UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA E ZOOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

OLEO BRUTO DE Pterodon Emarginatus Vogel (SUCUPIRA) COMO
MANIPULADOR DA FERMENTA(}AO RUMINAL EM SISTEMA DE
CULTURA CONTINUA DE DUPLO FLUXO

José Tiago das Neves Neto

Orientador: Prof. Dr. Juliano José de Resende Fernandes

GOIANIA
2015



+ &
o %o
| UFG

sisTams d2 ufe
TERMO DE CIENCI_A E DE AUTORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTAGOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG
Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goids
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por melo da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacoes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdao CEPEC n® 832/2007, sem ressarcimento dos direi-
- tos autorals, de acordo com & Lel n® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas

abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da produgao cien-
tifica brastieira, a partir desta data.

1. Identificagao do material bil:;liogréfico: [ ] Dissertagao [ X] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacao

Nome completo do autor: José Tiago das Neves Neto

Titulo do trabalho: OLEO BRUTO DE Pterodon LZmarginatus Vogel (SUCUPIRA)
COMO MANIPULADOR DA FERMENTACAO RUMINAL EM SISTEMA
DE CULTURA CONTINUA DE DUPLO FLUXO.

3. Informagoes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagao total do documento [ X ] SIM [ ]NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizagdo eletrénica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertacao.

Data: 25/01/2017

Assinatura do (a) autor (a) 2

2 Neste caso 0 documento Serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A exwensdo deste prazo
suscita justificativa junto 4 coordenagdo do curso. Os dados do documento nio seriio disponibilizados durante o periodo
de embargo,

A assinatura deve ser escancada.



JOSE TIAGO DAS NEVES NETO

OLEO BRUTO DE Pterodon Emarginatus Vogel (SUCUPIRA) COMO
MANIPULADOR DA FERMENTACAO RUMINAL EM SISTEMA DE
CULTURA CONTINUA DE DUPLO FLUXO

Tese apresentada para obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncia Animal junto a Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goiés.

Area de Concentrac&o:

Produgdo Animal

Linha de pesquisa:
Metabolismo nutricional,

alimentacéo e forragicultura na producao animal

Orientador:
Prof. Dr. Juliano José de Resende Fernandes
—EVZ/UFG

Comité de orientacao:
Prof. Dr. Milton Luiz Moreira Lima - UFG
Prof. Dr. Alexandre Vaz Pires - USP

GOIANIA
2015



Ficha de identificacao da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Gerag¢ao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Neves Neto, José Tiago das

OLEO BRUTO DE Pterodon Emarginatus Vogel (SUCUPIRA)
COMO MANIPULADOR DA FERMENTAGCAO RUMINAL EM SISTEMA
DE CULTURA CONTINUA DE DUPLO FLUXO [manuscrito] / José
Tiago das Neves Neto. - 2015.

xi, 47 f.

Orientador: Prof. Dr. Juliano José de Resende Fernandes; co
orientador Dr. Milton Luiz Moreira Lima; co-orientador Dr. Alexandre
Vaz Pires.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Goias, Escola de
Veterinaria e Zootecnia (EVZ), Programa de Pés-Graduacéo em
Ciéncia Animal, Goiénia, 2015.

1. Aditivo. 2. Sucupira. 3. Monensina. 4. Nutricdo de ruminantes. 5.
Sistema de cultura continuo em duplo fluxo. I. Fernandes, Juliano
José de Resende, orient. Il. Titulo.

CDU 635




R =T - I e L A e M

- 3

ESCOLA DE VETERINARIA E ZOOTECNIA UFG
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQ EM CTENCIA ANIMAL  faxuussss

ATA NUMERO 202 DE DEFESA DE TESE DE DOUTORADO DO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL DA ESCOLA DE VETERINARIA E ZOOTECNIA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GO!AS, REALIZADA POR JOSE TIAGO DAS NEVES
NETO. As 14h00min do dia 29/05/2015, reuniu-se na Sala de Defesas do Programa de
Pés-Graduag@o em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goids, Campus || Samambaia, nesta Capital Goidnia - Goids, a Comiss&o
Julgadora infra nomeada para proceder ao julgamento da Defesa de Tese de Doutorado
apresentado (a) pelo (a) P6s-Graduando (a) JOSE TIAGO DAS NEVES NETO, intitulada

_ *Sistema de cultura continua de duplo fluxo na avaliagio do extrato bruto de Pterodon

emarginatus vogel (Sucupira) como modulador da fermentagdo ruminal’, apresentada
para obtengdo do Titulo de Doutor em Ciéncia Animal, junto 4 Area de Concentragdo:
Produgdo Animal desta Universidade. O Presidente da Comissdo Julgadora Prof. Dr.
Romdo da Cunha Nunes, iniciando os trabalhos, concedeu, a palavra ao (a) candidato (a)
JOSE TIAGO DAS NEVES NETO para exposi¢io em cinquenta minutos do seu trabalho. A
seguir. o senhor Presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, acs
Examinadores, os quais passaram a argir o (a) candidato (a), durante o prazo méximo de
vinte minutos, assegurando-se a0 mesmo igual prazo para responder acs Senhores
Examinadores. Ultimada a arguiglo, que se desenvolveu nos termos regimentais, a
Comiss#io, em sess3o secreta, expressou seu Julgamento, considerando o (a) candidato (a)
Aprovado (a) ou Reprovado (a):

APROVADO (A)
BANCA EXAMINADORA [REPROVADO (A)
Prof. Dr. Romé&o da Cunha Nunes ; ﬁ“.) L 7
Profa. Dra. Viera Licia Banys - UFG/Jatal i M

Prof. Dr. Gumercindo Loriano Franco - UFMS o= PROVA NO

Prof. Dr. Reginaldo Nassar Ferreira ﬂfﬂé‘b‘{ﬂg

Prof, Dr. Jos& Henrique Stringhini AP RSV AGD

Em face do resultado obtido, a Comissdo Julgadora considerou o (a) candidato (a) JOSE
TIAGO DAS NEVES NETO, HAD || TAR . (Habilitado (a) ou ndo

Habilitado (a)). Nada mais havendo a tratar, eu Pref. Dr. Roméo da Cunha Nunes, lavrei a
presente ata que, apés lida e achada conforme foi por todos assinada.

BANCA EXAMINADORA ASSINATURA
Prof. Dr. Romao da Cunha Nunes Cogee A"
Profa. Dra. Vera Lucia Banys - UFG/Jatai ; /
Prof. Dr. Gumercindo Loriano Franco - UFMS
Prof. Dr. Reginaido Nassar Ferreira
Prof. Dr. José Henrique Stringhini

A Banca Examinadora aprovou a seguinte alteragéo no titulo da tese:

QLEV BLUTO DE PTERODAN EMARGINATYS VOGEL (SycvPi (A |
G0 MoUAROR. Da SR MevTh rk UM INAL - EN ’_w" STEINA
e CQubTufs  con TINVA e DUPLC  TauXO

Universidade Federul de Goids, Escola de Veterindria e Zootecnia, Cx. Postal 131, Campus I - Samambaia,
GOIANIA-GO, CEP: 74001-970 Tel 62 35211586
Home page: b:000:// ppaci evi ufp v /ewmatl clen cr i imid avatils



Vi

A0s meus pais,
Claudio Antbnio Leandro de Oliveira

Eva Aparecida Neves de Oliveira

As minhas irmés,
Ana Claudia Neves de Oliveira

Maryana Rhafaela Neves Abadia

A minha sobrinha

Leonora Oliveira Favaretti

A minha noiva,

Miria Batista Resende

DEDICO

A0s meus avos paternos,
Armando José de Oliveira (in memoriam)

Iraci Leandro (in memoriam)

Aos meus avds maternos,
Jose Tiago das Neves (in memoriam)

Albertina do Coracao de Jesus Neves

Ao0s meus tios
Crisalto Leandro de Oliveira (in memoriam)
Olga Maria Neves do Prado (in memoriam)

Marlene Maria José Neves de Melo (in memoriam)

OFERECO



vii

AGRADECIMENTOS

Agradeco...

A Deus pelo espetaculo da vida, seu amor, suas dadivas e pela oportunidade da
realizacdo deste trabalho.

A Universidade Federal de Goids. A Escola de Veterinaria e Zootecnia e ao
Departamento de Produgdo em Animal, em especial ao Professor Marcos Café que sem medir
esforcos sempre lutou para o crescimento de nossa Escola.

Ao Programa de Pés-graduacao Ciéncia Animal, em especial ao Professor Eugénio
Gongalves de Arauljo, Professora Cintia Silva Minafra e Rezende e a Professora Naida Cristina
Borges que com dedicacdo e empenho desempenharam brilhante trabalho frente a coordenacéo
deste Programa.

Ao Professor Juliano José de Resende Fernandes pela valiosa oportunidade,
confianca e pela orientagdo na execugéo deste trabalho.

Ao Professor José Eduardo Portela Santos pela oportunidade e orientacdo durante
meu estagio na Universidade da Flérida, pela confianca e ensinamentos.

Ao Professor Roméo da Cunha Nunes que sem hesitar aceitou o desafio para a
finalizag&o deste trabalho.

Ao Professor Milton Luiz Moreira Lima por me orientar para 0 exame de
Qualificacdo e pelas valiosas contribuicBes e ensinamentos.

Ao Professor Emmanuel Arnhold, pelas valiosas ideias e pronta ajuda durante as
analises estatisticas.

A Dra. Maria Rodriguez Prado, pesquisadora da Universidade Autdnoma de
Barcelona, que teve participacdo mais que especial na execuc¢ao deste trabalho, cuja orientagdes
e ensinamentos foram essenciais. Uma grande profissional, uma pessoa fantastica e uma amiga
valiosa.

A todos os Professores do PPG em Ciéncia Animal e do Departamento de Producio
Animal, em especial ao Professor Reginaldo Nassar, Professor Romdo da Cunha Nunes,
Professor Adilson Donizeti Damasceno, Professor Aldi Fernandes de Souza Francga, Professora
Alessandra Gimenez Mascarenhas, Professora Cely Marini Melo e Ofia, Professora Heloisa
Helena de Carvalho Mello, Professor Jose Henrique Stringhini, Professora Nadja Susana
Mogyca Leandro, Professor Paulo Hellmeister Filho e Professor Paulo Henrique Jorge da
Cunha, pelos momentos de convivéncia, conhecimentos e pela oportunidade de crescimento

profissional.



viii

Aos Professores que, desde a escola primaria até a conclusdo deste curso, me
guiaram como um farol, que aponta um caminho revelando 0s perigos e 0s caminhos mais
brandos, passaram por minha vida deixando sempre um pouquinho de si, sempre a me
incentivar. Aos Mestres que foram além do ensino de formulas, de teoremas e vias metabdlicas,
mas se preocuparam em transmitir com o exemplo de suas vidas os bons principios, a ética e a
moral. Preocupados com a evolugdo do “Ser” e o bem-estar de toda uma sociedade e uma nacao.

Aos funcionarios da EVZ que sempre dispostos e receptivos, ndo deixam as
engrenagens pararem. Em especial , Andréia Oliveira de Santana, Benedito Pereira da Silva,
Bruno César Ferreira Gonzaga, Eder de Sousa Fernandes, Gerson Luis Barros, Helio Alves de
Carvalho, Paula de Oliveira Cortines, Reginaldo Jacovetti e Neide da Silva.

Aos amigos pos-graduandos que fizeram com que a caminhada se tornasse mais
facil e a vida mais alegre, em especial Marcondes, Marcela, Thiago (Ceara), Sérgio, Leonardo
(Lacraia), Flavia Martins, Barbara Juliana, Tiago Pereira, Kiria Karolline e Fabiola.

Aos estagiarios e amigos Lidiamar Lorena e Ricardo Augusto, cuja ajuda foi
essencial para a realizacdo deste trabalho. A todos os estagiarios que contribuiram para o
desenvolvimento deste e de outros projetos, pelo apoio, dedicacdo e pela amizade.

A CONPAVET Jr. pela confianca, oportunidade e pelos momentos de convivéncia,
em especial aos alunos Alexandre, Brenner, Tiago Tobias, Gabriel, Alexandre Akio, Carolina,
Artur, Bruna, Thawanne, Luane e Débora.

Aos amigos e irmaos da Republica “Casinha” pelos momentos de muita alegria e
muito aprendizado, Marcondes, Marcelo, Thiago (Ceara), Thiago Vilar, Alex, Carlos e Bruno
Moraes.

Aos amigos Leandro Batista Urzéda Caetano e Professora Fabyola Barros Carvalho
pelas longas conversas, ensinamentos e amizade.

As agéncias de fomento, CAPES, CNPqg e FAPEG, que concederam minha bolsa
de estudos, minha bolsa de Doutorado Sanduiche e provimentos para a realizacdo do meu
experimento.

Aos trabalhadores e contribuintes brasileiros, que com esforcos e dedicagdo a nossa
patria, financiaram meus estudos.

Aos meus pais pelo amor, pelos bons exemplos, pela dedicacdo, pela doacdo de
vida, pelo incentivo, pelos puxdes de orelha, pelo afeto, pelo carinho, pela confianca, pela

amizade e pelo companheirismo. Minha eterna gratidao.



Aos meus irmdos Ana Claudia, Maryana, Pérola e Maicon pelas alegrias, pelas
brigas, pelo amor, abragos e momentos de felicidade. A Minha sobrinha Leonora por trazer
amor, alegria, esperanca e unido para as nossas vidas.

A minha amada noiva Miria, pelo amor, afeto, carinho, principalmente, pela
amizade e companheirismo, sempre ao meu lado com seu jeito meigo me apoiando e
incentivando.

A minha querida e amada avozinha Dona Albertina por ser esse ninho de amor,
onde sempre encontramos um lindo sorriso e afetuoso abraco. Aos meus tios e tias, primos e
primas, cujas presencas em minha vida é motivo de grande jabilo.

A minha nova familia, meus sogros Sr. Gebaldo e Dona Fatima, meus cunhados
Diogo, Sérgio e Wilker, concunhadas Sheila e Ana Paula e sobrinhas Nicole e Alice, que me
receberam com afeto e carinho.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo desse trabalho...

minha eterna gratiddo...
MUITO OBRIGADO!



EPIGRAFE

“Tenho a impressao de ter sido uma crianga brincando a beira-mar, divertindo-me
em descobrir uma pedrinha mais lisa ou uma concha mais bonita que as outras, enquanto o
imenso oceano da verdade continua misterioso diante de meus olhos”.

Isaac Newton

“A ciéncia infatigavel procura, agora, a matéria-padrdo, a forca-origem,
simplificada, da qual cré emanarem todos 0s compostos, e € nesse estudo proveitoso que ela
prépria, afirmando-se ateia, descrente, caminha para o conhecimento de Deus.”

Emmanuel

“A grandeza ndo consiste em receber honras, mas em merecé-las.”

Aristoteles



Xi

SUMARIO
RESUMO GERAL ...ttt bbbttt bbb xii
A B S T R A T et e et e e e e e e nra e e e rreearraeas Xiil
CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS......cooveeveeeeeeeeesee e esiess s 1
LN ERI0] 51610710 IO 1
2 REVISAO DA LITERATURA ...ttt et ees s 4
2.1 Caracterizagao d0s EXIratoS VEGELAIS ........c.ccuereerieeiieiieie e seesteeee st ste e sre e e e 4
2.2 OlEOS ESSENCIAIS.........veveeeerereeeesesesetssesseseeses st s s ssseesesses st es et ensss st enses s ens et s tessnsneesnsansesas 5
2.3 O1E0 DIUO 08 SUCUPITAL......ecveerceseeeeeseeeee ettt es ettt 9
2.4 Extratos vegetais e a fermentacdo microbiana ruminal ... 9
2.5 Utilizacao de 6leos essenciais na nutricdo de ruminantes ..........cccccveveveeveeviesieseesie s 11
2.6 Fermentagdo RUMINAL IN VITIO .....ooiiiiiiice s 12
REFERENCIAS ...ttt e s e st e e st e e e st e e e snbeeesnaeeennaeeens 14
CAPI'T’ULO 2 -DIGESTIBILIDADE IN VITRO EM SISTEMA DE CULTURA
CONTINUO DE DUPLO FLUXO: O APARELHO.......ccc ot 17

CAPITULO 3 — EXTRATO BRUTO DE PTERODON EMARGINATUS VOGEL
(SUCUPIRA) COMO MANIPULADOR DA FERMENTACAO MICROBIANA
RUMINAL: DIGESTIBILIDADE IN VITRO EM SISTEMA DE CULTURA EM

FLUXO CONTINUO ..ottt 28
INTRODUGAOQ ..ottt 28
2 MATERIAIS E METODOS.......oooviieeieeseeeeteeessee et estess s ses s s st ssn e, 29
20 R o o SRS 29
2.2 Tratamentos e dietas eXPEriMENTAIS. .......c.coiiirereririei ettt 29
2.3 Periodo EXPErimental ............covoiiiiiii et 30
2.4 Sistema de Cultura em FIUX0 CONTINUO.......ccveuiiierieie e 30
2.5 COINEItA 8 AMOSIIAS. ... eeueeitieiieeeiee ettt te e e s e sre e eereesteeneenneenes 32
2.6 ANALISES LADOTALOITAIS . cvveuveveieiiicieeiceieie ettt ettt b sreenes 32
2.7 Delineamento experimental e analises estatiStiCas ..........ccovvrereierienirsie e 33
3 RESULTADOS E DISCUSSOES ..ottt 34
3.1, EXrato Druto de SUCUPITA.....c.eiiiieiii ittt e et ne e 34
3.2 DIgeStIDIIAAE. ... .c.eeieeeeei e 35
3.3 ACid0s graxos d€ CAOBIA CUIMA ...........c.cueveeveceerieieees et e eseseee st eses s, 38
4 CONCLUSAO ...ttt 43
CAPITULO 4 — CONSIDERAGOES FINAIS.......oooviiieteeeeeeeeteeeee e, 44

REFERENCIAS ..ot et et e et e e e e s et e e et e es e e e et e es e e et e et e e e e et eeseeaeeseesanans 45



Xii

OLEOBRUTODE Pterodon Emarginatus Vogel (SUCUPIRA) COMO MANIPULADOR
DA FERMENTACAO RUMINAL EM SISTEMA DE CULTURA CONTINUA DE
DUPLO FLUXO

RESUMO

A manipulacdo da fermentacdo ruminal € valiosa ferramenta na busca do aumento da
produtividade e da eficiéncia na utilizacdo dos recursos destinados a alimentacdo animal.
Existem diversas ferramentas como a mistura uniforme da racdo, o manejo adequado de cocho,
a formulacdo correta da ragéo e a utilizacdo de compostos que visam auxiliar o processo
fermentativo do rimen denominados aditivos. O uso de antibiéticos como promotores de
crescimento em alimentos para animais tem enfrentado resisténcia, devido aos residuos e a
resisténcia bacteriana que estes produtos podem gerar. Por isso, 0 uso de antibioticos em
sistemas de producdo de ruminantes foi proibido na Unido Europeia em janeiro de 2006. Desta
forma, algumas tecnologias tém sido desenvolvidas para substituir estes produtos e dentre estes,
0S extratos vegetais vém sendo amplamente estudados na nutricdo de ruminantes como
moduladores da fermentacdo microbiana ruminal. Estas plantas sdo ricas em compostos ativos
com poder antimicrobiano tornando-as Uteis na nutricdo animal como aditivos. O dleo bruto de
sucupira apresenta, em sua composicao sesquiterpenos e diterpenos sendo, o B-cariofileno, o
composto de maior concentragdo. Diante das limitacbes da aplicacdo de produtos
desconhecidos na alimentacdo animal, as técnicas de digestibilidade in vitro e estudos
metabdlicos com animais canulados no rumen sdo recomendados nas etapas iniciais da
pesquisa. Com o presente trabalho objetivou-se avaliar diferentes doses do 6leo bruto de
Sucupira sobre a fermentacdo microbiana ruminal in vitro através de um sistema de cultura
continua de duplo fluxo. Os tratamentos foram constituidos 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 Sédica (30 ppm). O delineamento experimental realizado foi em blocos
inteiramente casualizados com quatro repeticdes e cinco tratamentos. No ensaio in vitro, houve
diferenca (P<0,05) na digestibilidade da MS e MO entre o tratamento 0,24% do extrato de
sucupira e os tratamentos controle e monensina. Ndo se observou diferencas (P>0,05) na
digestibilidade da FDN e FDA. A adicdo do extrato de Pterodon emarginatus VVogel (Sucupira)
aumentou a digestibilidade da MS e MO comparados com a Monensina Sodica, sem efeitos na
DFN e DFA. A concentracdo do acido acético foi afetada (P<0,05) pelos tratamentos,
observando uma diminuicdo da concentracdo para o tratamento 0,24% comparado com o
tratamento controle. O mesmo ocorreu com a relagcdo entre os acidos acético e propribnico,
onde o tratamento 0,24% ocasionou uma menor relagdo comparado com os tratamentos controle
e 0,06%. O extrato de Pterodon emarginatus VVogel (Sucupira) tem potencial de modular a
fermentagdo ruminal devido ao seu efeito nos microrganismos ruminais, sendo seu efeito dose
dependente, podendo ser usado como aditivo para manipular a fermentacdo no rimen e ser um
provavel substituto da monensina sddica, porém mais estudos devem ser realizados para
elucidar e responder as davidas referentes a utilizacdo destas substancias, como esclarecer 0s
efeitos desses produtos sobre 0s microrganismos ruminais, seus efeitos no metabolismo animal,
nos parametros de fermentagdo ruminal in vivo, quantificar as doses a serem utilizadas e
quantificar os ganhos em desempenho animal. O Sistema de Cultura em Fluxo Continuo
mostrou ser uma importante metodologia alternativa e de precisdo para o estudo de
digestibilidade ruminal.

Palavras-chave: Aditivo, Sucupira, Monensina, Nutricdo de ruminantes, Sistema de cultura
continuo 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 VVogel presents
sesquiterpenes and diterpenes in its composition, and B-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 VVogel 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 VVogel 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 VVogel 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.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

Observa-se um avango significativo da pecuaria brasileira, principalmente
devido ao aumento do nivel tecnoldgico das propriedades, sendo cada vez maior a aceitagdo
e utilizacdo de conhecimento técnico-cientifico pelos técnicos e produtores da area de
producdo animal. A nutricdo animal destaca-se pelo seu grande avanco cientifico, sendo
responsavel por grande parte do aumento da produtividade da bovinocultura.

A manipulacdo da fermentacdo ruminal € uma valiosa ferramenta de técnicos e
nutricionistas na busca do aumento da produtividade e eficiéncia na utilizacdo dos recursos
utilizados na alimentacéo animal. Os objetivos da manipulacdo da fermentacao ruminal sdo
a melhoria dos processos benéficos no rimen, como a degradacdo da fibra, e a diminuicédo
ou eliminacdo dos processos prejudiciais, como a producao de metano e 0 excesso de lactato,
mantendo assim o pH estavel e melhorando a satde ruminal (NAGARAJA et al., 1997). Para
que tais objetivos sejam alcancados, existem diversas ferramentas, como a mistura uniforme
da racdo, o manejo de cocho adequado e a formulagdo correta da ragédo e a utilizacdo de
compostos que visam manipular o processo fermentativo do rimen (aditivos).

O Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento por meio da Instrucéo
Normativa 15/2009, que considera aditivo para produtos destinados a alimentacdo animal,
sendo: “Substancia, micro-organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente
aos produtos, que ndo é utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou nao valor
nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal ou
dos produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios e atenda as necessidades
nutricionais ou tenha efeito anticoccidiano”. Entre os principais aditivos utilizados na
alimentacdo de ruminantes estdo os antibioticos ionoforos e ndo-ionoforos, leveduras,
probidticos, prebidticos, cidos organicos, enzimas e extratos vegetais.

Um dos mais bem sucedido exemplo de como a manipulacdo de fermentacao
ruminal contribui para o aumento do desempenho animal foi o uso de ionoforos. A
monensina sddica, por exemplo, é utilizada comercialmente na producdo de ruminantes
desde a década de 70 do século passado. Seu uso, dentre outros efeitos, melhora a eficiéncia

alimentar, diminui a producdo de metano e minimiza os riscos de ocorréncia de disturbios



metabdlicos (RUSSEL & STROBEL, 1989). Todavia, a legislacdo classifica os ionoforos
como antibidticos, o que faz seu uso ser cada vez mais criticado pela sociedade consumidora
(ARAUJO, 201).

Cresce a preocupacdo dos consumidores, havendo receio de se consumir
alimentos produzidos com antibidticos. Todavia, ainda ndo existem explicacdes razoaveis
justificando que o uso de iondforos provoca o selecdo de bactérias patogénicas humanas com
resisténcia a antibidticos (RUSSELL & HOULIHAN, 2003).

Frente ao desafios entre questdes econémicas e de salde publica, ha crescente
interesse cientifico por alternativas que mimetizem os efeitos dos iondforos sobre a
populacdo microbiana do rimen, sendo seguras ao consumo humano e, a0 mesmo tempo,
aceitas pela sociedade. Devem ser alternativas que permitam ganhos zootécnicos, reducao
nos custos de producao, além de seguranca e satisfacdo do consumidor final juntamente com
menor agressdo ao meio ambiente.

Dentre as diversas opc¢des, compostos secundarios dos vegetais tém grande
potencial de utilizacdo como aditivo na manipulacdo da fermentacdo ruminal. Dentre as
principais vantagens da utilizacdo destes compostos estd o baixo risco de aparecimento de
resisténcia microbiana, jA que compostos secundarios apresentam na maioria das vezes
diversos principios ativos, o que confere diferentes modos de acdo (ACAMOVIC &
BROOKER, 2005).

Sistemas de alimentacdo modernos e eficientes precisam ser fundamentados em
mecanismos que determinam a resposta dos animais aos nutrientes, lidando com aspectos
quantitativos da digestio e do metabolismo do ruminante (MERTENS, 2005). E consenso
que, para a descricdo quantitativa apropriada dos processos digestivos e metabdlicos, sdo
necessarios dados bioldgicos que podem ser obtidos usando técnicas in vitro (MOULD et
al., 2005), precedentes ou em substituicao aos ensaios in vivo e in situ.

O estudo direto da fermentacdao ruminal é dificil e diferentes sistemas tem sido
propostos para permitir que o conteddo ruminal continue a fermentacdo em condicdes
controladas de laboratério seguindo padrdes normais do organismo animal (LOPEZ, 2005).

Perante 0 exposto a hipotese do trabalho é a utilizacdo do extrato bruto de
Sucupira como aditivo ruminal seria capaz de modular a fermentacdo ruminal com
beneficois fermentativos, otimizando a digestibilidade da matéria seca e diminuindo as

variagdes do pH ruminal, sendo um possivel substituto a monensina sodica.



Os objetivos deste trabalho foram a implantagéo e avaliagdo de um sistema de
cultura continua de duplo fluxo para realizacdo de testes de digestibilide in vitro e a avaliacéo
de diferentes doses do extrato bruto de Sucupira e seus efeitos como modulador da

fermentacao ruminal.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracterizacdo dos Extratos vegetais

Existe grande quantidade e diversidade de compostos organicos que parecem
ndo ter funcdo direta no crescimento e desenvolvimento e sdo produzidos pelas plantas, e
por isso, recebem o nome de metabdlitos secundarios. Embora ndo influenciem o
crescimento e desenvolvimento apresentam como fungdes a protegdo contra microrganismos
e 0 ataque de insetos ou de animais herbivoros, entre outras. Alguns compostos séo toxicos
para 0s animais enquanto outros ndo, sendo estes usados inclusive na medicina humana
(WALLACE, 2004; TAIZ & TAIGER 2006).

Algumas plantas contém compostos secundarios com agdo antimicrobiana
comprovada como a Artemisia absinthium L. (losna), Mentha pulegium L. (poejo), Punica
granatum L. (romd), Xanthosema violaceum Schott (taioba) e Syzygium cuminii L.
(jamboldo) (MICHELIN et al., 2005), Stryphnodendron adstringens (barbatiméo) (ALVES
et al., 2000) e Pterodon emarginatus VVogel (sucupira branca) (BUSTAMANTE et al., 2010).

A atividade antimicrobiana dos extratos de plantas é atribuida aos vérios
compostos secundarios, que incluem saponinas, terpenos (carvacrol) e fenilpropanoides
(eugenol) (BUSQUET et al., 2006). A genética das plantas, os fatores ambientais e as
praticas de manejo adotadas afetam a composicdo quimica dos extratos (BOTREL et al.,
2010) enquanto o solvente usado na diluicdo e as condicGes de extracdo relacionadas ao
tempo e a temperatura afetam a concentracdo 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
territorio nacional e abriga mais de 220 espécies de plantas com uso medicinal reconhecido
(MINISTERIO 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
(jacaranda-da-bahia), Miconia albicans (canela-de-velho), Plathymenia foliolosa Benth.
(vinhatico), Roupala montana Aubl. (cajueiro-bravo-da-serra) e Stryphnodendron



adstringens (barbatimdo) inibiram significativamente o crescimento da bactéria Gram-
negativa E. coli.

Apesar da maioria dos compostos secundarios apresentarem atividade
antimicrobiana, existem diferencas na concentracdo minima necessaria para inibir 0s
microrganismos e também na sensibilidade entre as espécies microbianas a acdo dessas
substancias. Em geral, os compostos de baixo peso molecular sdo 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 secundarios das plantas os terpenos ou terpendides
constituem o maior grupo e os diferentes compostos dessa classe sdo geralmente insoltveis
em agua (TAIZ & ZIEGER, 2006).

As plantas produzem uma grande variedade de produtos secundarios contendo
um grupo fenol, ou seja um grupo funcional hidroxila e um anel aromatico. Estas substancias
se classificam como compostos fendlicos e formam um grupo quimicamente heterogéneo de
aproximadamente 10.000 compostos (TAIZ & TAIGER 2006). Os &cidos gélico e elagico
sdo alguns exemplos, quando esterificados com agUcares representam o grupo de taninos
hidrolisaveis. Enquanto os flavondides representam os compostos polifendlicos, grupo no
qual os taninos condensados pertencem (BODAS et al., 2012).

Existem os compostos secundarios que contem nitrogénio em suas estruturas.
Nessa classe inclui-se os alcaldides e glicosideos cianogénicos. Muitos compostos
secundarios nitrogenados sdo sintetizados a partir de aminoacidos comuns (TAIZ &
TAIGER, 2006). Os alcal6ides normalmente apresentam efeitos farmacoldgicos e podem ser
toxicos e teratogénicos para outros organismos (BODAS et al., 2012).

2.2 Oleos essenciais

Os Gleos essenciais sdo 0s metabdlitos secundarios responsaveis pelo odor e cor
das plantas e especiarias. Apresentam propriedades antibacterianas, antifungicas e
antioxidantes o que os tornam opg¢des de aditivos naturais em ragdes para animais
(CASTILLEJOS et al., 2006). Nas plantas desempenham papel de protecdo contra bactérias,
fungos ou ataque de insetos (WALLACE, 2004).

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

relaciona-se com a propriedade destas substancias de fornecer especificos sabores e odores.



Os 0Gleos essenciais séo caracterizados pela grande diversidade de composigdo, natureza e
atividades (CALSAMIGLIA et al., 2007).

Os compostos ativos mais importantes pertencem a dois grupos quimicos: 0s
terpendides (monoterpendides e sesquiterpendides) e os fenilpropanoides. Estes compostos
ativos sdo originarios a partir de diferentes precursores do metabolismo primario e
sintetizados por meio de diferentes vias metabolicas (CALSAMIGLIA et al., 2007).

A composi¢do quimica dos os Oleos essenciais € variavel. Sdo misturas
principalmente de terpendides, de forma expressiva os monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15) e presenca ou ndo de diterpenos (C20). Algumas plantas ainda contém proporcoes
significativas de fenilpropandides, compostos ndo muito comuns nos 6leos essenciais
(Figural) (BENCHAAR etal., 2007; CALSAMIGLIA et al., 2007). Podem apresentar ainda
uma variedade de compostos de baixo peso molecular, entre eles citam-se os acidos

organicos, aldeidos, hidrocarbonetos alifaticos, alcodis entre outros (DORMAN & DEANS,

2000).
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FIGURA 1 - Os principais componentes de dleos essenciais A: monoterpenos; B: sesquiterpenos; C:
fenilpropanoides. Fonte: CALSAMIGLIA et al. (2007)



A atividade dos 0leos essencias é determidada pela composi¢do quimica e
grupos funcionais. Os componentes com estruturas fenolicas, tais como carvacrol, eugenol
e timol, atuam contra os microorganismos (DORMAN & DEANS, 2000). Dessa forma, os
compostos fendlicos sdo mais ativos e podem ocorrer interacdes sinérgicas ou antagonismo
entre os componentes (BURT, 2004).

A acdo dos dleos essencias sobre a célula bacteriana é determinada por
interacdes com a membrana celular, o extravasamento de ions e alteragdes no balanco de
ATP (Figura 2).
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FIGURA 2 - Mecanismos propostos para a agdo antimicrobiana dos dleos essenciais na célula bacteriana.
Fonte: Burt (2004)

Segundo CALSAMIGLIA et al. (2007) os 6leos essenciais interagem com a
membrana bacteriana e a torna mais permeavel, aumentando a translocacdo de ions e
diminuindo o gradiente idnico. Assim, as bactérias gastam mais energia para tentar balancear
0s ions.

As bacterias Gram-positivas sdo mais susceptiveis (BURT, 2004) do que as
Gram-negativas pois estas possuem membrana externa de lipossacarideos formando a parede
celular e ndo permite a passagem de substancias hidrofobicas e, dessa forma, os Gleos
essenciais ndo 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 ndo é completamente impermeavel a substancias hidrofdébicas

e moléculas de baixa massa molecular, pois estes compostos sdo capazes de interair com



agua por meio de pontes de hidrogénio e atravessar lentamente a parede celular por difuséo,
por meio de proteinas de membrana ou através de interacdo com a bicamada lipidica.

ULTEE et al. (1999) avaliando a acdo dos terpenos de carvacrol no ambiente
ruminal constataram que estes compostos interagem com o0s componentes lipidicos e as
proteinas da membrana. O carvacrol ocupa mais espaco do que o normal entre as cadeias de
acidos graxos da membrana o que resulta em alteragdes na conformacgdo da bicamada
fosfolipidica. A atividade antimicrobiana do carvacrol é provavelmente causada por uma
reducdo no pH como resultado da presenca de um grupo hidroxila e um sistema de
deslocamento de elétrons. O que poderia levar a redugdo na sintese de ATP e assim ao
comprometimento dos processos essenciais na célula e finalmente a morte celular.

O carvacrol ndo dissociado se difunde através da membrana citoplasmatica em
direcdo ao citoplasma e dissocia-se liberando um proton. Em seguida, o carvacrol se liga a
um ion potéssio (K+) ou outro qualquer e retorna ao meio extracelular, no qual ocorre nova
dissociacéo e liberagdo do K+ e o carvacrol recupera um jon H+ (Figura 3) (ULTEE et al.,
1999).
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Figura 3 — Viséo esquematica do provavel mecanismo de acéo do carvacrol. Fonte: ULTEE et al. (1999).

|
r

Embora a atuacdo na membrana celular parece ser a principal agéo
antimicrobiana dos o6leos essenciais, este ndo é o Unico mecanismo de atuagdo
(CALSAMIGLIA etal., 2007). FELDBERG et al. (1998) avaliando compostos presentes no
0leo de alho constataram inibigdo da sintese de DNA, RNA e de proteinas.



2.3 Oleo bruto de sucupira

A sucupira (Pterodon emarginatus Vog.) pertence a familia Leguminosae
(Papilionoideae) é bem adaptada a solos de baixa fertilidade, apresentando porte de 10 a 15
m. Seu fruto possui endocarpo alado rico em éleo (SILVA et al., 2005).

BUSTAMANTE et al. (2010) identificaram flavonoides, heterosideos
saponinicos, resinas e tragos de esterdides e triterpenoides nas cascas da P. emarginatus, que
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e 0
fungo C. albicans.

O 6leo extraido das folhas é composto na grande maioria por hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e se assemelha a composicdo dos 6leos presentes nos frutos descrita na
literatura (SANTOS et al., 2010).

O dbleo de sucupira apresenta composicdo quimica distinta e ocorréncia de
polimorfismo quimico com a presenca de 34 compostos diferentes (ALVES et al., 2013).
Foram identificadas as presencas de trans-cariofileno (35,9%), B-elemeno (15,3%),
germacreno D-(9,8%), a-humuleno (6,8%), espatulenol (5,9%), biciclo germacreno (5,5%)
(DUTRA et al., 2012) e diterpenos como 6a-7p diacetoxivouacapan-17f3-0ato de metila
(HANSEN et al., 2010).

SILVA et al. (2005) avaliaram dleos essenciais extraidos dos frutos da sucupira
como agente antimicrobiano em microrganismos fitopatogénicos e constataram que o extrato
de sucupira apresenta potencial fungicida e bactericida. Além disso, observaram inibi¢do no
desenvolvimento micelial de Alternaria brassicae, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani
e Ceratocystis fimbriata, bem como de colonias bacterianas de Clavibacter michiganensis

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

2.4 Extratos vegetais e a fermentagdo 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
producéo total de AGCC, &cidos graxos de cadeia ramificada e as concentragdes de N-NH3.
CASTILLEJOS et al. (2006) avaliaram as doses 5, 50, 500 e 5000 mg/L de 6leo
essencial contendo os compostos eugenol, guaiacol, limoneno, timol e vanilina, avaliados

em meio de cultura in vitro por 24 h e utilizando como substrato racdo com proporgéo
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volumoso:concentrado 60:40. Os efeitos observados foram dependentes das doses
utilizadas. A dose 5000 mg/L reduziu a concentracdo total de AGCC, consequentemente
maior pH ruminal em comparacéo ao tratamento controle (sem aditivo). A dose de 500 mg/L
de Timol reduziu a concentracdo de AGCC (—28,5%), a propor¢ao de propionato (—18,4%),
a concentracdo de N-NH3 (—31,9%) e de acidos graxos de cadeia ramificada (—41,7%).
Houve aumento na proporcdo molar de acetato (+1,8%), a relagcdo acetato:propionato
(+35,5%) e pH ruminal (+6,3%). A reducdo na concentracdo de acidos graxos de cadeia
ramificada e N-NH3 é consistente com a inibicao do processo de deaminacéo.

CARDOZO et al. (2004) ao avaliarem a inclusdo de 7,5 mg/kg na MS dos dleos
de canela, alho, orégano e anis em fermentadores de fluxo continuo observaram que os
efeitos promovidos sobre a fermentacdo ruminal desapareceram ap6s 6 dias (periodo de
adaptacdo), que foi atribuido a uma provavel adaptacdo das bactérias a estes aditivos. Dessa
forma, sugerem que trabalhos realizados em curto prazo podem levar a conclusdes erréneas.

SOUZA (2014) avaliou os extratos de plantas do Cerrado barbatimé&o e sucupira,
nas doses 100, 200, 300, 400 e 600 mg/L, utilizando uma dieta composta por Brachiaria
brizantha cv. Marandu, na producdo de metano, AGCC, N-NH3 e degradabilidade in vitro.
Nos tratamentos com extrato de barbatimdo, somente a dose 400mg/L (B400) reduziu
(P<0,05) o volume de metano (VCH4) em relacdo ao tratamento controle (TC). Foram
encontrado diferencas entre os tratamentos com sucupira e em relacdo ao TC. O tratamento
Sucupira com 400 mg/L aumentou a concentracdo de acetato e metano, porém, ndo
influenciou a DIVMS o que indica que os microrganismos que degradam fibra ndo foram
afetados. As variagdes 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 fermentacdo ruminal.

H& um grande ndmero de espécies de plantas com potencial para diminuir a
producdo de metano ruminal e na maioria dos casos os efeitos benéficos foram observados
em estudos in vitro, com variagdes de acordo com o tipo de composto presente (taninos,
saponinas, 0leos essenciais, entre outros) e a concentracdo destas substancias (BODAS et
al., 2012). Com isso, 0s possiveis mecanismos e efeitos de muitos compostos fitogénicos no
processo de metanogénese nao estao totalmente claros (PATRA et al., 2010).

Dessa forma, BODAS et al. (2012) sugerem que os aditivos fitogénicos reduzem
a producdo de metano por inibicdo direta do desenvolvimento das Archaea metanogénicas,

reducdo dos processos metabolicos microbianos envolvidos na metanogénese ou ainda pelos
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efeitos destes compostos na fermentacéo ruminal e em rotas metabolicas que possuem baixa

producdo de metano (como no aumento da producédo de propionato).

2.5 Utilizacao de 6leos essenciais na nutricdo de ruminantes

Em estudos in vitro alguns 6leos essenciais e seus compostos ativos foram
capazes de modificar a fermentacdo ruminal de forma favoravel com ganhos na eficiéncia
da utilizacdo da energia e proteina no ramen (CALSAMIGLIA etal., 2007) o que contribuiu
para 0 aumento nas pesquisas com 0 uso de Oleos essenciais na nutricdo de ruminantes
(BUSQUET et al., 2005; BUSQUET et al.,, 2006 e CASTILLEJOS et al., 2006;
CALSAMIGLIA etal., 2007; BODAS et al., 2012; SOUZA, 2014).

Contudo, as informaces sobre o desempenho de ruminantes alimentados com
6leos essenciais sdo escassas, iSSO porque muitas pesquisas in vivo iniciaram nesta década.
Nem sempre os resultados favoraveis apresentados in vitro se repetem in vivo apesar do uso
das mesmas substancias. 1sso ocorre em virtude do desconhecimento das doses adequadas,
interacdes dos aditivos com a dieta e o ambiente ruminal, além da forma inadequada de
fornecimento. A grande variacdo na concentracdo e no tipo de composto ativo presente nos
6leos essenciais justificam em parte os resultados negativos ja que ndo ha padronizacao dos
produtos (ARAUJO, 2010).

RIVAROLI (2014) avaliou o desempenho de 27 bovinos mesti¢cos (Y2 Angus vs.
% Nelore) ndo castrados terminados em confinamento por 130 dias recebendo dieta com
relacdo volumoso:concentrado de 10:90 e a adicdo de 3,5 e 7,0 g/animal/dia de Oleos
essenciais formados por um mix de extratos vegetais: orégano (Origanum vulgare), alho
(Allium sativum), limdo (Citrus limonium), alecrim (Rosmarinus officinalis), tomilho
(Thymus vulgaris), eucalipto (Eucalyptus saligna) e laranja doce (Citrus aurantium). A
inclusdo de 3,5 e 7,0 g/animal/dia do mix de oleos essencias ndo influenciou o desempenho
animal e as caracteristicas de carcaca, ndo alterou (P>0,05) a ingestdo de materia seca (IMS),
o0 peso vivo final (PVF) e o ganho de peso médio diario (GMD). O PVF e 0 GMD observados

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

Os métodos in situ e in vitro sdo modelos biologicos com diferentes niveis de
complexidade e sdo utilizados em susbstituicdo a métodos in vivo, pois estes apresentam
principalmente dificuldades de aplicacdo, sdo onerosos e ndo se aplicam prontamente a
avaliacdo de um grande nimero de alimentos (LOPEZ, 2005).

Os metodos de digestibilidade in vitro apresentam como vantagens o custo
reduzido, controle ambiental satisfatorio, rpida obtencédo de resultados, e permite trabalhar
com um ndmero maior de tratamentos e pequenas quantidades de amostras (ARAUJO,
2010).

De acordo com LOPEZ (2005) os sistemas in vitro podem ser classificados em:
cultura em massa e cultura continua. O uso de filter bags e a metodologia de TILLEY &
TERRY (1963) sdo exemplos de cultura em massa em que a principal aplicacdo € estimar a
extensdo da degradacao no rimen 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 ndo alcancar um estado de equilibrio em virtude de néo ter um padrdo no
crescimento microbiano, a medida que diminui o substrato e aumenta o acimulo de residuos
da fermentacdo diminui a populagdo microbiana.

A técnica de cultura continua constitui uma forma de estudar o metabolismo
ruminal em condi¢des que mais se aproximam da fermentacdo ruminal in vivo. Nesses
sistemas ha a adicdo de solucdo tampdo e de nutrientes regularmente além da remocéao
continua dos produtos da fermentacdo (HOOVER et al., 1976) o que permite o estudo ser
mantido por longo prazo, e é possivel medir os pardmetros de fermentacdo, extensdo da
degradacdo da matéria seca (MS), producédo dos produtos finais como os AGCCs e a sintese
de proteina microbiana (LOPEZ, 2005).

O conteudo dos fermentadores dos sistemas de cultura continua sdo compostos
por liquido ruminal, alimento, solucdo tampéo que é infudida continuamente, produtos da
fermentagdo e microrganismos. S&o considerados de fluxo continuo em virtude da entrada e
saida constante de liquidos e sdlidos (LOPEZ, 2005).

Séo dois tipos de sistemas de cultura continua: fluxo simples e fluxo duplo. No
simples ha apenas o orifiico para remocdo de material no qual saem liquidos e solidos. Nos
sistemas de fluxo continuo duplo h& a remocéo de efluentes diferenciando os fluxos liquidos

e solidos. Assim, uma parcela do meio de fermentacdo é bombeada por um filtro enquanto
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outra parte que consiste nas particulas solidas, liquidos e microrganismos transborda por um
orificio, possibilitando uma répida entrada de solugdo tamponante para manutencao do pH,
permitindo um maior tempo de permanéncia para a digestdo de particulas solidas (HOOVER
etal., 1976).
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CAPITULO 2 - DIGESTIBILIDADE IN VITRO EM SISTEMA DE
CULTURA CONTINUO DE DUPLO FLUXO: O APARELHO

Sistemas de alimentacdo animal modernos e eficientes precisam ser
fundamentados em mecanismos que determinam a resposta dos animais aos nutrientes,
lidando com aspectos quantitativos da digestéo e do metabolismo do ruminante (MERTENS,
2005). Estudos da concentracdo e digestibilidade dos componentes dos alimentos sao
essenciais para adotar préaticas de alimentagéo eficazes, mas estes estudos exigem recursos
consideraveis em termos de trabalho, alimentacéo, animais e tempo.

E consenso que, para a descricio quantitativa apropriada dos processos
digestivos e metabdlicos, sdo necessarios dados bioldgicos que podem ser obtidos usando
técnicas in vitro (MOULD et al., 2005), precedentes ou em substituicdo aos ensaios in vivo
e in situ.

Teoricamente, 0s sistemas in vitro, devem ser capazes de representar 0 processo
de digestdo que ocorre no rimen, abomaso ou intestino para estimar quantitativamente a taxa
e o0 grau de digestdo similarmente aos obtidos in vivo (BERCHIELLI et al., 2006). Estes
sistemas podem ser usados para estudar processos individuais fornecendo informagdes sobre
sua natureza e sensibilidade a varios fatores (LOPEZ, 2005). A capacidade de controlar mais
precisamente o0 ambiente in vitro tem levado ao desenvolvimento de técnicas alternativas,
aumentando substancialmente a capacidade de pesquisa e o conhecimento da microbiologia
do ramen e dos processos bioquimicos envolvidos na fermentacao ruminal.

Em sistemas de cultura continua acontece a adicdo regular de tampéo e de
nutrientes e remocdo continua de produtos da fermentacdo, atingindo condicGes de equilibrio
que permitem o estabelecimento de uma populacdo microbiana estavel, podendo ser mantida
por longos periodos (HOOVER et al., 1976). Os sistemas permitem a medicao de parametros
de fermentacéo, a extensdo da degradagédo da MS, a producéo de produtos finais e sintese de
proteina microbiana (LOPEZ, 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 populagéo microbiana e a digestdo de nutrientes em condigdes controladas de pH,
taxa de rotatividade e ingest&o de nutrientes (LOPEZ, 2005).



18

A metodologia proposta por Hoover et al., 1976, consiste em um sistema de
fermentacdo com trés estagcdes, composto por trés recipientes para fermentacao de vidro, que
sdo magneticamente agitados e aquecidos por um spray de agua quente com termostato.
Cada recipiente é equipado com uma entrada de solucdo tampéo, um dispositivo de entrada
de alimentacéo solida, uma sonda térmica e uma entrada para gés.

Além da porta de descarga, através da qual passa tanto produtos de fermentacéao
liquidos e sdlidos, cada jarro fermentador esta equipado com um filtro para retirada de
filtrado e remocao de produtos principalmente liquidos. Este sistema de dupla saida permite
a remocdo de liquido e sélidos com taxas diferentes. O diagrama esquemaético do aparelho é

apresentado na Figura 2.

Figura 2. Aparelho de cultura continua. A, reservatério de solugdo tampao; B, bureta; C, bomba
peristéltica; D, jarro fermentador; E, agitador magnético; F, filtro; G, bomba peristaltica; H, reservatério de
efluente filtrado; I, saida porta de descarga; J, reservatério de efluentes da porta de descarga; K, anel de
aspersdo de 4gua aquecida; L, porta para entrada de alimentacdo; M, porta entrada para sonda térmica; N, porta
de entrada de gas (Hoover et al., 1976).

A solucdo tampéo do reservatorio (A) é bombeada continuamente para o frasco
fermentador D pela bomba peristaltica (C). A bureta (B) esta ligada a um pequeno frasco

contendo solucdo tampéo e é usada para monitorar o bombeamento sem interromper o fluxo
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para o frasco fermentador. O dispositivo de agitacdo magnética (E) tem laminas de aluminio
adequadamente posicionadas para atuar como um diminuidor de espuma. O conjunto do
filtro (F) é facilmente inserido e removido atraves de um orificio de 25 mm no jarro
fermentador. O meio de fermentacéo liquido € bombeado para reservatorio de efluente (H)
por uma bomba peristaltica (G). O fluxo de meio de fermentacdo sélida e liquida misturados
através de um braco lateral (1) no reservatério de efluentes (J). Uma sonda térmica, inserida
no frasco do fermentador (M), mantém a temperatura a 39°C, controlando o spray de agua
quente do anel de pulverizacdo (K) que rodeia o frasco fermentador. O nitrogénio (N2) €
continuamente inoculado através do conteido de fermentacgdo via sonda (N). A alimentagdo
é realizada através do dispositivo de alimentacdo mecanica que inocula a ragcdo experimental
no fermentador através de um orificio de 25 milimetros em (L).

O sistema de cultura de fluxo continuo original foi concebido e desenvolvido por
Hoover et al., 1976. Um diagrama esquematico de uma versdo 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 diminuicao do volume do frasco
fermentador e a utilizacdo de um cabo aquecedor mergulhado no liquido do interior do frasco

para manter a temperatura a 39°C.

Figura 3. (A) Esquemética geral do sistema de cultura de fluxo duplo continua. (B) Esquema de componentes
do frasco fermentador: A, dispositivo de alimentacdo automatica e porta de entrada de alimentacéo; B, conjunto
magnético do rotor; C, porta de infuséo de hidroxido de sodio; D, porta de infuséo de acido cloridrico; E, filtros;
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F, porta de infusdo da solugdo tampdo; G, dispersor de nitrogénio; H, termémetro; I, aquecedor; J, eletrodo de
pH; K, porta de transhordo. (Hannah et al., 1986)

O desenvolvimento do sistema de cultura de fluxo duplo continuo do
Laboratdério de Nutricdo Animal no Departamento de Produgdo Animal da Escola de
Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Goiés, apoiou-se nos principios
apresentados por Hoover et al., 1976, construido e modificado a partir da metodologia
apresentada por Hannah et al., 1986.

As principais modificagOes apresentadas no sistema brasileiro foram em relagéo
ao sistema de aquecimento do liquido ruminal, sendo utilizadas paredes duplas de vidro nos
frascos dos fermentadores, ao qual circula agua quente capaz de manter a temperatura interna
em 39°C. A agitacdo do conteudo interno anteriormente feita por agitador magnetico foi
substituida por um motor giratorio acoplado na parte superior da tampa e a alimentacdo é
realizada de forma manual (FIGURA 4).
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Figura 4. A, motor giratorio; B, hélice giratdria; C, porta de transbordo, D, paredes de vidro duplo, E, entrada
solugdo tampdo; F, eletrodo pHgametro; G, entrada solugdes de hidréxido de sédio e acido cloridrico; H, saida
do filtrado; I, entrada gés nitrogénio (N2); J, termdmetro; K, entrada alimentacéo; L, proveta contendo NaOH;
M, proveta contendo HCI e N, registro com mandmetro do N2.

A principal novidade deste novo aparelho € a utilizacdo de um programa de
computador que controla a rotacdo das quatros bombas peristalticas ligadas ao frasco do
fermentador, sendo uma bomba responsavel pela inoculagao constante de solucdo tampéo
(saliva artificial), uma bomba esta acoplada ao filtro interno do frasco do fermentador, uma
bomba adiciona solucdo de hidréxido de sédio e uma bomba que adiciona solugéo de acido
cloridrico. O equipamento foi equipado com cinco frascos de fermentacdo e 20 bombas
peristalticas.

A adicdo de hidroxido de sédio ou &cido cloridrico é realizada automaticamente,
atravez de uma programagcéo estabelicida respeitando o intervalo de pH desejado. Os valores
de pH, temperatura e velocidades das bombas peristalticas sdo 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 rotacdo do motor giratério; C, registro de pH e temperatura; D, intervalo de pH programével; E,
controle velocidade bomba peristéltica solugdo tampéo; F, controle velocidade bomba peristéltica filtro; G,
controle bomba peristaltica hidréxido de sddio; H, controle velocidade bomba peristaltica acido cloridrico.

Os precedimentos operacionais para o uso do sistema de cultura continuo de
duplo fluxo iniciam com a preparacdo do equipamento, antes da adi¢do de liquido ruminal
nos frascos dos fermentadores. O volume interno de cada frasco do fermentador deve ser
aferido. Esta verificacdo 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
verificacdo do volume de cada frasco, 0 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 agua e o motor giratorio deve ser ligado em 300rpm.
Adiciona-se dgua ao frasco, com o motor ligado ate o inicio do transbordo da agua pela porta
de transhordo. Retira-se o frasco do fermentador e pesa o frasco com a agua. Do peso
encontrado deve ser subtraido o peso do frasco vazio, sendo o0 peso da agua equivalente ao
volume do frasco. Esse procedimento deve ser realizado cinco vezes e 0 volume de cada
frasco serd a média das cinco aferi¢fes. Apds a verificacdo do volume, cada frasco devera
ser numerado e ficar sempre em seu local ndo podendo trocar a posicao e a sequencia dos
frascos no fermentador, pois o valor do volume sera utilzado nos calculos da taxa de dilui¢&o
e digestibilidade.

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

experimento, utilizando 10 dias por periodo experimental, oito dias de periodo experimental,
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acrescido dois dias no periodo caso seja necessario. Todos o singredientes da dieta devem
ser moidos em peneiras de dois milimitros.

Para o preparo da solucdo de saliva artificial ( WELLER & PILGRIM, 1974),
preparar mistura de reagentes necessarios para 50 litros de solugdo, em quantidade suficiente
para todo o periodo experimental. Todos os ragentes para o preparo da solucdo de saliva
artificial devem passar por peneira para facilitar a dissolucdo. A solucédo de saliva artificial
contém 0,4g/litro de ureia para simular a reciclagem de nitrogénio. Preparar todas as
solugdes de acido cloridrico (HCI) 3N e hidréxido de sodio (NaOH) 5N que serdo utilizados
no periodo experimental, essa quantidade vai depender do pH desejado e de quéo
acidogénica serd a dieta experimental.

Todo o equipamento deve ser montado e todo material utilizado, as provetas das
solucdes de HCL e NaOH, os frascos coletores dos fluxos do filtro interno e do transbordo,
0 banho-maria de aquecimento, o sistema de refrigeracdo dos frascos coletores, 0s
phgametros, 0s termometros internos, os quipamentos de coletas de amostras e separagéo do
pelet bacteriano devem ser separado e identificado, sendo necessario uma verificacdo em
todas as bombas peristalticas conferindo seu funcionamento, de todo sistema de magueiras
e de injecéo de gas nitrogénio (N2).

No dia do inicio do experimento, antes da incubac¢do do liquido ruminal, todo o
equipamento deve ser preparado. As provetas das solugdes de HCl e NaOH devem ser
preenchidas, o sistema de aquecimento dos frascos devem ser ligados para manter a
temperatura em 39°C, os pHgametros devem ser calibrados, antes e a cada 48 horas durante
0 experimento. O sistema de injecdo de gas nitrogénio (N2) deve ser ligado a uma taxa de
40ml/minuto, garantindo um ambiente de anaerobiose nos frascos.

Apds a colheita do liquido ruminal, antes da incubacéo nos frascos, uma amostra
deve ser retirada para analise da temperatura, pH, acidos graxos de cadeia curta e aménia.
Para a incubacdo do liquido ruminal nos frascos, 0s mesmos devem ser preenchidos até a
metade do volume, um terco da dieta fornecida diariamente, referente ao tratamento controle,
deve ser adicionado em cada frasco e o restante do liquido deve complentar o volume de
cada frasco ate o inicio do transbordo, com o motor giratorio ligado em uma rotacdo de
300rpm.

Apos a inoculagdo do liquido ruminal ndo diluido, ligar o sistema de controle de
pH no intervalo pré-definido no programa, ligar as bombas peristalticas responsaveis pela

inoculagdo da saliva artificial e a bomba responsavel pela suc¢do do material pelo filtro
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interno. As taxas de diluigdo dos fermentadores devem mantidas em condi¢Oes constantes
de 5%/h para a fracdo liquida, que seré realizada pelo filtro interno ao fermentador acoplado
a uma bomba peristaltica e 5%/h para a fracdo solida, 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 trés
refeicdes com intervalo de oito horas, totalizando o fornecimento de 100 g de MS para cada
frasco do fermentador. Em todos os horarios de alimentacdo deve ser verificados e anotados
0 gasto de HCI e NaOH sendo as provetas sempre preenchidas apos a verificacdo. Verificar
visualmente a temperatura, o pH de cada frasco, a infusdo de gas N2 e o sistema de
mangueiras.

O periodo experimental consiste de oito dias, dividos em cinco dias de adaptacdo
e trés dias de coletas. Durante a adaptacdo regula-se o fluxo de saida da parte solida e da
parte liquida para 5%/h e descarta o conteudo recolhido diarimante. Durante os dias de
coletas, o conteudo recolhido, parte solida e parte liquida, serdo mantido em ambiente com
teparatura de 4°C para retardar o crescimento microbiano. No final de cada dia do periodo
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 sélidos e liquidos de cada dia do
periodo de coleta, serdo misturados e homogeneizados por 1 min para retirada de 500 mL
por aspiracdo. sendo que no fim dos trés dias de coletas teria uma amostra de 1500ml de
cada fermentador, que sdo misturadas e homogenizadas. Desta amostra composta sdo
retiradas subamostras para a realizacdo de analises de proteina bruta (PB), nitrogénio
amonical (NH3) e acidos graxos volateis (AGV). O restante sera congelada a temperatura
de -80°C em recepitentes metalicos e secas em liofilizador para analises de teor de MS,
cinzas, PB, FDN e FDA e bases puricas.

No ultimo dia do periodo experimental, separava-se o pelet bacteriano do
contetdo interno de cada frasco do fermentador, alguns procedimentos para evitar alteragdes
na integridade da célula microbiana sao realizados segundo MINATO e SUTO, 1978. A
separagdo das bactérias sdo obtida pela filtragdo do contetudo do fermentador, apds incluséo
de 100ml da solucéo de 2% de metilcelulose em solucéo salina 0,85% e esferas de vidro (15
de 4mm e 30 de 2mm) com agitacdo por uma hora em temperatura de 39°C e agitacédo por
24h em temperatura aproximada de 4°C para liberagdo lenta das bactérias aderidas as
particulas. Apds a agitacdo a frio por 24h, a remocao dos residuos solidos com lavagem

utilizando solugdo salina e filtragem com pano de filtro. O filtrado seré centrifugado por
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10min a 1000g para remocdo de residuos de alimentos. A fracao sobrenadante sera
centrifugada duas vezes por 20min a 200009 para isolar as bactérias, apds lavagem com
solucdo salina por duas vezes e com agua destilada uma vez, finalizando o processo para a
obtencéo do pelet bacteriano.

Os caculos das taxas de fluxo dos fermentadores sdo apresentados de acordo com
Stern e Endres, (1991).

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

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

% TDL = filtrado (ml/h) + transbordado (ml/h) x 100
volume do frasco do fermentador

%TDS= transbordado (mi/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 Organica (DAMO):%

DAMO= g MO dieta — g MO efluente x 100
g MO dieta

Digestibilidade verdadeira da Materia Orgénica (DVMO):%

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

Producdo g MS bacteriana= g efluente N bacteriano
% N bacteriano (base na MS)

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

Nitrogénio (N) Total ingerido (NTI):g

NTI= (g N dietetico) + (g N ureico infundido via saliva artificial)
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Infusdo de Nitrogénio Ureico/Dia (NUI):g
NUI=(g ureia/L de saliva) x (volume de saliva infundido, em litros) x (% de N
na ureia*)

* Utilizar nimeros decimais. Ex.: 0,4672

Efluente Total de Nitrogénio (ETN): g
ETN= (% N efluente) x (g total efluente/dia)

Nitrogénio 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 Nitrogénio Ndo Amoniacal (ENNA): g
ENNA= (g efluente total de N) — (g efluente n amoniacal)

Nitrogénio Bacteriano no Efluente Total de Nitrogénio (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



27

END= (g efluente ENNA) — (g efluente N bacteriano)

Degradacéo Proteina Bruta (DPB): %

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

Eficiéncia 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 acidos 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 Nao Estrutural Total (DCNET): %

DCNET= g CNET ingerido — g CNET efluente x 100
g CNET ingerido
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CAPITULO 3 - EXTRATO BRUTO DE PTERODON EMARGINATUS
VOGEL (SUCUPIRA) COMO MANIPULADOR DA FERMENTACAO
MICROBIANA RUMINAL: DIGESTIBILIDADE IN VITRO EM
SISTEMA DE CULTURA CONTINUO DE DUPLO FLUXO

INTRODUCAO

Um dos mais bem sucedido exemplo de como a manipulacdo de fermentacéao
ruminal contribui para o aumento do desempenho animal foi o uso de iondforos, porém
cresce a preocupacdo dos consumidores, havendo receio de se consumir alimentos
produzidos com antibidticos.

Com o propdsito de substituir os iondforos, os extratos de plantas tém sido
amplamente estudados, ja que alguns paises tém proibido o emprego destes produtos como
promotores de crescimento.

O Cerrado é rico em espécies de plantas com valor fitoterapico. No entanto, séo
escassos 0s estudos voltados para a identificacdo de plantas Uteis deste bioma,
principalmente como produtos destinados a animais.

A composicdo bioldgica destas espécies as fazem Uteis a serem empregadas na
nutricdo animal. A identificacdo da dose adequada ¢ um desafio e o desconhecimento do
efeito dessas espécies de plantas no animal faz-se necessario.

Sistemas de alimentacdo modernos e eficientes precisam ser fundamentados em
mecanismos que determinam a resposta dos animais aos nutrientes, lidando com aspectos
quantitativos da digestdo e do metabolismo do ruminante (MERTENS, 2005). Estudos da
concentragédo e digestibilidade dos componentes dos alimentos sdo essenciais para adotar
praticas de alimentacdo eficazes, mas estes estudos exigem recursos consideraveis em
termos de trabalho, alimentacdo, animais e tempo. E consenso que, para a descricio
quantitativa apropriada dos processos digestivos e metabdlicos, sdo necessarios dados
bioldgicos que podem ser obtidos usando técnicas in vitro (MOULD et al., 2005),
precedentes ou em substituicdo aos ensaios in vivo e in situ.

Com o0 objetivo de avaliar o efeito de doses do estrato bruto de Sucupira na
fermentagdo ruminal propds se a aplicagdo e avaliacdo de um sistema de cultura de fluxo

continuo na realizacdo do estudo in vitro.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local

A extracdo do bioproduto, extrato bruto de  Pterodon emarginatus Vogel
(Sucupira) e seu processamento foram realizados no Laboratério de Farmacologia de
Produtos Naturais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goias
(UFG).

O ensaio de digestibilidade in vitro em cultura continua de fuxo duplo foi
realizado no departamento de Producdo Animal (DPA) da Escola de Veterinéria e Zootecnia
(EVZ) da UFG.

2.2 Tratamentos e dietas experimentais

Os tratamentos foram constituidos 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 Sddica (30 ppm).

A dieta experimental foi formulada com o auxilio do programa NRC (2001),
para atender os requerimentos nutricionais de uma vaca em lactacdo, com 600 Kg de peso
vivo (PV) e com producdo diaria de 30 kg de leite. A composi¢do bromatologica dos
ingredientes utilizados estdo demonstrados na TABELA 2. A silagem de sorgo, ap0s seca
em estufa de ventilacdo forcada a 55°C, o milho e o farelo de soja foram moidos em peneira
de 2mm.

Devido a consisténcia oleosa do extrato bruto de Sucupira utilizou-se o0s
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 - Proporcéo dos ingredientes das dietas experimentais.

Tratamentos
Componentes, %MS

MON 0% 0,06% 0,12% 0,24%
Silagem de sorgo 35,66 35,66 35,66 35,66 35,66
Milho gréo 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 Sédica 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00

*Niveis 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, 1=182mg/Kg, Mn=1500mg/Kg, Se=30mg/Kg, Zn=4500mg/Kg e
F=900mg/Kg.

TABELA 2 — Analises bromatoldgicas dos ingredientes experimentais.

Ingredientes MS, % PB, % FDN, % FDA, %
Silagem de sorgo 93,73 6,04 49,56 25,71
Milho gréo 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 Periodo Experimental

O periodo experimental teve duracdo de 80 dias entre os meses de fevereiro a
abril de 2014. O ensaio foi sub-dividido em dois sub-periodos 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 Continuo

Para o desenvolvimento do ensaio in vitro de fermentagdo ruminal em sistema
de cultura de fluxo continuo utilizou-se metodologia proposta por Hoover et al.,(1976) e
modificagdes 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 ndo

diluido colhido de quatro bovinos machos da raca Nelore canulados no rdmen, que
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receberam dieta com a mesma proporcdo volumo:concentrado das dietas experimentais
durante 14 dias antes da colheita do fluido ruminal.

As dietas experimentais eram fornecidas diariamente, divididas em trés
refeicbes 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 (39°C) através de sistema de
paredes duplas de vidros nos frascos dos fermentadores por onde passava agua quente
corrente e 0 pH era controlado para permanecer no intervalo de 6,38 — 6,42 através da infusdo
automatica de solugdes de acido cloridrico (HCI) 3N e hidroxido de sodio (NaOH) 5N.

As medias do pH e da temperatura sdo demostradas na TABELA 3. Os
resultados demonstram que o objetivo de manter o pH constante entre 6,38-6,42 foi
alcancado e a temperatura media ficou préxima do objetivo de 39°C, ndo havendo diferecas

entre as medias.

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

Variavel 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
T°C 38,41 38,20 38,33 38,35 38,40 0,0144  0,8457

EPM= erro padrdo da media

A condicdo de anaerobiose era mantida pela infusdo continua de gas nitrogénio
(N2) a uma taxa aproximada de 40ml/min. A solucdo tampdo 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 nitrogénio (N), o fluxo de entrada de saliva artificial era
de 10%/h do volume do fermentador. sendo que a infusdo da saliva artificial também possuia
a funcdo de manter o fluxo continuo de saida da fracao solida e a fracdo liquida saia através
da succéo e filtagem.

As taxas de diluicio dos fermentadores eram mantidas em condig¢fes constantes
de 5%/h para a fracéo liquida, que era realizada pelo filtro interno ao fermentador acoplado
a uma bomba peristéltica e 5%/h para a fragdo solida, 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 periodo experimental consistia de oito dias, sendo cinco dias de adaptacdo e
trés dias de coletas. Durante a adaptacéo regulava-se o fluxo de saida da fracdo solida e da
fracdo liquida para 5%/h e descartava-se o contetdo recolhido diariamante. Durante os dias
de coleta a fracdo solida e fragdo liquida do conteudo recolhido foram mantidos em ambiente
com teparatura de 4°C para retardar ou paralisar o crescimento microbiano.

No final de cada dia do periodo de coleta, estando os fluxos, da fracao solida e
da fracdo liquida, dentro do intervalo de 5%/h, com margem de erro aceitavel de 10%, colhia
se 0 material de cada fermentador (fracdo solida e fracdo liquida) que eram misturados,
homogeneizados por um minuto com auxilio de um homogenizador elétrico e uma amostra
de 500 ml era coletada por aspiracdo, sendo que no final dos trés 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 realizacéo de analises de proteina bruta
(PB), nitrogénio amonical (NH3) e acidos graxos volateis (AGCC). Trés subamostras de
aproximadamente 200g cada, eram congeladas em recepitentes metalicos e secas em

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

2.6 Andlises Laboratoriais

As andlises bromatoldgicas foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal
(LANA) do Departamento de Producdo da Escola de Veterindria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias.

Os ingredientes da dieta e do filtrado dos fermentadores foram analisados para
determinacdo de matéria seca (MS), matéria organica (MQ), extrato etéreo (EE); proteina
bruta (PB), segundo AOAC (1990). As andlises de FDN e FDA foram realizadas segundo a
metodologia sequencial descrita por CAMPOS et al. (2004) e com adicdo de amilase
termoestavel.

A digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA foram calculadas pela diferenga entre
a quantidade fornecida e a quantidade contida na amostra da mistura do substrado extraido
nos trés 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 analises das concentragoes de AGCC’s foram realizadas no Laboratorio de
Nutricdo Animal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ), Piracicaba-
SP e as concentragdes de AGCC’s foram determinadas por cromatografia gasosa de acordo
com metodologia descrita por JOUANY (1982).

2.7 Delineamento experimental e andlises estatisticas

O delineamento experimental realizado foi em blocos inteiramente casualizados
com quatro repetigdes e cinco tratamentos. Os tratamentos foram sorteados aleatoriamente

entre os cinco fermentadores de cada bloco.
Empregou-se o seguinte modelo de analise estatistica:
Yig= PG+ B+ e
Em que:
Yij: € o valor observado;
W: média geral;
ti : € o efeito do tratamento i;
Bj: é o efeito do bloco j;
eij: € 0 erro experimental.

As médias de todas as varidveis avaliadas entre todos os tratamentos foram
comparadas pelo teste Tukey nivel de significancia 5% e as médias entre os tratamentos
referentes as doses do extrato bruto de Sucupira foram submetidos a analise de regressao

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

3.1 Extrato bruto de Sucupira

A constituicdo quimica do dleo essencial dos frutos de P. emarginatus tanto do
processo de extracao por hidrodestilacdo em aparato tipo Clevenger quanto do processo de
extracao por arraste a vapor esta descrita na TABELA 4.

O o6leo de Sucupira é constituido de monoterpenos, diterpenos e principalmente
sesquiterpenos, os quais conferem atividade bioldgica 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 obtencdo do 6leo essencial dos frutos de
sucupira foi de 1,66% em relacdo a massa inicial através do processo de hidrodestilacdo em
aparato tipo Clevenger e de 1,06% no equipamento de arraste a vapor. O perfil quimico do
o0leo essencial foi composto apenas por compostos sesquiterpénicos sendo que do total, de
acordo com a média entre os dois processos extrativos 70,73% sdo hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e 27,84% sao sesquiterpenos oxigenados. Os compostos nao identificados
somaram 1,52%. Os constituintes majoritarios foram B—cariofileno (20,30%), p—elemeno
(16,58%), espatulenol (13,79%), dauca-5,8-dieno (9,81%), 6xido de cariofileno (8,33%),
a—copaeno (4,74%) e o~humuleno (4,63%) (FIGURA 6). Os resultados da analise

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

TABELA 4 - Composicao quimica do 6leo essencial dos frutos de P. emarginatus.

Constituinte Processo de extracao
Hidrodestilagado Arraste a vapor
(%) Relativa no OE (%) Relativa no OE
N&o Identificados 0,81 2,24
Hidrocarbonetos esquiterpénicos 62,64 78,62

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

TABELA 5 — Resultados da analise centesimal das sementes de P. emarginatus.

Analise Resultado
Teor de Umidade (%) 6,08
Cinzas (%) 0,64
Lipidios (%) 22,85
Proteinas (%) 2,96
Carboidratos (%) 64,34
Valor total calérico (Kcal/ 1009) 506,40

3.2 Digestibilidade

A digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA séo demostradas na TABELA 6.
Houve diferenca (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 a¢do antibidtica dos compostos do extrato que promoveram a
selecdo de microorganismos, proporcionando um ambiente ruminal favoravel ao grupo de
microrganismos, modulando a fermantag&o ruminal que ocasionou no aumento na DMS e
DMO. Néo se observou diferencas (P>0,05) na digestibilidade da FDN e FDA.
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TABELA 6 - Digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA.
Tratamento

MON CON 0,06% 0,12% 0,24% EPM P valor
Dig. MS, % 39,92b  4157b  44,68ab  46,66ab 48,96a 1,56 0,0092
Dig. MO, % 26,04c  29,85bc  32,54ab 32,50ab 34,79 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 32,99 511 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 padrdo da media. Numeros seguidos de letras minusculas diferentes nas linhas diferem-se pelo
teste Tukey nivel de significancia 5%.

Variavel

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 quadrétrico (Q) da Dig. MS, Dig. MO,
Dig. FDN e Dig. FDA com diferentes doses do extrato bruto de sucupira.

Variavel Tratamento Efeito (P valor)
CON 0,06% 0,12% 0,24% L Q

Dig. MS, % 41,57 44,68 46,66 48,96 0,003! 0,410
Dig. MO, % 29,85 32,54 32,50 34,79 0,009? 0,608
Dig. FDN, % 24,77 33,64 31,18 42,74 0,005° 0,948
Dig. FDA, % 17,09 26,03 18,59 32,99 0,050* 0,611
Dig. MS=digstibilidade aparente da MS; Dig. MO=digstibilidade aparente da MO; Dig. FDN=digestibilidade da
FDN; Dig. FDA=digestibilidade daFDA,; Dig. ! y = 29.613x + 42.356

(R2 = 0.4238); 2y = 18.6x + 30.469 (R? = 0.3524); 3y = 67.362x + 26.005 (R? = 0.3901); ¢ y = 56.058x+ 17.787
(R2 = 0.1819).
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Dose Extrato Bruto da Sucupira, % MS

Figura 7. Regressdo entre a digestibilidade da MS e as doses do extrato bruto de Sucupira.
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Resultados que ndo 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 relacdo
volumoso:concentrado de 50:50, observou uma diminuicdo da digestibilidade da materia
seca com 0 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 descri¢cdo da cinética de degradacdo ruminal da matéria
seca (MS) da dieta experimental uma relagdo 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 adicdo de 30, 300 e 3.000 mg /L de 6leo bruto de sucupira ndo alterou nenhum dos
parametros avaliados. No entanto, a fracdo indegradavel tendeu a aumentar (P=0,08) com
adicdo da dose 3.000 ppm.

Tekippe et. al., (2013) conduziram trés experimentos para avaliar os efeitos da
adicdo de 6leo essencial a base de eugenol e cinnamaldehyde (525mg/dia), na fermentacao
ruminal, digestibilidade, emisséo de gases, perdas de N e desempenho de vacas leiteiras. Nos
parametros produtivos ndo houve diferencas no CMS, producéo de leite e na composicéo do
leite, em excec¢do do nitrogénio uréico no leite (NUL) cuja concentracao foi maior no leite
das vacas que receberam tratamento com éleo essencial comparado com o controle (9,5 e
8,3mg/dL).

Neste mesmo estudo ndo foram observadas diferencas no pH ruminal,
concentracdo total de AGCC e contagem de protozoarios, porém observaram diferenca
(P<0,001) na concentracdo de N-NH3 ruminal de vacas que receberam o tratamento com
6leo essencial comparadas com o grupo controle (9,8 e 6,0 mg/dL) ), respectivamente.

Em relacdo a digestibilidade da MS, MO e FDA os autores relatam que ndo
foram afetados pelo tratamento porém a digestibilidade da FDN foi maior (P<0,05) para o
grupo de animais que receberam tratamento com 6leo essencial comparados com o controle
(37,4 e 34,3%). Os autores concluiram que de modo geral, os resultados dos estudos indicam
efeitos marginais com o uso do 6leo essencial testado na dose de 525mg/dia na fermentacédo
ruminal e mostram um aumento consistente na digestibilidade da FDN, o que n&o corroborou
com trabalho realizado, pois ndo se observou diferencas 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 metabdlitos secundarios de plantas do
cerrado brasileiro (barbatimdo 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), concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) e &cidos graxos
de cadeia curta (AGCC), sendo as doses avaliadas foram 0 (TC), 100, 200, 300, 400 e 600
mg/L de solucéo para barbatiméo (B100, B200, B300, B400 e B600) e para sucupira (S100,
S200, S300, S400 e S600).

O autor ndo observou efeito dos tratamentos sobre a digestibilidade in vitro MS
0 que ndo corroborou com o presente trabalho onde a dose 0,24% ocasionou um aumento na
digestibilidade da MS e MO em relacdo aos tratamentos controle e monensina.

O autor concluiu que mais estudos devem ser realizados para elucidar os efeitos
desses extratos sobre os parametros de fermentacdo ruminal devido a inconsisténcia 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 Cinamaldeido reduziram o desaparecimento da MS. Segundo
Souza (2013) compostos isolados de Oleos essenciais (OE) mostraram ser capazes de
influenciar a degradalibildade ruminal da MS.

Macheboeuf et all, (2008) avaliaram os efeitos de cinco fontes de Gleos
essenciais (Thymus vulgaris, Origanum vulgare, timol de O. vulgare, Cinnamomum verum,
e Anethum graveolens) e trés constituintes puros (thymol, carvacrol e cinnamaldehyde) na
resposta do ecossistema microbiano do rimen in vitro. Os autores avaliaram a concentracao
de AGCC, aménia e gases. Concluiram que os tratamentos com as concentra¢fes mais baixas
de 6leos essenciais podem ser usados como aditivos para manipular a fermentacdo no rimen
e diminuir a degradacdo da proteina ruminal, sem efeitos adversos no metabolismo

energético.

3.3 Acidos graxos de cadeia curta

As concentracdes dos acidos graxos de cadeia curta acido acético (C2), acido
propidnico (C3) e acido butirico (C4), relacdo entre os acidos C2 e C3 (C2/C3) e a
concentracgéo total estdo demonstradas na TABELA 8. A concentragdo do C2 foi afetada

pelos tratamentos, observando diminuigdo da concentracdo para o tratamento 0,24%
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comparado com o trataemnto controle. O mesmo ocorreu com a relagdo C2/C3, onde o
tratamento 0,24% ocasionou uma menor relacdo comparado com 0s tratamentos controle e
0,06%. Uma provavel explicacdo para o ocorrido seria o efeito deleterio dos componentes
do extrato bruto de sucupira sobre as bacterias celuloliticas, as quais sdo responsaveis pela

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

TABELA 8 — Concentragdes dos AGCC e relagdo C2/C3.
Tratamento

MON CON  0,06% 0,12%  0,24% EPM P valor
C2, mMol/mL 37,43  46,61* 40,51 36,21®®  29,03" 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 1,93% 2,162 2,122 1,812 1,55° 0,11 0,01
Total, mmoimL 76,49 91,07 83,20 77,97 66,92 5,95 0,13

C2; C3; C4; C2:C3; Total AGCC. EPM=Erro padrdo da media. Numeros seguidos de letras mindsculas
diferentes nas linhas diferem-se pelo teste Tukey nivel de significancia 5%.

Variavel

As concentracdes de C2 e a relacdo C2/C3 foram afetados pelas doses do extrato
de Sucupira. O aumento dos niveis de extrato acarretou em menores concentragdes de C2 e
menor relacdo C2/C3. Resultados benéficos ao metabolismo energético ruminal, pois as
rotas metabdlicas para a producdo de C2 também favorecem a produzir mais gas metano o
que acarreta perda energética. Porem com o aumento dos niveis de extrato também
ocasionou menor concentragdo total dos AGCC (TABELA 9) e (FIGURA 8).

Com o aumento da dose do extrato ocorreu reducdo da concentragédo de acetato,
supostamente devido a atividade inibitoria sobre bactérias gram positivas, que em sua
maioria sdo produtoras de acetato (RUSSEL & STROBEL,1989). Entretanto, a inclusao do
bioproduto ndo favoreceu a producgéo de propionato.

Quando o ambiente ruminal favorece a producao de propionato, atribui-se a uma
fermentacdo energeticamente mais eficiente. Na formacdo de acetato ocorre liberacdo de
CO2 (dioxido de carbono) no meio, estando sujeito a formacdo de metano (CO4), que
representa perdas de energia para o animal, enquanto que na formacdo do propionato
nenhum CO2 é liberado (KOZLOSKI, 2011).
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TABELA 9 — Media, efeitos de ordem linear (L) e quadratrico das concentragdes
AGCC e relagdo C2/C3 com diferentes doses do extrato bruto de sucupira.

Variavel Tratamento Efeito (P valor)
CON 0,06% 0,12% 0,24% L Q
C2, mMol/mL 46,61 40,51 36,21 29,03 0,001% 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 <0,001? 0,950
Total, mMolimL 91,07 83,20 77,97 66,92 0,0118 0,846
C2; C3; C4; C2:C3; Total AGCC. ly = -71.577x + 45.608 (R2 = 0.4844); 2y = -2.7043x + 2.1975
(R2=0.232); 3y = -100.5x + 85.138 (R? = 0.334).
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Figura 8. Regressdo entre a producdo 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 relacdo volumoso:concentrado de 10:90, tambem encontrou diferencas na
concentracéo total de AGCC e na concentracao 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 relagcdo C2/C3 tambem foi afetado pelos tratamentos observando uma
menor relacdo para o tratamento 3000ppm.

Segunda a autora apesar da observada influencia na concentracdo AGCC totais
com as doses 30 e 300 ppm, pode-se supor que, nestas doses 0 6leo bruto de Sucupira
apresentou baixa ou nenhuma seletividade sobre bactérias, vista a ndo reducdo da relacdo

C2/C3. A reducdo da concentracdo de acetato indica que a adicdo 3.000 ppm de 6leo bruto
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de Sucupira tive supostamente atividade inibitoria sobre bactérias gram positivas, que em
sua maioria sdo produtoras de acetato e aménia (RUSSEL & STROBEL,1989). Entretanto,
a inclusao do bioproduto ndo favoreceu a producéo 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 relagdo volumoso:concentrado de 50:50, ndo encontrou
diferencas nas concentragdes dos AGCC e na proporcdo molar C2/C3.

A autora relata que a alta viscosidade do 06leo extraido dos frutos da Sucupira
pode ter dificultado sua interacdo com o meio de incubagdo, ou mesmo 0 processo de
colonizacdo do substrado pelos microgarnismos, acarretando a ausencia de efeitos sobre os
produtos da fermentacéo da dieta.

A dificultade de se trabalhar com o extrato bruto de Sucupira, no corrente estudo,
foi resolvido com a producdo 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 continuo 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 fermentacdo 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 concentracéo total de AGCC foi afetada (P<0,05) pelo
tratamento MON10, aumentando a concentracdo total de AGCC comparados com o controle
(104,4 e 87,AmM). A concentracdo de acetato foi diminuida (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 proporcao 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%) 0 que acarretou na menor
relagdo 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 concentragcdo de acetato e
relacao C2:C3 corroboram que os apresentados com 0 uso do extrato de Sucupira o0 que
indica uma acdo de extratos vegetais sobre a fermentacao de bacterias celuloticas.

CASTILLEJOS et al. (2006) avaliaram as doses 5, 50, 500 e 5000 mg/L de 6leo
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 proporgéao
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volumoso:concentrado 60:40. Os efeitos observados foram dependentes das doses
utilizadas. A dose 5000 mg/L reduziu a concentragdo total de AGCC, consequentemente
maior pH ruminal em comparacéo ao tratamento controle (sem aditivo). A dose de 500 mg/L
de Timol reduziu a concentragdo total de AGV (—28,5%), a propor¢do de propionato
(—18,4%), a concentracdo de N-NH3 (—31,9%) e de acidos graxos de cadeia ramificada
(—41,7%), houve aumento na propor¢do de acetato (+1,8%), a relagdo acetato:propionato
(+35,5%) e o pH ruminal (+6,3%). A reducdo na concentracdao de acidos graxos de cadeia
ramificada e N-NH3 é consistente com a inibicao do processo de deaminacéo.

Segundo Cardozo et al., (2005) o dleo de canela e seu principal componente, 0
cinamaldeido, aumentam a relagdo acetato/propionato em meio de incubagdo com pH 7,0 e
em meio com pH 5,5 causa reducdo na relacéo acetato/propionato. Sendo que a influéncia
do meio externo, pode-se modular o efeito dos dleos essenciais pelo pH do meio. Sendo
assim, racOes 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 niveis de 4225, 850, e 1700 mg/L de fluido
ruminal tamponado Araujo (2010), relatou que o 6leo essencial destas plantas alterou a
fermentacgdo ruminal, diminuindo a relagdo C2/C3 e producédo 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 producdo de propionato e tendencia em
diminuir a concentracdo de acetato (GIANNENAS et al., 2011).
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4 CONCLUSAO

Os resultados do estudo in vitro demonstram que a adi¢ao 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 Sodica, sem
efeitos na DFN e DFA e afetou o perfil dos AGCC com a diminui¢do da concentracdo do
C2 para o tratamento 0,24% assim como a diminuicao da relagdo C2/C3, sendo o efeito do

extrato dose dependente.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de Pterodon emarginatus Vogel (Sucupira) tem potencial de modular
a fermentacdo ruminal devido o seu efeito nos microrganismos ruminais, podendo ser usado
como aditivo para manipular a fermentacdo no ramen e ser um provavel substituto da
monensina sédica, porém mais estudos devem ser realizados para elucidar e responder as
duvidas referentes a utilizagdo destas substancias, como esclarecer os efeitos desses produtos
sobre 0s microrganismos ruminais, seus efeitos no metabolismo animal, nos parametros de
fermentacao 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
Continuo mostrou ser uma importante metodologia alternativa e de precisdo para o estudo
de digestibilidade ruminal. Consegui-se proporcionar condi¢fes necessarias, como
temperatura, pH, umidade e substrato, para a fermentacdo microbiana durante o tempo
necessario a realizacdo dos ensaios.

Foi atingido o objetivo de equipar o Laboratério de Nutricdo Animal da EVZ-
UFG com sistema capaz de simular a digestdo microbiana ruminal e que sirva de suporte

técnico-cientifico a Rede Multidisciplinar Pro-Cento-Oeste.
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