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ÓLEO BRUTO DE Pterodon Emarginatus Vogel (SUCUPIRA) COMO MANIPULADOR 

DA FERMENTAÇÃO RUMINAL EM SISTEMA DE CULTURA CONTÍNUA DE 

DUPLO FLUXO 

RESUMO  

A manipulação da fermentação ruminal é valiosa ferramenta na busca do aumento da 

produtividade e da eficiência na utilização dos recursos destinados à alimentação animal. 

Existem diversas ferramentas como a mistura uniforme da ração, o manejo adequado de cocho, 

a formulação correta da ração e a utilização de compostos que visam auxiliar o processo 

fermentativo do rúmen denominados aditivos. O uso de antibióticos como promotores de 

crescimento em alimentos para animais tem enfrentado resistência, devido aos resíduos e a 

resistência bacteriana que estes produtos podem gerar.  Por isso, o uso de antibióticos em 

sistemas de produção de ruminantes foi proibido na União Europeia em janeiro de 2006. Desta 

forma, algumas tecnologias têm sido desenvolvidas para substituir estes produtos e dentre estes, 

os extratos vegetais vêm sendo amplamente estudados na nutrição de ruminantes como 

moduladores da fermentação microbiana ruminal. Estas plantas são ricas em compostos ativos 

com poder antimicrobiano tornando-as úteis na nutrição animal como aditivos. O óleo bruto de 

sucupira apresenta, em sua composição sesquiterpenos e diterpenos sendo, o β-cariofileno, o 

composto de maior concentração. Diante das limitações da aplicação de produtos 

desconhecidos na alimentação animal, as técnicas de digestibilidade in vitro e estudos 

metabólicos com animais canulados no rúmen são recomendados nas etapas iniciais da 

pesquisa. Com o presente trabalho objetivou-se avaliar diferentes doses do óleo bruto de 

Sucupira sobre a fermentação microbiana ruminal in vitro através de um sistema de cultura 

contínua de duplo fluxo. Os tratamentos foram constituídos de quatro doses: 0%; 0,06%; 0,12%; 

0,24% na matéria seca (MS) da dieta fornecida do extrato bruto de Sucupira e um tratamento 

com Monensina Sódica (30 ppm). O delineamento experimental realizado foi em blocos 

inteiramente casualizados com quatro repetições e cinco tratamentos. No ensaio in vitro, houve 

diferença (P<0,05) na digestibilidade da MS e MO entre o tratamento 0,24% do extrato de 

sucupira e os tratamentos controle e monensina. Não se observou diferenças (P>0,05) na 

digestibilidade da FDN e FDA. A adição do extrato de Pterodon emarginatus Vogel (Sucupira) 

aumentou a digestibilidade da MS e MO comparados com a Monensina Sódica, sem efeitos na 

DFN e DFA. A concentração do ácido acético foi afetada (P<0,05) pelos tratamentos, 

observando uma diminuição da concentração para o tratamento 0,24% comparado com o 

tratamento controle. O mesmo ocorreu com a relação entre os ácidos acético e propriônico, 

onde o tratamento 0,24% ocasionou uma menor relação comparado com os tratamentos controle 

e 0,06%. O extrato de Pterodon emarginatus Vogel (Sucupira) tem potencial de modular a 

fermentação ruminal devido ao seu efeito nos microrganismos ruminais, sendo seu efeito dose 

dependente, podendo ser usado como aditivo para manipular a fermentação no rúmen e ser um 

provável substituto da monensina sódica, porém mais estudos devem ser realizados para 

elucidar e responder as dúvidas referentes a utilização destas substancias, como esclarecer os 

efeitos desses produtos sobre os microrganismos ruminais, seus efeitos no metabolismo animal, 

nos parâmetros de fermentação ruminal in vivo, quantificar as doses a serem utilizadas e 

quantificar os ganhos em desempenho animal. O Sistema de Cultura em Fluxo Contínuo 

mostrou ser uma importante metodologia alternativa e de precisão para o estudo de 

digestibilidade ruminal.   

  

Palavras-chave: Aditivo, Sucupira, Monensina, Nutrição de ruminantes, Sistema de cultura 

contínuo em duplo fluxo, digestibilidade in vitro. 
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Pterodon Emarginatus Vogel (SUCUPIRA) OIL  AS A RUMINAL FERMENTATION 

MANIPULATOR IN A DUAL FLOW CONTINUOUS CULTURE SYSTEM 

 

ABSTRACT  

 
The manipulation of ruminal fermentation is a valuable tool aiming at increasing productivity 

and efficiency by using resources for animal feed. There are different kinds of tools, such as 

homogeneous mixing of feed, appropriate trough management, correct feed formulation, and 

the use of compounds (additives) aimed at assisting rumen fermentation process. The use of 

antibiotics in foods for animals as growth promoters is facing a social barrier, because of the 

waste and bacterial resistance that these products can be generating. For that reason the use of 

antibiotics for this end or at the diet of ruminants has been banned from the EU since January 

2006. Therefore, some technologies have been developed to replace these products, and the use 

of vegetable extracts in ruminants nutrition as ruminal fermentation modulators have been 

largely studied. Some plants are rich in active compounds with antimicrobial power that makes 

them useful for animal nutrition. The crude extract of Pterodon Emarginatus Vogel  presents 

sesquiterpenes and diterpenes in its composition, and β-caryophyllene is the most representative 

compound. Due to the limitations of using unknown products in animal nutrition, the techniques 

of in vitro digestibility and metabolic studies with animals cannulated in the rumen are largely 

used at the first stages of research. The objective of this study was to evaluate different dosages 

of Pterodon Emarginatus Vogel  crude extract in vitro ruminal fermentation through a system 

of continuous culture of double flow. The treatments corresponded to four doses: 0%; 0.6%, 

0.12%; and 0.24% of Pterodon Emarginatus Vogel crude extract in dry matter (DM) of the 

provided diet and a treatment with Sodium Monensin (30 ppm). The experimental design was 

entirely in randomized blocks with four replications and five treatments. The in vitro test 

showed a difference of (P<0.05) in the DM and OM digestibility between the treatments 0.24% 

of Pterodon Emarginatus Vogel crude extract and monensin. There was no difference (P>0.05) 

in the digestibility of NDF and ADF. The addition of the Pterodon Emarginatus Vogel extract 

increased the digestibility of DM and OM when compared with Sodium Monensin without 

effects on NDF and ADF. The treatments affected (P<0.05) acetic acid concentration, and the 

concentration 0.24% showed a decrease when compared with control treatment. The same 

happened with the relation between acetic and propionic acids, where 0.24% treatment 

produced a lower ratio compared with control and 0.06% treatments. The extract of Pterodon 

emarginatus Vogel has potential to modulate the ruminal fermentation because of its effect on 

ruminal microorganisms, and it is dose-dependent. Thus it can be used as an additive to 

manipulate ruminal fermentation and probably as a substitute of the sodic monensin. However, 

more studies must be carried out to answer the questions about the use of this substances, to 

clarify the effects of this products on the ruminal microorganisms, its effects on animal 

metabolism, parameters of in vivo ruminal fermentation, quantify the dosages to be used and 

quantify animal performance gain. The Culture System in Continuous Flow revealed to be an 

important alternative method and it showed accuracy for ruminal digestibility studies. 

 

Keywords: Additives, Ruminant nutrition, Sucupira, Monensin, Culture System in Continuous 

Dual Flow, in vitro digestibility.   



CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

  

INTRODUÇÃO 

 

Observa-se um avanço significativo da pecuária brasileira, principalmente 

devido ao aumento do nível tecnológico das propriedades, sendo cada vez maior a aceitação 

e utilização de conhecimento técnico-científico pelos técnicos e produtores da área de 

produção animal. A nutrição animal destaca-se pelo seu grande avanço científico, sendo 

responsável por grande parte do aumento da produtividade da bovinocultura.  

A manipulação da fermentação ruminal é uma valiosa ferramenta de técnicos e 

nutricionistas na busca do aumento da produtividade e eficiência na utilização dos recursos 

utilizados na alimentação animal. Os objetivos da manipulação da fermentação ruminal são 

a melhoria dos processos benéficos no rúmen, como a degradação da fibra, e a diminuição 

ou eliminação dos processos prejudiciais, como a produção de metano e o excesso de lactato, 

mantendo assim o pH estável e melhorando a saúde ruminal (NAGARAJA et al., 1997). Para 

que tais objetivos sejam alcançados, existem diversas ferramentas, como a mistura uniforme 

da ração, o manejo de cocho adequado e a formulação correta da ração e a utilização de 

compostos que visam manipular o processo fermentativo do rúmen (aditivos). 

 O Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento por meio da Instrução 

Normativa 15/2009, que considera aditivo para produtos destinados à alimentação animal, 

sendo: “Substância, micro-organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente 

aos produtos, que não é utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou não valor 

nutritivo e que melhore as características dos produtos destinados à alimentação animal ou 

dos produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios e atenda às necessidades 

nutricionais ou tenha efeito anticoccidiano”. Entre os principais aditivos utilizados na 

alimentação de ruminantes estão os antibióticos ionóforos e não-ionóforos, leveduras, 

probióticos, prebióticos, ácidos orgânicos, enzimas e extratos vegetais.  

Um dos mais bem sucedido exemplo de como a manipulação de fermentação 

ruminal contribui para o aumento do desempenho animal foi o uso de ionóforos. A 

monensina sódica, por exemplo, é utilizada comercialmente na produção de ruminantes 

desde a década de 70 do século passado. Seu uso, dentre outros efeitos, melhora a eficiência 

alimentar, diminui a produção de metano e minimiza os riscos de ocorrência de distúrbios 
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metabólicos (RUSSEL & STROBEL, 1989). Todavia, a legislação classifica os ionóforos 

como antibióticos, o que faz seu uso ser cada vez mais criticado pela sociedade consumidora 

(ARAUJO, 201). 

Cresce a preocupação dos consumidores, havendo receio de se consumir 

alimentos produzidos com antibióticos. Todavia, ainda não existem explicações razoáveis 

justificando que o uso de ionóforos provoca o seleção de bactérias patogênicas humanas com 

resistência a antibióticos (RUSSELL & HOULIHAN, 2003). 

Frente ao desafios entre questões econômicas e de saúde pública, há crescente 

interesse científico por alternativas que mimetizem os efeitos dos ionóforos sobre a 

população microbiana do rúmen, sendo seguras ao consumo humano e, ao mesmo tempo, 

aceitas pela sociedade. Devem ser alternativas que permitam ganhos zootécnicos, redução 

nos custos de produção, além de segurança e satisfação do consumidor final juntamente com 

menor agressão ao meio ambiente.  

Dentre as diversas opções, compostos secundários dos vegetais têm grande 

potencial de utilização como aditivo na manipulação da fermentação ruminal. Dentre as 

principais vantagens da utilização destes compostos está o baixo risco de aparecimento de 

resistência microbiana, já que compostos secundários apresentam na maioria das vezes 

diversos princípios ativos, o que confere diferentes modos de ação (ACAMOVIC & 

BROOKER, 2005). 

Sistemas de alimentação modernos e eficientes precisam ser fundamentados em 

mecanismos que determinam a resposta dos animais aos nutrientes, lidando com aspectos 

quantitativos da digestão e do metabolismo do ruminante (MERTENS, 2005). É consenso 

que, para a descrição quantitativa apropriada dos processos digestivos e metabólicos, são 

necessários dados biológicos que podem ser obtidos usando técnicas in vitro (MOULD et 

al., 2005), precedentes ou em substituição aos ensaios in vivo e in situ. 

O estudo direto da fermentação ruminal é difícil e diferentes sistemas tem sido 

propostos para permitir que o conteúdo ruminal continue a fermentação em condições 

controladas de laboratório seguindo padrões normais do organismo animal (LÓPEZ, 2005). 

Perante o exposto a hipótese do trabalho é a utilização do extrato bruto de 

Sucupira como aditivo ruminal seria capaz de modular a fermentação ruminal com 

benefícois fermentativos, otimizando a digestibilidade da matéria seca e diminuindo as 

variações do pH ruminal, sendo um possível substituto a monensina sódica. 
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Os objetivos deste trabalho foram a implantação e avaliação de um sistema de 

cultura contínua de duplo fluxo para realização de testes de digestibilide in vitro e a avaliação 

de diferentes doses do extrato bruto de Sucupira e seus efeitos como modulador da 

fermentação ruminal.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA   

 

 

2.1 Caracterização dos Extratos vegetais  

 

Existe grande quantidade e diversidade de compostos orgânicos que parecem 

não ter função direta no crescimento e desenvolvimento e são produzidos pelas plantas, e 

por isso, recebem o nome de metabólitos secundários. Embora não influenciem o 

crescimento e desenvolvimento apresentam como funções a proteção contra microrganismos 

e o ataque de insetos ou de animais herbívoros, entre outras. Alguns compostos são tóxicos 

para os animais enquanto outros não, sendo estes usados inclusive na medicina humana 

(WALLACE, 2004; TAIZ & TAIGER 2006). 

Algumas plantas contêm compostos secundários com ação antimicrobiana 

comprovada como a Artemisia absinthium L. (losna), Mentha pulegium L. (poejo), Punica 

granatum L. (romã), Xanthosema violaceum Schott (taioba) e Syzygium cuminii L. 

(jambolão) (MICHELIN et al., 2005), Stryphnodendron adstringens (barbatimão) (ALVES 

et al., 2000) e Pterodon emarginatus Vogel (sucupira branca) (BUSTAMANTE et al., 2010). 

A atividade antimicrobiana dos extratos de plantas é atribuída aos vários 

compostos secundários, que incluem saponinas, terpenos (carvacrol) e fenilpropanóides 

(eugenol) (BUSQUET et al., 2006).  A genética das plantas, os fatores ambientais e as 

práticas de manejo adotadas afetam a composição química dos extratos (BOTREL et al., 

2010) enquanto o solvente usado na diluição e as condições de extração relacionadas ao 

tempo e a temperatura afetam a concentração e a atividade antimicrobiana dos compostos 

(BODAS et al., 2012).  

O Cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul, ocupa cerca de 22% do 

território nacional e abriga mais de 220 espécies de plantas com uso medicinal reconhecido 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2014).  

ALVES et al. (2000) avaliaram espécies de plantas do Cerrado e seus efeitos 

sobre as bactérias Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococcus aureus. Estes autores constataram que 60% dos extratos das diferentes 

espécies de plantas tiveram alguma atividade, particularmente sobre as bactérias Gram-

positivas S. aureus ou B. cereus. No entanto, somente os extratos de Dalbergia nigra 

(jacarandá-da-bahia), Miconia albicans (canela-de-velho), Plathymenia foliolosa Benth. 

(vinhático), Roupala montana Aubl. (cajueiro-bravo-da-serra) e Stryphnodendron 
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adstringens (barbatimão) inibiram significativamente o crescimento da bactéria Gram-

negativa E. coli.  

Apesar da maioria dos compostos secundários apresentarem atividade 

antimicrobiana, existem diferenças na concentração mínima necessária para inibir os 

microrganismos e também na sensibilidade entre as espécies microbianas à ação dessas 

substâncias. Em geral, os compostos de baixo peso molecular são mais ativos contra 

microrganismos ruminais, sendo que os mecanismos moleculares ou celulares envolvidos na 

atividade antimicrobiana parecem diferir entre os compostos (BODAS et al., 2012).  

Dentre os grupos de produtos secundários das plantas os terpenos ou terpenóides 

constituem o maior grupo e os diferentes compostos dessa classe são geralmente insolúveis 

em água (TAIZ & ZIEGER, 2006).  

As plantas produzem uma grande variedade de produtos secundários contendo 

um grupo fenol, ou seja um grupo funcional hidroxila e um anel aromático. Estas substâncias 

se classificam como compostos fenólicos e formam um grupo quimicamente heterogêneo de 

aproximadamente 10.000 compostos (TAIZ & TAIGER 2006). Os ácidos gálico e elágico 

são alguns exemplos, quando esterificados com açúcares representam o grupo de taninos 

hidrolisáveis. Enquanto os flavonóides representam os compostos polifenólicos, grupo no 

qual os taninos condensados pertencem (BODAS et al., 2012). 

Existem os compostos secundários que contem nitrogênio em suas estruturas. 

Nessa classe inclui-se os alcalóides e glicosídeos cianogênicos. Muitos compostos 

secundários nitrogenados são sintetizados a partir de aminoácidos comuns (TAIZ & 

TAIGER, 2006). Os alcalóides normalmente apresentam efeitos farmacológicos e podem ser 

tóxicos e teratogênicos para outros organismos (BODAS et al., 2012).  

 

2.2 Óleos essenciais  

  

Os óleos essenciais são os metabólitos secundários responsáveis pelo odor e cor 

das plantas e especiarias. Apresentam propriedades antibacterianas, antifúngicas e 

antioxidantes o que os tornam opções de aditivos naturais em rações para animais 

(CASTILLEJOS et al., 2006). Nas plantas desempenham papel de proteção contra bactérias, 

fungos ou ataque de insetos (WALLACE, 2004). 

O termo "essencial" deriva de "essência", que significa cheiro ou gosto, e 

relaciona-se com a propriedade destas substâncias de fornecer especificos sabores e odores. 
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Os óleos essenciais  são caracterizados pela grande diversidade de composição, natureza e 

atividades (CALSAMIGLIA et al., 2007). 

Os compostos ativos mais importantes pertencem a dois grupos químicos: os 

terpenóides (monoterpenóides e sesquiterpenóides) e os fenilpropanóides. Estes compostos 

ativos são originários a partir de diferentes precursores do metabolismo primário e 

sintetizados por meio de diferentes vias metabólicas (CALSAMIGLIA et al., 2007).  

A composição química dos os óleos essenciais é variável. São misturas 

principalmente de terpenóides, de forma expressiva os monoterpenos (C10), sesquiterpenos 

(C15) e presença ou não de diterpenos (C20). Algumas plantas ainda contêm proporções 

significativas de fenilpropanóides, compostos não muito comuns nos óleos essenciais 

(Figura 1) (BENCHAAR et al., 2007; CALSAMIGLIA et al., 2007). Podem apresentar ainda 

uma variedade de compostos de baixo peso molecular, entre eles citam-se os ácidos 

orgânicos, aldeídos, hidrocarbonetos alifáticos, alcoóis entre outros (DORMAN & DEANS, 

2000).  

 

FIGURA 1 - Os principais componentes de óleos essenciais A: monoterpenos; B: sesquiterpenos; C: 

fenilpropanóides. Fonte: CALSAMIGLIA et al. (2007) 
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A atividade dos óleos essencias é determidada pela  composição química e 

grupos funcionais. Os componentes com estruturas fenólicas, tais como carvacrol, eugenol 

e timol, atuam contra os microorganismos (DORMAN & DEANS, 2000). Dessa forma, os 

compostos fenólicos são mais ativos e podem ocorrer interações sinérgicas ou antagonismo 

entre os componentes (BURT,  2004).  

A ação dos óleos essencias sobre a célula bacteriana é determinada por 

interações com a membrana celular, o extravasamento de íons e alterações no balanço de 

ATP (Figura 2).  

 

 FIGURA 2 - Mecanismos propostos para a ação antimicrobiana dos óleos essenciais na célula bacteriana. 

Fonte: Burt (2004) 

 

Segundo CALSAMIGLIA et al. (2007) os óleos essenciais interagem com a 

membrana bacteriana e a torna mais permeável, aumentando a translocação de íons e 

diminuindo o gradiente iônico. Assim, as bactérias gastam mais energia para tentar balancear 

os íons.  

As bacterias Gram-positivas são mais susceptíveis (BURT, 2004) do que as 

Gram-negativas pois estas possuem membrana externa de lipossacarídeos formando a parede 

celular e não permite a passagem de substâncias hidrofóbicas e, dessa forma, os óleos 

essenciais não atravessam na membrana celular (CHAO et al., 2000 e CALSAMIGLIA et 

al., 2007). 

Contudo, DORMAN & DEANS (2000) relatam que membrana celular externa 

das bactérias Gram-negativas não é completamente impermeável a substâncias hidrofóbicas 

e moléculas de baixa massa molecular, pois estes compostos são capazes de interair com 
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água por meio de pontes de hidrogênio e atravessar lentamente a parede celular por difusão, 

por meio de proteínas de membrana ou através de interação com a bicamada lipídica. 

ULTEE et al. (1999) avaliando a ação dos terpenos de carvacrol no ambiente 

ruminal constataram que estes compostos interagem com os componentes lipídicos e as 

proteínas da membrana. O carvacrol ocupa mais espaço do que o normal entre as cadeias de 

ácidos graxos da membrana o que resulta em alterações na conformação da bicamada 

fosfolipídica.  A atividade antimicrobiana do carvacrol é provavelmente causada por uma 

redução no pH como resultado da presença de um grupo hidroxila e um sistema de 

deslocamento de elétrons. O que poderia levar a redução na síntese de ATP e assim ao 

comprometimento dos processos essenciais na célula e finalmente a morte celular. 

O carvacrol não dissociado se difunde através da membrana citoplasmática em 

direção ao citoplasma e dissocia-se liberando um próton. Em seguida, o carvacrol se liga a 

um íon potássio (K+) ou outro qualquer e retorna ao meio extracelular, no qual ocorre nova 

dissociação e liberação do K+ e o carvacrol recupera um íon H+ (Figura 3) (ULTEE et al., 

1999).   

 

Figura 3 – Visão esquemática do provável mecanismo de ação do carvacrol. Fonte: ULTEE et al. (1999). 

 

Embora a atuação na membrana celular parece ser a principal ação 

antimicrobiana dos óleos essenciais, este não é o único mecanismo de atuação 

(CALSAMIGLIA et al., 2007). FELDBERG et al. (1998) avaliando compostos presentes no 

óleo de alho constataram inibição da síntese de DNA, RNA e de proteínas. 
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2.3 Óleo bruto de sucupira   

 

A sucupira (Pterodon emarginatus Vog.) pertence à família Leguminosae 

(Papilionoideae) é bem adaptada a solos de baixa fertilidade, apresentando porte de 10 a 15 

m. Seu fruto possui endocarpo alado rico em óleo (SILVA et al., 2005). 

BUSTAMANTE et al. (2010) identificaram flavonóides, heterosídeos 

saponínicos, resinas e traços de esteróides e triterpenóides nas cascas da P. emarginatus, que 

apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e o 

fungo C. albicans. 

O óleo extraído das folhas é composto na grande maioria por hidrocarbonetos 

sesquiterpênicos e se assemelha a composição dos óleos presentes nos frutos descrita na 

literatura (SANTOS et al., 2010). 

O óleo de sucupira apresenta composição química distinta e ocorrência de 

polimorfismo químico com a presença de 34 compostos diferentes (ALVES et al., 2013). 

Foram identificadas as presenças de trans-cariofileno (35,9%), β-elemeno (15,3%), 

germacreno D-(9,8%), α-humuleno (6,8%), espatulenol (5,9%), biciclo germacreno (5,5%) 

(DUTRA et al., 2012) e diterpenos como 6α-7β diacetoxivouacapan-17β-oato de metila 

(HANSEN et al., 2010). 

SILVA et al. (2005) avaliaram óleos essenciais extraídos dos frutos da sucupira 

como agente antimicrobiano em microrganismos fitopatogênicos e constataram que o extrato 

de sucupira apresenta potencial fungicida e bactericida. Além disso, observaram inibição no 

desenvolvimento micelial de Alternaria brassicae, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani 

e Ceratocystis fimbriata, bem como de colônias bacterianas de Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis, Xanthomonas campestris pv. campestris e Pseudomonas syringae. 

 

2.4 Extratos vegetais e a fermentação microbiana ruminal  

 

BUSQUET et al. (2006) constataram que em geral a atividade microbiana 

ruminal é afetada pelo uso de extratos vegetais. O fornecimento de altas doses reduziu a 

produção total de AGCC, ácidos graxos de cadeia ramificada e as concentrações de N-NH3.  

CASTILLEJOS et al. (2006) avaliaram as doses 5, 50, 500 e 5000 mg/L de óleo 

essencial contendo os compostos eugenol, guaiacol, limoneno, timol e vanilina, avaliados 

em meio de cultura in vitro por 24 h e utilizando como substrato ração com proporção 
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volumoso:concentrado 60:40.  Os efeitos observados foram dependentes das doses 

utilizadas. A dose 5000 mg/L reduziu a concentração total de AGCC, consequentemente 

maior pH ruminal em comparação ao tratamento controle (sem aditivo). A dose de 500 mg/L 

de Timol reduziu a concentração de AGCC (−28,5%), a proporção de propionato (−18,4%), 

a concentração de N-NH3 (−31,9%) e de ácidos graxos de cadeia ramificada (−41,7%). 

Houve aumento na proporção molar de acetato (+1,8%), a relação acetato:propionato 

(+35,5%) e  pH ruminal (+6,3%). A redução na concentração de ácidos graxos de cadeia 

ramificada e N-NH3 é consistente com a inibição do processo de deaminação.  

CARDOZO et al. (2004) ao avaliarem a inclusão de 7,5 mg/kg na MS dos óleos 

de canela, alho, orégano e anis em fermentadores de fluxo contínuo observaram que os 

efeitos promovidos sobre a fermentação ruminal desapareceram após 6 dias (período de 

adaptação), que foi atribuido a uma provável adaptação das bactérias a estes aditivos. Dessa 

forma, sugerem que trabalhos realizados em curto prazo podem levar a conclusões errôneas.  

SOUZA (2014) avaliou os extratos de plantas do Cerrado barbatimão e sucupira, 

nas doses 100, 200, 300, 400 e 600 mg/L, utilizando uma dieta composta por Brachiaria 

brizantha cv. Marandu, na produção de metano, AGCC, N-NH3 e degradabilidade in vitro. 

Nos tratamentos com extrato de barbatimão, somente a dose 400mg/L (B400) reduziu 

(P<0,05) o volume de metano (VCH4) em relação ao tratamento controle (TC). Foram 

encontrado diferenças entre os tratamentos com sucupira e em relação ao TC. O tratamento 

Sucupira com 400 mg/L aumentou a concentração de acetato e metano, porém, não 

influenciou a DIVMS o que indica que os microrganismos que degradam fibra não foram 

afetados. As variações dos resultados apresentadas nos tratamentos com extrato de sucupira 

evidenciam a necessidade de mais estudos a fim de elucidar seus efeitos sobre os parametros 

de fermentação ruminal. 

Há um grande número de espécies de plantas com potencial para diminuir a 

produção de metano ruminal e na maioria dos casos os efeitos benéficos foram observados 

em estudos in vitro, com variações de acordo com o tipo de composto presente (taninos, 

saponinas, óleos essenciais, entre outros) e a concentração destas substâncias (BODAS et 

al., 2012). Com isso, os possíveis mecanismos e efeitos de muitos compostos fitogênicos no 

processo de metanogênese não estão totalmente claros (PATRA et al., 2010). 

Dessa forma, BODAS et al. (2012) sugerem que os aditivos fitogênicos reduzem 

a produção de metano por inibição direta do desenvolvimento das Archaea metanogênicas, 

redução dos processos metabólicos microbianos envolvidos na metanogênese ou ainda pelos 
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efeitos destes compostos na fermentação ruminal e em rotas metabolicas  que possuem baixa 

produção de metano (como no aumento da produção de propionato). 

 

2.5 Utilização de óleos essenciais na nutrição de ruminantes   

 

Em estudos in vitro alguns óleos essenciais e seus compostos ativos foram 

capazes de modificar a fermentação ruminal de forma favorável com ganhos na eficiência 

da utilização da energia e proteína no rúmen  (CALSAMIGLIA et al., 2007) o que contribuiu 

para o aumento nas pesquisas com o uso de óleos essenciais na nutrição de ruminantes 

(BUSQUET et al., 2005; BUSQUET et al., 2006 e CASTILLEJOS et al., 2006; 

CALSAMIGLIA et al., 2007; BODAS et al., 2012; SOUZA, 2014).   

Contudo, as informações sobre o desempenho de ruminantes alimentados com 

óleos essenciais são escassas, isso porque muitas pesquisas in vivo iniciaram nesta década. 

Nem sempre os resultados favoráveis apresentados in vitro se repetem in vivo apesar do uso 

das mesmas substâncias. Isso ocorre em virtude do desconhecimento das doses adequadas, 

interações dos aditivos com a dieta e o ambiente ruminal, além da forma inadequada de 

fornecimento. A grande variação na concentração e no tipo de composto ativo presente nos 

óleos essenciais justificam em parte os resultados negativos já que não há padronização dos 

produtos (ARAUJO, 2010).  

RIVAROLI (2014) avaliou o desempenho de 27 bovinos mestiços (½ Angus vs. 

½ Nelore) não castrados terminados em confinamento por 130 dias recebendo dieta com 

relação volumoso:concentrado de 10:90 e a adição de 3,5 e 7,0 g/animal/dia de óleos 

essenciais formados por um mix de extratos vegetais: orégano (Origanum vulgare), alho 

(Allium sativum), limão (Citrus limonium), alecrim (Rosmarinus officinalis), tomilho 

(Thymus vulgaris), eucalipto (Eucalyptus saligna) e laranja doce (Citrus aurantium). A 

inclusão de 3,5 e 7,0 g/animal/dia do mix de oleos essencias não influenciou o desempenho 

animal e as características de carcaça, não alterou (P>0,05) a ingestão de matéria seca (IMS), 

o peso vivo final (PVF) e o ganho de peso médio diário (GMD). O PVF e o GMD observados 

nesse estudo foram de 440,3 kg e 1,64 kg/dia, respectivamente.  
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2.6 Fermentação Ruminal In Vitro  

 

Os métodos in situ e in vitro são modelos biológicos com diferentes níveis de 

complexidade e são utilizados em susbstituição a métodos in vivo, pois estes apresentam 

principalmente dificuldades de aplicação, são onerosos e não se aplicam prontamente a 

avaliação de um grande número de alimentos (LÓPEZ, 2005). 

Os metodos de digestibilidade in vitro apresentam como vantagens o custo 

reduzido, controle ambiental satisfatório, rápida obtenção de resultados, e permite trabalhar 

com um número maior de tratamentos e pequenas quantidades de amostras (ARAÚJO, 

2010).  

De acordo com LÓPEZ (2005) os sistemas in vitro podem ser classificados em: 

cultura em massa e cultura contínua. O uso de filter bags e a metodologia de TILLEY & 

TERRY (1963) são exemplos de cultura em massa em que a principal aplicação é estimar a 

extensão da degradação no rúmen ou a digestibilidade por medidas em um unico ponto final. 

A principal desvantagem dessa metodologia de cultura é o curto prazo em horas e médio 

para dias, além de não alcançar um estado de equilíbrio em virtude de não ter um padrão no 

crescimento microbiano, a medida que diminui o substrato e aumenta o acúmulo de resíduos 

da fermentação diminui a população microbiana. 

A técnica de cultura contínua constitui uma forma de estudar o metabolismo 

ruminal em condições que mais se aproximam da fermentação ruminal in vivo. Nesses 

sistemas há a adição de solução tampão e de nutrientes regularmente além da remoção 

contínua dos produtos da fermentação (HOOVER et al., 1976) o que permite o estudo ser 

mantido por longo prazo, e é possivel medir os parâmetros de fermentação, extensão da 

degradação da matéria seca (MS), produção dos produtos finais como os AGCCs e a síntese 

de proteína microbiana (LÓPEZ, 2005). 

O conteúdo dos fermentadores dos sistemas de cultura contínua são compostos 

por líquido ruminal, alimento, solução tampão que é infudida continuamente, produtos da 

fermentação e microrganismos. São considerados de fluxo contínuo em virtude da entrada e 

saída constante de líquidos e sólidos (LÓPEZ, 2005).  

São dois tipos de sistemas de cultura contínua: fluxo simples e fluxo duplo. No 

simples há apenas o orifiico para remoção de material no qual saem liquidos e sólidos.  Nos 

sistemas de fluxo contínuo duplo há a remoção de efluentes diferenciando os fluxos líquidos 

e sólidos. Assim, uma parcela do meio de fermentação é bombeada por um filtro enquanto 
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outra parte que consiste nas partículas sólidas, líquidos e microrganismos transborda por um 

orificio, possibilitando uma rápida entrada de solução tamponante para manutenção do pH, 

permitindo um maior tempo de permanência para a digestão de partículas sólidas (HOOVER 

et al., 1976).  
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CAPÍTULO 2 – DIGESTIBILIDADE IN VITRO  EM SISTEMA DE 

CULTURA CONTÍNUO DE DUPLO FLUXO: O APARELHO  

 

Sistemas de alimentação animal modernos e eficientes precisam ser 

fundamentados em mecanismos que determinam a resposta dos animais aos nutrientes, 

lidando com aspectos quantitativos da digestão e do metabolismo do ruminante (MERTENS, 

2005). Estudos da concentração e digestibilidade dos componentes dos alimentos são 

essenciais para adotar práticas de alimentação eficazes, mas estes estudos exigem recursos 

consideráveis em termos de trabalho, alimentação, animais e tempo.  

É consenso que, para a descrição quantitativa apropriada dos processos 

digestivos e metabólicos, são necessários dados biológicos que podem ser obtidos usando 

técnicas in vitro (MOULD et al., 2005), precedentes ou em substituição aos ensaios in vivo 

e in situ. 

Teoricamente, os sistemas in vitro, devem ser capazes de representar o processo 

de digestão que ocorre no rúmen, abomaso ou intestino para estimar quantitativamente a taxa 

e o grau de digestão similarmente aos obtidos in vivo (BERCHIELLI et al., 2006). Estes 

sistemas podem ser usados para estudar processos individuais fornecendo informações sobre 

sua natureza e sensibilidade a vários fatores (LÓPEZ, 2005). A capacidade de controlar mais 

precisamente o ambiente in vitro tem levado ao desenvolvimento de técnicas alternativas, 

aumentando substancialmente a capacidade de pesquisa e o conhecimento da microbiologia 

do rúmen e dos processos bioquímicos envolvidos na fermentação ruminal. 

Em sistemas de cultura contínua acontece a adição regular de tampão e de 

nutrientes e remoção contínua de produtos da fermentação, atingindo condições de equilíbrio 

que permitem o estabelecimento de uma população microbiana estável, podendo ser mantida 

por longos períodos (HOOVER et al., 1976). Os sistemas permitem a medição de parâmetros 

de fermentação, a extensão da degradação da MS, a produção de produtos finais e síntese de 

proteína microbiana (LÓPEZ, 2005). 

Esses sistemas simulam o ambiente ruminal de maneira mais representativa que 

culturas batch e permitem o estudo por longo prazo (semanas) dos efeitos de fatores que 

afetam a população microbiana e a digestão de nutrientes em condições controladas de pH, 

taxa de rotatividade e ingestão de nutrientes (LÓPEZ, 2005). 
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A metodologia proposta por Hoover et al., 1976, consiste em um sistema de 

fermentação com três estações, composto por três recipientes para fermentação de vidro, que 

são magneticamente agitados e aquecidos por um spray de água quente com termóstato. 

Cada recipiente é equipado com uma entrada de solução tampão, um dispositivo de entrada 

de alimentação sólida, uma sonda térmica e uma entrada para gás.   

Além da porta de descarga, através da qual passa tanto produtos de fermentação 

líquidos e sólidos, cada jarro fermentador esta equipado com um filtro para retirada de 

filtrado e remoção de produtos principalmente líquidos. Este sistema de dupla saída permite 

a remoção de líquido e sólidos com taxas diferentes. O diagrama esquemático do aparelho é 

apresentado na Figura 2. 

 

 Figura 2. Aparelho de cultura contínua. A, reservatório de solução tampão; B, bureta; C, bomba 

peristáltica; D, jarro fermentador; E, agitador magnético; F, filtro; G, bomba peristáltica; H, reservatório de 

efluente filtrado; I, saída porta de descarga; J, reservatório de efluentes da porta de descarga; K, anel de 

aspersão de água aquecida; L, porta para entrada de alimentação; M, porta entrada para sonda térmica; N, porta 

de entrada de gás (Hoover et al., 1976). 

 

A solução tampão do reservatório (A) é bombeada continuamente para o frasco 

fermentador D pela bomba peristáltica  (C). A bureta (B) está ligada a um pequeno frasco 

contendo solução tampão e é usada para monitorar o bombeamento sem interromper o fluxo 
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para o frasco fermentador. O dispositivo de agitação magnética (E) tem laminas de alumínio 

adequadamente posicionadas para atuar como um diminuidor de espuma. O conjunto do 

filtro (F) é facilmente inserido e removido através de um orifício de 25 mm no jarro 

fermentador. O meio de fermentação líquido é bombeado para reservatório de efluente (H) 

por uma bomba peristáltica (G). O fluxo de meio de fermentação sólida e líquida misturados 

através de um braço lateral (I) no reservatório de efluentes (J). Uma sonda térmica, inserida 

no frasco do fermentador  (M), mantém a temperatura a 39ºC, controlando o spray de água 

quente do anel de pulverização (K) que rodeia o frasco fermentador. O nitrogênio (N2)  é 

continuamente inoculado através do conteúdo de fermentação via sonda (N). A alimentação 

é realizada através do dispositivo de alimentação mecânica que inocula a ração experimental 

no fermentador através de um orifício de 25 milímetros em (L). 

O sistema de cultura de fluxo contínuo original foi concebido e desenvolvido por 

Hoover et al., 1976. Um diagrama esquemático de uma versão modificada do sistema de 

fluxo duplo original foi apresentada por Hannah et al. 1986 e ilustrado na Figura 3. As 

principais modificacoes apresentadas pelos autores foram a diminuição do volume do frasco 

fermentador e a utilização de um cabo aquecedor mergulhado no liquido do interior do frasco 

para manter a temperatura a 39ºC. 

 

 

 Figura 3. (A) Esquemática geral do sistema de cultura de fluxo duplo contínua. (B) Esquema de componentes 

do frasco fermentador: A, dispositivo de alimentação automática e porta de entrada de alimentação; B, conjunto 

magnético do rotor; C, porta de infusão de hidróxido de sódio; D, porta de infusão de ácido clorídrico; E, filtros; 



20                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

 

F, porta de infusão da solução tampão; G, dispersor de nitrogênio; H, termômetro; I, aquecedor; J, eletrodo de 

pH; K, porta de transbordo. (Hannah et al., 1986) 

 

O desenvolvimento do sistema de cultura de fluxo duplo contínuo do 

Laboratório de Nutrição Animal no Departamento de Produção Animal da Escola de 

Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de Goiás, apoiou-se nos princípios 

apresentados por  Hoover et al., 1976,  construido e modificado a partir da metodologia 

apresentada por Hannah et al., 1986. 

As principais modificações apresentadas no sistema brasileiro  foram em relação 

ao sistema de aquecimento do líquido ruminal, sendo utilizadas paredes duplas de vidro nos 

frascos dos fermentadores, ao qual circula água quente capaz de manter a temperatura interna 

em 39ºC. A agitação do conteúdo interno anteriormente feita por agitador magnetico foi 

substituida por um motor giratório acoplado na parte superior da tampa e a alimentação é 

realizada de forma manual (FIGURA 4).  
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Figura 4. A, motor giratório; B, hélice giratória; C, porta de transbordo, D, paredes de vidro duplo, E, entrada 

solução tampão; F, eletrodo pHgâmetro; G, entrada soluções de hidróxido de sódio e acido clorídrico; H, saída 

do filtrado; I, entrada gás nitrogênio (N2); J, termômetro; K, entrada alimentação; L, proveta contendo NaOH; 

M, proveta contendo HCl e N, registro com manômetro do N2.    

 

A principal novidade deste novo aparelho é a utilização de um programa de 

computador que controla a rotação das quatros bombas peristálticas ligadas ao frasco do 

fermentador, sendo uma bomba responsável pela inoculaçào constante de solução tampão 

(saliva artificial), uma bomba esta acoplada ao filtro interno do frasco do fermentador, uma 

bomba adiciona solução de hidróxido de sódio e uma bomba que adiciona solução de ácido 

clorídrico. O equipamento foi equipado com cinco frascos de fermentação e 20 bombas 

peristálticas.    

A adição de hidróxido de sódio ou ácido clorídrico é realizada automaticamente, 

atravez de uma programação estabelicida respeitando o intervalo de pH desejado. Os valores 

de pH, temperatura e velocidades das bombas peristálticas são registrados e armanezados a 

cada 60 segundos (FIGURA 5). 
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Figura 5. A, tela de trabalho do programa de computador demonstrando os cinco frascos; B, controle de 

velocidade da rotação do motor giratório; C, registro de pH e temperatura; D, intervalo de pH programável; E, 

controle velocidade bomba peristáltica solução tampão; F, controle velocidade bomba peristáltica filtro; G, 

controle bomba peristáltica hidróxido de sódio; H, controle velocidade bomba peristáltica acido clorídrico. 

 

 Os precedimentos operacionais para o uso do sistema de cultura contínuo de 

duplo fluxo iniciam com a preparação do equipamento, antes da adição de líquido ruminal 

nos frascos dos fermentadores. O volume interno de cada frasco do fermentador deve ser 

aferido. Esta verificação deve ser ralizada sempre na primeira vez que o equipamento for 

utilizado e sempre que houver a troca de algum dos frascos do fermetnador. Para a 

verificação do volume de cada frasco, o mesmo deve ser pesado vazio e acoplado ao 

fermentador. O motor giratorio e a hélice giratoria devem ser acoplados ao frasco, o volume 

do frasco deve ser completo com água e o motor giratorio  deve ser ligado em 300rpm. 

Adiciona-se água ao frasco, com o motor ligado ate o inicio do transbordo da água pela porta 

de transbordo. Retira-se o frasco do fermentador e pesa o frasco com a água. Do peso 

encontrado deve ser subtraido o peso do frasco vazio, sendo o peso da água equivalente ao 

volume do frasco. Esse procedimento deve ser realizado cinco vezes e o volume de cada 

frasco será a média das cinco aferições. Após a verificação do volume, cada frasco deverá 

ser numerado e ficar sempre em seu local não podendo trocar a posição e a sequencia dos 

frascos no fermentador, pois o valor do volume será utilzado nos calculos da taxa de diluição 

e digestibilidade. 

A dieta deve preparada antecipadamente, em quantidade suficiente para todo o 

experimento, utilizando 10 dias por periodo experimental, oito dias de período experimental, 
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acrescido dois dias no período caso seja necessario. Todos o singredientes da dieta devem 

ser moidos em peneiras de dois milímitros. 

Para o preparo da solução de saliva artificial (WELLER & PILGRIM, 1974), 

preparar mistura de reagentes necessários para 50 litros de solução,  em quantidade suficiente  

para todo o período experimental. Todos os ragentes para o preparo da solução de saliva 

artificial devem passar por peneira para facilitar a dissolução. A solução de saliva artificial 

contém 0,4g/litro de ureia para simular a reciclagem de nitrogênio. Preparar todas as 

soluções de acido clorídrico (HCl) 3N e hidróxido de sódio (NaOH) 5N que serão utilizados 

no período experimental, essa quantidade vai depender do pH desejado e de quão 

acidogênica será a dieta experimental.  

Todo o equipamento deve ser montado e todo material utilizado, as provetas das 

soluções de HCL e NaOH, os frascos coletores dos fluxos do filtro interno e do transbordo, 

o banho-maria de aquecimento, o sistema de refrigeração dos frascos coletores, os 

phgametros, os termometros internos, os quipamentos de coletas de amostras e separação do 

pelet bacteriano devem ser separado e identificado, sendo necessario uma verificação em 

todas as bombas peristalticas conferindo seu funcionamento, de todo sistema de magueiras 

e de injeção de gás nitrogênio (N2).  

No dia do inicio do experimento, antes da incubação do líquido ruminal, todo o 

equipamento deve ser preparado. As provetas das soluções de HCl e NaOH devem ser 

preenchidas, o sistema de aquecimento dos frascos devem ser ligados para manter a 

temperatura em 39ºC, os pHgâmetros devem ser calibrados, antes e a cada 48 horas durante 

o experimento. O sistema de injeção de gás nitrogênio (N2) deve ser ligado a uma taxa de 

40ml/minuto, garantindo um ambiente de anaerobiose nos frascos. 

Após a colheita do líquido ruminal, antes da incubação nos frascos, uma amostra 

deve ser retirada para análise da temperatura, pH, ácidos graxos de cadeia curta e amônia. 

Para a incubação do liquido ruminal nos frascos, os mesmos devem ser preenchidos até a 

metade do volume, um terço da dieta fornecida diariamente, referente ao tratamento controle, 

deve ser adicionado em cada frasco e o restante do líquido deve complentar o volume de 

cada frasco ate o inicio do transbordo, com o motor giratorio ligado em uma rotação de 

300rpm. 

Após a inoculação do liquido ruminal não diluido, ligar o sistema de controle de 

pH no intervalo pré-definido no programa, ligar as bombas peristalticas  responsáveis pela 

inoculação da saliva artificial e a bomba responsável pela sucção do material pelo filtro 
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interno. As taxas de diluição dos fermentadores devem mantidas em condições constantes 

de 5%/h para a fração líquida, que será realizada pelo filtro interno ao fermentador acoplado 

a uma bomba peristáltica e 5%/h para a fração sólida, que era realiza pelo escape pela porta 

de transbordo do material devido ao enchimento do frasco pela saliva artificial. 

As dietas experimentais devem ser fornecidas diariamente,  divididas em três 

refeições com intervalo de oito horas, totalizando o fornecimento de 100 g de MS para cada 

frasco do fermentador. Em todos os horários de alimentação deve ser verificados e anotados 

o gasto de HCl e NaOH sendo as provetas sempre preenchidas após a verificação. Verificar 

visualmente a temperatura, o pH de cada frasco, a infusão de gás N2 e o sistema de 

mangueiras. 

O período experimental consiste de oito dias, dividos em cinco dias de adaptação 

e três dias de coletas. Durante a adaptação regula-se o fluxo de saída da parte sólida e da 

parte liquida para 5%/h e descarta o conteúdo recolhido diarimante. Durante os dias de 

coletas, o conteudo recolhido, parte solida e parte liquida, serão mantido em ambiente com 

teparatura de 4ºC para retardar o crescimento microbiano. No final de cada dia do período 

de coleta, estando os fluxos da parte solida e da parte liquida dentro do intervalo de 5%/h 

com uma margem de erro aceitavel de 10%, os efluentes sólidos e líquidos de cada dia do 

período de coleta, serão misturados e homogeneizados por 1 min para retirada de 500 mL 

por aspiração. sendo que no fim dos três dias de coletas teria uma amostra de 1500ml de 

cada fermentador, que são misturadas e homogenizadas. Desta amostra composta são 

retiradas subamostras para a realização de analises de proteína bruta (PB), nitrogênio 

amonical (NH3) e ácidos graxos voláteis (AGV). O restante será congelada a temperatura 

de -80ºC em  recepitentes metálicos e secas em liofilizador para analises de teor de MS, 

cinzas, PB, FDN e FDA e bases puricas. 

No último dia do período experimental, separava-se o pelet bacteriano do 

conteúdo interno de cada frasco do fermentador,  alguns procedimentos para evitar alterações 

na integridade da célula microbiana são realizados segundo MINATO e SUTO, 1978.  A 

separação das bactérias são obtida pela filtração do conteúdo do fermentador, após inclusão 

de 100ml da solução de 2% de metilcelulose em solução salina 0,85% e esferas de vidro (15 

de 4mm e 30 de 2mm) com agitação por uma hora em temperatura de 39ºC e agitação por 

24h em temperatura aproximada de 4ºC para liberação lenta das bactérias aderidas as 

partículas. Após a agitação a frio por 24h, a remoção dos resíduos sólidos com lavagem 

utilizando solução salina e filtragem com pano de filtro. O filtrado será centrifugado por 
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10min a 1000g para remoção de resíduos de alimentos. A fracao sobrenadante será 

centrifugada duas vezes por 20min a 20000g para isolar as bactérias, após lavagem com 

solução salina por duas vezes e com água destilada uma vez, finalizando o processo para a 

obtenção do pelet bacteriano. 

Os cáculos das taxas de fluxo dos fermentadores são apresentados de acordo com 

Stern e Endres, (1991). 

Taxa de diluição liquida (TDL): objetivo 10%/h 

Taxa de diluição solida (TDS): objetivo 5%/h 

 

% TDL = filtrado (ml/h) + transbordado (ml/h) x 100 

                  volume do frasco do fermentador 

 

%TDS=             transbordado (ml/h)             x 100 

                volume do frasco do fermentador 

 

Digestibilidade aparente da Materia Seca (DAMS):% 

DAMS= g MS dieta – (g MS efluente – g MS saliva) x 100 

                                         g MS dieta 

 

Digestibilidade verdadeira da Materia Seca (DVMS):% 

DAVMS= g MS dieta – (g MS efluente – g MS saliva – g MS bacteriana) x 100 

                                                          g MS dieta  

 

Digestibilidade aparente da Materia Orgânica (DAMO):% 

DAMO= g MO dieta – g MO efluente x 100 

                               g MO dieta  

 

Digestibilidade verdadeira da Materia Orgânica (DVMO):% 

DAMO= g MO dieta – (g MO efluente – g MO bacteriana x 100 

                                            g MO dieta 

 

Produção g MS bacteriana=            g efluente N bacteriano               

                                               % N bacteriano (base na MS) 

 

Produção g MO bacteriana= (g MO bacteriano efluente) x (% MO bacteriano) 

 

Nitrogênio (N) Total ingerido (NTI):g 

NTI= (g N dietetico) + (g N ureico infundido via saliva artificial) 
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Infusão de Nitrogênio Ureico/Dia (NUI):g 

NUI=(g ureia/L de saliva) x (volume de saliva infundido, em litros) x (% de N 

na ureia*) 

* Utilizar números decimais. Ex.: 0,4672 

 

Efluente Total de Nitrogênio (ETN): g 

ETN= (% N efluente) x (g total efluente/dia) 

 

Nitrogênio Recuperdo (NR):% 

%NR= g N efluente total 

             g N ingerido total 

 

Efluente Nitrogenio Amoniacal(ENA):g 

ENA=(mg N amoniacal/100 ml x Total efluente (ml) ) / 1000 

                                                                 100 ml 

 

Efluente Nitrogênio Não Amoniacal (ENNA): g 

ENNA= (g efluente total de N) – (g efluente n amoniacal) 

 

Nitrogênio Bacteriano no Efluente Total de Nitrogênio (NBTN): % (purina 

como marcador) 

NBTN=  efluente purina (mg/g N total) x 100 

                  purina bacteriana (mg/g N) 

 

Purina bacteriana (mg/g N)= purina bacteriana (mg/g MS) 

                                                 % N na bacteria (base MS) 

 

Efluente purina (mg/g N total)= efluente purina (mg/g MS) 

                                                       % N na MS efluente 

 

% N na MS efluente=    % N efluente     x 100 

                                      % MS efluente  

 

Efluente Nitrogenio Bacteriano (ENB):g 

ENB= (g efluente N total) x (% N bacteriano no efluente N total) 

 

Efluente Nitrogenio Dieta (END): g 
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END= (g efluente ENNA) – (g efluente N bacteriano) 

 

Degradação Proteína Bruta (DPB): % 

DPB= (g N deita ingerido) – (g efluente N dieta)  x 100 

                                  g N deita ingerido 

 

Eficiência  Sintese Bacteriana 

g N bacteriano / Kg MS ou MO verdadeiramente digerida=  

                 g efluente N bateriano           x 1000 

g MS ou MO verdadeiramente digerida 

 

g MS ou MO verdadeiramente digerida= (g MS ou MO ingerido) x (% 

digestibilidade verdadeira da MS ou MO) 

 

Calculos para os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) 

Fluxo individual AGCC, mmoles/dia= (mM) x ( volume efluente (litros)) 

Fluxo Total AGCC= (mM total AGCC) x (volume efluente (litros)) 

moles/100 moles= mM idividual AGCC x 100 

                                 mM total AGCC 

 

Digestibilidade da Fibra (DF): % 

DF= g fibra ingerida – g fibra efluente x 100 

                    g fibra ingerida 

 

Digestibilidade Carboidrato Nâo Estrutural Total (DCNET): % 

DCNET= g CNET ingerido – g CNET efluente x 100 

                                  g CNET ingerido 
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CAPÍTULO 3 – EXTRATO BRUTO DE PTERODON EMARGINATUS 

VOGEL (SUCUPIRA) COMO MANIPULADOR DA FERMENTAÇÃO 

MICROBIANA RUMINAL: DIGESTIBILIDADE IN VITRO  EM 

SISTEMA DE CULTURA CONTÍNUO DE DUPLO FLUXO  

 

INTRODUÇÃO 

 
Um dos mais bem sucedido exemplo de como a manipulação de fermentação 

ruminal contribui para o aumento do desempenho animal foi o uso de ionóforos, porém 

cresce a preocupação dos consumidores, havendo receio de se consumir alimentos 

produzidos com antibióticos. 

Com o propósito de substituir os ionóforos, os extratos de plantas têm sido 

amplamente estudados, já que alguns países têm proibido o emprego destes produtos como 

promotores de crescimento. 

O Cerrado é rico em espécies de plantas com valor fitoterápico. No entanto, são 

escassos os estudos voltados para a identificação de plantas úteis deste bioma, 

principalmente como produtos destinados à animais. 

A composição biológica destas espécies as fazem úteis a serem empregadas na 

nutrição animal. A identificação da dose adequada é um desafio e o desconhecimento do 

efeito dessas espécies de plantas no animal faz-se necessário. 

Sistemas de alimentação modernos e eficientes precisam ser fundamentados em 

mecanismos que determinam a resposta dos animais aos nutrientes, lidando com aspectos 

quantitativos da digestão e do metabolismo do ruminante (MERTENS, 2005). Estudos da 

concentração e digestibilidade dos componentes dos alimentos são essenciais para adotar 

práticas de alimentação eficazes, mas estes estudos exigem recursos consideráveis em 

termos de trabalho, alimentação, animais e tempo. É consenso que, para a descrição 

quantitativa apropriada dos processos digestivos e metabólicos, são necessários dados 

biológicos que podem ser obtidos usando técnicas in vitro (MOULD et al., 2005), 

precedentes ou em substituição aos ensaios in vivo e in situ. 

Com o objetivo de avaliar o efeito de doses do estrato bruto de Sucupira na 

fermentação ruminal propôs se a aplicação e avaliação de um sistema de cultura de fluxo 

contínuo na realização do estudo in vitro.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Local  

A extração do bioproduto, extrato bruto de   Pterodon emarginatus Vogel 

(Sucupira) e seu processamento foram realizados no Laboratório de Farmacologia de 

Produtos Naturais do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Goiás 

(UFG). 

O ensaio de digestibilidade in vitro em cultura contínua de fuxo duplo foi 

realizado no departamento de Produção Animal (DPA) da Escola de Veterinária e Zootecnia 

(EVZ) da UFG.  

 

2.2 Tratamentos e dietas experimentais 

 

Os tratamentos foram constituídos de quatro doses: 0%; 0,06%; 0,12%; 0,24% 

na matéria seca (MS) da dieta fornecida do extrato bruto em estudo (TABELA 1) e um 

tratamento com Monensina Sódica (30 ppm).  

A dieta experimental foi formulada com o auxilio do programa NRC (2001), 

para atender os requerimentos nutricionais de uma vaca  em lactação, com 600 Kg de peso 

vivo (PV) e com produção diária de 30 kg de leite. A composição bromatologica dos 

ingredientes utilizados estão demonstrados na TABELA 2. A silagem de sorgo, após seca 

em estufa de ventilação forçada a 55ºC, o milho e o farelo de soja foram moídos em peneira 

de 2mm.  

Devido a consistência oleosa do extrato bruto de Sucupira utilizou-se os 

ingredientes amido de mandioca e maltodextrina como veiculos no preparo de um premix 

com 18% de extrato bruto de sucupira, 72% de amido de mandioca e 10% de maltodextrina. 
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TABELA 1 – Proporção dos ingredientes das dietas experimentais. 

Componentes, %MS 
Tratamentos 

MON 0% 0,06% 0,12% 0,24% 

Silagem de sorgo 35,66 35,66 35,66 35,66 35,66 

Milho grão 27,00 27,00 27,00 27,00 27,00 

Farelo de soja 26,00 26,00 26,00 26,00 26,00 

Supl. Mineral* 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 

Amido de mandioca 9,40 9,40 9,40 9,40 9,40 

Maltodextrina 1,24 1,24 1,24 1,24 1,24 

Extrato de Sucupira 0,00 0,00 0,06 0,12 0,24 

Monensina Sódica 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 

*Níveis dos minerais do suplemento: Ca=189g/Kg, P=100g/Kg, Na=96g/Kg, Mg=18g/Kg, S=25g/kg, 

Co=190mg/Kg, Cu=1500mg/Kg, I=182mg/Kg, Mn=1500mg/Kg, Se=30mg/Kg, Zn=4500mg/Kg e 

F=900mg/Kg.  

 

TABELA 2 – Análises bromatológicas dos ingredientes experimentais. 

Ingredientes MS, % PB, % FDN, % FDA, % 

Silagem de sorgo 93,73 6,04 49,56 25,71 

Milho grão 89,78 7,28 8,23 0,81 

Farelo de soja 88,79 47,08 12,32 5,62 

Supl. Mineral 99,95 - - - 

 

2.3 Período Experimental  

 

O período experimental teve duração de 80 dias entre os meses de fevereiro a 

abril de 2014. O ensaio foi sub-dividido em dois sub-períodos de 40 dias, com 10 dias de 

ensaio de digestibilidade e 30 dias de processamento e analises laboratoriais.  

   

2.4 Sistema de Cultura em Fluxo Contínuo  

 

Para o desenvolvimento do ensaio in vitro de fermentação ruminal em sistema 

de cultura de fluxo contínuo utilizou-se metodologia proposta por Hoover et al.,(1976) e 

modificações propostas por (MOULD et al., 2005), foram utilizados 10 frascos 

fermentadores com volume individual aproximado de 1400ml.  

Os fermentadores foram inoculados com uma mistura de fluido ruminal não 

diluído colhido de quatro bovinos machos da raça Nelore canulados no rúmen, que 
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receberam dieta com a mesma proporção volumo:concentrado das dietas experimentais 

durante 14 dias antes da colheita do fluido ruminal.  

As dietas experimentais eram fornecidas diariamente,  divididas em três 

refeições com intervalo de oito horas (6h, 14h e 22h), totalizando o fornecimento de 100 g 

de MS para cada fermentador. 

A temperatura interna era mantida constante (39ºC) através de sistema de 

paredes duplas de vidros nos frascos dos fermentadores por onde passava água quente 

corrente e o pH era controlado para permanecer no intervalo de 6,38 – 6,42 através da infusão 

automática de soluções de acido clorídrico (HCl) 3N e hidróxido de sódio (NaOH) 5N.  

As medias do pH e da temperatura são demostradas na TABELA 3. Os 

resultados demonstram que o objetivo de manter o pH constante entre 6,38-6,42 foi 

alcançado e a temperatura media ficou próxima do objetivo de 39ºC, não havendo difereças 

entre as medias. 

 

TABELA 3 - Medias de pH e Temperatura do líquido ruminal dos fermentadores. 

Variável 
Tratamento  

MON CON 0,06% 0,12% 0,24% EPM P valor 

pH 6,38 6,38 6,38 6,4 6,39 0,0123 0,2778 

TºC 38,41 38,20 38,33 38,35 38,40 0,0144 0,8457 
EPM= erro padrão da media 

 

A condição de anaerobiose era mantida pela infusão contínua de gás nitrogênio 

(N2) a uma taxa aproximada de 40ml/min. A solução tampão ou saliva artificial (Weller and 

Pilgrim, 1974) era continuamente infundida nos frascos fermentadores e continha 0,4 g/l de 

ureia para simular a reciclagem do nitrogênio (N), o fluxo de entrada de saliva artificial era 

de 10%/h do volume do fermentador. sendo que a infusão da saliva artificial também possuía 

a função de manter o fluxo contínuo de saída da fração solida e a fração líquida saia através 

da sucção e filtagem.  

As taxas de diluição dos fermentadores eram mantidas em condições constantes 

de 5%/h para a fração líquida, que era realizada pelo filtro interno ao fermentador acoplado 

a uma bomba peristáltica e 5%/h para a fração sólida, que era realiza pelo escape pela porta 

de transbordo do material devido ao enchimento do frasco pela saliva artificial. 
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2.5 Colheita de amostras  

 

O período experimental consistia de oito dias, sendo cinco dias de adaptação e 

três dias de coletas. Durante a adaptação regulava-se o fluxo de saída da fração solida e da 

fração líquida para 5%/h e descartava-se o conteúdo recolhido diariamante. Durante os dias 

de coleta a fração solida e fração líquida do conteúdo recolhido foram mantidos em ambiente 

com teparatura de 4ºC para retardar ou paralisar o crescimento microbiano.  

No final de cada dia do período de coleta, estando os fluxos, da fração solida e 

da fração líquida, dentro do intervalo de 5%/h, com margem de erro aceitável de 10%, colhia 

se o material de cada fermentador (fração solida e fração líquida) que eram misturados, 

homogeneizados por um minuto com auxilio de um homogenizador elétrico e uma amostra 

de 500 ml era coletada por aspiração, sendo que no final dos três dias de coletas teria uma 

amostra composta de 1500ml de cada fermentador, que eram homogenizadas e antes de 

serem congeladas eram retiradas subamostras para a realização de análises de proteína bruta 

(PB), nitrogênio amonical (NH3) e ácidos graxos voláteis (AGCC). Três subamostras de 

aproximadamente 200g cada, eram congeladas em recepitentes metálicos e secas em 

liofilizador para analises de teor de MS, cinzas, FDN e FDA. 

 

2.6 Análises Laboratoriais 

 

As análises bromatológicas foram realizadas no Laboratório de Nutrição Animal 

(LANA) do Departamento de Produção da Escola de Veterinária e Zootecnia da 

Universidade Federal de Goiás. 

Os ingredientes da dieta e do filtrado dos fermentadores foram analisados para 

determinação de matéria seca (MS), matéria orgânica (MO), extrato etéreo (EE); proteína 

bruta (PB), segundo AOAC (1990). As análises de FDN e FDA foram realizadas segundo a 

metodologia sequencial descrita por CAMPOS et al. (2004) e com adição de amilase 

termoestável. 

A digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA foram calculadas pela diferença entre 

a quantidade fornecida e a quantidade contida na amostra da mistura do substrado extraído 

nos três dias de coletas. Para a digestibilidade da MS subtraiu-se a MS introduzida via saliva. 
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Digestibilidade MS = g MS oferecido – (g MS efluente – g MS saliva) x100 

g MS oferecido 

 

Digestibilidade MO, FDN e FDA = g oferecido – g efluente x100 

                                               g oferecido 

 

As análises das concentrações de AGCC’s foram realizadas no Laboratório de 

Nutrição Animal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ, Piracicaba-

SP e as concentrações de AGCC’s foram determinadas por cromatografia gasosa de acordo 

com metodologia descrita por JOUANY (1982). 

. 

2.7 Delineamento experimental e análises estatísticas  

 

O delineamento experimental realizado foi em blocos inteiramente casualizados 

com quatro repetições e cinco tratamentos. Os tratamentos foram sorteados aleatoriamente 

entre os cinco fermentadores de cada bloco. 

Empregou-se o seguinte modelo de análise estatística: 

 Yij = µ + ti + βj + eij  

Em que: 

Yij: é o valor observado; 

µ: média geral; 

ti : é o efeito do tratamento i; 

βj: é o efeito do bloco j; 

eij : é o erro experimental. 

As médias de todas as variáveis avaliadas entre todos os tratamentos foram 

comparadas pelo teste Tukey nível de significância 5% e as médias entre os tratamentos 

referentes as doses do extrato bruto de Sucupira foram submetidos à análise de regressão 

polinomial por meio do softwere R (The R Development core Team, 2012). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1 Extrato bruto de Sucupira  

 

A constituição química do óleo essencial dos frutos de P. emarginatus tanto do 

processo de extração por hidrodestilação em aparato tipo Clevenger quanto do processo de 

extração por arraste a vapor está descrita na TABELA 4.  

O óleo de Sucupira é constituído de monoterpenos, diterpenos e principalmente 

sesquiterpenos, os quais conferem atividade biológica a este bioproduto (COELHO et al., 

2001; SILVA et al., 2005; POLO et al., 2004; HANSEN et al., 2010; DUTRA et al., 2012). 

O rendimento médio do processo de obtenção do óleo essencial dos frutos de 

sucupira foi de 1,66% em relação à massa inicial através do processo de hidrodestilação em 

aparato tipo Clevenger e de 1,06% no equipamento de arraste a vapor. O perfil químico do 

óleo essencial foi composto apenas por compostos sesquiterpênicos sendo que do total, de 

acordo com a média entre os dois processos extrativos 70,73% são hidrocarbonetos 

sesquiterpênicos e 27,84% são sesquiterpenos oxigenados. Os compostos não identificados 

somaram 1,52%. Os constituintes majoritários foram β–cariofileno (20,30%), β–elemeno 

(16,58%), espatulenol (13,79%), dauca–5,8–dieno (9,81%), óxido de cariofileno (8,33%), 

α–copaeno (4,74%) e α–humuleno (4,63%) (FIGURA 6). Os resultados da análise 

centesimal das sementes de P. emarginatus estão descritas na TABELA  5. (Alves, 2012). 

 

TABELA 4 - Composição química do óleo essencial dos frutos de P. emarginatus. 

Constituinte Processo de extração 

 Hidrodestilação 

(%) Relativa no OE 

Arraste a vapor 

(%) Relativa no OE 

Não Identificados 0,81 2,24 

Hidrocarbonetos esquiterpênicos 62,64 78,62 

Sesquiterpenos Oxigenados 36,54 19,14 
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Figura 6. Constituintes majoritários do óleo essencial dos frutos de P. emarginatus Vogel. (ALVES, 2012) 

 

TABELA 5 – Resultados da análise centesimal das sementes de P. emarginatus. 

Analise Resultado 

Teor de Umidade (%) 6,08 

Cinzas (%) 0,64 

Lipídios (%) 22,85 

Proteínas (%) 2,96 

Carboidratos (%) 64,34 

Valor total calórico (Kcal/ 100g) 506,40 

 

3.2 Digestibilidade  

 

 A digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA são demostradas na TABELA 6. 

Houve diferença (P<0,05) na digestibilidade da MS e MO entre o tratamento 2,4% do extrato 

de sucupira e os tratamentos controle e monensina. A dose 2,4% do extrato elevou a DMS e 

DMO, provavelmente pela  ação antibiótica dos compostos do extrato que promoveram a 

seleção de microorganismos, proporcionando um ambiente ruminal favorável ao grupo de 

microrganismos, modulando a fermantação ruminal que ocasionou no aumento na DMS e 

DMO. Não se observou diferenças (P>0,05) na digestibilidade da FDN e FDA.  
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TABELA 6 - Digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA.  

Variável 
Tratamento  

MON CON 0,06% 0,12% 0,24% EPM P valor 

Dig. MS, % 39,92b 41,57b 44,68ab 46,66ab 48,96a 1,56 0,0092 

Dig. MO, % 26,04c 29,85bc 32,54ab 32,50ab 34,79a 1,09 0,0012 

Dig. FDN, % 27,52 24,77 33,64 31,18 42,74 4,39 0,1002 

Dig. FDA, % 17,51 17,09 26,03 18,59 32,99 5,11 0,1861 
Dig. MS=digstibilidade aparente da MS; Dig. MO=digstibilidade aparente da MO; Dig. 

FDN=digestibilidade da FDN; Dig. FDA=digestibilidade daFDA; Dig. PB=digestibilidade da PB. 

EPM=Erro padrão da media. Numeros seguidos de letras minúsculas diferentes nas linhas diferem-se pelo 

teste Tukey nível de significância 5%. 

 

Observa-se um efeito linear na disgestibilidade da MS, MO, FDN e FDA com o 

aumento da dose do extrato bruto de Sucupira (TABELA 7 e FIGURA 7). 

 

TABELA 7 – Média, efeitos de ordem linear (L) e quadrátrico (Q) da Dig. MS, Dig. MO, 

Dig. FDN e Dig. FDA com diferentes doses do extrato bruto de sucupira.  

Variável 
Tratamento Efeito (P valor) 

CON 0,06% 0,12% 0,24% L Q 

Dig. MS, % 41,57 44,68 46,66 48,96 0,0031 0,410 

Dig. MO, % 29,85 32,54 32,50 34,79 0,0092 0,608 

Dig. FDN, % 24,77 33,64 31,18 42,74 0,0053 0,948 

Dig. FDA, % 17,09 26,03 18,59 32,99 0,0504 0,611 
Dig. MS=digstibilidade aparente da MS; Dig. MO=digstibilidade aparente da MO; Dig. FDN=digestibilidade da 

FDN; Dig. FDA=digestibilidade daFDA; Dig. 1 y = 29.613x + 42.356 

(R² = 0.4238); 2 y = 18.6x + 30.469 (R² = 0.3524); 3 y = 67.362x + 26.005 (R² = 0.3901); 4 y = 56.058x+ 17.787 

(R² = 0.1819). 

 

 
Figura 7. Regressão entre a digestibilidade da MS e as doses do extrato bruto de Sucupira. 
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Resultados que não corroboram com Lemos (2013), que em estudo in vitro 

utilizando a incubadora TE-150 (TECNAL), testando diferentes doses do extrato bruto de 

Sucupira (0, 30, 300 e 3000 mg/L), tendo a dieta experimental uma relação 

volumoso:concentrado de 50:50, observou uma diminuição da digestibilidade da materia 

seca com o aumento da dose do extrato respectivamente (87,3; 86,1; 84,1 e 66,3%). 

Souza (2013) avaliou a fase fermentativa da técnica de digestibilidade in vitro 

validada por Holden (1999) para a descrição da cinética de degradação ruminal da matéria 

seca (MS) da dieta experimental uma relação volumoso:concentrado 15:85, com diferentes 

doses (0, 30, 300 e 3.000 mg /L de fluido ruminal) do extrato bruto da sucupira. Neste estudo 

a adição de 30, 300 e 3.000 mg /L de óleo bruto de sucupira não alterou nenhum dos 

parâmetros avaliados. No entanto, a fração indegradável tendeu a aumentar (P=0,08) com 

adição da dose 3.000 ppm. 

Tekippe et. al., (2013) conduziram três experimentos para avaliar os efeitos da 

adição de óleo essencial a base de eugenol e cinnamaldehyde (525mg/dia), na fermentação 

ruminal, digestibilidade, emissão de gases, perdas de N e desempenho de vacas leiteiras. Nos 

parâmetros produtivos não houve diferenças no CMS, produção de leite e na composição do 

leite, em exceção do nitrogênio uréico no leite (NUL) cuja concentração foi maior no leite 

das vacas que receberam tratamento com óleo essencial comparado com o controle (9,5 e 

8,3mg/dL).  

Neste mesmo estudo não foram observadas diferenças no pH ruminal, 

concentração total de AGCC e contagem de protozoários, porém observaram diferença 

(P<0,001) na concentração de N-NH3 ruminal de vacas que receberam o tratamento com 

óleo essencial comparadas com o grupo controle (9,8 e 6,0 mg/dL) ), respectivamente. 

Em relação a digestibilidade da MS, MO e FDA os autores relatam que não 

foram afetados pelo tratamento porém a digestibilidade da FDN foi maior (P<0,05) para o 

grupo de animais que receberam tratamento com óleo essencial comparados com o controle 

(37,4 e 34,3%). Os autores concluíram que de modo geral, os resultados dos estudos indicam 

efeitos marginais com o uso do óleo essencial testado na dose de 525mg/dia na fermentação 

ruminal e mostram um aumento consistente na digestibilidade da FDN, o que não corroborou 

com trabalho realizado, pois não se observou diferenças entres as digestibilidades da FDN e 

FDA e foi observado diferencas na digestibilidade da MS e MO com o aumento das doses 

do extrato de Sucupira. 
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Souza (2014) avaliou o efeito in vitro de metabólitos secundários de plantas do 

cerrado brasileiro (barbatimão e sucupira ) na degradabilidade in vitro da matéria seca 

(DIVMS), volume de metano por grama de matéria seca degradada (VCH4/DIVMS), no 

volume de metano (VCH4), concentração de nitrogênio amoniacal (N-NH3) e ácidos graxos 

de cadeia curta (AGCC), sendo as doses avaliadas foram 0 (TC), 100, 200, 300, 400 e 600 

mg/L de solução para barbatimão (B100, B200, B300, B400 e B600) e para sucupira (S100, 

S200, S300, S400 e S600).  

O autor não observou efeito dos tratamentos sobre a digestibilidade in vitro MS 

o que não corroborou com o presente trabalho onde a dose 0,24% ocasionou um aumento na 

digestibilidade da MS e MO em relação aos tratamentos controle e monensina. 

O autor concluiu que mais estudos devem ser realizados para elucidar os efeitos 

desses extratos sobre os parâmetros de fermentação ruminal devido a inconsistência dos 

valores encontrados nos resultados dos parametros avaliados. 

Nos estudos de CASTILEJOS et al. (2006) e FRASER et al. (2007) observaram-

se que 500 ppm de Timol e Cinamaldeído reduziram o desaparecimento da MS. Segundo 

Souza (2013) compostos isolados de óleos essenciais (OE) mostraram ser capazes de 

influenciar a degradalibildade ruminal da MS.  

Macheboeuf et all, (2008) avaliaram os efeitos de cinco fontes de óleos 

essenciais (Thymus vulgaris, Origanum vulgare, timol de O. vulgare, Cinnamomum verum, 

e Anethum graveolens) e três constituintes puros (thymol, carvacrol e cinnamaldehyde) na 

resposta do ecossistema microbiano do rúmen in vitro. Os autores avaliaram a concentração 

de AGCC, amônia e gases. Concluíram que os tratamentos com as concentrações mais baixas 

de óleos essenciais podem ser usados como aditivos para manipular a fermentação no rúmen 

e diminuir a degradação da proteína ruminal, sem efeitos adversos no metabolismo 

energético. 

  

 

3.3 Ácidos graxos de cadeia curta  

 

As concentrações dos ácidos graxos de cadeia curta ácido acético (C2), ácido 

propiónico (C3) e ácido butírico (C4), relação entre os ácidos C2 e C3 (C2/C3) e a 

concentração total estão demonstradas na TABELA 8.  A concentração do C2 foi afetada 

pelos tratamentos, observando diminuição da concentração para o tratamento 0,24% 
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comparado com o trataemnto controle. O mesmo ocorreu com a relação C2/C3, onde o 

tratamento 0,24% ocasionou uma menor relação comparado com os tratamentos controle e 

0,06%. Uma provável explicação para o ocorrido seria o efeito deleterio dos componentes 

do extrato bruto de sucupira sobre as bacterias celulolíticas, as quais são responsáveis pela 

fermentação dos componentes fibrosos da dieta e as principais produtoras de C2.  

 

TABELA 8 – Concentrações dos AGCC e relação C2/C3. 

Variável 
Tratamento  

MON CON 0,06% 0,12% 0,24% EPM P valor 

C2, mMol/mL 37,43ab 46,61a 40,51ab 36,21ab 29,03b 3,19 0,02 

C3, mMol/mL 19,30 21,95 19,19 20,04 18,31 1,82 0,69 

C4, mMol/mL 11,23 13,35 14,06 12,78 10,48 1,52 0,47 

C2/C3 1,93ab 2,16a 2,12a 1,81ab 1,55b 0,11 0,01 

Total, mMol/mL 76,49 91,07 83,20 77,97 66,92 5,95 0,13 
C2; C3; C4; C2:C3; Total AGCC. EPM=Erro padrão da media. Numeros seguidos de letras minúsculas 

diferentes nas linhas diferem-se pelo teste Tukey nível de significância 5%. 

 

As concentrações de C2 e a relação C2/C3 foram afetados pelas doses do extrato 

de Sucupira. O aumento dos níveis de extrato acarretou em menores concentrações de C2 e 

menor relação C2/C3. Resultados benéficos ao metabolismo energético ruminal, pois as 

rotas metabólicas para a produção de C2 também favorecem a produzir mais gás metano o 

que acarreta perda energética. Porém com o aumento dos níveis de extrato também 

ocasionou menor concentração total dos AGCC (TABELA 9) e (FIGURA 8). 

Com o aumento da dose do extrato ocorreu redução da concentração de acetato, 

supostamente devido a atividade inibitória sobre bactérias gram positivas, que em sua 

maioria são produtoras de acetato (RUSSEL & STROBEL,1989). Entretanto, a inclusão do 

bioproduto não favoreceu a produção de propionato. 

Quando o ambiente ruminal favorece a produção de propionato, atribuí-se a uma 

fermentação energeticamente mais eficiente. Na formação de acetato ocorre liberação de 

CO2 (dióxido de carbono) no meio, estando sujeito a formação de metano (CO4), que 

representa perdas de energia para o animal, enquanto que na formação do propionato 

nenhum CO2 é liberado (KOZLOSKI, 2011). 
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TABELA 9 –  Média, efeitos de ordem linear (L) e quadrátrico das concentrações 

AGCC e relação C2/C3 com diferentes doses do extrato bruto de sucupira.  

Variável 
Tratamento Efeito (P valor) 

CON 0,06% 0,12% 0,24% L Q 

C2, mMol/mL 46,61 40,51 36,21 29,03 0,0011 0,454 

C3, mMol/mL 21,95 19,19 20,04 18,31 0,238 0,728 

C4, mMol/mL 13,35 14,06 12,78 10,48 0,185 0,573 

C2/C3 2,16 2,12 1,81 1,55 <0,0012 0,950 

Total, mMol/mL 91,07 83,20 77,97 66,92 0,0113 0,846 

C2; C3; C4; C2:C3; Total AGCC. 
1
y = -71.577x + 45.608 (R² = 0.4844); 

2 
y = -2.7043x + 2.1975 

(R² = 0.232); 
3 

y = -100.5x + 85.138 (R² = 0.334). 

 

 

Figura 8. Regressão entre a produção total de AGCC e as doses do extrato bruto de Sucupira. 

 

Souza (2013) que em estudo in vitro utilizando a incubadora TE-150 (TECNAL)  

testando diferentes doses do extrato bruto de Sucupira (0, 30, 300 e 3000 mg/L) tendo a dieta 

experimental uma relação volumoso:concentrado de 10:90, tambem encontrou diferenças na 

concentração total de AGCC e na concentração de acetato, onde observou que os tratamentos 

0 e 3000 ppm se diferem dos tratamentos 30 e 300 ppm respectivamente (36,7; 26,5; 48,13; 

e 48,87 mMol/mL). A relação C2/C3 tambem foi afetado pelos tratamentos observando uma 

menor relação para o tratamento 3000ppm.  

Segunda a autora apesar da observada influencia na concentração AGCC totais 

com as doses 30 e 300 ppm, pode-se supor que, nestas doses o óleo bruto de Sucupira 

apresentou baixa ou nenhuma seletividade sobre bactérias, vista a não redução da relação 

C2/C3. A redução da concentração de acetato indica que a adição 3.000 ppm de óleo bruto 

y = -100.5x + 85.138
R² = 0.334
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de Sucupira tive supostamente atividade inibitória sobre bactérias gram positivas, que em 

sua maioria são produtoras de acetato e amônia (RUSSEL & STROBEL,1989). Entretanto, 

a inclusão do bioproduto não favoreceu a produção de propionato. 

Porém Lemos (2013) em estudo in vitro utilizando a incubadora TE-150 

(TECNAL) testando diferentes doses do extrato bruto de Sucupira (0, 30, 300 e 3000 mg/L) 

tendo a dieta experimental uma relação volumoso:concentrado de 50:50, não encontrou 

diferenças nas concentrações dos AGCC e na proporção molar C2/C3.  

A autora relata que a alta viscosidade do óleo extraido dos frutos da Sucupira 

pode ter dificultado sua interação com o meio de incubação, ou mesmo o processo de 

colonização do substrado pelos microgarnismos, acarretando a ausencia de efeitos sobre os 

produtos da fermentação da dieta.  

A dificultade de se trabalhar com o extrato bruto de Sucupira, no corrente estudo, 

foi resolvido com a produção do premix Sucupira, onde o extrato bruto da Sucupira foi 

homogeneizado com amido de mandioca e maltodextrina. 

Busquet et, all. (2005) trabalharam com fermentadores de fluxo contínuo duplo 

inoculado com liquido ruminal de bovinos alimentados com dieta 50:50 (feno de 

alfafa:concentrado) e estudaram os efeitos de cinnamaldehyde (CIN) e garlic oil, Allium 

sativa, (GAR) na fermentação ruminal. Os tratamentos eram controle, 1,25mg/L de 

monensina (MON), 12,5mg/L(MON10), 31,2mg/L CIN, 312mg/L (CIN10), 31,2mg/L GAR 

e 312mg/L (GAR10).  

Os autores relatam que a concentração total de AGCC foi afetada (P<0,05) pelo 

tratamento MON10, aumentando a concentração total de AGCC comparados com o controle 

(104,4 e 87,4mM). A concentração de acetato foi diminuída (P<0,05) pelos tratamentos 

MON10, CIN, CIN10, e GAR10 comparados com o controle (45,9; 55,8; 57,0; 46,8 e 61,2%) 

e a proporção de proprionato foi aumentada (P<0,05) pelos tratamentos MON10, CIN e 

GAR10 comparados com o controle (45,1; 24,2; 27,4 e 20,5%) o que acarretou na menor 

relação C2:C3 (P<0,05) para os tratamentos MON10, CIN, GAR10 comparados com o 

controle (1,0; 2,3; 1,7 e 3,0). Os resultados referentes com a concentração de acetato e 

relacao C2:C3 corroboram que os apresentados com o uso do extrato de Sucupira o que 

indica uma ação de extratos vegetais sobre a fermentacao de bacterias celuloticas. 

CASTILLEJOS et al. (2006) avaliaram as doses 5, 50, 500 e 5000 mg/L de óleo 

essencial contendo os compostos eugenol, guaiacol, limoneno, timol e vanilina, avaliados 

em meio de cultura in vitro por 24 h e utilizando como substrato racao com proporção 
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volumoso:concentrado 60:40.  Os efeitos observados foram dependentes das doses 

utilizadas. A dose 5000 mg/L reduziu a concentração total de AGCC, consequentemente 

maior pH ruminal em comparação ao tratamento controle (sem aditivo). A dose de 500 mg/L 

de Timol reduziu a concentração total de AGV (−28,5%), a proporção de propionato 

(−18,4%), a concentração de N-NH3 (−31,9%) e de ácidos graxos de cadeia ramificada 

(−41,7%), houve aumento na proporção de acetato (+1,8%), a relação acetato:propionato 

(+35,5%) e o pH ruminal (+6,3%). A redução na concentração de ácidos graxos de cadeia 

ramificada e N-NH3 é consistente com a inibição do processo de deaminação. 

Segundo Cardozo et al., (2005) o óleo de canela e seu principal componente, o 

cinamaldeído, aumentam a relação acetato/propionato em meio de incubação com pH 7,0 e 

em meio com pH 5,5 causa redução na relação acetato/propionato.  Sendo que à influência 

do meio externo, pode-se modular o efeito dos óleos essenciais pelo pH do meio. Sendo 

assim, rações ricas em concentrado, mais propensas ao baixo pH ruminal, podem 

potencializar os efeitos desses produtos. O timol, por exemplo, foi mais efetivo em pH 5,5 

do que 6,5 (CALSAMIGLIA et al., 2007). 

Utilizando plantas brasileiras e níveis de 4225, 850, e 1700 mg/L de fluido 

ruminal tamponado Araujo (2010), relatou que o óleo essencial destas plantas  alterou a 

fermentação ruminal, diminuindo a relação C2/C3 e produção de metano em técnica in vitro. 

Em trabalho realizado com ovelhas alimentadas com 100 e 150 mg/kg de 

concentrado de “Crina 
® Ruminants”, aumentou a produção de propionato e tendencia em 

diminuir a concentração de acetato (GIANNENAS et al., 2011).  
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4 CONCLUSÃO 

 

Os resultados do estudo in vitro demonstram que a adição do extrato de Pterodon 

emarginatus Vogel (Sucupira) foi capaz de afetar a digestibilidade do ambiente ruminal, 

pois aumentou a digestibilidade da MS e MO comparados com a Monensina Sódica, sem 

efeitos na DFN e DFA  e afetou o  perfil dos AGCC com a diminuição da concentração do 

C2 para o tratamento 0,24% assim como a diminuição da relação C2/C3,  sendo o efeito do 

extrato dose dependente. 
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CAPÍTULO 4 – CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O extrato de Pterodon emarginatus Vogel (Sucupira) tem potencial de modular 

a fermentação ruminal devido o seu efeito nos microrganismos ruminais, podendo ser usado 

como aditivo para manipular a fermentação no rúmen e ser um provavel substituto da 

monensina sódica, porém mais estudos devem ser realizados para elucidar e responder as 

dúvidas referentes a utilização destas substancias, como esclarecer os efeitos desses produtos 

sobre os microrganismos ruminais, seus efeitos no metabolismo animal, nos parâmetros de 

fermentação ruminal in vivo, quantificar as doses a serem utilizadas in vivo e quantificar os 

ganhos em desempenho animal. 

O teste de digestibilidade ruminal in vitro pelo Sistema de Cultura em Fluxo 

Contínuo mostrou ser uma importante metodologia alternativa e de precisão para o estudo 

de digestibilidade ruminal.   Consegui-se proporcionar condições necessárias, como 

temperatura, pH, umidade e  substrato, para a fermentação microbiana durante o tempo 

necessário à realização dos ensaios.  

Foi atingido o objetivo de equipar o Laboratório de Nutrição Animal da EVZ-

UFG com sistema capaz de simular a digestão microbiana ruminal e que sirva de suporte 

técnico-científico a Rede Multidisciplinar Pró-Cento-Oeste. 
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