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Resumo: Objetivou-se estudar cepas bacterianas toleraoteprodutos a base de prépolis (LLOS) pelas
técnicas de isolamento, caracterizacdo bioquimitadietas com raz&o volumoso:concentrado de 100:0
e 50:50. Para dietas volumosas foram avaliadosantufps LLOSC1 e LLOSB3, e para dietas 50:50%
0s produtos LLOSC1, LLOSD1, LLOSA2 e LLOSC3, os igudiferiam no teor alcodlico e na
concentracao de prépolis. O liquido ruminal foiubado anaerobiamente a 39°C durante 6 dias em meio
contendo LLOS. Apés o isolamento, foi avaliado escimento das cepas na presenca dos substratos:
arabinose, celulose, glicose, celobiose, xilosgp§e e lactose. Em dietas volumosas verificouigeas
cepas tolerantes a LLOSC1 foram superiores em fganeelobiose e celulose do que cepas resistentes
ao LLOSB3. Para dieta 50:50 de volumoso:concentratisstacaram-se os produtos LLOSC3 e
LLOSAZ2, que selecionaram maior nimero de cepaseapie degradar todos os carboidratos testados.
Palavras—chave:aditivo alimentar, ecologia microbiana, nutriciordminantes, prépolis

Expeditiously characterization biochemistry on ischted rumen bacteria tolerant to propolis
Abstract: The objective was to study bacterial strains taleta products containing propolis (LLOS) by
isolation techniques, morphology and biochemistiyaracterization in diets 100:0 and 50:50
roughage:concentrate. For roughage diets were a&ealproducts LLOSC1 and LLOSB3, and diets to
50:50% LLOSC1 products, LLOSD1, LLOSA2 and LLOS@#fering in alcoholic teor and propolis
concentration. The liquid ruminal was incubate@%fC during 6 days in anaerobic medium containing
propolis. After isolation, there were evaluatedvgitts of strains in the presence of substratesirzoab,
cellulose, glucose, celobiose, xylose, fructose lactbse. In diets with roughage was found that th
strains were more tolerant to LLOSCL1 ability tonfienter cellubiose and cellulose than strains \easist
to LLOSB3. To diet 50:50 roughage:concentrate Mhigitéd products LLOSC3 and LLOSA2 by
selecting larger number of strains capable of déggaall carbohydrates tested.
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Introducao

As bactérias ruminais sdo responsaveis pelos mosdermentativos que fornecem ao animal
hospedeiro, principalmente acidos graxos vola#{s\) e proteina microbiana. A acdo antimicrobiana
da propolis foi verificada por Antunes et al. (19@6n ensaios de antibiose com adicao de prépolis,
frente a bactérias Gram-positivas e Gram-nega#ieashias e constataram que a atividade antibacteria
da propolis foi mais efetiva sobre as Gram-positiv@ mecanismo de atividade antimicrobiana da
propolis é complexo e segundo Takaisi-Kikuni & $xder (1994) é provavel que esteja envolvido na
inibicdo da RNA-polimerase bacteriana. O uso dg@i$ como aditivo em ruminantes tem sido objeto
de estudos, produtos a base de prépolis em po,djarentes extracBes alcodlicas: 1, 2 e 3 e
concentracdes de propolis: A, B, C e D), denomisat®w LLOS (Pl = n® 0605768-3), foram avaliados
sobre a digestibilidade vitro da matéria seca (WMS) de dietas com razdo volumoso:concentrado
100:0 e 50:50 (Prado, 2005). Segundo esse autodjetes com 100% de feno de Tifton, B/BIS foi
superior (P<0,05) para a adicao de LLOSB3 (49,1%9 ELOSC1 (45,6%) em relacdo ao controle (sem
aditivo) e a adicdo de monensina, com média de28%3em dietas com 50% de concentrado o0 maior
valor de DVMS foi para LLOSC1 (57,4%) e menores valores padéeta monensina (54,0%) seguido
do controle (53,0%). Assim, objetivou-se estudapl@atoriamente o perfil bioquimico de cepas
bacterianas idoladas tolerantes aos produtos adegsepolis LLOS. Assim, os produtos LLOS testados
foram LLOSC1, LLOSB3 para dietas com 100% de volsmne os produtos LLOSC1, LLOSD1,
LLOSA2, LLOSCS, para dietas com 50:50% de volumosiocentrado.

Material e Métodos
O experimento foi realizado na Embrapa Gado deelasit Juiz de Fora, MG. Os produtos a base
de extratos de prépolis em pé LLOS e se difereanmiaem trés extracdes alcodlicas em (1, 2 e 3)re po



quatro concentragdes de prépolis (A, B, C e D)deesstes preparados de acordo com metodologia
desenvolvida por Franco & Bueno (1999). Os prodatadiados foram LLOSC1, LLOSB3 em dietas
com 100% de volumoso e os produtos LLOSC1, LLOSDNSA2, LLOSC3 em dietas com 50:50%
de volumoso:concentrado, que se destacaram nodDBAVIS em relacdo a dieta controle e monensina
sédica (Prado, 2005). Os meios de cultura anaesddzica os procedimentos de isolamento de bactérias
ruminais foram preparados previamente. O meio déveuwitilizado para o cultivo e isolamento de
bactérias era denominado GSM (Growth Study Médianito conforme descricdo de Odenyo et al.
1998. Sempre que necessario, utilizou-se uma solde&iluicdo anaerdbia (ADS). Para o isolamento,
utilizou-se meio solido, roll-tube, (Hungate, 1968% amostras de contetdo ruminal, foram retiratdas
quatro vacas Holandés X Zebu canuladas no rimémergadas com dietas contendo 50:50 e 100:0 de
volumoso:concentrado. A amostragem do conteddonaimem torno de 1 litro, era realizada antes da
alimentacdo. O conteddo ruminal era filtrado e irdnente acondicionado em garrafa térmica e
levado imediatamente ao laboratério de microbi@adp rimen. Retirava-se uma aliquota de 5 mL de
liquido ruminal, que era injetada através de sarim@gulha estéreis em frasco estéril com capazidad
para 100 mL, contendo 75 mL de meio de culturaréhém GSM, 2,0 mL de cisteina HCI (1,25%), 1,0
mL de complexo vitaminico B, e 3,0 mL da solucantendo o produto LLOS a ser testado. Os frascos
inoculados eram incubados a 39°C durante até 6 Apds a incubacdo, 1 mL da suspensdo era
transferido para tubos de ensaio tipo Hungate (méocultura anaerébico,18 X 150 mm; Beflgo
contendo: 8 mL do meio GSM, 0,1 mL de complexo ii@wina B, 0,2 mL de cisteina HCI e mais 0,3
mL do produto LLOS teste. Apds até dois dias dévayll mL da suspensao era retirado de cada tubo
de Hungate e diluido em solucdo anaerdbica (AD®)aa diluicdes 18 10° e 10°. Procedia-se ao
isolamento de cepas conforme Hungate, (1969). isstaram entéo incubados a 39°C. Dois dias apoés a
inoculacdo nos roll-tubes, as coldnias bacterizgswdadas crescidas eram repicadas, sob anaerobiose,
novos tubos contendo: 8 mL do meio GSM acrescidd, HenL de complexo de vitamina B e 0,2 mL de
cisteina HCI. Para a confirmacéo de pureza dassdepéeita observacdo morfoldgica em microscépio
Gtico. As cepas isoladas que demonstraram capacidgiadolerarem os produtos LLOS testados foram
classificadas através de caracteristicas bioquémkeara isto, utilizou-se o mesmo meio GSM, porém
substituindo-se a glicose por um dos acUcaresirexsdy celulose, celobiose, xilose, frutose e Ext@®s
dados observados foram agrupados de acordo coeqg@éficia de ocorréncia de cada cepa isolada,
expressa em percentagens.

Resultados e Discussao

Foram isoladas 66 cepas bacterianas tolerantemédotp LLOS em indculo proveniente de vacas
alimentadas com 50% de silagem de milho e 50% deerdrado, e foram obtidas 49 cepas bacterianas,
de vacas recebendo dietas com 100% de silagemllde. fl6im dietas com 100% de silagem de milho, as
cepas tolerantes a LLOSC1 foram mais capazes deeftar celobiose (92,4%s 78,3%) e celulose
(57,7% vs 34,8%) do que cepas resistentes ao LLOSB3 (Tabelad maior quantidade de cepas
celuloliticas para LLOSC1 mostrou que este extfatomais tolerado por bactérias que degradam
celulose, como também apresentou maior capacidada@célulolitica e pectinolitica, pela maior
fermentacdo da arabinose e xilose. Desta fornserebu-se que o produto LLOSC1 foi tolerado por
maior nimero de cepas, que degradaram todos aerdde carboidratos testados. As cepas tolerantes a
LLOSB3 foram mais especificas; das 23 cepas issl@babela 1) somente seis cepas foram capazes de
degradar todos os carboidratos testafisses dados sugerem que LLOSB3 tém compostosupre de
forma diferente sobre bactérias predominantes etasiile 100% de silagem de milho, em comparacéo a
LLOSC1. Entre os quatro produtos LLOS testados eetasl contendo 50:50% de silagem de
milho:concentrado a maior capacidade de fermentaigiocelobiose foi apresentada pelas cepas
tolerantes ao produto LLOSC3 (94,1%), seguida pedgss tolerantes ao produto LLOSA2 (87,5 %),
LLOSC1 (77,3 %) e a menor foi pelas cepas tolesaateproduto LLOSD1 (52,6 %). Por outro lado,
destacou-se entre eles, que a menor capacidadgrdentacdo da celulose foi apresentada pelas cepas
tolerantes ao LLOSC1 (31,8 %). Ainda, quanto a ciglaale celulolitica da microbiota ruminal resistent
ao produto LLOS registrou-se que cepas tolerartdd ©@SD1 apresentaram capacidade semelhante de
fermentar celulose e celobiose (Tabela 1). A amdare xilose foram fermentadas pela maioria dasscep
tolerantes ao LLOSC3, seguida pelo LLOSA2. Os masagticares foram fermentados em proporcdes
menores por cepas tolerantes aos demais produtd$ LObservando o padréo de fermentacdo de cada
cepa tolerante aos diferentes produtos LLOS deulngaroveniente de animais alimentados com dietas
com 50: 50% de volumoso:concentrado, verificoutse @g produtos LLOSA?2 (0,001 mg de flavondides
totais em crisina/g de LLOS) e LLOSC3 (0,030 mg fldeondides totais em crisina/g de LLOS)
selecionaram na sua maioria cepas capazes de tarntedos os carboidratos testados. Assim, o
trabalho demonstrou que existem principios ativientios e ainda ndo quantificados em cada tipo de
LLOS e que estes devem atuar em populacdes désrdpetbactérias ruminais.



Tabela 1.Capacidade de fermentagéo de diferentes carbosdeafmessa em percentagem de cepas de
bactérias tolerantes aos diferentes produtos a dmgedpolis LLO4 obtidas de animais alimentados
com diferentes dietas (100% de silagem de milh@% Silagem de milho:50% concentrado)

- Hemiceluloliticos + Fermentadores de aclcares
Celuloliticos I, A
Pectinoliticos soluveis
Capacidade de Fermentagdo Celulose Celobiose Asbin Xilose Frutose Glicose Lactose

100% de Silagem de milho

LLOSC1
Efetiva (+) 57,7 92,4 61,6 65,4 88,4 100,0 100,0
Nenhuma (-) 42,6 7,6 38,4 34,6 11,5 0,0 0,0
LLOSB3
Efetiva ( +). 34,8 78,3 47,8 47,8 73,9 100,0,0 682,
Nenhuma (-) 65,2 21,7 52,2 52,2 26,1 0,0 17,4

50% Silagem de milho e 50% Concentrado

LLOSD1
Efetiva (+ ) 52,7 52,6 63,2 57,9 57,9 100,0 94,8
Nenhuma (-) 47,3 47,4 36,8 42,1 42,1 0,0 5,2
LLOSC3
Efetiva (+) 64,8 94,1 76,5 70,6 94,1 100,0 100,0
Nenhuma (-) 35,2 59 23,5 29,4 59 0,0 0,0
LLOSC1
Efetiva (+) 31,8 77,3 45,4 63,6 86,4 100,0 77,3
Nenhuma (-) 68,2 22,7 54,6 36,4 13,6 0,0 22,7
LLOSA2
Efetiva (+) 75,0 87,5 75,0 62,5 100,0 100,0 87,5
Nenhuma (-) 25,0 12,5 37,5 37,5 0,0 0,0 12,5

(+): Crescimento visual (meio turvo) em 48hs)(N&o houve crescimento até 48hs de incubat#b0S: produto a base de
extrato de prépolis com extragdo em diferentestealcodlicos (1, 2 e 3) e diferentes concentragégsopolis (A, B, C e D)

Conclusotes
O aditivo contendo LLOSC1 foi mais promissor pan&neis recebendo dieta volumosa, uma
vez que o mesmo foi tolerado por uma proporcaoifsigtiva de bactérias celuloliticas. Os aditivos
LLOSC3 e LLOSA2 foram os mais promissores em arimegcebendo dietas com relacéo
volumoso:concentrado 50:50, , uma vez que os medorasn tolerados por populagbes de maior
diversidade metabdlica, como observado pelo crestorem diferentes aglcares.
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