autores afirmaram que animais altamente produtivos (com producdo acima
de 30 kg de leite por dia) podem apresentar este valor de pH devido a alta taxa de
fermentagdo ruminal. A influéncia da suplementacdo de 20 g/kg de gordura animal
sobre o pH ruminal de vacas alimentadas com dietas baseadas em silagem de milho foi
estudada por Onetti et al. (2002), os quais reportaram que o pH manteve-se entre 6,1 e
6,2. A silagem de milho foi considerada pelos referidos autores como potencializadora
dos possiveis efeitos negativos da suplementacdo lipidica na fermentacdo ruminal em
funcéo de sua acidez caracteristica.

A concentracdo média de N-NH; esteve acima do teor proposto de 5 mg/100 mL
por Satter & Slyter (1974) como necessario para que ocorra fermentagdo no rumen.
Apesar da auséncia de efeito do produto a base de propolis sobre as concentragdes de N-
NH; (P=0,13), alguns trabalhos tém relatado que o extrato de propolis pode reduzir a

atividade de deaminacdo ruminal (Oliveira et al., 2004). Este fator pode estar
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relacionado a sua acao sobre as bactérias hiper produtoras de aménia, como observado
nos estudos in vitro relatados por Aguiar et al. (2013), os quais consideraram como um
efeito benéfico ao animal em razdo da maior proporcdo de aminoacidos que chega ao
intestino e menor perda de ureia via urina.

A excrecdo de derivativos de purinas, a producdo microbiana ruminal e a
eficiéncia de sintese ndo foram alteradas pelas suplementacdes com produto a base de
propolis associado ou ndo a vitamina E. Do mesmo modo, Aguiar et al. (2014) ndo
observaram efeito do fornecimento de extrato de propolis sobre a eficiéncia de sintese
microbiana de vacas leiteiras alimentadas com dieta baseada em silagem de milho e
concentrado. A eficiéncia média de sintese microbiana obtida foi 30,5 g N/kg de matéria
organica digestivel no rimen (MODR), a qual se mostrou dentro da variacdo média
relatada pelo NRC (2001) de 12-54 g/kg MODR. A proteina microbiana é formada
principalmente pela proteina das bactérias ruminais, que passam ao intestino delgado
(NRC, 2001), portanto, a prépolis e vitamina E nas dietas ndo influenciaram a
fermentacdo ruminal e o crescimento dos microrganismos. Ao considerar que 0 N-NHj3;
no ramen é uma fonte de nitrogénio prontamente disponivel para as bactérias e
apresentou concentracdo suficiente para a fermentacdo, pode-se dizer que houve
aproveitamento da energia e nitrogénio do meio ruminal para sintese de proteina
microbiana.

O teor de NUL é indicativo das condi¢des do metabolismo proteico do rimen
(DePeters & Cant, 1992) e ndo foi influenciado pela adicdo de lipidios na dieta e nem
pela suplementacdo com propolis e vitamina E (Tabela 4). O méximo aproveitamento
da proteina dietética pelo animal é desejavel para que ndo ocorra perda de nitrogénio
pelo animal e aumente a excrecdo para 0 meio ambiente (Jonker et al., 2002), e também
para que 0s animais atinjam plena capacidade de producdo. Em geral, as dietas ndo
influenciaram a excrecdo de metabdlitos nitrogenados, porém, houve ligeiro efeito na
reducdo do nitrogénio ureico via urina com a dieta contendo a associacdo de produto a
base de propolis e vitamina E em relacdo a dieta com adigcdo de propolis. Os valores
médios encontrados para nitrogénio ureico no soro do sangue e leite foram,
respectivamente, 21,13 mg/dL e 16,63 mg/dL, para as vacas com producdo média de
29,31 litros de leite por dia. Estes sdo valores semelhantes aos verificados por Chizzoti
et al. (2007), que ao avaliarem a relacdo do nivel de producéo de leite com a excrecdo

de metabdlitos nitrogenados, puderam apresentar valores como referéncia.
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A variacdo dos resultados de estudos com extratos de propolis se relaciona a
prépria variacdo de composicdo do produto, que é determinada por diversos fatores.
Uma vez que a propolis constitui-se de substancias colhidas nas plantas pelas abelhas,
sua composi¢do quimica esta condicionada aos fatores relacionados a flora de origem
(Park et al., 2004), além de fatores abidticos (clima, estacdo do ano, localizacdo
geografica), comportamento das abelhas e condicdes de extracdo do produto (Cottica et
al., 2011).

A auséncia de maiores efeitos neste estudo pode estar relacionada a menor
dosagem de flavonoides oferecida as vacas, em compara¢do com Aguiar et al. (2014),
0s quais observaram efeitos benéficos da prdépolis no metabolismo proteico no rimen.
Os referidos autores forneceram 2,81 mg de flavonoides/kg MS ingerida e neste estudo
foram fornecidos 1,50 mg/kg MS ingerida. Apesar da concentracdo mais elevada de
compostos fendlicos totais na propolis deste estudo comparada aquela utilizada por
Aguiar et al. (2014), os flavonoides sdo reportados como 0s compostos de maior
capacidade antimicrobiana da prépolis (Mirzoeva et al, 1997).

A vitamina E é uma vitamina lipossolivel com funcBes orgéanicas bastante
especificas, sobretudo a de antioxidante celular, com acdo de protecdo do sistema
imunoldgico (McDowell et al., 1996). Estudos de doses da vitamina E superiores a
indicagdo do NRC (2001) para vacas foram conduzidos a fim de melhorar a qualidade
antioxidante dos produtos finais (Focant et al., 1998). No entanto, a suplementacéo de
vitamina E na dieta de vacas leiteiras ndo afetou o consumo e aproveitamento de
nutrientes (Pottier et al., 2006).

O NRC (2001) considera que a fermentacdo ruminal pode ser alterada por uma
dieta caso ocorram redugdes no consumo, na concentracdo de gordura do leite e na
digestdo da fibra. No presente estudo, a gordura do leite foi diminuida pela incluséo de
6leo de linhaga as dietas (dados mostrados no capitulo 3 da tese), como também a
digestibilidade ruminal de alguns nutrientes, mas as dietas com produto a base de
propolis associado ou ndo com vitamina E ndo apresentaram efeitos negativos. Segundo
Lourenco et al. (2010), o uso de aditivos alimentares para animais em producdo tem
como objetivo melhorar o aproveitamento dos nutrientes da dieta ou melhorar a
qualidade do produto animal. Se a propolis ndo prejudica a digestdo da dieta e é capaz
de melhorar a qualidade do leite, ela pode ser considerada um aditivo benéfico na

nutrigdo de vacas leiteiras.
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5. Conclusoes

Em vacas alimentadas com dieta contendo 6leo de linhaga, a adi¢cdo de extrato de
propolis associado ou ndo a vitamina E na dieta ndo altera o consumo, a digestdo, os
parametros ruminais e a eficiéncia de sintese microbiana. O produto a base de propolis e

vitamina E ndo modificam a utilizacdo e o aproveitamento de nutrientes da dieta.
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11 — Extrato de propolis e vitamina E para vacas leiteiras: lipoperoxidacao
sanguinea, producéo de leite, composicéo de acidos graxos e qualidade oxidativa

do leite

(Animal Feed Science and Technology)

Resumo

Os compostos fendlicos da propolis podem ser utilizados na producdo de vacas
leiteiras com possiveis beneficios a qualidade do leite. O sinergismo destes compostos
com a vitamina E pode reduzir a oxidacdo sanguinea e no leite. Por isso, objetivou-se
estudar a lipoperoxidacdo sanguinea, producdo e composicdo de leite, composicdo de
acidos graxos e qualidade antioxidante do leite de vacas leiteiras suplementadas com
6leo de linhaca contendo prdpolis ou prépolis associada com vitamina E na dieta.
Utilizaram-se quatro vacas da raga Holandesa, portadoras de canulas ruminais, com
média de 584 + 52 kg de peso corporal e 90 £ 39 dias de lactacdo em quadrado latino
4x4, com quatro dietas e quatro periodos. As dietas experimentais foram: dieta controle;
dieta com o6leo de linhaca, 25 g/kg de MS; dieta com 6leo de linhaga + produto a base
de propolis, 1,2 g/kg de MS; dieta com 6leo de linhaca + produto a base de prépolis +
vitamina E, 375 Ul/kg de MS. A suplementacdo com o produto a base de propolis
diminuiu as concentracBes sanguineas de colesterol total. O produto a base de prépolis
associado ou ndo a vitamina E diminuiu a lipoperoxidacdo sanguinea. O fornecimento
do produto associado ou ndo a vitamina E ndo apresentou efeitos sobre a producgéo de
leite e composicdo quimica. A adicdo do produto a base de prépolis nas dietas aumentou
as concentracdes dos acidos graxos 18:1trans9 e 18:2cis9,trans11-CLA, assim como a
concentracdo total de CLA no leite. A concentracdo de polifendis totais no leite foi
elevada com o uso produto a base de propolis em associacdo ou nao a vitamina E. O
produto a base de propolis elevou a atividade antioxidante do leite pelo aumento do
poder redutor. O fornecimento de 6leo de linhaga as vacas diminuiu a estabilidade
oxidativa da gordura do leite, mas ndo houve efeito protetor das fontes de antioxidantes.
Nas condi¢Oes estudadas, o produto a base de prépolis mostrou-se eficaz na melhora de
alguns parametros de qualidade do leite e a associagdo com a vitamina E influenciou

positivamente a lipoperoxidacgdo sanguinea.
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Palavras-chave: Acidos fendlicos; Linhaca; Antioxidante; Acido graxo; Composicdo de
leite; CLA

AbreviacBes: AGPI, 4&cidos graxos poli-insaturados; AGMI, 4&cidos graxos
monoinsaturados; EAG, equivalente acido galico; MS, matéria seca; MO, matéria
organica; EE, extrato etéreo; DC, hidroperdxidos dieno conjugados; HDL, lipoproteina

de alta densidade; CLA, &cido linoleico conjugado.

1. Introducéo

A prépolis é um material resinoso produzido pelas abelhas a partir de resinas de
plantas, contendo enzimas e cera de abelhas. E usada para proteger a colmeia de
doencas e invasdo de intrusos (Sforcin & Bankova, 2011). Por se tratar de substancia
oriunda de plantas, a propolis € rica em compostos fenolicos vegetais que conferem
importantes propriedades bioldgicas, tais como antioxidantes (Cottica et al., 2011) e
antibacteriana (Marcucci et al.,, 2001), e sua composicdo estd relacionada as
caracteristicas fitogeograficas do local de origem (Kumazawa et al., 2003).

Para ser utilizada na alimentacdo animal, a propolis bruta necessita passar por
processos de extracdo e purificacdo para que 0s compostos de interesse estejam
disponiveis no extrato a ser estudado. Em razdo de ser um produto natural, a propolis
pode ser utilizada como aditivo na producdo animal e satisfazer as preocupacdes atuais
dos consumidores sobre seguranca e toxicidade dos produtos animais. A prépolis
brasileira do tipo verde é originaria, sobretudo, da planta Baccharis dracunculifolia
(Kumazawa et al.,, 2003) e sua composicdo foi relacionada com a inibicdo do
crescimento de diversas cepas de bactérias ruminais (Aguiar et al., 2013) e na populagdo
ruminal de protozoarios ciliados em bubalinos (Rispoli et al., 2009).

A vitamina E é usada na nutri¢do animal, principalmente, em razéo de sua fungéo
antioxidante lipossoltvel. Sua habilidade em doar hidrogénio aos radicais da cadeia de
propagacao oxidativa contribui com a finalizacdo das reacdes de oxidacdo (Baldi, 2005)
e, consequentemente, auxilia na redugéo dos efeitos do estresse oxidativo. A associagdo
de antioxidantes com propriedade hidrofilica, como os compostos fendlicos de plantas,

e antioxidantes lipolificos, como a vitamina E, foi estudada em modelo animal (Gobert
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et al., 2009) visando investigar a ocorréncia de complementaridade na protecdo contra a
lipoperoxidagdo sanguinea.

A suplementacdo lipidica de vacas leiteiras pode ser utilizada para modificar a
composic¢do e proporgdo de &cidos graxos da gordura do leite (Chilliard et al., 2007), de
forma a aumentar as concentracdes de acidos graxos poli-insaturados (AGPI), mono-
insaturados (AGMI) e a sintese do &cido linoleico conjugado (CLA), considerados
benéficos a saude humana. O 6leo de linhaca é rico em &cido linolénico, sua adi¢cdo em
dietas de vacas leiteiras é uma forma de elevar a propor¢do de AG considerados
saudaveis, como o CLA, e resultar em um tipo de leite com maior valor nutritivo e valor
terapéutico (Bu et al., 2007). Porém, esse perfil de gordura é instavel e suscetivel a
ocorréncia do sabor ran¢oso no leite (Granelli et al., 1998). A suplementacgdo lipidica
para vacas leiteiras pode aumentar o risco de lipoperoxidacdo dos lipidios sanguineos,
de modo similar ao leite, e expor os animais aos efeitos deletérios do estresse oxidativo
(Gobert et al., 2009), com possivel ocorréncia de desordens metabdlicas (Miller et al.,
1993).

A presenga de antioxidantes no leite como a-tocoferol pode prevenir a oxidagao
do leite enriquecido com AGPI se o a-tocoferol for fornecido em alta dosagem na dieta
de vacas leiteiras (Focant et al., 1998). Compostos fendlicos como isoflavonas,
lignanas, &cido ferulico e fendlicos totais podem ser transferidos para o leite, como foi
mostrado para vacas leiteiras alimentadas com trevo (King et al., 1998), farinha de
linhaca (Petit & Gagnon, 2009), acido ferulico (Soberon et al., 2012), e residuo de uva
(Santos et al., 2014), respectivamente. O uso de antioxidantes na dieta de vacas leiteiras
pode contribuir para protecdo contra o estresse oxidativo e manutencao da salde destes
animais. A adicdo de extrato de prépolis e vitamina E na alimentacdo de vacas leiteiras
tem sido pouco estudada e sua capacidade de protecdo contra o estresse oxidativo €
desconhecida.

Portanto, os objetivos foram determinar os efeitos da incorporacdo de um produto
a base de propolis associado ou ndo a vitamina E a uma dieta contendo 0leo de linhaca
para vacas em lactagdo sobre a peroxidacdo dos lipidios sanguineos, produgdo e
composi¢do quimica do leite, composi¢cdo de &cidos graxos e qualidade oxidativa do

leite.
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2. Materiais e métodos

2.1 Animais e dietas

O experimento cumpriu as orientagdes do Comité para o Uso de Animais em
Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringd (Maringa, PR), sob nimero de
aprovacdo 111/2012. O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de
Iguatemi e no Laboratdrio de Alimentos e Nutricdo Animal da Universidade Estadual
de Maringé no periodo de setembro a novembro de 2012.

Quatro vacas da raca Holandesa, portadoras de canulas ruminais, com média de
584 + 52 kg de peso corporal (PC) e 90 £ 39 dias de lactacdo foram distribuidas em
quadrado latino 4x4, com quatro dietas e quatro periodos. As vacas foram alojadas em
baias tie stall e alimentadas individualmente as 08:00 h e 16:00 h.

As dietas foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais de vacas
leiteiras com média de 550 kg de PC e producédo de 30 kg/dia de leite com 35 g/kg de
gordura (NRC, 2001). A dieta controle foi composta por 600 g/kg (base na MS) de
volumoso (silagem de milho) e 400 g/kg (base da MS) de concentrado, composto por
farelo de soja, milho moido, farelo de trigo, ureia e suplemento mineral (Tabela 1).

As dietas experimentais foram: dieta controle (CON); dieta com 6leo de linhaca,
25 g/kg na MS (OL); dieta com 6Gleo de linhaca + aditivo a base de propolis, 1,2 g/kg de
MS (LLOS); dieta com dleo de linhaga + aditivo a base de propolis + vitamina E, 375
Ul/kg de MS (LLOS-E). O produto a base de propolis e a vitamina E foram fornecidos
duas vezes ao dia juntamente com a dieta (8:00 e 16:00 h), ambos foram acondicionados
em papel higroscopico e colocados diretamente no ramen, pela canula ruminal.

As amostras de prépolis do tipo verde foram obtidas do apidrio da Fazenda
Experimental de Iguatemi e preparadas no Laboratério de Farmacotécnica da
Universidade Estadual de Maringa. O produto a base de prépolis (LLOS) foi preparado
por meio de uma extragdo hidroalcoolica da propolis bruta de acordo com Franco e
Bueno (1999) e em seguida, o alcool foi evaporado (Biichi R210, Sdo Paulo, SP) e o
extrato foi seco em spray dryer (Labmag MSD 1, Ribeir&o Preto, SP). O extrato seco de
prépolis esta registrado no Instituto Nacional da Propriedade Intelectual-Brasil como
LLOS B1, com sete doses, sob o n. 0605768-3. Uma quantidade de milho moido foi
adicionada ao extrato como excipiente para facilitar o fornecimento do produto aos

animais. A identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos presentes no extrato de
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prépolis foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Tabela 2). A vitamina

E fornecida foi na forma de acetato de a-tocoferol (Microvit E Promix 500.000 Ul/kg,

Adisseo, Sdo Paulo, SP).

Tabela 1
Ingredientes e composi¢do quimica das dietas experimentais
Dietas’
CON OL EP P
Composicao de ingredientes (g/kg MS)?
Silagem de milho 600 600
Milho moido 160 99
Farelo de soja (48 g/kg PB) 111 110
Farelo de trigo 90 125
Oleo de linhaga bruto 25
Ureia 9,0 9,0
Suplemento mineral e vitaminico® 17,2 17,2
Calcério 7,5 9,5
Bicarbonato de sodio 4,0 4,0
Sulfato de amonia 1,0 1,0
Sal comum 0,3 0,3
Anélises quimicas®
MS (g/kg matéria natural) 568,7 574,1 2,34 0,28
Matéria organica (g/kg MS) 935,4 939,2 1,14 0,09
Proteina bruta (g/kg MS) 141,4 143,7 1,22 0,40
Extrato etéreo (g/kg MS) 22,8 47,1 4,61 <0,01
FDN (g/kg MS) 402,0 406,0 5,76 0,76
CNF (g/kg MS) 369,2 341,7 0,77 0,85
EL. (Mcal/kg MS)° 1,54 1,60 0,02 0,15
Acidos graxos (g/kg MS)
16:0 4,00 5,58 0,34 <0,01
16:1n9 0,16 0,18 0,06 0,92
18:0 0,85 2,05 0,23 <0,01
18:1n9 5,40 10,08 0,94 <0,01
18:1n7 0,27 0,34 0,03 0,27
18:2n6 7,54 11,28 0,73 <0,01
18:3n3 1,43 15,35 2,63 <0,01
né/n3 5,27 0,73 0,96 <0,01
Polifenois totais (g EAG/kg MS) 3,45 3,92 0,06 0,10

ICON, dieta controle, OL, dieta com 6leo de linhaca, EP=erro padréo da média. “Valores reais obtidos por
pesagem dos ingredientes. *Contém (por kg): Ca 1569, P 519, S20g, Mg33g,Na93g, K 28g,
Co 30 mg, Cu 400 mg, Cr 10 mg, Fe 2000 mg, |1 40 mg, Mn 1350 mg, Se 15 mg, F 510 mg, Zn 1700 mg.

* Média das amostras compostas preparadas de cinco amostras diérias coletadas a partir do dia 15 ao 19 de
cada periodo experimental, MS = matéria seca, FDN = fibra em detergente neutro sem nitrogénio e cinza
residual, CNF = carboidratos ndo fibrosos, EL, = energia liquida de lactacdo, EAG = equivalente acido
galico. °Energia liquida de lactacéo calculada por EL, (Mcal/kg) = 0,0245 x nutrientes digestiveis totais —

0,12 (NRC, 2001).
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Tabela 2
Composicdo de compostos fendlicos do produto a base de prépolis e dos alimentos
constituintes das dietas*

Item Concentracdo (mg/qQ)

Propolis
Acido cafeico 0,83 +0,01
Acido chicorico 6,53 + 0,04
Acido p-cumérico 2,20 + 0,05
Anrtepillin C 2,44 + 0,01
Flavonoides (equivalente quercetina) 1,25+ 0,26
Acidos fendlicos totais (equivalente acido p-cumarico) 17,64 £0,11

Polifenais totais (equivalente acido galico)
Propolis 20,19 + 3,78
Silagem de milho 527+0,14
Concentrado controle 0,72 +0,03
Concentrado com 6leo de linhaca 1,26 + 0,03
Oleo de linhaca? 1,14 +0,03

IProduto a base de prépolis=extrato de propolis + excipiente. “Siger et al. (2008).

2.2 Procedimentos experimentais

Cada periodo experimental consistiu de 14 dias de adaptacdo as dietas e 7 dias de
coleta diaria de dados. A ingestdo alimentar foi ajustada para 100 g/kg de sobras em
materia natural. As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia as 06:30 h e 15:00 h, e a
producdo de leite foi registrada em cada ordenha.

Amostras de ragdes foram coletadas diariamente a partir do 15° ao 19° dia,
congeladas, e compostas por periodo. Estas amostras foram secas a 55°C por 72 horas e
moidas a 1 mm em moinho Wiley (Marconi MA340, Piracicaba, SP, Brasil) para
posterior analise.

Amostras de leite foram obtidas de dez ordenhas consecutivas entre o 15° e 19°
dia de cada periodo experimental e compostas por vaca e periodo, proporcionalmente a
producdo em cada ordenha para obter uma amostra de leite composta/vaca/periodo. As
amostras de leite foram mantidas a temperatura ambiente (23°C) com conservante, 2-
bromo-2-nitropropano-1, 3-diol (Bronopol, San Ramon, CA, EUA), para determinacao
dos teores de proteina, gordura, lactose, N-ureico e contagem de células somaticas
(CCS). As amostras sem conservante foram mantidas congeladas para determinagéo da
concentracdo de 4cidos graxos e dos parametros antioxidantes. No 18° dia do periodo
experimental, trés horas apds alimentacdo, amostras de sangue foram coletadas pela

veia jugular dos animais com tubos contendo anticoagulante (BD vacutainer®, K,EDTA
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7,2 mg, Sdo Paulo, SP), depois foram centrifugadas (2.500g, 20 min) e o plasma foi

conservado congelado.

2.3 Andlises quimicas

A matéria seca (MS) das dietas foi determinada em estufa de ventilacdo forcada
de acordo com o procedimento 934.01 da AOAC (1990). As cinzas foram obtidas por
combustdo a 600°C por 6 horas de acordo com o método da AOAC numero 924.05
(1990), para determinacdo dos teores de matéria organica (MO). A determinacdo no N
total seguiu o procedimento 990.03 da AOAC (1990) (Tecnal TE-036/1, Piracicaba, SP,
Brasil). As concentracdes de fibra em detergente neutro (FDN), com correc¢do do teor de
nitrogénio e cinzas, foram medidas de acordo com Mertens (2002) com uso de amilase
termoestavel, sem sulfito de sédio. O extrato etéreo (EE) foi determinado (Tecnal TE-
044/1, Piracicaba, SP, Brasil) de acordo com o método de 7.060 da AOAC (1990).

As concentracdes de proteina, gordura e lactose no leite foram determinadas por
espectroscopia de infravermelho (Bentley modelo 2000, Chaska, MN, EUA), pelo
procedimento 972.16 da AOAC (1990). Os teores de N-ureico do leite (NUL) foram
determinados por um método colorimétrico, com a reacdo de Berthelot (Chemspec 150,
Chaska, MN, EUA). A CCS foi obtida utilizando um contador eletrénico (Somacount
500 ®, Chaska, MN, EUA), como descrito por Voltolini et al. (2001).

Os lipidios totais nas amostras de racdes foram extraidos de acordo com Bligh &
Dyer (1959), com cloroférmio, metanol e agua (2:2:1,8) e os lipidios totais de amostras
de leite foram extraidos de acordo com Folch et al. (1957), com cloroférmio, metanol e
agua (2:1:1). Os ésteres metilicos de acidos graxos (AG) foram preparados segundo o
procedimento de Hartman & Lago (1973), modificado por Maia & Rodrigues-Amaya
(1993).

Os é&cidos graxos foram analisados por um cromatédgrafo a gas (Thermo, Trace
GC Ultra 3300, Waltham, MA, EUA), equipado com um amostrador automatico
TriPlus, com um detector de ioniza¢do de chama e uma coluna capilar de silica fundida
(Select FAME CP-7420, 100 m, 0,25 mm d.i. e 0,39 mM, 100% cyanopropyl) ( Martin
et al., 2008). O fluxo de gases (White Martins, Osasco, SP, Brasil) foi de 1,2 mL/min
para 0 gas de transporte (Hz), 30 mL/min para o gas auxiliar (N2), 35 mL/min e 350

mL/min para 0 H, e 0 gas sintético, respectivamente. O volume de inje¢édo foi 2 pL,
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utilizando uma razao de divisdo da amostra (split) de 1:80. As temperaturas do injetor e
do detector eram de 200°C e 240°C, respectivamente. A temperatura da coluna foi
programada a 65°C durante 4 minutos, seguida por uma primeira rampa de 16°C/min
até 185°C, mantida por 12 minutos. Uma segunda rampa foi programada de 20°C/min a
235°C, mantida a esta temperatura durante 9 minutos. O tempo total de analise foi de 35
minutos. As areas dos picos foram determinadas pelo software ChromQuest, verséo 5.0.
A identificacdo de AG foi baseada na comparacdo dos tempos de retencdo com os de
padrBes de ésteres metilicos de acidos graxos (Sigma- Aldrich, Brasil, Sdo Paulo, SP,
Brasil).

A quantificacdo absoluta dos acidos graxos foi realizada por normalizacdo interna,
e usado como padrdo o éster metilico de tricosanoico (Sigma-Aldrich Brasil, SP, SP,
Brasil). Os calculos foram efetuados de acordo com o método de Joseph e Ackman
(1992). Fatores de correcdo tedricos (Visentainer, 2012) foram utilizados para
determinar as concentracdes. A quantidade de acidos graxos foi calculada em mg/g de
lipidos totais no leite, e em g/kg MS em ragdes.

A extracdo e andlise de polifendis no produto a base de prépolis e alimentos foi
realizada como descrito em Santos et al. (2014). Para extracdo dos polifendis totais do
leite, usou-se 1 mL da amostra e o volume foi completado a 10 mL com metanol puro.
Os extratos foram, em seguida, centrifugados (1.058 g, 10 min, 23°C) e filtrados por um
filtro de membrana de politetrafluoretileno (PTFE), 0,22 pum (Spritzen, Xangai, China)
em tubo protegido da luz. A concentracdo de polifendis totais foi determinada pelo
procedimento Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965). Em resumo, 125 pL de
amostra foram misturados com 125 pL da solucdo de Folin-Ciocalteu (500:500, v/v) e
2,25 mL de Na,COs3 (3,79 M). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente
durante 30 minutos e a leitura foi realizada com um espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo
Scientific 300 PC, Waltham, MA, EUA) a 760 nm. As concentracbes de compostos
fenolicos foram expressas como equivalentes de acido galico (EAG; mg/L de leite).

A capacidade antioxidante total das amostras de leite foi determinada pelo método
ORAC (Capacidade de absorcdo do radical oxigénio) de acordo com Zulueta et al.
(2009) com algumas modificagdes. O procedimento foi realizado a 37°C e utilizou-se
tampdo fosfato de potassio (pH 7,0). As amostras de leite foram previamente
descongeladas e homogeneizadas em um banho ultrassom e diluidas em baléo

volumétrico com 50 mL de tampéo fosfato (1:100, v/v). O procedimento consistiu em
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misturar 25 pL de amostra diluida com 150 mL de solucdo de fluoresceina (4,0
nmol/L), ap6s 5 minutos de ambientagdo das solucdes a 37°C e sob protecdo da luz, 25
pL de solucdo AAPH (2,2'-azobis-2-amidinopropano) di-hidrocloreto; 160 nmol/L)
foram adicionados. As leituras foram feitas em intervalos de 1 minuto durante 30
minutos em um espectrofluorimetro (Perkin Elmer, Victor X4, Waltham, MA, EUA).
Pelas leituras das intensidades de fluorescéncia (excitacdo = 485 nm, emissdo = 515
nm), foi calculada a area sob a curva de absorbancia em fungédo do tempo. Os resultados
foram expressos em equivalente Trolox® (ET; mmol/L) e calculados pela equagéo
linear obtida a partir da curva de calibracdo com o padréo de Trolox.

O poder redutor do leite foi determinado como descrito por Zhu et al. (2002) com
modificacbes. As proteinas do leite foram precipitadas por adicdo de um mililitro de
uma solucéo de &cido tricloroacético (200:800, v/v) a um mililitro de leite. A mistura foi
agitada por vortex por 10 minutos e centrifugada a 1.058 g durante 10 min, a 23°C. A
absorbancia foi medida a 700 nm em um espectrofotometro UV-Vis. O poder redutor
foi expresso em equivalente acido gélico (EAG; mg/L).

A producdo de hidroperoxidos dieno conjugados (DC) foi utilizada para medir a
oxidacéo lipidica do leite, como descrito por Kiokias et al. (2006). A amostra de leite
(50 pL), foram adicionados 2,5 mL de solucdo isooctano/2-propanol (2:1, v/v) e
misturados por vortex durante 1 min. A mistura foi filtrada em filtro de membrana
PTFE, 0,22 um, e a absorbancia foi medida com um espectrofotdometro UV-Vis. A
quantidade de DC em amostras de leite foi calculada pela monitorizacdo da absorbancia
a 232 nm, considerando a absortividade molar do acido linoleico (e = 27,000), expressa
como mmol/kg de gordura.

A oxidacdo lipidica também foi mensurada com uso do &cido 2-tiobarbitdrico
(TBARS) como descrito por Vyncke (1970) com modificacdes. A 500 pL de leite foram
misturados 2 mL de uma solucdo composta de TBA (10:990, w/v), &cido tricloroacético
(150:850, w/v) e acido cloridrico (0,05:999,95, v/v), e a mistura foi fervida a 100°C
durante 15 minutos. Depois, um banho frio de 5 minutos e uma centrifugacédo (1.058 g,
10 min, 23°C) foram realizados. O sobrenadante foi lido a 538 nm em
espectrofotdbmetro UV-Vis. Tetrametoxipropano foi utilizado como padrdo e os valores
de TBARS foram expressos como mmol de malonaldeido por kg de gordura (MDA
mmol/kg de gordura).
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A lipoperoxidacdo no sangue foi avaliada pela cinética de producédo in vitro de
hidroperdxidos dieno conjugados (DC) induzida pela adi¢do de ions cobre, de acordo
com Gobert et al. (2009). Adicionou-se trés mL de solucdo de sulfato de cobre (25 uM)
em tampao fosfato (pH 7) a 25 uL de plasma e a absorbancia foi monitorada a 245 nm,
a cada minuto por 150 minutos a 37°C, em espectrofotdmetro (Thermo Scientific 300
PC, Waltham, MA, EUA). A cinética de producdo de DC resultou numa curva, da qual
trés parametros foram analisados de acordo com Pinchuk & Lichtenberg (2002): 1) taxa
de oxidacdo (TOX), representa a velocidade de propagacdo da lipoperoxidacéo,
calculada a partir da inclinacéo da curva dos pontos formados da densidade ética (DO) e
0 tempo, DO/minuto, 2) tempo para atingir a maxima taxa de oxidacdo (TMTOX),
calculada com uso da equagdo gerada pela curva, 3) acimulo méaximo de DC (DO

maxima), analisada diretamente no perfil da cinética.

2.4 Andlises estatisticas

Os resultados foram analisados com uso do procedimento MIXED do SAS
(Statistical Analysis System, versdo 9.0). A CCS no leite ndo apresenta distribuicdo
normal, entdo os valores foram convertidos em logaritmo (log) em base 10. Os dados
foram analisados em um quadrado latino 4 x 4 com o modelo geral: Yiyx = p + Ai + P +
Tk + eijk, em que: Yk = variaveis observadas; p = média geral, A; = efeito do animal i,
de 1 a 4; P; = efeito do periodo j, de 1 a 4; Ty = efeito da dieta k, de 1 a 4; ejjx = erro
aleatdrio. A significancia foi declarada em P<0,05 e tendéncias foram aceitas em
P<0,10. Contrastes ortogonais foram utilizados para comparar os efeitos de: 1) 6leo de
linhaca (CON contra OL, LLOS e LLOS -E), 2) extrato de prépolis (OL contra LLOS e
LLOS -E), e 3) associacdo de propolis e vitamina E (LLOS contra LLOS -E).

3. Resultados

A analise da composi¢do de compostos fenolicos do produto a base de propolis
mostrou a presenca do acido cafeico, acido chicdrico, acido p-cumarico e Artepillin-C
(Tabela 2). Outros acidos fenolicos com espectros desconhecidos foram quantificados
como equivalente &cido p-cumarico. Os flavonoides ndo puderam ser identificados, mas
foram quantificados em equivalente quercetina. Os compostos fendlicos totais nas
amostras de alimentos e produto a base de préopolis foram quantificados em equivalente

acido galico.
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As dietas ndo modificaram a glicemia e as concentracdes sanguineas de
triacilglicerdis das vacas (Tabela 3). A adi¢cdo de 6leo de linhaca as dietas resultou em
aumento do HDL (P=0,04) e colesterol total (P=0,05) quando comparada a dieta
controle, porém, quando se suplementou com produto a base de prépolis, verificaram-se
reducdes do HDL (P=0,08) e das concentracBes sanguineas do colesterol total (P<0,01).
O fornecimento de produto a base de prépolis associado a vitamina E também diminuiu
o0 HDL (P=0,05) e colesterol total (P=0,04). As dietas influenciaram a lipoperoxidagéo
no sangue das vacas. A suplementacdo lipidica elevou a TOX, o TMTOX e a DO
méaxima, porém, quando se adicionou o produto a base de propolis, houve reducéo na
TOX (P=0,04) e na DO méxima (P<0,01). A associacdo de antioxidantes influenciou
para reducdo da TOX (P=0,09) e aumento do TMTOX (P=0,06).

As dietas fornecidas as vacas ndo modificaram a producdo de leite e composicao
de proteina e lactose (Tabela 4). Decréscimos nas concentracdes de gordura (P<0,01) e
solidos totais (P=0,05) foram observados pela adicdo de 6leo de linhaca nas dietas. A
razdo gordura/proteina, os teores de CCS e N-ureico e a eficiéncia de produgdo foram
semelhantes entre dietas.

As dietas influenciaram a composicdo de acidos graxos da gordura do leite
(Tabela 5). A suplementacdo lipidica na dieta reduziu as concentracdes de AG C6-C17
e elevou as concentracfes de C18, incluindo o CLA. Por consequéncia, as proporgoes
de AGMI e AGPI foram aumentadas com o dleo de linhaga na dieta, com reduc¢do dos
AGS. A adicdo de produto a base de prépolis as dietas aumentou as concentracdes dos
acidos graxos 18:1n9trans (P=0,05) e 18:2cis9,trans11 (P=0,04), elevando o CLA total
(P=0,01). A associacdo de produto a base de prépolis e vitamina E nas dietas resultou
em tendéncia para aumento das concentraces de 18:2 cis9,transll CLA (P=0,06) e
CLA total (P=0,03).

A qualidade oxidativa do leite foi alterada pelas dietas experimentais (Tabela 6).
A concentracdo de polifenois totais no leite foi aumentada pela adi¢do as dietas de oleo
de linhaca, produto a base de propolis e produto a base de prépolis em associagcdo com a
vitamina E (P<0,01). As dietas ndo influenciaram a atividade antioxidante no leite
medido pela técnica ORAC, no entanto o poder redutor foi aumentado pelo
fornecimento as vacas de 6leo de linhaca e produto a base de propolis (P<0,05). O dleo
de linhaca na dieta provocou aumento da concentracdo de hidroperoxidos dieno

conjugados no leite (P<0,01), porém ndo houve efeito da suplementa¢do com produto a
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base de propolis associado ou ndo a vitamina E. A concentracdo de Thars no leite foi

semelhante entre dietas.

Tabela 3

Parametros sanguineos e lipoperoxidacdo em vacas leiteiras suplementadas com 6leo de
linhaca (OL) contendo produto a base de prépolis (LLOS) associado ou ndo a vitamina
E (LLOS-E) na dieta

Dietas’ £p P

CON OL LLOS LLOS-E 1 2 3
Parametros (mg/100 mL)
Glicose 52,88 5354 5354 5526 122 063 0,75 0,58
Triacilglicerdis 10,04 869 1003 838 049 045 0,71 0,33
Colesterol total 152,91 17855 154,23 12522 6,30 0,05 <0,01 0,04
HDL 103,81 14525 128,98 115,72 525 0,04 0,08 0,05
Hidroperéxidos dieno conjugados®
TOX (DO/min) 0,50 0,67 0,61 052 0,02 0,03 0,04 0,09
TMTOX (minuto) 132,48 143,83 133,11 144,04 222 0,09 0,26 0,06
DO méxima 245,94 276,33 261,59 254,68 3,75 <0,01 <0,01 0,14

ICON, dieta controle. Probabilidade de contrastes ortogonais significativos. Os efeitos testados foram
1) CON vs, OL, LLOS e LLOS -E, 2) OL vs, LLOS e LLOS -E, e 3) LLOS vs, LLOS -E. “TOX=taxa de
oxidagdo, TMTOX=tempo para maxima taxa de oxidagdo, DO=densidade Otica.

Tabela 4

Producdo e composicdo do leite em vacas leiteiras suplementadas com 6leo de linhaca
(OL) contendo produto a base de prépolis (LLOS) associado ou ndo a vitamina E
(LLOS-E) na dieta

Item Dietas’ Ep P

CON OL LLOS LLOS-E 1 2 3
Producdo, kg/dia
Leite 28,91 2891 27,96 28,73 0,71 082 0,75 0,71
Leite corrigido® 26,34 2523 24,82 25,12 060 040 0,87 0,87
Gordura 0,85 0,78 0,78 0,78 0,02 0,17 100 0,93
Proteina 0,83 0,84 0,82 0,85 0,02 0,88 0,88 0,57
Lactose 1,36 1,35 1,31 1,34 003 0,74 081 0,75
Concentracao, g/kg
Gordura 29,68 27,09 28,11 27,21 0,40 <0,01 0,38 0,23
Proteina 28,84 29,33 29,57 29,49 030 034 0,74 092
Lactose 47,13 46,55 46,94 46,83 0,20 0,26 0,27 0,78
Sélidos totais 115,17 112,28 114,00 11284 050 0,05 0,27 0,33
Razdo G/P 1,03 0,92 0,95 0,92 0,10 0,44 080 0,89
CCS (log 10) 1,70 1,92 1,83 1,94 011 0,16 081 049

N-ureico (mg/dl) 16,37 17,14 1622 1679 061 065 043 0,54

!Dietas: CON, controle. Probabilidade de contrastes ortogonais significativos. Os efeitos testados foram
1) CON vs, OL, LLOS e LLOS -E, 2) OL vs, LLOS e LLOS -E, e 3) LLOS vs, LLOS -E. *Producéo de
leite corrigida para 3,5% de gordura = (0,432 + 0,1625 x % gordura) x producdo de leite (kg/dia) (Sklan
et al., 1992); Razdo G/P=gordura/proteina; CCS = contagem de células somaticas, base log 10.
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Tabela 5

Composicéo de acidos graxos da gordura do leite (mg/g de lipidios totais) de vacas
leiteiras suplementadas com 6leo de linhaga (OL) contendo produto a base de propolis
(LLOS) associado ou ndo a vitamina E (LLOS-E) na dieta

Item Dietas’ Ep P
CON oL LLOS LLOS-E 1 2 3

4:0 6,97 7,36 7,34 6,93 0,17 0,29 0,86 0,80
6:0 10,11 8,14 8,02 8,13 0,39 <0,01 0,93 0,50
8:0 9,52 7,19 7,10 6,85 046 <001 0,87 0,96
10:0 28,05 19,45 18,29 17,68 160 <0,01 0,64 0,97
12:0 34,09 23,75 22,98 23,38 1,82 <0,01 0,88 0,79
13:0 1,11 0,76 0,69 0,88 0,09 0,07 086 0,13
13:1n5 1,05 0,83 0,81 0,90 0,05 0,13 0,88 0,61
14:0 113,09 90,92 90,99 91,17 3,88 <0,01 093 0,89
14:1n9 10,02 7,33 7,32 7,07 0,56 <0,01 0,78 0,60
14:1n7 2,86 2,59 2,64 2,83 0,11 0,28 0,65 0,78
14:1n5 5,86 5,86 571 5,69 0,15 0,78 0,72 0,88
15:0 11,56 8,79 8,69 9,57 0,58 0,05 0,72 0,45
15:1n5 2,44 2,25 2,38 2,25 0,17 0,26 0,52 0,49
16:0 293,60 21261 21191 203,49 960 <001 0,65 0,55
16:1n9 13,58 9,43 9,33 8,64 0,63 <001 0,60 0,50
16:1n7 5,85 5,46 5,66 5,56 0,15 0,32 041 0,92
16:1n5 5,22 4,92 5,21 479 0,09 0,20 0,75 0,11
17:0 5,63 4,72 5,01 5,00 0,17 0,06 0,35 0,88
17:1n7 2,23 1,78 1,89 1,81 0,07 <0,01 0,43 0,54
18:0 82,13 112,24 120,27 124,21 524 <0,01 0,34 0,89
18:1n9t 12,19 22,50 25,20 25,60 1,74 <0,01 0,05 0,84
18:1n9 174,06 223,53 234,02 230,50 7,51 <0,01 0,29 0,96
18:2n6 21,17 24,17 25,50 25,27 0,79 0,03 095 0,11
18:3n3 2,62 10,67 11,25 10,68 0,95 <0,01 050 0,46

18:2¢9,t11 3,82 4,34 4,52 4,78 0,16 <0,01 0,04 0,06
18:2c12,t10 1,07 1,06 1,10 1,17 0,04 068 05 0,89

20:3n6 0,50 0,36 0,33 0,33 0,02 0,01 061 0,86
20:4n6 1,07 0,81 0,81 0,78 0,04 <001 0,69 0,61
AGMI? 235,36 286,47 300,17 295,64 780 <0,01 0,22 0,99
AGPI 30,25 41,41 43,51 43,01 161 <001 0,59 0,17
AGS® 596,91 496,75 502,10 498,19 1385 <0,01 081 0,99
CLA total 4,89 5,40 5,62 5,95 0,17 <001 0,01 0,03
n-6 22,74 25,34 26,64 26,38 0,78 0,05 098 011
n-3 2,62 10,67 11,25 10,68 095 <001 050 0,46
n-6/n-3 8,72 2,38 2,37 2,47 0,72 <0,01 0,77 0,69

ICON, dieta controle. Probabilidade de contrastes ortogonais significativos. Os efeitos testados foram
1) CON vs, OL, LLOS e LLOS -E, 2) OL vs, LLOS e LLOS -E, e 3) LLOS vs, LLOS -E. 2AGMI=4cidos
graxos monoinsaturados, AGPI=4cidos graxos poli-insaturados, AGS=acidos graxos saturados, CLA =
acido linoleico conjugado.
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Qualidade oxidativa do leite de vacas leiteiras suplementadas com 6leo de linhaca (OL) contendo produto a base de propolis (LLOS) associado

ou ndo a vitamina E (LLOS-E) na dieta

ltem Dietas” £p P

CON oL LLOS LLOS-E 1 2 3
Polifendis totais (mg/L EAG)? 9,57 10,64 13,35 19,76 1,14 <0,01 <0,01 <0,01
Orac (mmol/L ET) 10,98 10,98 10,46 12,35 0,60 0,87 0,81 0,38
Poder redutor (mg/L EAG) 24,99 33,49 38,05 38,10 1,55 <0,01 0,02 0,98
Dieno conjugados (mmol/kg gordura) 41,72 59,09 57,00 54,61 1,91 <0,01 0,13 0,31
Thars (mmol/kg gordura MDA) 2,54 6,61 6,50 6,36 0,80 0,11 0,94 0,96

ICON, dieta controle. Probabilidade de contrastes ortogonais significativos. Os efeitos testados foram 1) CON vs, OL, LLOS e LLOS -E, 2) OL vs, LLOS e LLOS -E, e 3)

LLOS vs, LLOS -E.2 EAG, equivalente 4cido galico; ET, equivalente Trolox®; MDA, malonaldeido.
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4. Discussao

O produto utilizado a base de propolis apresentou principalmente acidos fendlicos
em sua composicdo, que sdo derivados do &cido cindmico. O Artepillin C é um
composto encontrado na propolis verde (Park et al., 2004) em razdo da coleta das
abelhas em plantas Baccharis dracunculifolia (Kumazawa et al., 2003). A
suplementacdo com produto a base de prépolis nas dietas forneceu as vacas
24,2 mg/kg MS de polifendis totais e 1,5 mg/kg MS de flavonoides. O produto a base de
propolis utilizado por Aguiar et al. (2014) apresentou concentracdo de flavonoides
(28,61 mg/g) mais elevada que a propolis deste estudo (1,25 mg/g). Assim, as vacas
daquele estudo receberam 2,81 mg/kg MS de flavonoides.

O fornecimento de dieta com 6leo de linhacga para vacas em lactacdo aumentou as
concentragfes sanguineas de HDL e colesterol total e o produto a base de prépolis foi
responsavel pela diminuicdo do HDL e colesterol total. A associa¢do da vitamina E com
produto a base de propolis acentuou a reducdo nestes parametros. Este resultado difere
do relatado por Gobert et al. (2009), no qual a associacdo de um produto rico em
compostos fenodlicos e vitamina E ndo modificou as concentracfes de triacilglicerdis e
fragcdes de colesterol de vacas alimentadas com linhaca extrusada. Segundo Macheix et
al. (2005), os antioxidantes fendlicos ndo sdo reportados por influenciar as
concentracdes sanguineas de lipidios, mas sim por seu efeito protetor sobre a LDL
contra a oxidacédo e seu acimulo nas artérias.

A suscetibilidade dos lipidios sanguineos a oxidagdo € um indicativo do estresse
oxidativo nos animais, que é a situacdo de desequilibrio entre a producdo de radicais
livres e nivel de antioxidantes. O estresse oxidativo pode causar danos a lipidios e
macromoléculas importantes, modificar vias metabolicas, podendo causar alteracbes
fisiol6gicas que podem desencadear a ocorréncia de doencgas, como retencdo de
placenta, mastite e edema de ubere (Miller et al., 1993). A suplementacéo lipidica para
vacas almeja melhorar a qualidade da gordura do leite, entretanto, causa 0 aumento das
concentragOes sanguineas de AGPI que sdo, por natureza, suscetiveis a lipoperoxidacdo
(Gladine et al., 2007), e expde os animais aos riscos citados do estresse oxidativo. O
produto a base de propolis, contribuiu com o aumento da resisténcia a oxidacéo inicial
dos lipidios, na diminuicdo da propagacdo pela captagdo de hidroperoxidos dieno

conjugados, e diminuiu o acimulo final destes compostos. A associa¢do do produto a
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base de propolis e vitamina E aumentou esta protecdo em beneficio ao animal. O
mesmo efeito foi observado por Gobert et al. (2009), que sugerem haver uma acao
sinergistica dos dois tipos de antioxidantes, sendo hidrofilicos os compostos fendlicos, e
lipofilica a vitamina E. Esta seria incorporada as camadas lipidicas, e os compostos
fenolicos estariam presentes na interface agua-lipidio, proximo a vitamina E, e
poderiam favorecer a regeneragdo do radical a-tocoferil.

A adicdo de dleo de linhaca nas dietas das vacas foi responsavel pelas baixas
concentracOes de gordura e sélidos totais observadas no leite. No entanto, o teor de EE
na dieta se manteve abaixo das recomendacdes limite de 60 a 70 g/kg de MS do NRC
(2001) — teor necessario para nao modificar a fermentacdo ruminal. O tipo de volumoso
utilizado pode controlar a extensdo dos efeitos da suplementacdo lipidica na
fermentagdo ruminal (Onetti et al., 2002). Segundo os referidos autores, vacas
alimentadas com silagem de milho podem proporcionar pH ruminal abaixo de 6,7 em
razdo da acidez caracteristica da silagem. pH ruminal abaixo de 6,7 pode interferir nas
vias de biohidrogenacdo dos acidos graxos insaturados C18 e causar um acumulo de
isbmeros 18:1trans no rumen (Onetti et al., 2002) que, apds serem absorvidos, podem
interferir na sintese da gordura do leite na glandula mamaria. O pH ruminal médio das
vacas foi 6,12; 6,10; 6,18 e 6,10 com as dietas CON, OL, PROP e PROP-E,
respectivamente. Ademais, a suplementacdo com gordura sob a forma de 6leo livre
exerce um efeito maior na biohidrogenacao no ramen (Chilliard et al., 2007) em relacdo
a forma em semente, pois ndo ha protecdo do tegumento contra o ataque microbiano.

A razdo entre gordura e proteina observada no leite de vacas alimentadas com
6leo de linhaca é tipica de depressao da gordura do leite (DGL), pois foi similar a razéo
1,05, considerada por Stoop et al. (2009) para caracterizar casos de DGL. A ocorréncia,
considerada pelo referido autor, inclui diminuicdo da concentracdo de gordura, mas sem
alteracbes em outros componentes do leite. Embora o isdmero 18:2 cis12,trans10 CLA,
produto intermediario da biohidrogenacao ruminal do acido linoleico, esteja relacionado
como uma das causas para a ocorréncia da DGL (Baumgard et al., 2000), as dietas
experimentais ndo modificaram a sua concentracdo no leite. Talvez outros isdbmeros
relacionados a DGL pudessem ter sido sintetizados, como o 18:1trans10 e outros
(Chilliard et al., 2007), mas a presenca destes ndo foi identificada no leite do presente
estudo.
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As concentracdes mais elevadas de 18:2 cis9,trans11 CLA na gordura do leite de
vacas que receberam o produto a base de propolis na dieta indicaram uma possivel acéo
do produto sobre as bactérias responsaveis pela biohidrogenagdo ruminal. A propolis é
um produto rico em compostos fenolicos, como acidos fenolicos (&cido p-cumaérico,
Artepillin C) e flavonoides (naringenina, crisina), e demonstraram serem inibidores do
crescimento de varias cepas de bactérias ruminais (Aguiar et al., 2013). A converséao de
acidos graxos insaturados C18 para a forma saturada € efetuada em vérias etapas apos a
lipdlise dos triacilglicerdis. A formacdo de CLA ¢é realizada pela bactéria Butyrivibrio
fibrisolvens (Lourenco et al., 2010), cujo crescimento foi inibido in vitro pela propolis
(Aguiar et al., 2013). Isto pode ter levado a um acumulo de 18:1trans no rimen e um
posterior fluxo deste isdmero para a circulacdo sanguinea, com captagdo pela glandula
mamaria para sintese da gordura do leite. Ademais, a maior parte do CLA no leite
advém de sintese enddgena, tendo o acido vacénico como substrato (Lock & Bauman,
2004).

A associagdo de produto a base de propolis e vitamina E nas dietas das vacas
causou aumento de CLA na gordura do leite. A adi¢do de vitamina E nas dietas foi
relatada como um meio eficaz para minimizar a formacdo de AG C18:1transl0 no
rimen e atenuar seus efeitos de depressdo da gordura do leite (Pottier et al., 2006). A
suplementacdo de 9600 Ul/ dia as vacas leiteiras pode prevenir a reducdo do teor de
gordura do leite (Focant et al., 1998), mas esse fato ndo foi observado neste estudo.
Segundo Pottier et al. (2006), 0 mecanismo de ac¢do da vitamina E pode ser a doacdo de
elétrons aos isdbmeros C18:1trans formados, agilizando a biohidrogenacéo.

O fornecimento de dleo de linhaca as vacas foi concebido para melhorar o perfil
da gordura do leite para o consumo humano. Este objetivo foi atingido, pois esta
suplementacédo elevou em 22% a concentracdo de AGMI, 37% os AGPI e 10% de CLA
total, quando comparado ao leite obtido com a dieta controle. O uso da propolis e
vitamina E nas dietas das vacas leiteiras apresentou um efeito aditivo e aumentou a
qualidade da gordura do leite devido a elevacao das concentracfes de CLA.

Os AGPI séo instaveis e suscetiveis a oxidacdo (Zhao et al., 2013) e para protegé-
los forneceu-se o produto a base de propolis como fonte de compostos fendlicos, e
produto a base de prépolis associado a vitamina E para verificar uma possivel acdo
sinérgica, como verificado por Gobert et al. (2009) sobre o estresse oxidativo de vacas.

Os compostos fendlicos de plantas tém capacidade de captar radicais livres, doar atomos
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de hidrogénio/elétrons, ou ligar-se a cations metalicos (Balasundram et al., 2006),
reduzindo a oxidacdo. Quando incluidos na dieta, os compostos fenolicos podem
apresentar uma acdo complementar ao sistema antioxidante enddgeno, envolvido na
protecdo do organismo contra os efeitos do estresse oxidativo (Rock, 2004).

Os compostos fendlicos sdo de ocorréncia natural no leite de ruminantes,
provenientes da dieta e catabolismo de proteinas por bactérias ruminais (O'Connell e
Fox, 2001). Este estudo mostra que é possivel aumentar a concentracdo de compostos
fendlicos no leite através do seu fornecimento na dieta de vacas. De acordo com Besle
et al. (2004), os ruminantes ingerem 20 a 100 vezes mais compostos fenolicos
biodisponiveis que 0 homem e a fracdo secretada no leite pode refletir a dieta do animal
ou até mesmo beneficiar fungBes metabdlicas no corpo de quem o consome.

O pardmetro da atividade antioxidante pode confirmar que os compostos fenolicos
foram transferidos ao leite. Embora as dietas ndo tenham modificado a atividade
antioxidante no leite medido pelo método Orac, 0 poder redutor foi aumentado pela
alimentacdo das vacas com 6leo de linhaga e produto a base de prépolis. Efeito diferente
foi observado por Aguiar et al. (2014) que ao fornecer produtos a base de prépolis na
dieta de vacas, observaram elevacdo da atividade antioxidante no leite, medida pelo
mesmo método. Os compostos fendlicos tém diferentes mecanismos de acdo (Cheynier,
2005), eles podem reagir na fase lipidica e aguosa como captadores de radicais e ions
metalicos (Lindmark-Mansson e Akesson, 2000) e, por isso, é importante analisar a
atividade antioxidante por mais de um método.

O leite apresenta uma matriz lipidica complexa e a oxidacdo ocorre em reacdo em
cadeia envolvendo radicais livres, podendo levar a diminuicéo da qualidade (Lindmark-
Mansson e Akesson, 2000). Neste estudo, a suplementacdo de gordura com éleo de
linhaca diminuiu a estabilidade oxidativa da gordura do leite, pois as concentracdes de
DC foram superiores a dieta controle. Efeito semelhante foi relatado por Zhao et al.
(2013), que observaram aumento da peroxidacéo lipidica a medida que foi aumentada a
concentracdo de AGPI no leite. A adi¢cdo de produto a base de prépolis em associagédo
ou ndo com vitamina E ndo melhorou a estabilidade oxidativa.

Ainda que os aditivos nas dietas tenham aumentado a concentracdo de compostos
fenolicos e a atividade antioxidante no leite, a estabilidade oxidativa ndo apresentou
semelhante melhora. Ashes et al. (1997) afirmaram que a oxidacdo do leite pode ser

evitada pela inclusdo de 1000 Ul/dia de vitamina E na dieta dos animais. Neste estudo,
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o fornecimento da vitamina E para as vacas foi superior ao referido trabalho (7125
Ul/dia), mas ndo suficiente para proteger a gordura do leite contra a oxidacdo. Um
efeito semelhante foi observado por Slots et al. (2007) que relataram que o a-tocoferol
pode tornar-se pré-oxidante na presenca de altas concentragdes de &cidos graxos
insaturados. Entretanto, uma melhora na resisténcia da gordura do leite a oxidacao foi
observada por Focant et al. (1998) com dose para as vacas de 9.616 Ul/dia. Este fato
ocorre, provavelmente, devido a complexa relacdo entre pré e antioxidantes no leite
(Lindmark-Mansson e Akesson, 2000) e para que a estabilidade oxidativa ocorra é
necessario um equilibrio entre AGPI e antioxidantes (Granelli et al., 1998). A
magnitude de transferéncia de compostos fendlicos presentes na dieta de vacas em
lactacdo para o leite ndo é bem estabelecida, mas como mostrado por Soberon et al.
(2012), vacas foram capazes de transferir 0,02% de &cido ferulico da dieta ao leite. Foi
observado por Matumoto-Pintro et al. (2011) que é possivel a transferéncia de
antioxidantes da linhaca para o leite de vacas alimentadas com esse alimento, entretanto
as concentracOes obtidas ndo foram suficientes para diminuir a oxidagdo da gordura do
leite.

5. Conclus6es

O uso associado de extrato de prépolis e vitamina E em dietas contendo 6leo de
linhaca para vacas apresenta beneficios na lipoperoxidacdo sanguinea, composicdo de
acidos graxos e transferéncia de antioxidantes ao leite, sem interferir na producdo. Para
vacas em inicio de lactacéo alimentadas com éleo de linhaca, o fornecimento de extrato
de propolis e vitamina E nas dietas é eficaz na reducdo do estresse oxidativo sanguineo,

confirmando seu potencial antioxidante para vacas.
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Suplementacdo com leite de vaca rico em acidos graxos poli-insaturados e
antioxidantes a ratos normais em crescimento

(British Journal of Nutrition)

Resumo

O consumo de leite enriquecido naturalmente, pela alimentagcdo das vacas, com acidos
graxos poli-insaturados (AGPI) e antioxidantes pode contribuir para o aporte total
destes nutrientes a uma dieta balanceada. Objetivou-se com este trabalho determinar os
efeitos da suplementacdo de leite rico em AGPI e antioxidantes a ratos normais em
crescimento sobre o consumo alimentar, ganho de peso, pardmetros sanguineos,
tolerdncia a glicose e composicao corporal. Quarenta ratos machos Wistar com 21 dias
de idade foram utilizados em delineamento inteiramente casualizado, com periodo
experimental de 85 dias. A suplementacdo foi realizada por gavagem em dose
0,005 ml/g de peso corporal, com ajuste semanal do volume fornecido. Os grupos
experimentais foram: controle com agua; leite comum integral; leite rico em AGPI; e
leite rico em AGPI e antioxidantes. O leite enriquecido com AGPI e antioxidantes
proporcionou aos ratos maior ingestdo de acidos graxos com dezoito carbonos e do
acido linoleico conjugado, além de compostos fendlicos, em comparacdo ao leite
comum. A suplementacdo com leite enriquecido n&o influenciou o consumo alimentar, a
absorcéo intestinal, o comprimento naso-anal, o ganho de peso, a concentracdo de
triglicerideos e capacidade antioxidante no sangue dos ratos. Em relacdo ao grupo que
recebeu o leite enriquecido com AGPI, o leite enriquecido com AGPI e antioxidantes
mostrou tendéncia para aumento do colesterol total e LDL, aumento da glicemia no
teste de tolerancia a glicose, e elevou o peso dos tecidos adiposos periepididimal,
retroperitoneal e subcutanea. Nas condicdes estudadas, fornecer leite rico em AGPI e
antioxidantes aos ratos aumentou, de forma moderada, a lipidemia sanguinea e de forma

acentuada o acimulo de tecido adiposo visceral.

Palavras-chave: tecido adiposo visceral, colesterol, tolerancia a glicose, compostos

fenolicos, 6mega-3

AbreviacOes: AGPI, &cidos graxos poli-insaturados; AGS, acidos graxos saturados AG;
CLA, éacido linoleico conjugado; AST, aspartato aminotransferase; ALAT, alanina
aminotransferase; CAT, capacidade antioxidante total; VLDL, lipoproteina de muito
baixa densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa

densidade.
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Introducéo

O leite de vaca € um alimento muito comum na dieta humana e importante,
principalmente, para criancas e idosos. O leite e produtos lacteos sdo fontes de
nutrientes na dieta que fornecem energia, proteina de alta qualidade, vitaminas e
minerais essenciais”.0 consumo do leite de vaca foi criticado por nutricionistas em
razdo de a gordura ser composta, majoritariamente, por acidos graxos saturados (AGS).
O consumo de AGS ja foi relacionado com a ocorréncia de doencas cardiacas@e,
portanto, sob este ponto de vista, o leite seria um fator critico na alimentagdo. No
entanto, aqueles efeitos adversos que poderiam ocorrer com o consumo de leite ndo
foram confirmados®, porém séo, infelizmente, muito divulgados.

Na nutricdo animal, estratégias vém sendo propostas para melhorar o perfil da
gordura do leite. A suplementacéo lipidica em dietas de vacas, sobretudo com alimentos
ricos em AGPI, pode aumentar a proporcdo destes acidos graxos (AG) e do é&cido
linoleico conjugado (CLA) no leite, com potenciais beneficios para a satde humana®®.
O oleo de linhaca é rico em &cido linolénico, sua adicdo em dietas de vacas leiteiras é
uma forma de elevar a proporcdo de AG considerados saudaveis, como o CLA, e
resultar em um tipo de leite com maior valor nutritivo e valor terapéutico®. Estudos
demonstraram que alimentos ricos com AGPI da série dmega-3 possuem efeitos
hipolipidémicos, antitrombéticos e anti-inflamatérios®, e o CLA pode melhorar a
sensibilidade  insulina e reduzir a adiposidade'”.

Infelizmente, a maior concentracdo de AGPI na gordura do leite modifica sua
estabilidade, podendo se oxidar e desenvolver sabor e odor rancosos®, diminuindo o
tempo passivel para o consumo, em comparacao ao leite com perfil comum de gordura.
Por esta razdo, esforcos foram realizados para enriquecer o leite com compostos
antioxidantes também de forma natural, através da alimentacdo das vacas®'®. A
atividade antioxidante do leite pode ser elevada ao adicionar na dieta das vacas um
produto & base de propolis, substancia rica em compostos fendlicos vegetais®™. A
suplementacédo de vitamina E na dieta de vacas leiteiras pode aumentar a secrecao desta
vitamina no leite"?, e isto é interessante em razdo de sua funcdo antioxidante
lipossoluvel.

O enriquecimento do leite é interessante porque se trata de um alimento bastante
comum no dia-a-dia dos consumidores e poderia contribuir facilmente a um maior

aporte de compostos benéficos na dieta, sem alterar o padrdo alimentar. Os efeitos do
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consumo humano de leite enriquecido com AGPI pela suplementacdo das vacas ja
foram reportados*®, mas as consequéncias do consumo de leite enriquecido com
aqueles AG e antioxidantes sdo desconhecidas. Objetivou-se com este trabalho
determinar os efeitos da suplementacao de leite rico em AGPI e antioxidantes sobre o

crescimento e parametros metabolicos de ratos normais.

Materiais e métodos
Animais e dietas

O experimento cumpriu as orientagdes do Comité de Conduta Etica no Uso de
Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringa (UEM, Maring4,
Parana, Brasil), sob nimero de aprovacdo 115/2012. O experimento foi conduzido no
Biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UEM, no periodo de fevereiro a
abril de 2013. Os animais foram provenientes do Biotério Central da mesma
universidade.

Foram utilizados quarenta ratos (Rattus norvegicus) machos, linhagem Wistar,
com 21 dias de idade. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em gaiolas
coletivas (46 x 24 x 20 cm), com cinco animais por gaiola, cada animal pesava 78,5 g.
As condi¢bes do biotério foram: temperatura de 24°C, fotoperiodo de 12 horas
claro/12 horas escuro, agua e racdo ad libitum. A dieta foi a base de racdo Nuvilab CR1
(Nuvital®, Colombo, PR) composta por 875 g/kg de matéria seca, 220 g/kg de proteina
bruta, 40 g/kg de extrato etéreo, 80 g/kg de fibra, 100 g/kg de matéria mineral e
3976 kcal/kg de energia bruta.

O leite fornecido para a suplementacdo dos ratos foi obtido de vacas leiteiras
utilizadas anteriormente em pesquisa realizada na Fazenda Experimental de Iguatemi da
UEM. As vacas receberam uma dieta basal e foram suplementadas com 6leo de linhaca
—rico em AGPI — com ou sem antioxidantes — produto a base de prépolis verde (LLOS
B1, sete doses) e vitamina E — a fim de produzirem um leite naturalmente enriquecido
com AGPI e antioxidantes. Apds a ordenha das vacas, as amostras de leite foram
distribuidas em tubos de polietileno (12 mL) e congeladas. Imediatamente antes de
fornecer aos ratos, o leite era descongelado (4°C) e homogeneizado com agitador tipo
vortex durante 5 minutos.

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais: controle com agua (controle),

leite cru comum (L-COM), leite cru enriquecido com AGPI (L-AGPI), leite cru
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enriquecido com AGPI e antioxidantes (L-AGPI/A). A composi¢do dos leites é
apresentada na Tabelal. A suplementacdo com leite foi realizada diariamente por
gavagem, na dose 0,005 mL/g de peso corporal, a dose foi ajustada semanalmente
acompanhando o ganho de peso dos animais. A dose de leite utilizada na suplementagéo
alimentar dos animais foi calculada com base na recomendacdo do Ministério da
Satde™ de 150 litros por ano de leite e derivados em razdo ao peso de um homem

médio brasileiro™®.

Tabela 1. Composicdo do leite comum (L-COM), leite enriquecido com &cidos graxos
poli-insaturados (L-AGPI), e leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados e
antioxidantes (L-AGPI/A) fornecidos aos grupos experimentais

Grupos experimentais

Item L-COM L-AGPI L-AGPI/A
Composicdo quimica (mg/mL)

Gordura 29,80+ 0,1 26,86 £ 0,8 27,78 +0,4
Proteina 28,99 +0,2 30,74+0,9 29,26 £ 0,6
Lactose 46,31+0,1 45,81+ 0,6 47,50+ 0,2
Sélidos totais 11440+ 0,4 11259+0,7 113,95+0,8
Composicéo de acidos graxos (mg/mL)

12:0 0,82 + 0,04 0,64 £0,14 0,67 + 0,02
14:0 2,70 £ 0,08 2,53+0,31 2,49 £ 0,01
16:0 7,02 +£0,63 5,96 £ 0,01 5,34 +0,12
18:0 1,73+0,48 3,34 £0,19 3,28 £ 0,02
18:1n-9trans 0,18 +0,10 0,58 + 0,09 0,70 £ 0,02
18:1n-9 4,01 +0,77 6,52 + 0,55 5,89+0,21
18:2n-6 0,47 £ 0,16 0,66 + 0,05 0,70 £ 0,01
18:3n-3 0,06 £ 0,02 0,30 £ 0,02 0,29 £ 0,01
18:2 cis9, trans11 0,09 £ 0,03 0,12+ 0,01 0,12+ 0,01
18:2 trans10, cis12 0,02 £0,01 0,03 £0,01 0,03 £0,01
CLA total* 011+£003 015+£001  0,15+0,01
AGS 1398+4,34 14,00+0,43 13,42+0,65
AGMI 543+ 1,17 8,23 £ 0,52 7,61+0,17
AGPI 0,67 £0,22 1,14 + 0,09 1,17 £ 0,02
n-6/n-3 8,61 2,28 2,55
Qualidade antioxidante e estabilidade oxidativa

Compostos fenélicos (EAG mg/L)? 11,33+0,61 10,16 +0,69 18,15+1,30
Orac (ET mmol/L) 10,57+0,29 11,18+0,70 14,70 0,06
Poder redutor (EAG mg/L) 2585+0,32 3578+0,57 38,32+0,59
Dienos conjugados (mmol/kg gordura) 41,51+0,09 59,55+0,28 54,53 +0,53
Thbars (mmol/kg gordura) 2,68 £0,34 5,28 £0,76 3,43+0,89

ICLA=4cido linoleico conjugado, AGS=4cidos graxos saturados, AGMI=4cidos graxos monoinsaturados,
AGPI=4cidos graxos poli-insaturados. 2EAG=equivalente acido galico, ET=equivalente Trolox®.
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Procedimentos experimentais

O periodo experimental foi de 85 dias, o delineamento foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e dez repeticbes. O experimento iniciou-se
imediatamente ap6s o desmame dos ratos, sem periodo de adaptagdo a dieta. As
quantidades de alimentos fornecidas e sobras foram pesadas diariamente e registradas
para determinar a ingestdo de alimento, assim como o volume de &gua ingerido. O peso
corporal foi mensurado semanalmente. Para estimar a absorcao intestinal, os ratos foram
alocados em gaiolas metabdlicas individuais por 24 horas, as fezes eliminadas foram
pesadas e coletadas para determinacdo da matéria seca.

Para o teste de tolerancia a glicose intravenosa, os animais foram submetidos a
uma pequena cirurgia para o implante de um cateter de silicone na veia jugular. No dia
seguinte, em jejum, amostras de sangue (0,1 mL) foram colhidas antes da infusdo da
glicose (1g/kg) e nos tempos 5, 15, 30 e 60 minutos apds a infusdo. As amostras de
sangue foram centrifugadas (2.500g, 20 min) e o plasma armazenado congelado para
determinacdo de glicose. A tolerancia a glicose foi avaliada pela anélise da area sob a
curva dos valores glicémicos obtidos.

Ao final do periodo experimental, os animais, em jejum noturno por 12 horas,
foram anestesiados com tionembutal sédico (tiopental, 40 mg/kg de peso corporal), o
comprimento naso-anal foi mensurado e o sangue foi coletado pela veia cava inferior.
Para obtencdo do soro,0 sangue foi centrifugado (2.500g, 20 min)e
armazenado congelado para posteriores andlises. Os animais foram submetidos a
laparotomia mediana e, em seguida, foram retirados e pesados o figado, testiculos,
vesiculas seminais, rins, muasculos séleo e gastrocnémio e o0s tecidos adiposos
periepididimal, retroperitoneal, mesentérica, subcutanea e marrom. O indice de Lee foi
obtido pela razéo entre a raiz clbica do peso corporal e 0 comprimento naso-anal do

rato.

Analises quimicas

Os procedimentos de analises de leite estdo descritos detalhadamente no capitulo
trés da tese. O teor de matéria seca das amostras de alimentos e fezes foi determinado de
acordo com o método 934.01 da AOAC"®. A absorcdo intestinal foi obtida pela

diferenga entre as quantidades de matéria seca ingerida e a excretada nas fezes.
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A determinacdo das concentragdes sanguineas de glicose, colesterol total, HDL,
triglicerideos, aspartato aminotransferase (AST), e alanina aminotransferase (ALT) foi
realizada com uso de métodos colorimétricos (Gold Analisa®, Belo Horizonte, MG) e
espectrofotdmetro (Bioplus2000®, Sdo Paulo, SP). A concentracio de LDL foi
calculada pela equacdo Friedewald, LDL (mg/dL)=colesterol total — HDL-
(triglicerideo/2,2).

A oxidacdo de proteinas sanguineas foi avaliada pela determinacdo de tidis
reduzidos“”. O radical ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfonico]) foi
utilizado para anélise da capacidade antioxidante total (CAT)™® do sangue.

Os adipécitos foram isolados de acordo com Rodbell*® com modificacdes, e o
didametro determinado. O tecido adiposo retroperitoneal foi fragmentado e colocado em
4mL de tampdo digestivo (DMEM/HEPES 25 mM (SciencePro, Sdo Caetano do Sul,
SP), soro albumina bovina fracdo V (BSA) a 4%, colagenase 1l 1,25 mg/mL, pH 7,4 a
37°C) por 20 minutos (37°C), sob agitacdo constante (150 rpm em banho-maria de
agitacdo orbital). Em seguida, o tecido digerido foi filtrado, colocado em tubo cdnico e
lavado trés vezes com 25 mL de tampdo EHB (EARLE/HEPES, Sdo Caetano do Sul,
SP) 20 mM contendo BSA a 1%, piruvato de sédio 1mM, sem glicose, pH 7,4 a 37°C
(tampdo EARLE/HEPES/BSA — EHB). O didametro dos adipdcitos (100 células por
animal) foi mensurado através de um sistema de analise de imagem (Image-Pro Plus
4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, USA). A partir do diametro do adipécito e do
peso do tecido retroperitoneal, foi determinada a celularidade da massa adiposa.
Considerando que o adipdcito é esférico, primeiramente o volume e a area de superficie
celular foram calculados e, a partir destes, a celularidade foi inferida pela razéo entre a

massa total de tecido retroperitoneal e a massa média do adipécito do tecido.

Andlises estatisticas

Os resultados foram analisados com uso do procedimento GLM do SAS 9.0,
com analise de variancia e significancia em P<0,05, com tendéncias aceitas em P<0,10.
As médias de ingestdo de nutrientes provenientes do leite comum e enriquecido foram
comparadas pelo teste Tuckey. Para os outros resultados, contrastes ortogonais foram
utilizados para comparar os efeitos da suplementacdo de: 1) leite comum (controle
contra L-COM, L-AGPI e L-AGPI/A), 2) leite enriquecido com AGPI (L-COM contra
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L-AGPIl e L-AGPI/A), e 3) leite enriquecido com AGPI e antioxidantes (L-AGPI contra
L-AGPI/A).

Resultados

Os animais que receberam a suplementacdo com o leite L-AGPI apresentaram
menor ingestdo de gordura (P=0,03), quando comparados com aqueles que receberam o
leite comum (Tabela 2). A suplementacdo com os leites enriquecidos alteraram a
ingestdo de AG, diminuindo a ingestdo de 12:0 (P<0,0001) e 16:0 (P<0,0001), com
aumento de todos os AG com 18 carbonos e CLA (P<0,0001), consequentemente,
aumentando a ingestdo de &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e AGPI (P<0,0001).

O leite L-AGPI/A proporcionou maior ingestdo de compostos fendlicos (P<0,0001).

Tabela 2. Ingestdo média de nutrientes do leite em ratos normais suplementados com
leite comum (L-COM), leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados (L-AGPI),
e leite enriquecido com acidos graxos poli-insaturados e antioxidantes (L-AGPI/A)

Grupos experimentais

Item (mg/dia) L-COM L-AGPI L-AGPI/A P
Gordura 36,06+240a 3256+233b 3403+124ab 0,03
Proteina 3508+233 3725+267 3586+130 027
Lactose 56,05+373  5552+398 5820+211 0,39
12:0 100+0,07a  078+0,06b 0824003  <0,0001
14:0 326+022  307+022  306+0,11 0,15
16:0 850+057a  722+052b  654+024b  <0,0001
18:0 200+014b 4054029  402+015a  <0,0001
18:1n-9trans 022+001c  0,70+005b 086+003a  <0,0001
18:1n-9 485+032c  7,90+057a 7,21+026b  <0,0001
18:2n-6 057+004b  080+006a 086+003  <0,0001
18:3n-3 007+001b  036+003a 035+00la  <0,0001
18:2n(cis9, trans11) 0,11 +0,01b 0,15+ 0,01a 0,15+ 0,01a <0,0001
CLA total® 013+001b  018+00la 019+00la  <0,0001
AGS 1691+113  1696+121 1644+060 065
AGMI 657+044b  997+07la 932+034a  <0,0001
AGPI 0,82+005b  1,38+0,10a 143+0,05a  <0,0001

Compostos fendlicos 0,014 £ 0,001b 0,012 £0,001b 0,022 +0,001a <0,0001

ICLA=4cido linoleico conjugado, AGS=é4cidos graxos saturados, AGMI= &cidos graxos
monoinsaturados, AGPI= acidos graxos poli-insaturados. Compostos fenélicos= equivalente acido galico.
Valores com letras diferentes diferem pelo teste Tukey.
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A suplementagdo com leite, tanto comum como enriquecido, ndo modificou o
consumo alimentar, a absor¢do intestinal, o0 comprimento naso-anal e o indice de Lee
(Tabela 3). Entretanto a suplementacdo causou reducdo da ingestdo de agua (P=0,002)
dos ratos. A suplementacdo com leite ndo modificou o peso corporal final dos ratos,
mas causou maior ganho de peso (P=0,09) na fase de crescimento do animal (idade de
25-32 dias) e reducdo significativa (P=0,03) na fase adulta de 88-102 dias.

Diversos parametros plasmaticos foram avaliados e os resultados séo mostrados
na Tabela 4. A suplementacdo com leite, tanto comum quanto enriquecido, causou
reducdo no colesterol total (P=0,004) e na concentracdo plasmaética de LDL (P=0,001).
Animais que receberam a suplementacdo com L-AGPI, quando comparados com
aqueles que receberam leite comum, apresentaram as concentraces de triglicerideos
(P=0,005) e de VLDL (P=0,005) significativamente menores e de HDL (P=0,01) e de
LDL (P=0,005) significativamente maiores. A suplementagdo com L-AGPI/A, quando
comparada com o leite L-AGPI, mostrou tendéncia a aumentar o colesterol total
(P=0,08) e o LDL (P=0,06). A Tabela 4 também contém os valores de glicemia de
jejum, AST, ALT, tiois reduzidos de proteina e capacidade antioxidante total (CAT),
que ndo foram modificados pela suplementagé&o.

A Tabela 5 apresenta os valores glicémicos obtidos durante o teste de tolerancia
a glicose. A suplementacdo, tanto de leite comum quanto de enriquecidos, ndo causou
efeito neste teste, conforme valores da area sob a curva. Os dados registrados e cada
um dos tempos ndo diferiram entre 0s grupos, com exce¢do daqueles obtidos no tempo
de 15 minutos (P=0,05), 60 minutos (P=0,09) e &rea sob a curva (P=0,08), em que
animais do grupo L-AGPI/A apresentaram glicemia mais elevada quando comparada
com o grupo L-AGPI.

A suplementacdo ndo modificou o peso dos 6rgdos (Tabela 6). Em comparacgéo
ao leite L-AGPI, o leite L-AGPI/A aumentou o peso dos tecidos adiposos
periepididimal (P=0,003), retroperitoneal (P=0,017) e subcutanea (P=0,031), em razao
ao peso corporal total. Consequentemente, a suplementacdo com este leite elevou as
proporcdes de tecidos adiposos viscerais (P<0,05). O leite L-AGPI reduziu o didmetro
dos adipaocitos (P=0,03) comparado ao leite comum; o leite L-AGPI/A influenciou para

aumento (P=0,08) deste parametro, em comparacao ao grupo anteriormente citado.
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Tabela 3. Consumo, absorcao intestinal, peso e comprimento corporal e ganho medio diario em ratos normais suplementados com leite
comum (L-COM), leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados (L-AGPI), e leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados e

antioxidantes (L-AGPI/A)

Grupos experimentais

Contrastes ortogonais®

Parametros Controle L-COM L-AGPI L-AGPI/A 1 2 3
Consumo de agua (mL/dia) 64,80 £ 7,19 49,40 + 3,78 52,00 £ 7,58 51,00 = 9,62 0,002 061 0,83
Consumo de ragdo (g/dia) 36,10 £ 2,95 33,10 +2,33 34,60 £ 2,27 38,00 £ 11,65 0,79 0,36 040
Producéo fecal (g/dia) 6,58 £ 0,64 6,40 £ 0,96 7,02 +1,08 6,90 £ 0,49 066 023 0,82
Absorcao intestinal (g/dia) 29,52 + 3,01 26,70 £ 1,98 27,58 + 3,23 31,10 £ 1,56 0,75 045 0,39
Peso corporal inicial (g) 78,40 £ 9,91 77,30 £ 8,65 78,95+ 8,72 79,35 + 10,93 097 062 093
Peso corporal final (g) 376,65 + 18,60 364,85 + 28,58 358,10 + 34,20 357,45 + 35,96 0,14 055 0,96
Comprimento naso-anal (cm) 23,70+ 1,01 23,28 £0,83 23,00 £ 0,89 23,07 £ 0,75 0,12 047 0,86
indice de Lee? 304,98 + 9,13 306,87 + 5,36 308,68 + 9,28 307,37 £ 6,16 0,348 0,699 0,705
Ganho médio diario (g/d)
25-32 dias 3,73+£1,53 4,40 £ 0,83 4,23 £ 0,56 4,54 +0,72 0,09 098 048
32-39 dias 518+ 1,46 524 +1,34 501+1,14 4,71 +1,47 0,70 0,47 0,63
39-46 dias 5,56 £ 0,64 6,11+ 0,63 5,73+0,97 5,79+ 0,64 025 022 0,86
46-53 dias 6,04 £ 0,93 5,70 £ 0,53 5,62 +0,76 5,56 £ 0,87 0,16 0,73 0,87
53-60 dias 5,23+0,88 4,96 + 0,59 4,96 £ 0,57 4,63 £0,32 0,10 048 0,25
60-67 dias 4,34 + 1,56 4,16 + 1,00 4,02 £ 0,62 4,01 +£1,03 049 0,75 0,99
67-74 dias 4,09+1,12 3,71+£0,55 3,82 £0,99 3,76 +1,44 041 084 0,89
74-81 dias 3,34 £1,50 2,64 £1,27 2,41 +£0,97 2,80 +1,87 0,17 095 055
81-88 dias 2,04 +0,61 1,73 +0,46 1,83+0,77 1,76 £ 0,69 0,27 0,79 0,82
88-102 dias 1,24 + 0,65 0,90 £ 0,39 0,83+0,36 0,75 £ 0,56 0,03 057 0,75
25-102 dias 3,82+£0,24 3,69 0,39 3,68 £0,36 3,57 £0,40 0,11 041 0,93

Dados apresentados como média + desvio padréo. ‘Probabilidade de contrastes ortogonais, os efeitos testados foram 1) Controle contra L-COM, L-AGPI e L-AGPI/A,
2) L-COM contra L-AGPI e L-AGPI/A, e 3) L-AGPI contra L-AGPI/A.”Raz&o entre a raiz clbica do peso corporal e 0 comprimento naso-anal.
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Tabela 4. Perfil bioquimico sanguineo de ratos normais suplementados com leite comum (L-COM), leite enriquecido com &cidos graxos
poli-insaturados (L-AGPI), e leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados e antioxidantes (L-AGPI/A)

1

ParAmetros Grupos experimentais Contrastes ortogonais
Controle L-COM L-AGPI L-AGPI/A 1 2 3
Glicose (mg/dL) 84,30 + 6,07 88,10 £ 10,21 87,50 £ 9,98 88,70 £ 5,91 0,22 100 0,75
Triglicerideos (mg/dL) 83,51 +19,34 109,18 + 21,97 77,06+ 15,73 82,71 + 23,54 0,47 0,005 0,59
Colesterol total (mg/dL) 93,69 + 11,52 74,83 + 12,54 78,06 = 10,46 87,81 + 14,16 0,004 0,10 0,08
VLDL (mg/dL) 16,70 + 3,87 21,84 + 4,39 15,41 + 3,15 16,54 + 4,71 0,47 0,006 0,59
HDL (mg/dL) 36,74 + 3,93 31,91+£7,19 37,39 £5,82 41,61 +£7,95 093 001 0,20
LDL (mg/dL) 40,25 £ 5,04 21,08 + 2,25 25,26 + 3,78 29,66 + 3,13 0,001 0,005 0,06
AST (mg/dL)? 96,61 + 13,37 97,72 £ 16,62 91,23 +£5,92 93,07 £ 20,51 0,74 047 0,83
ALT (mg/dL) 30,78 + 5,46 27,49 £ 7,08 31,20 £ 6,57 28,25 £ 6,40 055 046 0,40
Tibis (nmol/mL) 177,94 + 22,93 180,33 + 18,03 189,45 + 28,34 197,64 + 19,13 03 030 0,57
Tidis (nmol/mg proteina) 3,02 +0,59 3,08 +0,42 3,17 +0,38 3,01 +£0,15 0,72 096 0,56
CAT (umoles/50 pL) 10,24 + 1,58 8,99 + 1,06 9,81+2,11 11,09 + 2,28 0,76 0,17 0,29
CAT (umoles/mg proteina) 3,37 +£0,85 2,97 +£0,71 3,15+0,89 3,88+0,84 094 025 0,18

Dados apresentados como média + desvio padr&o. *Probabilidade de contrastes ortogonais, os efeitos testados foram 1) Controle contra L-COM, L-AGPI e L-AGPI/A,
2) L-COM contra L-AGPI e L-AGPI/A, e 3) L-AGPI contra L-AGPI/A. AST=aspartato transaminase, ALAT=alanina aminotransferase, CAT=capacidade
antioxidante total.



Tabela 5. Concentracfes sanguineas de glicose em teste de tolerancia a glicose intravenosa em ratos normais suplementados com leite
comum (L-COM), leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados (L-AGPI), e leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados e

antioxidantes (L-AGPI/A)
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Grupos experimentais

Contrastes ortogonais

Parametros (mg/dL)

Controle L-COM L-AGPI L-AGPI/A 1 2 3
0 minuto 96,80 + 10,38 91,43 +6,82 91,75+ 10,39 94,79 + 7,35 0,30 0,66 0,53
5 minutos 303,71 £ 24,17 297,17 + 28,69 308,26 + 25,84 314,06 + 31,82 0,82 0,29 0,70
15 minutos 137,54 + 24,33 130,27 + 19,58 127,11 + 23,63 150,14 + 14,66 0,85 0,40 0,05
30 minutos 78,23 £ 6,75 73,31+ 11,22 69,65 + 11,78 76,50 12,10 0,29 0,96 0,24
60 minutos 92,02 + 8,70 90,11 + 6,97 86,63 + 10,81 95,83+ 12,16 0,79 0,81 0,09
Media 141,66 + 10,60 136,46 + 11,12 136,67 + 14,16 146,26 + 9,81 0,71 0,36 0,13
Area sob a curva 7376,33 +579,07  7173,00 +618,79  7047,83 + 864,40  7657,33 + 657,62 0,62 0,46 0,08

Dados apresentados como média + desvio padréo. *Probabilidade de contrastes ortogonais, os efeitos testados foram 1) Controle contra L-COM, L-AGPI e L-AGPI/A,

2) L-COM contra L-AGPI e L-AGPI/A, e 3) L-AGPI contra L-AGPI/A.
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Tabela 6. Peso de 6rgaos e tecido adiposo em razdo ao peso corporal de ratos normais suplementados com leite comum (L-COM), leite

enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados (L-AGPI), e leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados e antioxidantes (L-

AGPI/A)
ParAMmetros Grupos experimentais Contrastes ortogonais®
Controle L-COM L-AGPI L-AGPI/A 1 2 3
Figado (g/100g) 3,68 £0,23 3,47 £ 0,27 3,55+0,27 3,61+0,41 0,23 0,36 0,65
Testiculos (g/100g) 0,75+0,19 0,81+£0,07 0,81+ 0,08 0,75+ 0,07 03 057 0,30
Vesicula seminal (g/100g) 0,42 £ 0,07 0,41 £0,07 0,40 £ 0,08 0,40 £ 0,07 062 093 0,9
Rins (g/100g) 0,68 £ 0,06 0,66 £ 0,03 0,67 £ 0,06 0,65 £ 0,06 041 094 044
Musculo gastrocnémio (g/100g) 0,58 £0,12 0,53+£0,15 0,58+0,11 0,51+£0,11 0,35 0,65 0,21
Musculo s6leo (g/100g) 0,04 £ 0,01 0,05+0,01 0,04 £0,01 0,04 £0,01 065 0,13 0,64
Tecidos adiposos (g/100g)
Periepididimal 1,12 +0,20 1,17 +0,21 1,09+0,14 1,42 +0,36 0,23 0,34 0,003
Retroperitoneal 1,33+£0,29 1,38 +£0,28 1,25+0,33 1,60 £ 0,35 051 0,69 0,017
Subcutaneo 1,10 + 0,28 1,08 + 0,17 0,99 £ 0,26 1,24 + 0,29 099 0,76 0,031
Marrom 0,066 £ 0,016 0,067 +0,011 0,068 £ 0,017 0,070 £ 0,016 068 0,74 0,80
Mesentérico 0,53+0,12 0,53+0,12 0,52+£0,15 0,59+0,11 081 0,70 041
Tecido adiposo visceral - RM (g/100g)? 1,92 + 0,38 1,85+0,19 1,62 +0,33 2,24 + 0,38 092 0,69 0,013
Tecido adiposo visceral - RMP (g/100g) 3,07 £ 0,55 3,09 £ 0,27 2,93+0,68 3,69 £ 0,54 0,56 0,46 0,039
Diametro de adipdcitos (um) 40,68+ 1,66 43,36 +5,51 37,50 £ 1,61 41,20 £ 2,16 099 0,03 0,08

Dados apresentados como média + desvio padr&o. *Probabilidade de contrastes ortogonais, os efeitos testados foram 1) Controle contra L-COM, L-AGPI e L-AGPI/A,
2) L-COM contra L-AGPI e L-AGPI/A, e 3) L-AGPI contra L-AGPI/A. *Tecido adiposo visceral RM= tecidos retroperitoneal + mesentérico, tecido adiposo visceral
RMP= tecidos retroperitoneal + mesentérico + periepididimal.
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Discussao

Os efeitos do consumo de leite na saude humana sempre foram temas de muita
discussdo e, por isso, pesquisas tém sido realizadas desde os anos 1970%%. Estudos
populacionais foram feitos visando investigar a relagdo da ingestéo de leite e produtos
lacteos com a ocorréncia de doencas Y. A experimentacdo com ratos pdde especificar
as modificacdes sanguineas ocasionadas pela ingestéo de leite®?.

O leite enriquecido com AGPI de forma natural, isto é, obtido de vacas
alimentadas com dietas contendo maior conteddo de AGPI, mostrou ser uma maneira
eficaz de contribuir para maior ingestdo destes AG em humanos e apresentou boa
aceitabilidade®, além dos efeitos de reducdo do colesterol total e de LDL™. O
enriquecimento do leite obtido também de forma natural com antioxidantes tornou-se
necessario para proteger a gordura poli-insaturada contra a oxidagdo, mas € uma técnica
que pode ser onerosa e ainda nem sempre trazer resultados consistentes e
conclusivos®??. Por isso, houve necessidade de verificar a funcionalidade do leite
enriquecido com AGPI e antioxidantes e a realizacdo de experimentos com ratos foi
considerada adequada.

O leite enriquecido com AGPI através da alimentacdo de vacas com oOleos
vegetais pode apresentar baixo teor de gordura porque alguns isdmeros formados na
biohidrogenacéo parcial ruminal do &cido linoleico, apds absorvidos, podem influenciar
negativamente a sintese de gordura na glandula mamaria®. Os leites enriquecidos
forneceram maiores quantidades de AGMI, AGPI e CLA aos ratos; o leite L-AGPI/A
proporcionou maior ingestdo de compostos fendlicos, em comparacdo ao leite comum.
O consumo de ragdo ndo se modificou entre 0s grupos experimentais, mas o volume de
agua ingerido foi menor quando houve a suplementacdo de leite provavelmente em
razdo de um efeito de substituicdo, pois o leite apresenta baixa concentracdo de solidos,
(114,4 mg/mL) constituido, principalmente, por 4gua (Tabela 3).

Apesar dos pesos semelhantes ao final do experimento, a ingestdo de leite
pareceu melhorar o ganho de peso diario dos ratos na fase inicial de vida, apos o
desmame. O efeito contrario foi observado na fase adulta, em que a suplementacéo de
leite reduziu o ganho de peso. Esta redugdo ndo parece estar associada a uma
diminuicdo na absor¢édo dos nutrientes da dieta, pois a absorcéo intestinal foi semelhante
entre 0s grupos experimentais. Portanto, o leite ndo interferiu no aproveitamento de

nutrientes dos ratos mesmo com o avanco da idade, e, de acordo com Leichter®®, os
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ratos mantém a atividade da enzima lactase se alimentados com ragdo contendo lactose
ao longo da vida. Ainda, estas alteragdes de ganhos de pesos observadas, na fase inicial
da vida e na fase adulta, pela ingestéo de leite parecem ser saudaveis.

O efeito hipocolesterolémico do leite em ratos foi observado anteriormente ?? e
foi ligado, em parte, a inibigdo da sintese de colesterol e AG. A gordura do leite comum
de vaca é composta, principalmente, por AGS que possuem propriedades de aumento do
LDL e da razdo LDL/HDL, considerados fatores de risco para doencas coronarianas®®”.
E provavel que o &cido orético presente no soro do leite seja o fator responsavel pela
reducdo do colesterol ®®. Também é possivel que o efeito adverso da gordura saturada
dos produtos lacteos na salde cardiovascular seja compensado pela presenca de
nutrientes benéficos, como o CLA, o célcio e a vitamina D®. E pouco provavel que um
nutriente isolado do leite seja o responsavel pelo efeito redutor do colesterol®® como
observado neste estudo. Ademais, o papel do colesterol oriundo de produtos lacteos foi
considerado pouco impactante na colesterolemia que depende, principalmente, da
sintese endégena de colesterol®®.

As menores concentracdes dos triglicerideos e VLDL no plasma causadas pelo
leite enriquecido com AGPI podem estar associadas a menor ingestao de gordura, pois 0
leite enriquecido com AGPI apresentou teor reduzido de gordura em comparacdo ao
leite comum. A reducdo dos triglicerideos é importante, pois eles também sao fatores de
risco para doencas coronarianas®”. Embora tenha havido reducéo dos triglicerideos e
VLDL, elevagdes das concentracdes de LDL e HDL no plasma foram observadas,
possivelmente devido a maior ingestdio de AG Omega-3 presente no leite. Efeito
semelhante foi observado anteriormente com suplementacdo de éleo de peixe para
humanos®®®, contudo o 4cido linolénico foi considerado uma alternativa aos AG de
cadeia longa do Oleo de peixe, pois elevou as concentracBes séricas dos acidos
eicosapentaenoico e docosaexaenoico em humanos®?, compostos com propriedades
cardioprotetoras.

A reducdo do didmetro de adipdcitos, causada pelo leite rico em AGPI neste
estudo, foi também observada anteriormente pela suplementacdo de um produto misto
de CLA (isémeros cis-9,trans-11 e trans-10,cis-12) a ratos, em dose 75 mg/dia®®. As
vacas podem secretar varios isomeros de CLA no leite®”, mas em concentraces muito
inferiores ao referido trabalho, mesmo sob dietas especiais. No presente trabalho, a

guantidade maxima de CLA fornecida pelo leite enriquecido com AGPI (com e sem
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antioxidantes) foi ao final do experimento 0,27 mg/dia, mas talvez suficiente para
diminuir o enchimento lipidico das células gordurosas.

A transferéncia natural dos antioxidantes da dieta ao leite das vacas era
preconizada visando, sobretudo, uma acdo protetiva daqueles aos acidos graxos
insaturados e poli-insaturados contra a oxidagdo. Assim, esses AG poderiam exercer
suas funcdes fisioldgicas ap6s o seu consumo. Foi sugerido acerca dos antioxidantes
que uma vez presentes no leite, eles poderiam ter efeito positivo para quem o
consome®. O leite ndo foi considerado uma fonte importante de compostos
antioxidantes se comparado com alimentos a base de plantas, mas a presenca daqueles
compostos poderia contribuir para aumentar o potencial antioxidante enddgeno que
ajuda a preservar a integridade de outros nutrientes contra a oxidac&o®®.

Apds serem ingeridos pela vaca, os compostos fenolicos sdo transformados
primeiro em uma série de reacdes no rdmen®, depois eles s&o metabolizados no
figado®® e secretados no leite em vérios compostos aromaticos simples. Apesar de nio
elevar a capacidade antioxidante no sangue, o leite enriquecido com AGPI e
antioxidantes elevou, embora ndo de forma acentuada, o colesterol total e LDL dos
ratos, em comparacdo com o leite enriquecido somente com AGPI. O leite L-AGPI/A
também aumentou significativamente o depoésito de tecidos adiposos viscerais
(periepididimal, retroperitoneal e subcutanea), além do diametro de adipdcitos.

O tecido adiposo é amorfo e amplamente distribuido por todo o corpo®”, mas o
acumulo de gordura visceral € um fator de risco para a sindrome metabdlica. O aumento
do didmetro dos adipdcitos e tecidos adiposos resultantes da ingestao de leite L-AGPI/A
ndo eram esperados porque ele forneceu, em média, 40 g/kg de gordura (racdo mais
leite), valor proximo ao teor 50 g/kg preconizado para ratos em crescimento®®. O teor
de gordura da racdo foi adequado para as exigéncias nutricionais destes animais,
portanto 0os compostos fendlicos sdo a provavel causa do aumento dos tecidos adiposos
viscerais, 0 que contradiz os relatos da literatura. Estudos apontam gque 0S compostos
fenélicos podem atuar na modulacdo do metabolismo lipidico®. Ratos normais
alimentados com dieta com pouca gordura (4,6 g/kg) e suplementados com &gua
contendo extrato de catequina em doses (0,1% e 0,5%) apresentaram teores reduzidos
de lipidios hepaticos e mesentéricos, indicando menor acumulo de gordura intra-
abdominal®”; a eliminacéo fecal de colesterol induzida pelas catequinas foi considerado

a causa de tal efeito. Por outro lado, os compostos fenolicos do leite podem ter
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protegidos os AG da oxidagdo, e estes terem causado o maior acimulo de tecido
adiposo.

Em individuos adultos normais, a suplementacdo com 75 mg/dia de resveratrol
ndo modificou a funcdo metabolica, os lipidios do plasma, nem a sensibilidade a

insulina®,

No referido estudo, foi sugerido, que talvez o resveratrol traga mais
beneficios a individuos com desordens metabdlicas do que a individuos normais. O
Artepillin C € um &cido fendlico derivado do acido cinamico e é presente na propolis
verde®?, que foi fornecida as vacas para produzir o leite enriquecido com antioxidantes
além da vitamina E, para este experimento. O tratamento com Artepillin C de pre-
adipdcitos de ratos em cultura mostrou que o composto fendlico melhorou a
adipogénese pelo aumento da diferenciacdo das células de maneira dose-dependente (1-
30 pM) e bloqueou os efeitos do fator de necrose tumoral“?, uma citocina envolvida em
inflamacdes sistémicas. Talvez metabdlitos do Artepillin C presentes no leite tenham
exercido efeito semelhante nos ratos, causando aumento de gorduras, mas que ndo
geram respostas inflamatorias.

O consumo de leite semidesnatado enriquecido industrialmente com AGPI
O0mega-3 e vitaminas, incluindo A e E, pode reduzir fatores de risco para doengas
cardiovasculares, como as concentracdes sanguineas de homocisteina, colesterol total,
LDL e resisténcia & oxidacdo da LDL“®. Entretanto no presente estudo, a forma de
obtencdo do leite rico em AGPI de forma natural, obtido por meio da alimentacdo das
vacas, torna dificil a comparacdo dos resultados com a literatura porque relatos
semelhantes s&o ainda desconhecidos.

A sindrome metabolica € um conjunto de distdrbios metabolicos, como a
dislipidemia, hipertensdo, obesidade e intolerancia a glicose, sendo este Gltimo o
fendmeno central®?. A sindrome é caracterizada na ocorréncia de, ao menos, trés dos
referidos distUrbios. As tentativas de estudo da relacdo do consumo de leite com a
ocorréncia de doencas mostraram resultados variados. Em alguns casos o consumo de
leite mostrou-se inversamente relacionado & ocorréncia de infartos®”), em outros uma
correlagdo positiva foi observada entre o consumo de leite e manteiga e mortes por
doencas do coracdo™. Neste estudo, somente as gorduras viscerais foram aumentadas
de forma acentuada com o consumo do leite enriquecido com AGPI e antioxidantes,
portanto este efeito ndo é suficiente para fundamentar conclusdes e recomendagdes.

Os niveis sanguineos de colesterol sdo determinados pela composicédo total da

dieta e ndo por um Gnico alimento®, por isso o leite comum de vaca continua sendo
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uatil na alimentacdo humana, e Lucas et al.® indicaram que o consumo de produtos
lacteos deve ser feito junto a uma dieta balanceada e ndo fazer opcdo por sua total
exclusdo da dieta.

Na revisao de literatura realizada, ndo foram encontrados trabalhos semelhantes
a este. Assim, esta € a primeira demonstracdo que ao fornecer uma dieta de qualidade
superior para vacas leiteiras € possivel obter um leite rico em AGPI e antioxidantes, e
este leite, ao ser fornecido adicionalmente a uma dieta basal para ratos em crescimento,
permitiu aumentar o consumo daqueles compostos. Entretanto, os resultados indicaram
que a nossa hipdtese sobre o maior consumo de &cidos graxos poli-insaturados e
antioxidantes obtidos de forma natural sobre os seus efeitos benéficos no metabolismo
lipidico, ndo foi totalmente confirmada. A lipidemia foi influenciada de forma
moderada, e acumulo de gordura visceral foi observado. Desta forma, novos estudos
devem ser realizados para confirmacgéo dos resultados e recomendagdes ou ndo sobre 0

uso de leite de vaca enriquecido naturalmente.

Suporte financeiro

O projeto foi apoiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPQ), Brasilia, DF, Brasil, Convenio n°482858/2011-7,
Universal/2011.
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CONSIDERACOES FINAIS

A fermentacdo ruminal pode ser beneficiada com a presenca de extrato de
prépolis no meio. Os compostos fendlicos da préopolis verde influenciam positivamente
a producdo de propionato e metano, sugerindo uma melhora na utilizacdo da energia dos
alimentos.

A associacdo extrato de prépolis com vitamina E para vacas ndo modifica a
digestdo e o aproveitamento de nutrientes da dieta. Estes produtos tém potencial para
auxiliar o combate ao estresse oxidativo, elevar as concentragdes de CLA no leite e a
atividade antioxidante, sem modificar a producdo de leite. Entretanto, a necessidade de
melhora da estabilidade oxidativa da gordura é um fator importante para a qualidade do
leite.

A obtencdo de leite enriquecido com 4&cidos graxos poli-insaturados e
antioxidantes € possivel por meio de uma alimentacéo diferenciada fornecida as vacas.
A suplementacdo deste leite a ratos ndo modifica o consumo alimentar e o crescimento.
Devido a sua influéncia sobre o acumulo de tecido adiposo visceral, os efeitos do
consumo de leite enriquecido com &cidos graxos poli-insaturados e antioxidantes

permanecem a ser elucidados.



