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

FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO COM ADICAO DE EXTRATOS DE
PLANTAS DO CERRADO

Barbara Juliana Martins Lemos

Orientador: Prof. Dr. Juliano José de Resende Fernandes

GOIANIA
2013



o
o

UFG sistema de

Termo de Ciéncia e de Autorizagao para Disponibilizar as Teses e Dissertagées Eletronicas (TE-
DE) na Biblioteca Digital da UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias—UFG a
disponibilizar gratuitamente atraves da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacoes — BDTD/UFG, sem
ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissoes
assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressao e/ou download, a titulo de divulgagao da produgao
cientifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificagdao do material bibliografico: Dissertagao ] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertagao
Autor: Barbara Juliana Martins Lemos E-mail: barbara.lemos@zootecnista.com.br
Seu e-mail pode ser disponibilizado na pagina? [ ] Sim Nao
Vinculo Empregaticio do autor: Agéncia de fomento:
Pais: Brasil UF:Goias CNPJ: Sigla: i :
Titulo: FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO COM ADICAO DE EXTRATOS DE PLANTAS DO

CERRADO  Palavras-chave: aditivos antimicrobianos, Barbatimdo, produtos
fitogénicos, Copaiba, Pacari, Sucupira .-

Titulo em outra lingua: In vitro ruminal fermentation with addition of extracts from
Cerrado plants

Palavras-chave em outra lingua: antimicrobial additives, Barbatimao, Copaiba, Pacari,
phytogenic products, Sucupira

Area de concentragdo: Produgdao Animal Data defesa: (dd/mm/aaaa) 01/03 /2013
Programa de Pés-Graduagdo:Ciéncia Animal

Orientador(a):Juliano José de Resende Fernandes E-mail: juliano@vet.ufg.br
Co-orientador(1): Emmanuel Arnhold E-mail: emmanuelarnhold@yahoo.com.br

Co-orientador(2): Edemilson Cardoso da Conceicao E-mail:
farmacotecnicaufg@yahoo.com.br

3. Informagoes de acesso ao documento:

Liberagao para disponibilizagao?’ total (] parcial
Em caso de disponibilizagao parcial, assinale as permissoes:
[ ] Capitulos. Especifique:

[ ] Outras restrigdes:

Havendo concordancia com a disponibilizagao eletrénica, torna-se imprescindivel o envio do(s)
arquivo(s) em formato digital PDF ou DOC da tese ou dissertagao.
O Sistema da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes garante aos autores, que 0s arquivos contendo
eletronicamente as teses e ou dissertagoes, antes de sua disponibilizagao, receberao procedimentos de
seguranga, criptografia (para ndo permitir copia e extragdo de contetdo, permitindo apenas impressao
fraca) usando o padrao do Acrobat.

Goiania 22 de abril de 2013

L\

(’g\cw\&ﬁ&/\o; ]fm\\x.m\o\ Ww\jﬂw) V‘XQMH&)

Assinatura do(a) autor(a)

1 5 @ y < g s =
Em caso de restri¢do. esta podera ser mantida por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo
suscita justificativa junto a coordenacao do curso. Todo resumo e metadados ficarao sempre disponmibilizados.



BARBARA JULIANA MARTINS LEMOS

FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO COM ADICAO DE EXTRATOS DE
PLANTAS DO CERRADO

Dissertacdo apresentada para a
obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncia Animal junto a Escola de
Veterinaria e Zootecnia  da
Universidade Federal de Goias.

Area de Concentrag&o:
Producéo Animal

Linha de pesquisa:

Metabolismo nutricional, alimentacao e forragicultura na producéo animal

Orientador:

Prof. Dr. Juliano José de Resende Fernandes - UFG

Comité de orientacao:
Prof. Dr. Emmanuel Arnhold - UFG
Prof. Dr. Edemilson Cardoso da Conceicédo - UFG

GOIANIA

2013



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP)
GPT/BC/UFG

L557f

Lemos, Barbara Juliana Martins.

Fermentacdo ruminal in vitro com adicdo de extratos de
plantas do Cerrado [manuscrito] / Barbara Juliana Martins Lemos.
—2013.

xv, 57 f. :il., figs, tabs.

Orientador: Prof. Dr. Juliano José de Resende Fernandes;
Coorientadores: Prof. Dr. Emmanuel
Arnhold; Prof. Dr. Edemilson Cardoso da Conceicao.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Goiés, Escola de
Veterinaria e Zootecnia, 2013.
Bibliografia.
Inclui lista de figuras, abreviaturas, siglas e tabelas. Apéndices.

1. Fermentagdo ruminal — Adicdo de extratos. 2. Aditivos
antimicrobianos. 3. Produtos fitogénicos. I. Titulo.

CDU: 591.133.2(213.54)




BARBARA JULIANA MARTINS LEMOS

Dissertacdo defendida e aprovada em 01 de marco de 2013, pela seguinte Banca

Examinadora:

-

Prof. Dn. Juliano
(O

/JC L o

Prof. Dr F{afael Canonenco de Araujo — Iniciativa#rivada

€ de Resende Fernandes
NTADOR (A))

/ =
Prof. Dr. Reinaldo Cunha de Oliveira Junior - UEGGO




Ao Sagrado Coracao de Jesus, ao Imaculado Coracédo de Maria

e a minha familia,

DEDICO.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a DEUS, a todas as pessoas e instituicdes que direta ou
indiretamente contribuiram para a construcéo deste trabalho, em especial:

bY

A Universidade Federal de Goias, particularmente a Escola de
Veterinaria e Zootecnia, pela possibilidade de estudar e conduzir meus trabalhos
em um ambiente agradavel e muito construtivo.

Aos docentes do Programa de Pés Graduacao em Ciéncia Animal, com
admiracdo especial aos professores Milton Luiz Moreira Lima, Eliane Sayuri
Miyagi e Heloisa Helena de Carvalho Mello por compartilharem seu vasto

conhecimento sem restricdes.

Ao professor Dr. Juliano José de Resende Fernandes, meu orientador,
pela oportunidade, pelo animo, pela confianca e pelo direcionamento.

Aos professores Dr. Emmanuel Arnhold e Dr. Edemilson Cardoso da
Conceicédo, meus co-orientadores, por fomentar meu interesse pela pesquisa e

pelo apoio fundamental na execucao deste trabalho.

Ao professor Reginaldo Nassar, a Cristine Cysneiros, Fabiola Alves

Lino e ao Marcos Biehl pela colaboracéo nas analises laboratoriais.
Ao Victor Rezende Moreira Couto pela contribuicdo intelectual.

Aos estagiarios Marcos da Silva Lima, Marcelo da Silva Lima, Marcelo
Henrique dos Santos, Jéssika Carneiro Pimenta, Pamella Alves Correia, Anténio

Rafael Guimaraes e demais, pelo esforco sem medidas.

A todos os colegas académicos pelo companheirismo e colaboracgéo,

sintam-se agradecidos na pessoa de Flavia Martins de Souza.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —

CAPES, pela concesséao da bolsa de estudos.

Aos membros da banca examinadora pela atencdo dispensada na

avaliacdo dessa dissertacao.

A minha familia e amigos, especialmente minha maméae Janeir Martins

Carvalho, pela motivacao, carinho e afeto.

Muito obrigada!



“Cada qual use o DOM recebido a servigo dos outros, como bons administradores
da multiforme Graga de DEUS.”

(I Pd, 4:10)



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ... et IX
L S 1 11V [ P X
AB S T R A T e e Xi
L INTRODUGAOD ...ttt 1
2 REVISAO DA LITERATURA ..ot 2
2.1 Aditivos Fitogénicos e a Fermentagao Microbiana Ruminal ............................. 2
2.1.1 SAPONINGS ...coeeeeeeeeee e 3
P20 I 1= 11 1 1 S 4
2.1.3 OlE0S ESSEINCIAUS ......veveeeeeieeeeeeiteeee e eeeete e e eee st e ete e e e ete e e ateaeeeteaneeeeeareeaes 8
2.2 Aditivos Extraidos de Plantas do Cerrado..........ccceeeeveeeiiiieiiiiiiiee e 10
p N R = L (o J o Lo = (o o S 11
2.2.2 Extrato de Barbatima80..........ccoovvveiiiiiii e 11
2.2.3 Oleoresina de COPaIDA...........ccccvevrieiiceee e 12
2.2.4 OlE0 € SUCUPITA......vecveiveiereeeeteeteeteeteeteeteeteeeetesteete e e eteeteetestestesrestesteeteeae s 13
2.3 Fermentacdo RUMINal IN VItrO.........uvueiiiii i 14
3 MATERIAL E METODOS .....ooiiieeieceeeeeeeeee ettt 16
3.1 Local e Periodo Experimental ..........cccoooooeiiiiiiiiiiiiie e 16
3.2 Tratamentos e Delineamento Experimental .............cccvvveiiiiiiiiiiiccev e, 16
3.3 Dieta Experimental e Preparo do Substrato .............ccceevvviviiiiiiicceveceiin, 17
3.4 Coleta e Preparo do Fluido Ruminal.............c.ouiiiiiiiiiiiiicce e 17
3.5 Condictes da INCubACAO0 IN VitrO.......coiiieeeiiiieiiiic e 18
3.6 Degradabilidade IN VIO ........ccooiiiiiiiic e 19
3.7 Digestibilidade Verdadeira..............ceeiiiiieiiiiieiiee e 20
3.8 ANAliSES LabOratOriaiS ......cccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeee ettt 20
3.9 ANAIISE EStAliSHCA ...eiviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 21
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........cciiiitectectecte ettt 22
= (o 0 (= = Tox L PP 22
4.2 Extrato de BarbatiMa80...........euuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
4.3 Oleoresing de COPAIDA...........c.ccvieeee ettt 31
4.4 OlE0 U8 SUCUPITAL......eeieeeeee ettt e e e e e et e e ee s e eeeeee s 36
5 CONCLUSAO. ...ttt s e s 40

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt e, 41



AGCC
C

Cs

Cs
CHgy
CO,
DIVMS
EE
EPM
FDA
FDN
MM
MS

N-NH3
PB

pH
TNT
V.C

LISTA DE ABREVIATURAS
acidos graxos de cadeia curta
acido acético
acido propibénico
acido butirico
Metano
gas carbbnico
digestibilidade in vitro da matéria seca
extrato etéreo
erro padréo da média
fibra em detergente acido
fibra em detergente neutro
matéria mineral
matéria seca
Nitrogénio
nitrogénio amoniacal
proteina bruta
potencial hidrogenidnico
tecido néo tecido

volumoso : concentrado



RESUMO

Metabdlitos secundarios de plantas podem alterar o crescimento e metabolismo
dos microrganismos ruminais. Sistemas in vitro tem sido muito utilizados nas
pesquisas iniciais com aditivos fitogénicos. Objetivou-se avaliar a fermentacao
microbiana ruminal in vitro com adicdo de produtos extraidos de plantas do
Cerrado. Foram conduzidos quatro ensaios independentes em fermentador TE-
150, para avaliacdo de quatro doses (0, 30, 300 e 3.000 mg/L) de aditivos
extraidos de Pacari, Barbatimdo, Copaiba e Sucupira. A dieta (50:50, V:C) foi
incubada durante 3, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. O delineamento experimental foi
em blocos casualizados, cada uma das quatro incubacdes foi considerada um
bloco. No ensaio com extrato seco obtido da casca do caule de Pacari (27,5% de
taninos totais, principalmente taninos hidrolisaveis) a adicdo de 3.000 mg/L
demonstrou potencial antimicrobiano, evidenciado por redugdes (P < 0,05) na
degradacao ruminal da dieta, na DIVMS e das concentracdes de N-NH3z e AGCC.
No segundo ensaio 0 extrato seco de Barbatimdo (52,2% de taninos totais, rico
em taninos condensados) apresentou um acentuado efeito antimicrobiano. A dose
3.000 mg/L deste aditivo reduziu (P < 0,05) a degradabilidade ruminal da dieta, a
DIVMS e as concentragdes de N-NH; e AGCC. No terceiro ensaio foi observada
atividade antimicrobiana no ambiente ruminal para a Oleoresina extraida do tronco
da Copaiba (21,31% de B-cariofileno, 6leo essencial). Houve reducdes (P < 0,05)
da fracdo “b” (potencialmente degradavel), degradabilidade potencial e da DIVMS
da dieta com a inclusdo de 3.000 mg/L. As concentracbes de N-NHj3; foram
similares entre as doses 0 e 30 mg/L (126,5 e 120,2 mg/dL), e também entre as
doses 300 e 3.000 mg/L (98,2 e 105,8 mg/dL). As concentracdes de AGCC e o pH
final do in6culo ruminal nao diferiram (P > 0,05). O quarto ensaio trata da
avaliagdo do oleo bruto extraido dos frutos de Sucupira (5,3% de B-cariofileno,
Oleo essencial). Para a fragcao “b” a dose 3.000 mg/L apresentou o menor valor de
degradacéao, seguido da dose 300 mg/L, as doses 0 e 30 mg/L foram similares (P
> 0,05). A degradabilidade potencial foi similar entre as doses 0 e 30 mg/L, e entre
as doses 300 e 3.000 mg/L. A DIVMS da dieta foi 24% menor para a dose 3.000
mg/L em relacdo a 0 mg/L e foi similar entre as doses 0, 30 e 300 mg/L. As
concentragcfes de N-NH3; e AGCC néao foram diferentes (P > 0,05) e o pH final da
dose 3.000 mg/L (P < 0,05) foi mais elevado que os demais. Os aditivos extraidos
de Pacari, Barbatimédo, Copaiba e Sucupira apresentaram efeito antimicrobiano,
sendo potencialmente (teis para manipular a fermentacdo microbiana ruminal.
InvestigacBes de doses entre 300 e 3.000 mg/L devem ser realizadas em estudos
futuros.

Palavras chave: aditivos antimicrobianos, Barbatimdo, produtos fitogénicos,

Copaiba, Pacari, Sucupira
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ABSTRACT

Plant secondary metabolites may alter the growth and metabolism of rumen
microorganisms. In vitro systems have been widely used in early research with
phytogenic additives. The objective was to evaluate in vitro rumen fermentation
with addition of products extracted from Cerrado plants. Four independent trials
were carried on TE-150 incubator, to evaluate four additives doses (0, 30, 300 e
3,000 mg/L) extracted from Pacari, Barbatimdo, Copaiba e Sucupira. The diet
(50:50 concentrate:forage) was incubated during 3, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 hours.
The experimental design used was randomized block, each one of the four
incubations was considered a block. In the first trial, the addition of 3,000 mg/L of
dry extract obtained from the stem bark of Pacari (27,5% of total tannins, mainly
hydrolysable tannins) demonstrated antimicrobial potential, evidenced by
reductions (P < 0.05) in diet ruminal degradability, IVDMD, NHs-N and SCFA
concentrations. In the second trial, the dry extract from Barbatimao (52.2% of total
tannins, rich in condensed tannins) showed a marked antimicrobial effect. The
dose 3,000 mg/L of this additive reduced (P < 0.05) diet ruminal degradability,
IVDMD, NH3-N and SCFA concentrations. In the third trial the oleoresin extracted
from the Copaiba tree trunk (21.31% of B-caryophyllene, essential oil) shows
antimicrobial activity in the rumen environment. There were decreases (P < 0.05)
in the fraction “b” (potentially degradable), potential degradability and diet IVDMD
with inclusion of 3,000 mg/L. The concentrations of NH3-N were similar between
doses 0 and 30 mg/L (126.5 and 120.2 mg/dL), and also between 300 and 3,000
mg/L doses (98.2 and 105.8 mg/dL). The SCFA concentrations and the ruminal pH
were not different (P > 0.05). The fourth trial evaluates the oil extracted from the
fruits of Sucupira (5.3% of B-caryophyllene, essential oil). For fraction "b"
(potentially degradable) the 3,000 mg/L dose had the lowest degradation result
(32.14%), followed by the 300 mg/L dose (47.51%), 0 and 30 mg/L doses were
similar (P > 0.05). The potential degradability was similar between 0 and 30 mg/L,
and also between 300 and 3,000 mg/L. With adittion of 3,000 mg/L the IVDMD of
diet was 24% lower than 0 mg/L and was similar between 0, 30 and 300 mg/L. The
NH3-N and SCFA concentrations were not different (P > 0.05), and the ruminal pH
of the dose 3,000 mg/L (P < 0.05) was higher than the others. The additives
extracted from Pacari, Barbatimdo, Copaiba and Sucupira showed antimicrobial
properties in the rumen environment, being potentially useful to modifier the
microbial fermentation. Investigations of doses between 300 and 3,000 mg/L
should be conducted in future studies.

Keywords: antimicrobial additives, Barbatimdo, Copaiba, Pacari, phytogenic
products, Sucupira



1 INTRODUCAO

Aditivos antimicrobianos reduzem perdas de energia e proteina no
ramen, melhorando o desempenho animal e mitigando os impactos resultantes da
excrecdo de amobnia e metano no ambiente. Entretanto, preocupacdes do
mercado mundial com a seguranca alimentar tendem a restringir seu uso na
alimentacdo animal. Em 2006, devido ao risco da possivel presenca de residuos
antibidticos nos produtos de origem animal, a Unido Europeia proibiu o uso de
antibiéticos como promotores de crescimento, alegando a possibilidade de
selecionar microrganismos resistentes aos antibiéticos usados na medicina
humana (OJEU, 2003).

Desta forma, cresce o interesse cientifico para identificar substancias
fitogénicas com acgéo similar aos aditivos antimicrobianos atualmente usados. Os
vegetais superiores produzem em seu metabolismo secundario compostos
utilizados como defesa contra predacao por microrganismos, insetos e herbivoros
(KAMRA et al., 2006). Estes compostos podem alterar o crescimento e
metabolismo de bactérias, fungos e protozoarios. Na nutricdo de ruminantes se

estudada principalmente as atividades de saponinas, taninos e 0leos essenciais.

Sistemas in vitro sdo amplamente utilizados nas fases iniciais de
pesquisas que objetivam identificar substancias fitogénicas capazes de manipular
a fermentacdo ruminal (ARAUJO 2010; SOLIVA et al., 2011; CASTRO-
MONTOYA et al. 2012). Nestes sistemas, a degradacdo da dieta e os produtos
acumulados constituem um indicativo da atividade fermentativa dos

microrganismos.

Neste estudo foram selecionados produtos de plantas do Cerrado com
propriedades antimicrobianas comprovadas: extratos secos obtidos das cascas do
caule de Pacari (Lafoensia pacari) (PORFIRIO et al., 2009) e Barbatimio
(Stryphnodendron adstringens) (GONCALVES et al., 2005), 6leoresina do caule
da Copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) (PIERI et al., 2012) e éleo dos frutos de
Sucupira (Pterodon emarginatus) (TOLEDO et al., 2011).

Objetivou-se avaliar a fermentacdo microbiana ruminal in vitro com
adicdo desses produtos fitogénicos, a fim de serem posteriormente estudados em

ensaios com fermentador de fluxo continuo e in vivo.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aditivos Fitogénicos e a Fermentagdo Microbiana Ruminal

O uso de aditivos fitogénicos na nutricdo de ruminantes fundamenta-se
em propriedades antioxidante, antinflamatéria, imunoestimulante e antimicrobiana
podendo alterar favoravelmente a fermentacdo ruminal, melhorando o
aproveitamento dos nutrientes (YANG et al., 2007; SOLIVA et al., 2011).

Os critérios para identificar compostos com efeitos positivos na
fermentacdo ruminal envolvem o aumento ou nenhuma mudanca na producao
total de AGCC, associado a mudancgas nas propor¢cdes molares dos mesmos e
também a reducédo ou nenhuma mudanca na concentracao de N-NH3 no ambiente
ruminal. Em dietas com alta densidade energética a concentracdo de N pode ser
limitante para a sintese proteica microbiana. Bactérias que degradam carboidratos
fibrosos utilizam prioritariamente aménia como fonte de N para sintetizar sua
proteinas, enquanto bactérias que fermentam carboidratos ndo fibrosos usam

amonia, aminoacidos e peptideos (KOZLOSKI, 2011).

No rumen, a maior parte das bactérias que produzem amonia, lactato,
C,, C4, CO, e CH4 sado gram positivas. Bactérias gram negativas, geralmente
produzem Cz e consomem lactato. Fungos auxiliam na degradacéo da fibra do
alimento. Protozoarios, apesar de engolfarem bactérias, evitam a rapida queda do
pH em dietas com alto teor de amido. Desta forma, os aditivos fitogénicos podem
agir de forma seletiva sobre popula¢des de microrganismos, alterando a producéo

e as proporcdes dos produtos da fermentacdo dos nutrientes dietéticos.

Muitos estudos dedicam-se ao uso de extratos de plantas como
aditivos para ruminantes, sendo investigada especialmente a atividade
antimicrobiana das saponinas, taninos e 6leos essenciais (CASTILLEJOS et al.,
2006; GOEL et al., 2008; BHATTA et al., 2009; ARAUJO, 2010; KOZLOSKI et al.,
2012).

A meta analise realizada por KLEVENHUSEN et al. (2012) indicou
gue as doses de compostos bioativos e a composicao quimica da dieta incubada

sdo fatores determinantes das respostas na fermentacdo ruminal nos diferentes

sistemas in vitro.



2.1.1 Saponinas

Saponinas sao compostos de alto peso molecular nos quais agucares
(glucose, galactose, &cido glucurdnico, arabinose, xilose ou raminose) estdo
ligados de forma covalente a uma aglicona hidrofébica triterpendide ou esteréide
(sapogenina). Essa estrutura, com uma parte lipofilica (triterpeno ou esteréide) e
outra hidrofilica (agucares), determina a propriedade de interagir com esteroides
da membrana, acumulando-se ou formando poros e vesiculas na membrana

celular dos microrganismos (AUGUSTIN et al., 2011), desestruturando a mesma.

Saponinas atuam mais acentuadamente sobre protozoarios e fungos
ruminais, formando complexos irreversiveis com o colesterol presente na
membrana celular destes microrganismos. Apesar de procariontes nao possuirem
esteroides em suas membranas (FRANCIS et al., 2002), as saponinas podem
inibir o desenvolvimento de bactérias gram positivas (PATRA & SAXENA, 2010).

Protozoarios ruminais sdo predadores de bactérias e produtores de
amonia. Diminuindo sua populacdo ocorre menor producdo de amonia e aumento
no aporte de proteina metabolizavel, devido ao aumento do escape de bactérias
para o intestino delgado. No entanto, em ruminantes recebendo dietas com alta
inclusdo de graos, a eliminacdo dos protozoarios pode reduzir a capacidade de
absorcdo dos nutrientes, pois estes ingerem grande quantidade de amido

evitando a rapida queda do pH ruminal.

No estudo de GOEL et al. (2008), a adicdo in vitro de saponinas
(Carduus, Sesbania, folhas de Knautia e sementes de fenugreek) em dieta 50:50
(V:C) ndo afetou a producédo de metano e AGCC. No entanto, houve reducéo da
populacdo de protozoarios e fungos, ocasionando aumento de bactérias
fibroliticas (Fibrobacter succinogenes - gram negativa e Ruminococcus

flavefaciens - gram positiva).

BUSQUET et al. (2006) observaram que, mesmo em altas doses
(3.000 mg/L), extratos contendo saponinas (fenugreek - 18%, yucca - 8%) nao
afetaram a producdo in vitro de AGCC e as proporgcdes de C,, C3 e C4 A
concentracdo de amoénia diminuiu nas doses 300 e 3.000 mg/L do extrato de

fenugreek e néo foi alterada pelas doses de extrato de yucca.



LILA et al. (2003) observaram que a adi¢do in vitro de diferentes
concentracbes da saponina esteroidal extraida de Yucca schidigera (1,2; 1,8; 2,4
e 3,2 g/L) diminuiu ligeiramente o pH do meio. De maneira dose-dependente,
reduziu as concentracdes de N-NH3z e a contagem de protozoéarios. A producao
total de AGCC e gases aumentou, enquanto que a propor¢cdo molar de C; foi
reduzida.

Um aspecto importante sobre a atividade antiprotozoaria das saponinas
€ que a mesma tem sido descrita como transitéria. CHEEKE (2000) relata que isto
acontece porque esta acao requer as cadeias nucleo e laterais da estrutura da
saponina presentes e intactas. No entanto, as saponinas sédo hidrolisadas por

bactérias ruminais que removem o carboidrato das cadeias laterais.

Uma estratégia para manutencdo da atividade antiprotozoaria seria o
fornecimento de saponinas em intervalos programados. Em estudo in vitro
utilizando fermentador de fluxo continuo, CARDOZO et al. (2004) verificaram a
adaptacdo da microbiota ruminal em seis dias a adicdo 7,5 mg/Kg de MS de

extrato de yucca (8% de saponinas).

Outra consideracdo importante se refere ao estudo de CARDOZO et al.
(2005) em que o efeito de saponinas (yucca — 8% de saponinas) sobre a
fermentacdo microbiana ruminal comportou-se como altamente dependente do
pH, assim como outros metabdlitos secundarios de plantas. Em pH 5,5,
caracteristico de dietas com alta inclusdo de concentrado, a fermentacédo foi

alterada favorecendo a producao de Cs, sendo energeticamente mais eficiente.
2.1.2 Taninos

Taninos sdo polimeros fendlicos presentes nas plantas. Taninos
condensados e taninos hidrolizaveis sdo as principais classes de taninos. Taninos
condensados compreendem polimeros de flavondides (catequina e
galocatequina) cujas formas monoméricas s&o antocianidinas (cianidina e
delfinidina). Taninos hidrolisaveis compreendem polimeros de acido galico ou
elagico esterificados a uma molécula central, geralmente actcar ou um polifenol
(Figura 01) (PATRA & SAXENA, 2010).
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FIGURA 1. Unidades monoméricas de taninos condensados (catequina -—
cianidinas e galocatequina - delfinidinas) e de taninos hidrolisaveis (acido galico e
acido elagico).

Fonte: Adaptado de PATRA & SAXENA (2010).

A atividade antimicrobiana dos taninos esta relacionada com seus
compostos polifendlicos que contém grupos hidroxila em quantidade suficiente
para permitir a formacao de ligacdes estaveis. Agem por diferentes mecanismos,
podendo inibir enzimas microbianas extracelulares como pectinases, celulases e

peroxidades, reduzindo sua atividade fermentativa (McCSWEENEY et al., 2001).

Os taninos também podem privar substratos requeridos para o
crescimento microbiano pela complexacdo com macromoléculas, principalmente
proteinas, polissacarideos e ions metalicos (McCSWEENEY et al., 2001). Possuem
a capacidade de reagir com a parede celular bacteriana ou ainda de agir
diretamente sobre o metabolismo microbiano. SCALBERT (1991) relata estudos

em que o acido tanico (tanino hidrolisavel) foi capaz de inibir a fosforilacdo



oxidativa, o transporte de elétrons na cadeia transportadora e de afetar a

integridade da membrana celular.

Outro aspecto interessante segundo SCALBERT (1991) se refere a
habilidade que muitos microrganismos adquiriram evolutivamente de superar as
defesas de plantas baseadas em taninos. Podendo desintoxicar taninos através
de sintese de polimeros de tanino-complexantes, oxidagdo, biodegradacdo do
tanino ou sintese de tanases, como fazem os fungos Aspergillus niger e

Pencillium ylaucum.

Taninos hidrolisaveis sédo rapidamente degradados em grupos fendlicos
menores (HAGERMAN et al., 1992) de baixo peso molecular que se intercalam
entre 0s espacos interfibrilares das proteinas ou macromoléculas, mas nao forma
ligacOes suficientes para assegurar a estabilidade do complexo (MONTEIRO et
al., 2005). Desta forma, podem ser metabolizados por microorganismos ou sofrer
digestdo gastrica. REED (1995) afirma que taninos hidrolisaveis sé&o
potencialmente toxicos para ruminantes, sendo o pirogalol, hepatotoxina e
nefrotoxina, produto da degradacao de taninos hidrolisaveis por microrganismos
no ramen. Taninos condensados ndo séo considerados toxicos, porque nao Sao

absorvidos, mas podem estar associados a lesées na mucosa intestinal.

Por serem fendis, taninos condensados s&o quimicamente muito
reativos e possuem a capacidade de formar complexos reversiveis e irreversiveis
com proteinas, polissacarideos (celulose, pectina, hemicelulose), alcalbides,
acidos nucléicos e minerais (FRUTOS et al., 2004). MONTEIRO et al. (2005)

relatam que um mol de tanino pode se complexar a doze moles de proteinas.

McSWEENEY et al. (2001) revelam que ainda ndo foram identificados
microrganismos anaerdbios capazes de degradar os complexos de taninos
condensados com proteinas. Desta forma, os complexos podem néo ser desfeitos

e passar intactos pelo trato digestivo, sendo excretados nas fezes.

Entretanto, FRUTOS et al. (2004), explicando a atividade de taninos no
trato digestivo, relatam que o principal efeito sobre as proteinas baseia-se na
capacidade de formar ligacdes de hidrogénio, que sdo estaveis em pH entre 3,5 e
8,0. Estes complexos se dissociam quando o pH cai abaixo de 3,5 (como no

abomaso, pH 2,5-3,0), ou eleva-se superior a 8,0 (no duodeno, pH 8,0). No



entanto, a estabilidade do complexo depende também da afinidade entre o tanino

e a macromolécula, determinando a reversibilidade do processo no intestino.

Geralmente, os complexos formados entre taninos e proteinas ou
outros compostos sdo instaveis. As interacdes entre proteinas e taninos envolvem
interacdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio, e ligacbes covalentes
(irreversiveis), através da oxidacdo dos polifendéis em quinonas e a sua
condensacao subsequente com grupos nucleofilicos da proteina (FRUTOS et al.,
2004).

O ndcleo polifendlico dos taninos tem em sua estrutura molecular
zonas apolares, como o anel benzénico, que podem interagir com zonas apolares
das proteinas, tais como as cadeias laterais de aminoacidos como a alanina,
leucina, isoleucina e prolina; e também apresenta zonas hidrofilicas, como os
grupos hidroxila, que podem formar pontes de hidrogénio com os grupos carbonila
e amino da proteina (FRUTOS et al., 2004).

No estudo de MEZZOMO et al. (2011), o uso de taninos condensados
(0,4% da MS) como aditivo em dieta de bovinos com alto nivel de concentrado
(87% da MS) e farelo de soja como fonte de proteina verdadeira apresentou
efeitos positivos sobre a utilizacdo da proteina bruta. A digestibilidade ruminal e a
taxa de digestdo da proteina foram reduzidas e, consequentemente, os niveis de
proteina metabolizavel aumentaram, sem alterar os parametros da fermentacéo

ruminal.

A capacidade de formar complexos com macromoléculas representa o
efeito mais estudado dos taninos na nutricdo de ruminantes. No entanto, estes
compostos também podem inibir diretamente os microrganismos. BHATTA et al.
(2009), avaliando efeitos de taninos hidrolisaveis isolados ou em associacdo com
taninos condensados, observaram que ambos reduziram a producdo de CHgj.
Entretanto, os taninos hidrolishveis apresentaram menor atividade que a
associacao com taninos condensados (0,6 vs 5,5%). As fontes contendo taninos
hidrolisaveis associados a condensados foram mais potentes na supressdo da
metanogénese do que apenas taninos hidrolisaveis. Os resultados sugerem que

0s taninos condensados possuem maior potencial antimicrobiano.



O'DONOVAN & BROOKER (2001) demonstraram a atividade
antimicrobiana de taninos hidrolisaveis e condensados sobre o crescimento,
morfologia e metabolismo de Streptococcus gallolyticus (antes chamado S.
caprinus) e Streptococcus bovis. Nas condi¢des in vitro, o S. gallolyticus foi
resistente a quantidades 10 vezes maiores do que as toleradas pelo S. bovis.
Resultado este que indica que bactérias do mesmo género podem apresentar
diferentes graus de tolerdncia a presenca dos taninos, em virtude do
desenvolvimento de mecanismos que reduzem o efeito potencial de taninos sobre
o0 crescimento celular. Estes mecanismos conferem vantagem seletiva aos

micorganismos.
2.1.3 Oleos essenciais

Ao contrario do que o nome sugere, 0leos essenciais ndo sao lipidios.
Sao substancias lipofilicas, liquidas, aromaticas e volateis. Seus compostos ativos
mais importantes estdo incluidos em dois grupos quimicos: terpendides
(monoterpenos Cio, sesquiterpenos Cis e diterpenos Cy) e fenilpropandides
(DORMAN & DEANS, 2000).

Uma vez que sdo constituidos de misturas de componentes,
provavelmente a atividade antibacteriana de Oleos essenciais envolve varios
mecanismos de acdo que ainda ndo sao bem compreendidos. Além da
permeabilidade da membrana, os Oleos essenciais também podem atuar no
citoplasma ou organelas das células microbianas (CASTILLEJOS et al., 2006).
Também podem inibir a sintese de RNA, DNA e proteinas da célula. Além disso,
possuem a capacidade de interagir com grupos sulfidricos de outros componentes
ativos (CALSAMIGLIA et al. 2007).

Acredita-se que a maior parte dos Oleos essenciais exerca acao
antimicrobiana devido ao seu carater lipofilico (BENCHAAR et al., 2008a). Seus
componentes fendlicos interagem com a membrana celular bacteriana, alterando
o transporte de elétrons, o gradiente de ions, a translocacdo de proteinas,
fosforilacdo e outras reacfes dependentes de enzimas (DORMAN & DEANS,
2000). Isto retarda o crescimento microbiano e pode causar a morte das células,

resultando em mudancgas na proporcdo das populagdes no rimen.



Alguns O6leos essenciais estudados no ambiente ruminal, como o
carvacrol, presente no orégano, sdo capazes de formar canais na membrana
celular dissolvendo a dupla camada fosfolipidica e alinhando-se entre os acidos
graxos. Isto causa a expansado e desestabilizacdo, aumentando a fluidez e a
permeabilidade passiva da membrana celular (ULTEE et al., 2002).

Neste sentido, a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais é mais
acentuada contra bactérias gram positivas. Este fato tem sido relacionado com a
presenca da membrana externa nas bactérias gram negativas conferindo uma

superficie hidrofilica que atua como uma barreira (BUSQUET et al., 2006).

No entanto, substancias de baixo peso molecular presentes em alguns
Oleos essenciais, como hidrocarbonetos alifaticos, acidos, alcoois, aldeidos e
ésteres aciclicos, fazem com que também atuem sobre bactérias gram negativas.
Por difusdo, essas substancias transpdem a parede externa através das proteinas
da membrana ou lipopolissacarideos, chegando a parede celular interna da
bactéria. Essa propriedade aumenta a dificuldade na manipulacdo da fermentacao
ruminal, uma vez que reduz a seletividade dos 0leos essenciais (CALSAMIGLIA

et al., 2007).

Entretanto, isto pode ser interessante se adequadamente identificadas
as populacdes susceptiveis e suas interrelagbes com microrganismos de
interesse. KOZLOSKI (2011) relata que o ramen € ambiente dinamico e altamente
complexo, bem como a maior parte das espécies bacterianas ainda ndo foram

identificadas e pouco se sabe sobre as interacdes metabdlicas entre elas.

CARDOZO et al. (2005) mostraram que a atividade antimicrobiana de
varios Oleos essenciais comporta-se como pH dependente, tendo sua atividade
potencializada em pH baixo, proximo de 5,5. Isto acontece devido ao estado
dissociado (hidrofilico) ou indissociado (mais hidrofébico) das moléculas ativas. A
medida que o pH diminui, as moléculas tendem a se tornar ndo dissociadas,
tornando-se mais hidrofilicas, interagindo mais facilmente com as membranas

celulares e exercendo o seu efeito antimicrobiano.

Neste sentido, os resultados mais promissores do trabalho de ARAUJO
(2010) foram observados ao se incubar dieta de alta inclusdo de concentrado com

in6culo adaptado a esta dieta, que normalmente apresenta valores de pH baixos.
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Sob esta condicdo, os Oleos essenciais extraidos de plantas brasileiras
aumentaram a concentragdo de propionato, reduziram a relacdo C,:Cs; e/ou

diminuiram a producéo de CH,.

No trabalho de CARDOZO et al. (2005) em pH 5,5, que geralmente
ocorre em animais recebendo alta inclusdo de concentrado, o cinamaldeido (6leo
essencial da canela) aumentou a concentracao total de AGCC e diminui a relagao
C,:Cs. Entretanto, em pH 7,0 que pode ser relatado para animais alimentados
exclusivamente com volumosos, este 6leo essencial exerceu o efeito oposto,

diminuindo a concentracéo total de AGCC e aumentando a relagéo C,:Cs.

Quanto as dosagens utilizadas, CALSAMIGLIA et al. (2007) verificaram
gue na maioria dos ensaios in vitro quando a concentragdo do componente ativo
foi superior a 500 mg/L, os efeitos eram prejudiciais. Dependendo do composto
ativo, em doses moderadas entre 50 e 500 mg/L alguns 6leos essenciais foram
capazes de modificar a fermentacédo ruminal alterando a producdo de AGCC, o

metabolismo protéico ou ambos.
2.2 Aditivos Extraidos de Plantas do Cerrado

O Bioma Cerrado possui extensdo aproximada de dois milhdes de
quilébmetros quadrados, ocupando cerca de 23% do territorio brasileiro (IBGE,
2004). Nele encontram-se muitas espécies de plantas com propriedades
antimicrobianas descritas, sendo potencialmente Uteis e viaveis para manipular a

fermentacdo ruminal.

ARAUJO (2010) observou que as propriedades antimicrobianas de
Oleos essenciais extraidos de plantas brasileiras foram capazes de alterar
favoravelmente a fermentacdo ruminal. Utilizando a técnica in vitro de producéo
de gases, o0 autor constatou o aumento da concentracdo de Cs, associado a
reducédo da relacdo C,:Cs e diminuicdo da producdo de CH,. Os resultados mais

promissores relatados para a aroeira vermelha (folhas e frutos) e arnica.

A atividade dos aditivos fitogénicos depende da natureza quimica e
concentracdo dos compostos ativos. Amostras coletadas em varias localizagbes
geograficas, em condicbes meteoroldgicas diferentes e em diferentes épocas do

ano influenciam a atividade e concentragdo de seus compostos fitoquimicos. O
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meétodo de obtencdo e o armazenamento destes também podem afetar a
viabilidades de seus componentes ativos.

Dentre os compostos ativos em maior concentragdo nos aditivos
extraidos de plantas do Cerrado, citam-se, no extrato seco de Pacari (Lafoensia
pacari), o acido elagico, precursor de taninos hidrolisaveis; no extrato seco de
Barbatimdo (Stryphnodendron adstringens), taninos condensados; na 6leoresina
extraida da Copaiba (Copaifera langsdorffii), cidos resinosos e 6leos essenciais,
sendo o B-cariofileno em maior quantidade; e no 6leo extraido dos frutos da

Sucupira (Pterodon emarginatus), 6leos essenciais como o (-cariofileno.
2.2.1 Extrato de Pacari

A Lafoensia pacari A. St.-Hill (Lythraceae) é arvore conhecida
popularmente como Dedaleiro, Didal, Mangabeira-brava ou Pacari. Na analise
fitoquimica do extrato metandlico da casca do caule desta planta, TAMASHIRO
FILHO et al. (2012) detectaram a presenca de taninos, saponinas, esteroides,

triterpendides, fendis simples e acido elagico como o componente principal.

LIMA et al. (2006) verificaram a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico das folhas de L. pacari contra bactérias gram positivas (Staphylococcus
aureus). PORFIRIO et al. (2009) verificaram um amplo espectro de agdo do
extrato hidroalcodlico obtido das folhas e da casca do caule de L. pacari contra
42 linhagens de bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus) e gram

negativas (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae).

Quanto ao potencial antifungico, no trabalho de SILVA JUNIOR et al.
(2010) o extrato etandlico de L. pacari e o acido elagico exibiram atividade contra
Candida spp. e Saccharomyces cerevisiae, porém ndo mostraram acao contra
fungos filamentosos e dermatoéfitos. Os resultados indicaram que o acido elagico
pode ser o principal composto antifUngico presente no extrato de L. pacari,

sugerindo que o modo de acdo pode estar relaciona a parede celular fungica.
2.2.2 Extrato de Barbatiméo

A Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville é uma leguminosa

arborea conhecida popularmente como Barbatimdo. SANTOS et al. (2002)
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detectaram a presenca de &cido galico e taninos condensados formados por
unidades de prodelfinidinas (galocatequina e/ou epigalocatequina), como
principais metabdlitos secundéarios que conferem propriedades antimicrobianas ao
extrato da casca do caule do Barbatiméo.

Flavonoides foram detectados apenas no extrato obtido das folhas do
S. adstringens (SANTOS et al.,, 2002). SOUZA et al. (2007) também nao
encontram a presenca de saponinas e flavondides no extrato etandlico da casca
do Barbatimdo que apresentou um teor de 17,45 * 0,50% de fendis totais
constituidos exclusivamente de taninos. No entanto, MACEDO et al. (2007)
verificaram a presenca de saponinas e flavonoides também no extrato da casca
de Barbatiméo. AUDI et al. (2004) verificaram que o contetdo de taninos na casca

do caule foi cerca de duas vezes maior que nas folhas do S. adstringens.

No estudo de GONCALVES et al. (2005), o extrato hidroalcodlico da
casca do caule de Barbatimdo apresentou atividade antimicrobiana contra
bactérias gram positivas: Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes; e
gram negativas: Escherichia coli, Providencia spp., Proteus mirabilis e Shigella
sonnei, mas nao inibiu o crescimento de Pseudomonas aeruginosa (gram
negativa). No entanto, AUDI et al. (2004) constataram atividade antimicrobiana

de um extrato semipurificado de S. adstringens contra Pseudomonas aeruginosa.

SOUZA et al. (2007) verificaram que o extrato seco das cascas de
Barbatimdo apresentou atividade bactericida frente a Staphylococcus aureus
(gram positiva), Staphylococcus epidermidis (gram positiva) e Escherichia coli

(gram negativa), demonstrando o potencial antimicrobiano deste produto.
2.2.3 Oleoresina de Copaiba

A Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceae), conhecida como Copaiba, €
uma arvore de grande porte encontrada em todo o Brasil, inclusive no Bioma
Cerrado. A 6leoresina extraida do tronco de varias espécies de Copaiba contém
cerca de 28 acidos resinosos e mais de 40 6leos essenciais (VEIGA JR. & PINTO,
2002; BIAVATTI et al., 2006).

No estudo de ARAUJO (2010), as fracdes volateis de Copaiba zor6 e

Copaiba vermelha (Copaifera langsdorfii) apresentaram 21,9 e 56,5% de trans-
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cariofileno, 11,4 e 0% de a-trans-bergamoteno, 9,1 e 0% de B-bisaboleno, e 8,6 e
5,9% de a-copaeno, respectivamente. No trabalho de GELMINI et al. (2013) a
fracdo volatil da oOleoresina extraida de C. langsdorffii Desf. apresentou a-
bergamoteno (48,38%), a-himachaleno (11,17%), B-selineno (5,00%) e pB-
cariofileno (5,47%). O residuo da 6leoresina, apds derivatizagdo, mostrou como
componentes principais os acidos copalico, abiético, daniellico, lambertinico, labd-
7-en-15-6ico, pimarico, isopimarico e kaurl6-enl18-éico.

Muitos trabalhos demonstram a atividade antimicrobiana do 6leo de
Copaiba contra microrganismos gram positivos e gram negativos (MENDONCA &
ONOFRE, 2008). PIERI et al. (2012) mostraram que trés espécies de bactérias
gram negativas (E. coli, P. aeruginosa e S. flexneri) e uma espécie gram positiva
(S. aureus) foram inibidas por duas solu¢cdes com concentragao final de 10% de
oleo, sendo uma de C. langsdorffii e outra de C. officinalis.

PIERI et al. (2012) e SANTOS et al. (2008) verificaram a resisténcia de
K. pneumoniae e P. mirabilis para 6leos extraidos de diferentes espécies de
Copaiba. No entanto, no trabalho de GONCALVES et al. (2005) o extrato hidro-
alcodlico da casca do caule da C. langsdorffii apresentou atividade antimicrobiana
somente contra as bactérias gram negativas Proteus mirabilis e Shigella sonnei.
Os autores atribuem estas inconsisténcias a variagdo na composicdo quimica
comumente relatada entre diferentes espécies e mesmo entre arvores da mesma

espécie.
2.2.4 Oleo de Sucupira

A Pterodon emarginatus Vogel (Fabaceae), conhecida como Sucupira
branca ou faveira, é uma arvore pertencente a familia Leguminosae-
Papilonoideae. Floresce a partir do més de setembro, logo podem ser observados

frutos do tipo sdamara, onde fica armazenado o 6leo medicinal.

DUTRA et al. (2012) identificaram onze compostos no 6leo essencial
dos frutos de P. emarginatus Vogel, sendo que o0s principais compostos, com
concentragfes superiores a 5%, foram o trans-cariofileno (35,9%), o B-elemeno
(15,3%), o germacreno-D (9,8%), o a-humuleno (6,8%), o biciclogermacreno
(5,5%) e o espatulenol (5,9%).



14

TOLEDO et al. (2011) verificaram que o extrato alcodlico (27,1%) de P.
emarginatus Vogel apresentou concentragao inibitéria minima = 1000 pyg/ml para
as bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis), gram
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) e para fungos (Candida
albicans, Candida parapsilosis). Na avaliacdo de GONCALVES et al. (2005)
apenas a bactéria gram negativa Proteus mirabilis foi sensivel a presenca do
extrato hidro-alcodlico (10,0%) do dleo do fruto de P. emarginatus Vogel.

No estudo de DUTRA et al. (2009), o 6leo essencial obtido das
sementes de P. emarginatus inibiu o crescimento de S. aureus (gram positiva), na
concentracdo minima de 2,5 mg/mL, demonstrando atividade bactericida
decorrente da presenca dos constituintes trans-cariofileno e a-humuleno. O dleo
essencial ndo apresentou atividade antimicrobiana contra S. mutans (gram
positiva), P. aeruginosa (gram negativa), E. coli (gram negativa) e C. albicans
(fungo).

SILVA et al. (2005) constataram o potencial antimicrobiano do 6leo
bruto do fruto de Sucupira sobre o desenvolvimento de microrganismos
fitopatogénicos. Contra fungos (Alternaria brassicae, Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani e Ceratocystis fimbriata) e bactérias gram positivas
(Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis) e gram negativas

(Xanthomonas campestris pv. Campestris e Pseudomonas syringae).

Na avaliacdo de GONCALVES et al. (2005), o extrato hidroalcodlico do
0leo do fruto de Sucupira demonstrou potencial antimicrobiano apenas contra
uma espécie bactériana gram negativa (Proteus mirabilis), demonstrando
reduzido espectro de acdo quando comparado a Oleoresina de Copaiba e ao

extrato da casca do Barbatimao.
2.3 Fermentacdo Ruminal In Vitro

Os sistemas in vitro séo utilizados para determinar a digestibilidade
principalmente de alimentos volumosos e nas fases iniciais de pesquisas. O
aperfeicoamento destes métodos permite a avaliacdo de diversos alimentos, bem
como investigar os mecanismos de fermentacdo microbiana, o modo de acéo de

fatores antinutricionais e aditivos alimentares.
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ALCADE et al. (2001) citam como vantagens dos métodos in vitro, o
custo reduzido, a rapidez na obtencdo dos resultados, o satisfatério controle
ambiental e a possibilidade de trabalhar com grande ndmero de tratamentos
usando pouca quantidade de amostra. Neste sentido, observa-se na literatura um

incremento no uso destas metodologias.

Recentemente, uma alternativa promissora para andlise da
digestibilidade é a técnica conhecida como fermentador ruminal Daisy" (ANKOM®,
2012). Seu principio basea-se no desaparecimento do alimento incubado na
presenca de fluido ruminal diluido em solucdo tampao. Permite a analise de um
grande numero de amostras e determinacdes da composi¢do do residuo contido

nos saquinhos incubados com amostras de alimentos.

O fermentador Daisy" possui quatro frascos de fermentacdo mantidos
continuamente em agitacao, sob temperatura previamente determinada (39,5 °C).
Permite incubar diferentes alimentos (forragens e graos) dentro do mesmo frasco,
sendo considerado o material que desaparece como digerido (HOLDEN, 1999).

No entanto, o aparelho e saquinhos sdo fabricados apenas nos Estados Unidos.

Em virtude desta limitacdo, a empresa brasileira TECNAL
(Piracicaba/SP) desenvolveu o fermentador TE-150, similar ao Daisy", no qual
tem sido aplicada a técnica da ANKOM (2012) validada por HOLDEN (1999). No
entanto, esta metodologia destina-se a avaliar apenas a extensao da digestao do
alimento no riumen. A mesma foi adaptada para descrever a cinética de

degradacéao ruminal dos nutrientes dietéticos (TOMICH et al., 2006).

Neste sentido, utilizam-se diferentes tempos de incubacédo dos
alimentos na fase fermentativa da técnica de digestibilidade in vitro (HOLDEN

1999) como acontece nos ensaios in situ.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local e Periodo Experimental

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Federal de Goias
(UFG), situada no municipio de Goiania-GO, no periodo de julho de 2011 a
setembro de 2012.

3.2 Tratamentos e Delineamento Experimental

Os aditivos fitogénicos foram fornecidos pelo Laboratério de Pesquisa
em Produtos Naturais (LPPN) da Faculdade de Farmacia da UFG.

Foi utilizada a mesma dieta nos quatro ensaios conduzidos. Os
tratamentos correspondem a inclusdo das doses 0, 30, 300 e 3.000 mg / Litro de

fluido ruminal tamponado dos seguintes aditivos fitogénicos:
Ensaio 1: Extrato seco de Pacari (Lafoensia pacari);
Ensaio 2: Extrato seco de Barbatimao (Stryphnodendron adstringens);
Ensaio 3: Oleoresina de Copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.);
Ensaio 4: Oleo total dos frutos de Sucupira (Pterodon emarginatus).

Os experimentos foram delineados em blocos completos ao acaso,
com quatro tratamentos. Cada uma das quatro incubacgdes foi considerada um

bloco.

Para a obtencao dos extratos secos (Pacari e Barbatiméao), inicialmente
a matéria-prima vegetal (cascas do caule) foi submetida a maceracao prévia por
24 horas e em seguida a percolacdo em temperatura ambiente até esgotamento
do pb. No processo extrativo foram utilizados percoladores de aco inox tipo 304
(capacidade de 10 litros) e mistura etanol/agua destilada como liquido extrator na
proporcao 80:20 v/v. O extrato liquido foi concentrado em rotaevaporador e
posteriormente procedeu-se a secagem em Spraydrier usando maltodextrina
como adjuvante.

O 6leo dos frutos de Sucupira foi obtido por prensagem a frio. A
Oleoresina de Copaiba foi adquirida de uma cooperativa do Amazonas e

comprovada sua pureza pelo controle de qualidade do LPPN.
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3.3 Dieta Experimental e Preparo do Substrato

Na dieta experimental (50:50, V:C) o volumoso usado foi feno de Tifton
85 (50%) e o concentrado formulado a base de milho moido (29,4%), farelo de
soja (19,1%) e nacleo mineral (1,5%) sem qualquer tipo de aditivo ou uréia. A
dieta moida a 1mm em moinho tipo Willey constituiu o substrato incubado no
sistema in vitro durante 3, 6, 12, 24, 48, 72, e 96 horas.

Os ensaios com extrato secos de Pacari e Barbatim&o foram realizados
em um primeiro momento, a composi¢cao bromatolégica da dieta foi de 91% MS,
20% PB, 39%, 1,63% EE, FDN, 16% FDA, 6,1% MM. Nos ensaios com 6leos de
Copaiba e Sucupira, realizados posteriormente a composicao foi de 90% MS,
20% PB, 2,24% EE, 36% FDN, 13% FDA, 5,5% MM.

Foram confeccionados saquinhos de TNT com dimensdes 5,0 x 5,0 cm,
com gramatura 100. Em cada saquinho adicionou-se 0,5 g de dieta sendo entéo
selados. Foram acondicionados em cada frasco de digestdo da incubadora TE-
150 (TECNAL) 22 saquinhos dos quais 21 contendo substrato (3 amostras para
cada um dos 7 tempos de incubacéo) e 1 branco (vazio). O peso final do saquinho
branco (saco lacrado vazio) foi utilizado para calcular o fator de correcéo. O valor
da degradabilidade para cada tempo de incubacéo foi calculado pela média das

amostras incubadas em triplicata.
3.4 Coleta e Preparo do Fluido Ruminal

Foi utilizado o conteddo ruminal de um bovino canulado no ramen,
macho, castrado, da raca Holandesa, com 24 meses de idade, pesando
aproximadamente 360 kg, recebendo dieta (50:50) a vontade 14 dias antes da
primeira coleta, formulada para atender suas exigéncias nutricionais, utilizando o
software NRC (1996).

O volumoso usado foi bagaco de cana in natura (50%) e concentrado
constituido de milho moido (29,4%), farelo de soja (19,1%) e nudcleo mineral
(1,5%) sem qualquer tipo de aditivo ou uréia. A dieta apresentou composi¢cao
bromatoldgica de 74% MS, 14% PB, 63% FDN, 36% FDA, 5,1% MM, 1,5% EE.

As coletas foram feitas durante a manhd antes do fornecimento da

dieta. O conteudo ruminal (2.000 mL) foi coletado manualmente em diferentes
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pontos, liquidificado em alta velocidade por 30 segundos para desalojar o0s
microrganismos aderidos a parte soélida, filtrado em tecido de algodao e colocado

em garrafas térmicas para ser levado ao laboratorio.
3.5 Condigdes da Incubacgéo In Vitro

Os ensaios de fermentacdo ruminal in vitro foram conduzidos no
Laboratdrio Multidisciplinar da Rede Producdo Animal Sustentavel (LAMUPAS)
que pertence ao Departamento de Producdo Animal (DPA) da Escola de
Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da UFG.

Foram preparadas para cada frasco de digestdo 1.600 mL de uma
solucdo tamponante, 400 mL de fluido ruminal e a dose de aditivo. Os aditivos
oleosos (Copaiba e Sucupira) foram diluidos em 2,5 mL de etanol, que também

foi adicionado no frasco correspondente a dose 0 mg/L.

A solucdo tamponante foi composta de duas solu¢cdes tampéao (A e B)
em uma proporcao de 1. 5 para obter um pH final de 6,8 a 39 °C. Composicao das
solugdes tampdo ANKOM (2012): A: KH,PO, (10 g/L), MgS04.7H,0O (0,5 g/L),
NaCl (0,5 g/L), CaCl,.2H,0O (0,1 g/L) e uréia (0,5 g/L); e solucdo tampéao B:
Na,COs3 (15,0 g/L) e Na,S.9H,0 (1,0 g/L).

Os frascos de digestédo foram colocados na incubadora aquecida a 39,5
°C, em seguida foram acondicionados os saquinhos contendo substrato, o liquido
ruminal e doses de aditivos sob infuséo constante de CO..

Em cada tempo de incubacéo (3, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas) trés
saquinhos foram removidos de cada frasco, colocados em agua fria para paralisar
a atividade microbiana e posteriormente lavados em agua corrente, até que a
agua se apresentasse limpa. O mesmo processo foi feito com trés saquinhos com
substrato que nao foram incubados (tempo zero). Retirado 0 excesso de agua, 0s
saquinhos foram levados a estufa de circulacdo forcada de ar a 55 °C por 72
horas e secos a 105 °C por 12 horas. Apds esse periodo foram colocados em

dessecador por 40 minutos e tiveram seus pesos registrados.

A mensuracao do pH do inéculo ruminal e as coletas de aliquotas para

analises de AGCC e N-NHj3; foram feitas apds 96 horas de incubacéo.
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3.6 Degradabilidade In Vitro

A degradabilidade in vitro da MS das amostras foi calculada pela

seguinte formula:

Deg(%) = Ai - (Pf - (S*F)) * 100
(A)

Em que:
Ai: peso inicial do substrato multipicado pelo teor de MS (determinado em estufa a
105 °C);
Pf: peso final (contém saquinho + substrato);
S: peso inicial do saquinho;
F: fator de correcdo (peso final do saquinho branco apo6s incubacéo/peso do
saquinho branco antes da incubacéo);

Os dados de degradabilidade obtidos foram ajustados pelo modelo de
@RSKOV & MCDONALD (1979), segundo a equacéao:

p=a+b(1-e®

Em que:
p = taxa de degradacéo no tempo t;
a = fracdo de rapida degradacdo (representado pelo intercepto da curva de
degradacao no tempo zero);
b = fracdo potencialmente degradavel;
¢ = taxa horaria de degradacédo da fracao potencialmente degradavel;
e = logaritimo natural de “-ct’;
t = tempo de incubacdo.
Sendo que a + b < 100.
As constantes a, b e c¢ foram utlizadas para calculos da
degradabilidade potencial (a+b) e da degradabilidade efetiva conforme equacao
de IRSKOV et al. (1980):

p =a+ (bc)/(c+Kp)
Onde:

p = representa a taxa de degradabilidade efetiva;
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a = é aintersec¢do da curva no tempo zero, a fragédo rapidamente solavel,
b = é a fracdo potencialmente degradavel, a fracdo degradada no tempo;
¢ = é a taxa horaria de degradacéo da fracao potencialmente degradavel;
Kp = taxa estimada de passagem das particulas no riumen por hora (2, 5 e 8%).

3.7 Digestibilidade Verdadeira

Os saquinhos retirados do sistema in vitro apds 96 horas de incubacao
foram submetidos a digestdo em detergente neutro em autoclave durante 1 hora
(DETMAN et al., 2012). Posteriormente, foram lavados em &gua destilada até que
todo o detergente fosse retirado e, em seguida, foram imersos em acetona
durante cinco minutos, levados para estufa de ventilacado forcada a 55 °C por 24
horas. Apés essa etapa, os saquinhos foram levados para a estufa a 105 °C por 4
horas. A digestibilidade in vitro da MS (DIVMS) foi calculada utilizando a formula
(ANKOM, 2012):

DIVMS (%) = 100 — (W3 - (W1 x C)) x 100

(W2 x MS)

Em que:

W1: peso do saquinho vazio;

W2: peso do substrato (amostra de dieta);

Wa3: peso final dos saquinhos ap0és incubacdo e tratamento sequencial em
detergente neutro;

C (Fator de correcdo): peso final do saquinho branco apds incubacdo e
tratamento sequencial em detergente neutro/peso do saquinho branco antes da
incubacao;

MS: Teor (%) de matéria seca do substrato.
3.8 Andlises Laboratoriais

As andlises bromatolégicas foram realizadas no Laboratorio de Analise
de Alimentos (LANA) da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da UFG. Os
ingredientes da dieta foram analisados quanto ao teor de MS, PB, EE, MM, FDN e
FDA segundo metodologias descritas por DETMAN et al. (2012).
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As andlises da concentracdo de N-NHz no in6culo ruminal foram
realizadas no Laboratério de Fisiologia da Digestdo do Instituto de Ciéncias
Biolégicas Il da UFG. Foram determinadas por espectrofotometria conforme
CHANEY & MARBACH (1962).

Para a determinagdo da concentracdo de AGCC, 1,6 mL de fluido
ruminal tamponado foi centrifugado a 15.000 x g durante 15 minutos a 4 °C, com
0,4 mL de solucao 3:1 de acido metafosférico 25% com acido férmico 98-100% +
0,2 mL de solucédo de acido 2-etil-butirico 100 mM. Apds a centrifugacdo, as
amostras foram congeladas e enviadas para analise em cromatografo gasoso no
Laboratério de Nutricdo Animal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” - ESALQ, Piracicaba-SP.

3.9 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software R
(2012). As médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott e utilizado nivel de
significancia de 5%.

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:

Yi=H+ti+ B+ e

Em que:

Yj: é o valor observado;

W: média geral;

ti : é o efeito do tratamento i;

Bj: € o efeito do bloco j;

eji: € 0 erro experimental.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Extrato de Pacari

O extrato seco obtido da casca do caule de Pacari (Lafoensia pacari)
utiizado neste estudo continha 27,5% de taninos totais, constituidos
principalmente por taninos hidrolisaveis representados pelo acido elagico. A
analise qualitativa do mesmo revelou a presenca de saponinas, como nos
trabalhos de SILVA JUNIOR et al. (2010) e TAMASHIRO FILHO et al. (2012).

Na Figura 1 podem ser observadas as curvas de degradacédo da MS
incubada na presenca de doses do extrato seco de Pacari (Lafoensia pacari).
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Figura 1. Curvas de desaparecimento da MS incubada na presenca de doses do

extrato seco de Pacari - Lafoensia pacari (d0: 0 mg/L; d30: 30 mg/L; d300: 300
mg/L; d3.000: 3.000 mg/L de fluido ruminal tamponado).
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Ao avaliar a acdo das doses crescentes do extrato seco de Pacari
sobre a degradabilidade in vitro da MS constatou-se que ndo houve diferenca
para a variavel “a”, que corresponde a fragdo de rapida degradacao (Tabela 1).
Para as variaveis “b” (fragdo potencialmente degradavel), “c” (taxa horéaria de
degradagdo da fracdo “b”), “De2%, De5% e De8%” (degradabilidade efetiva a
uma taxa de passagem de 2%, 5% e 8% por hora) e para a degradabilidade
potencial (a+b) as doses 0, 30 e 300 mg/L nao diferiram entre si (P > 0,05); no
entanto, apresentaram valores superiores em relacdo a dose 3.000 mg/L (P <
0,05) (Tabela 1).

TABELA 1- Degradabilidade in vitro da matéria seca da dieta em in6culo ruminal

contendo 0, 30, 300 e 3.000 mg de extrato seco de Pacari (Lafoensia pacari)

Doses (mg/L)*

Variaveis EPM**
0 30 300  3.000
a (%) 18,4 18,0 17,5 20,5 1,09
b (%) 62,1° 64,2°  63,9% 280° 2,71
c (%/h) 0,055  0,050° 0,050° 0,019° 0,0020
De (2%)" 63,87 63,7  63,1*  33,2° 1,16
De (5%)? 50,82 50,00  495* 27,7° 0,77
De (8%)° 43,62 42,6° 422  255° 0,66
Degradabilidade potencial 80,5° 82,2° 81,4  485° 2,67

Letras minUsculas nas linhas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05).
123pegradabilidade efetiva a uma taxa estimada de passagem das particulas no rimen de 2%,
5% e 8% por hora. *mg/Litro de fluido ruminal tamponado. **Erro padrédo da média.

A inclusdo de até 300 mg/L ndo demonstrou efeitos sobre a
fermentacdo do substrato incubado (P > 0,05). Enquanto que a adicdo de 3.000
mg/L demonstrou um acentuado potencial antimicrobiano (P < 0,05), pois a

degradabilidade potencial foi 40% menor para esta dose em relacdo a 0 mg/L.

Visto que taninos hidrolisaveis sédo rapidamente degradados em grupos
fendlicos menores (HAGERMAN et al., 1992) e ndo formam complexos estaveis
com macromoléculas (MONTEIRO et al., 2005), os resultados observados para a
dose 3.000 mg do extrato de Pacari podem ser atribuidos a toxidade dos taninos
em altas concentracgdes, inibindo o crescimento dos microrganismos ruminais.

SCALBERT (1991) relata como mecanismos de toxicidade de taninos a acao na
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membrana celular e a inibicdo de enzimas digestivas microbianas. Isto causa
prejuizos ao transporte de nutrientes para dentro da célula bacteriana, privando-a

de substratos requeridos para seu crescimento e divisao.

As doses 0, 30 e 300 mg/L apresentaram valores de digestibilidade in
vitro da MS (DIVMS) e concentragdes de nitrogénio amoniacal (N-NH3) similares
entre si (P > 0,05) e superiores a dose 3.000 mg/L (P < 0,05) (Tabela 2). Estes
resultados comportam-se de acordo com a cinética de degradacéo ruminal da MS
(Tabela 1). Considerando que uma quantidade menor de substrato foi fermentado
na presenca de 3.000 mg/L do aditivo fitogénico, espera-se menor producdo e
acumulo dos produtos da fermentacao.

Houve reducdo de 36% da DIVMS e de 47% da concentracédo de N-
NH3 no indculo ruminal para a dose 3.000 mg/L comparada a dose 0 mg/L. Estes
resultados estdo de acordo com observagbes anteriores. Alguns autores
relataram que, em altas concentragbes, os taninos hidrolisaveis reduzem a
digestibilidade da matéria seca por exceder a capacidade de resisténcia e
desintoxicacdo dos microorganismos ruminais (DOCE et al. 2009; ABARGHUEI et
al., 2011).

A adicao de 300 e 3.000 mg/L do extrato de Pacari reduziu (P < 0,05) a
concentracéo total de AGCC e de acetato (Tabela 2). Neste sentido, estes efeitos
podem ser atribuidos a reducdo na degradacdo da parede celular vegetal,
dificultando o acesso dos microrganismos ao conteudo da celula. Esta pode
ocorrer em virtude da inibicdo direta dos microorganismos (SCALBERT, 1991),
uma vez que boa parte das bactérias fibroliticas sdo gram positivas e, portanto,
mais sensiveis a acdo do aditivo, inibicdo de enzimas microbianas como
pectinases e celulases (McSWEENEY et al.,, 2001), ou pela formacdo de
complexos indigestiveis com os carboidratos da parede celular (ABARGHUEI et
al., 2011).

Além disso, sabe-se que os fungos presentes no ambiente ruminal
degradam carboidratos fibrosos e causam fissuras nas particulas de alimento,
auxiliando no processo de colonizacao bacteriana e acesso ao interior da célula.
Pode ter ocorrido também a reducédo na populacdo destes microrganismos, visto

gue, no estudo de SILVA JUNIOR et al. (2010) o extrato etandlico de L. pacarie o
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acido elagico exibiram atividade antifingica, sugerindo que o modo de acéo

poderia estar associado a inibicdo da parede celular dos fungos.

TABELA 2 — Valores de digestibilidade in vitro da MS (DIVMS), concentragao de
nitrogénio amoniacal (N-NHj3), &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e pH do
in6culo ruminal contendo 0, 30, 300 e 3.000 mg de extrato seco de Pacari
(Lafoensia pacari)

Doses (mg/L)*

Variaveis EPM**
0 30 300 3.000

DIVMS (%) 82,9° 83,42 81,9°  53,2° 0,89

N-NHs (mg/dL) 122,9° 117,00 97,5° 654° 8,82

AGCC (mM)
Total 62,9° 57,6° 50,9°  42,3° 3,41
Acetato 40,6° 37,1° 335° 27,3 2,02
Propionato 11,9 11,2 9,7 8,4 0,79
Isobutirato 1,242 1,112 0,90°  0,49° 0,072
Butirato 5,6 5,0 4,1 4,2 0,44
Isovalerato 2,49° 2,21° 1,80° 1,18° 0,151
Valerato 1,112 1,002 0,87*  0,61° 0,067

C2Cs 3,41 3,39 3,45 3,25 0,121

pH final 6,48 6,46 6,52 6,46 0,040

Letras mindsculas nas linhas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05). *mg/Litro de fluido
ruminal tamponado. **Erro padrdo da média.

No presente estudo, a reducdo da concentracdo de N-NHjz ocorreu
devido a inibicdo da atividade fermentativa dos microrganismos ruminais, pela
acdo dos taninos hidrolisaveis, reduzindo a protedlise e deaminacdo de
aminoacidos e, consequentemente, a concentracdo de N-NHsz. Assim como as
bactérias fibroliticas, a maior parte das bactérias proteoliticas sdo gram positivas,

grupo este mais sensivel a acdo de aditivos fitogénicos.

A presenca de saponinas no extato seco de Pacari também pode ter
contribuido para potencializar os efeitos de reducdo nas variaveis da cinética de
degradacédo, da DIVMS e, consequentemente, na concentracdo dos produtos da

fermentacdo microbiana ruminal. ABARGHUEI et al. (2011) alimentando ovelhas
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com folhas de Quercus Libani Oliv., rica em taninos hidrolisaveis, constataram
reducdo na populacdo de bactérias celuloliticas e proteolicas (gram positivas
principalmente) e efeito defaunante sobre os protozoérios atribuido a presencga de
saponinas na planta. De fato, LILA et al. (2003) observaram que a adicdo de
saponina reduziu o desaparecimento in vitro da matéria seca de dieta contendo

feno e concentrado, as concentracdes de N-NH3; e o nimero de protozoarios.

Na Tabela 2, observa-se que a adicdo de 300 e 3.000 mg do extrato de
Pacari foram capazes de alterar a fermentacdo microbiana ruminal, reduzindo a
concentracgéao total (P < 0,05) de AGCC, acetato, isobutirato e isovalerato. A dose
3.000 mg/L também reduziu a concentracdo de valerato, AGCC produzido pela
condensacdo do acetil-CoA e propionil Co-A (KOSLOSKI, 2011). Nao houve
diferenca (P > 0,05) para a concentracdo de propionato e butirato. Apesar da
reducdo da concentracdo de acetato, a relacdo C,:Cz ndo foi alterada pelos
tratamentos (P > 0,05).

A reducdo da degradacdo do substrato incubado na presenca das
doses do extrato seco de Pacari, causou a reducdo da concentracao total de
AGCC. No entanto, as concentrac¢des individuais sugerem que o extrato de Pacari
pode exercer efeito seletivo sobre os microrganismos ruminais. Isto fica claro
devido a reducdo da concentracdo de acetato, produzido principalmente por
bactérias gram positivas, sem afetar a concentracdo de propionato, geralmente

produzido por bactérias gram negativas.

Os acidos graxos de cadeia ramificada isobutirato e isovalerato séo
produzidos no catabolismo dos aminoacidos valina e leucina, respectivamente
(KOZLOSKI, 2011). Em relagcdo a 0 mg/L, as concentracfes de isobutirato e
isovalerato foram menores (P < 0,05) para a dose 3.000 mg/L (60,5 e 52,6%,
respectivamente), seguida da dose 300 mg/L (27,4 e 27,7%, respectivamente).
Estas reducbes foram mais acentuadas do que as observadas para a
concentracdo total de AGCC (32,8 e 19,1% para 3.000 e 300 mglL,
respectivamente) tabém em relacdo a 0 mg/L. O que permite supor a
possibilidade de menor atividade deaminativa das bactérias ruminais. Para a dose
3.000 mg/L este efeito fica evidente, vista a reducdo de 47% da concentracdo de
N-NHs.
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Como néo existe absor¢do ou remogédo dos produtos da fermentacéo
(AGCC, acido latico, N-NH3) no sistema in vitro utilizado no presente estudo, estas
substancias vdo se acumulando no inéculo ruminal e suas proporcdes podem
alterar o pH do meio. No entanto, neste estudo nédo houve diferenca (P > 0,05)
para os valores de pH final do in6culo ruminal submetido as diferentes doses do
extrato de Pacari (Tabela 2).

4.2 Extrato de Barbatimao

A andlise fitoquimica do extrato seco de Barbatimdo utilizado no
presente estudo apontou que o mesmo continha 52,2% de taninos totais, sendo
rico em taninos condensados (polimeros de flavondéides). Segundo MCSWEENEY
et al. (2001), em condicbes anaerobicas, ndo ha relatos de despolimerizacao de
taninos condensados por clivagem das ligacdes entre carbonos, portanto nao
ocorrem no rumen. Em teste qualitativo, também foi revelada a presenca de

saponinas neste aditivo.

Na Figura 2 podem ser observadas as curvas de degradacdo da MS
incubada na presenca do extrato seco de Barbatimdo. Observa-se na Tabela 3
que nao houve diferenca para a fragdo “a” (rapida degradacéo). Para as demais
variaveis, a dose 3.000 mg/L apresentou resultados inferiores. Sendo que as
doses 0, 30 e 300 mg/L foram similares. Para a maior dose (3.000 mg/L) houve
reducdo de 54% da degradabilidade potencial em relacdo a dose 0 mg/L. Os
resultados sugerem que a dose 3.000 mg/L foi excessivamente alta, prejudicando
a atividade fermentativa dos microrganismos ruminais. Por outro lado, isto
demonstra um efeito antimicrobiano do extrato da casca do caule de Barbatiméo

nas condi¢cdes ruminais, atribuido a presenca de taninos condensados.

SOUZA et al. (2007) e GONCALVES et al., (2005) constataram um
amplo espectro antimicrobiano do extrato hidroalcodlico da casca do caule de
Barbatimdo, agindo contra bactérias gram positivas e gram negativas. Estes
efeitos podem ser associados a diferentes mecanismos. SCALBERT (1991) e
McSWEENEY et al. (2001) citam interacdes com a membrana celular ou
alteracbes no metabolismo microbiano; inibicdo de enzimas extracelulares
(pectinases e celulases); e a privagcdo de substratos para o crescimento

microbiano pela formagdo de complexos com macromoléculas e ions metalicos.
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REED (1995) relata que os taninos condensados podem induzir mudangas na
morfologia de varias espécies bacterianas do rumen, devido ao crescimento e

divisdo anormal das células.

Pode ter ocorrido reducdo da disponibilidade de N para sintese da
proteina microbiana pela complexacdo dos taninos condensados com proteinas
da dieta, uma vez que a concentracdo ruminal de N-NH;3; foi menor para dose
3.000 mg/L (Tabela 4). No entanto, este resultado pode ter sido em funcao de
uma menor atividade fermentativa devido a toxidade para os microrganismos, ou

ainda pelos dois efeitos combinados.
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Figura 2. Curvas de desaparecimento da MS incubada na presenca de doses do

extrato seco de Barbatimdo - Stryphnodendron adstringens (dO: 0 mg/L; d30: 30
mg/L; d300: 300 mg/L; d3.000: 3.000 mg/L de fluido ruminal tamponado).
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TABELA 3 - Degradabilidade in vitro da matéria seca da dieta em inéculo ruminal

contendo 0, 30, 300 e 3.000 mg de extrato seco de Barbatim&o (Stryphnodendron

adstringens)
o Doses (mg/L)*
Variaveis EPM**
0 30 300  3.000

a (%) 18,1 19,3 20,0 17,3 2,20
b (%) 62,9° 62,3* 63,00 20,0° 1,16
c (%/h) 0,055* 0,056 0,049 0,032°  0,0050
De(2%)* 64,2* 651* 650 28,9° 1,63
De(5%)? 51,0° 52,1* 515* 247° 1,68
De(8%)° 43,8° 44,9° 443* 22,7° 1,72
Degradabilidade potencial 81,1° 81,6® 83,0* 37,2° 1,81

Letras minGsculas nas linhas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05). “*°Degradabilidade
efetiva a uma taxa estimada de passagem das particulas no rdmen de 2%, 5% e 8% por hora.
*mg/Litro de fluido ruminal tamponado. **Erro padrdo da média.

Apenas a dose 3.000 mg/L do extrato seco de Barbatimao foi capaz de
alterar a fermentacdo microbiana ruminal. Na Tabela 4 pode ser observado que
nao houve diferenca na DIVMS e na concentracdo de N-NH3 para as doses 0, 30
e 300 mg/L (P > 0,05). Houve diferenca (P < 0,05) apenas para a dose 3.000
mg/L, que, em relacdo a dose 0 mg/L, a DIVMS (51,05 vs 84,95%) e a
concentracdo de N-NH;z (63,90 vs 102,2 mg/dL) foram reduzidas em 40 e 37%,

respectivamente.

KOZLOSKI et al. (2012) avaliando a infuséo intraruminal em ovinos de
20, 40 e 60 g/kg MS dieta de extrato de Acacia mearnsii (72% de taninos totais),
também observaram reducéo na digestibilidade da MS. Os autores relatam que o0s
mecanismos responsaveis por este efeito ndo estdo bem esclarecidos, mas as
consequéncias esperadas incluem a diminuicdo da degradacdo de proteina no
ramen, o que reduz a concentracdo N-NH3; no rimen e o crescimento bacteriano.
Para sintese proteica microbiana, bactérias que degradam a parede celular
utilizam prioritariamente aménia como fonte de N, enquanto bactérias que
fermentam acucares, amido e fibra solivel usam amobnia, aminoacidos e
peptideos (KOZLOSKI, 2011).
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A reducéo da concentracédo ruminal de N-NH; observada para a dose
mais alta do extrato de Barbatimdo (3.000 mg/L) se deve primeiramente a acao
antimicrobiana que reduziu a populacdo microbiana e, consequentemente, a
fermentacdo do substrato. No entanto, pode ser associada a complexacdo dos
taninos condensados com as proteinas, reduzindo a disponibilidade de N para os
microrganismos (McCSWEENEY et al., 2001), causando mudancas na populagao
bacteriana. Como também as bactérias que realizam a protedlise e deaminacao
podem ser inibidas.

A inibicdo da deaminacdo de aminoacidos tem implicacdes praticas
porque pode aumentar o escape ruminal de proteinas dietéticas e aumentar a
eficiéncia de utilizagdo de N no ramen (VAN NEVEL & DEMEYER, 1988).

TABELA 4 — Valores de digestibilidade in vitro da MS (DIVMS), concentragcao de
Nitrogénio amoniacal (N-NHs), acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e pH do
inéculo ruminal contendo 0, 30, 300 e 3.000 mg de extrato seco de Barbatimdo
(Stryphnodendron adstringens)

Doses (mg/L)*

Variaveis EPM**
0 30 300 3.000

DIVMS (%) 85,0% 84,0% 83,4% 51,1° 1,61

N-NHz (mg/dL) 102,2° 105,9° 97,9% 63,9° 6,43

AGCC (mM)
Total 58,6% 55,7¢ 52,8% 32,7° 3,64
Acetato 36,8° 37,18 33,5% 20,9° 2,56
Propionato 11,7 12,4 11,7 8,4 0,93
Isobutirato 1,08% 1,11° 0,92° 0,36° 0,063
Butirato 3,0 4,7 3,9 1,8 0,73
Isovalerato 2,122 2,19% 1,822 0,89° 0,114
Valerato 1,02% 1,10% 0,92° 0,33° 0,058

C2:Cs 3,26 2,99 2,90 2,47 0,208

pH final 6,48 6,46 6,43 6,52 0,050

Letras mindsculas nas linhas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05). *mg/Litro de fluido
ruminal tamponado. **Erro padrdo da média.
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Assim como as demais variaveis analisadas, em relacdo aos AGCC
apenas a dose 3.000 mg/L do extrato seco de Barbatim&o foi capaz de reduzir (P
< 0,05) a concentragao total de AGCC, de acetato, isobutirato, isovalerato e
valerato. No entanto, as concentracfes de propionato e butirato e a proporgao
C,:C3 nao foram alteradas (P > 0,05) com a adicao deste aditivo (Tabela 4).

A reducdo da concentracado total de AGCC parece estar relacionada a
acentuada reducdo na degradacdo da MS. Por outro lado, os resultados
observados para as concentracdes individuais sugerem que o aditivo extraido da
casca do caule de Barbatimdo apresentou efeito seletivo sobre os microrganismos
ruminais, uma vez que reduziram a concentragdo de acetato sem afetar a
concentracéo de propionato. Bactérias gram positivas sdo produtoras primarias de
acetato, enquanto a producao de propionato geralmente é atribuida as bactérias
gram negativas (KOZLOSKI, 2011).

Bactérias com alta capacidade deaminativa produzem isobutirato e
isovalerato pelo catabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada valina e
leucina, respectivamente (KOZLOSKI, 2011). Embora parte da reducdo das
concentracfes destes isoacidos possa ser atribuida a queda na degradacdo do
substrato, verifica-se a possibilidade de menor deaminacéo, evidenciada pela
reducdo nas concentracbes de N-NHs;. Ou ainda, existe a possibilidade da

combinacéo de ambos efeitos.

N&o houve diferenca (P > 0,05) para os valores de pH final do in6culo
ruminal entre as doses (Tabela 4). Em estudo in vivo BENCHAAR et al. (2008b)
nao verificaram alteracbes no pH ruminal. MEZZOMO et al. (2011) testando a
adicdo de 0,4% da MS de extrato de quebracho (76% de taninos condensados)
na dieta de novilhos alimentados com 87% de concentrado, também néo

detectaram diferenca (P > 0,10) no pH do fluido ruminal destes animais.
4.3 Oleoresina de Copaiba

A Oleoresina extraida do tronco da Copaiba (Copaifera langsdorfii)
pode conter em concentracdes variadas, acidos resinosos e principalmente 6leos
essenciais (BIAVATTI et al., 2006). A Oleoresina utilizada neste estudo continha

21,31% de B-cariofileno, principal composto ativo presente no aditivo fitogénico.
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ARAUJO (2010) relatou concentracdo similar (21,9%) para a copaiba zor6
(Copaifera langsdorfii).

Na Figura 3 podem ser observadas as curvas de degradagéo da MS
incubada na presenca de doses da 6leo resina de Copaiba.

g
=
5
cU .l.
= E
E f’
5
[<B) i
o o 0
Lo &
z?'
5
o -\ —— do
r'f -~ d30
A N d300
- d3.000
o
™ [ I I I I
0] 20 40 60 80

Time (hours)

Figura 3. Curvas de desaparecimento da MS incubada na presenca de doses da
Oleoresina de Copaiba - Copaifera langsdorfii (dO: 0 mg/L; d30: 30 mg/L; d300:
300 mg/L; d3.000: 3.000 mg/L de fluido ruminal tamponado).

Observa-se na Tabela 5 que no ensaio de degradabilidade realizado
com oleoresina de Copaiba houve diferenca (P < 0,05) para as variaveis fracao
“b” (potencialmente degradavel) e degradabilidade potencial. Sendo que as doses
0, 30 e 300 mg/L foram similares entre si e apresentaram resultados superiores a
dose 3.000 mgl/L.

A dose mais alta (3.000 mg/L) foi capaz de inibir a fermentacdo do

substrato incubado, visto uma menor degradabilidade potencial (Tabela 5) e
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menor DIVMS (Tabela 6). Do ponto de vista prético, significa que o animal teria

menor aproveitamento do alimento consumido.

TABELA 5 - Degradabilidade in vitro da matéria seca da dieta em in6culo ruminal

contendo 0, 30, 300 e 3.000 mg da dleoresina de Copaiba (Copaifera langsdorffii)

Doses (mg/L)*

Variaveis EPM**
0 30 300  3.000
a (%) 24,5 25,8 25,5 29,9 3,45
b (%) 63,4 61,1* 61,9° 453° 2,93
c (%/h) 0,039 0,041 0,044 0,053 0,0071
De (2%)* 66,4 66,7 68,2 60,7 2,94
De (5%)? 52,4 53,2 54,6 51,7 3,28
De (8%)° 45,4 46,4 47,6 46,9 3,28
Degradabilidade potencial 88,0° 86,9° 87,4* 752° 1,41

Letras minGsculas nas linhas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05). “*°Degradabilidade
efetiva a uma taxa estimada de passagem das particulas no rdmen de 2%, 5% e 8% por hora.
*mg/Litro de fluido ruminal tamponado. **Erro padrdo da média.

Observa-se na Tabela 6 que a DIVMS da dieta incubada na presenca
de 3.000 mg/L foi 10% inferior a da dose O mg/L. As doses 0, 30 e 300 mg/L
foram similares (P > 0,05). Isto sugere que, como outros aditivos fitogénicos, em
elevadas concentracbes a Oleoresina de Copaiba apresenta atividade

antimicrobiana nas condi¢ées do ambiente ruminal.

As concentracOes de N-NH;foram similares entre as doses 0 e 30 mg/L
(126,5 e 120,2 mg/dL), e também entre as doses 300 e 3.000 mg/L (98,2 e 105,8
mg/dL) (Tabela 6). As duas maiores doses testadas (300 e 3.000 mg/L)
apresentaram menor concentracdo de N-NH3 no in6culo ruminal, sendo reducdes
de 22 e 16% comparadas a dose 0 mg/L, respectivamente. Resultados estes
atribuidos a atividade antimicrobiana do aditivo e, consequentemente, a reducao
na degradacdo da proteina dietética. Uma vez que as bactérias proteoliticas sédo
em sua maioria gram positivas, ou seja, possuem membrana celular menos
complexa e menos seletiva, podem ser mais sensiveis & acdos dos aditivos
fitogénicos. NEWBOLD et al. (2004) sugerem que 6leos essenciais agem sobre o

metabolismo protéico reduzindo a deaminacdo, devido a inibicdo de bactérias

hiperprodutoras de NHs.
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TABELA 6 — Valores de digestibilidade in vitro da MS (DIVMS), concentragao de
Nitrogénio amoniacal (N-NHs), &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e pH do
inéculo ruminal contendo 0, 30, 300 e 3.000 mg da 6leo resina de Copaiba
(Copaifera langsdorffii)

Doses (mg/L)*

Variaveis EPM**
0 30 300 3.000

DIVMS (%) 91,62 90,62 90,22 82,4° 0,89

N-NHs (mg/dL) 126,5° 120,2* 982°  105,8° 4,84

AGCC (mM)
Total 75,3 70,9 60,4 68,1 6,24
Acetato 48,1 45,9 39,0 42,6 3,11
Propionato 13,9 13,0 11,3 13,8 1,74
Isobutirato 1,41 1,34 1,05 1,20 0,118
Butirato 7,2 6,2 5,5 6,2 1,49
Isovalerato 2,97 2,82 2,23 2,56 0,243
Valerato 1,65 1,54 1,27 1,61 0,174

C2Cs 3,67 3,68 3,56 3,23 0,35

pH final 6,16 6,21 6,22 6,16 0,050

Letras minlsculas nas linhas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05). *mg/Litro de fluido
ruminal tamponado. **Erro padrdo da média.

Estes resultados s&o consistentes com o conhecimento da atividade
antimicrobiana da oleoresina de Copaiba e concordam com outros estudos em
gue Oleos essenciais tem sido suplementados em doses e condicbes
semelhantes. Como no estudo de BUSQUET et al. (2006) em que foram
avaliados 12 extratos e seis metabdlitos secundarios de plantas nas doses 3, 30,
300 e 3.000 mg/L em in6culo ruminal adaptado a dieta 50:50 (V:C). Os autores
constataram que a dose 3.000 mg/L de extratos totais (6leo de capsicum, 6leo de
canela, o6leo de broto de cravo, Oleo de orégano) e O6leos essenciais
(cinamaldeido, carvacrol, carvona e eugenol), foi capaz de reduzir de 30 a 50% as

concentracfes de N-NHs.

CARDOZO et al. (2005) verificando a diminuicdo da concentracdo de

N-NH3z; com 6éleos essenciais puros (cinamaldeido e anetol) e extratos de anis,
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canela, alho e pimenta sugere que estes aditivos diminuem a atividade de
deaminacdo ou que as bactérias utilizaram peptideos e aminoacidos (portanto
nao foram deaminados) como fonte de N, diminuindo a concentragdo de N-NH;

no meio de incubacéo.

Vistas as redugbes na fracdo potencialmente degradavel,
degradabilidade potencial (Tabela 5) e na DIVMS (Tabela 6), seria coerente
observar queda na concentracdo de AGCC. Ao contrario do esperado, a
concentracédo de AGCC e a relacao C,:C3; ndo foram afetadas (P > 0,05) pelas
doses da 6leoresina de Copaiba. BUSQUET et al. (2006) constataram reducao na
concentragcdo de AGCC para a dose 3.000 mg/L para varios compostos
secundarios de plantas adicionados a inéculo ruminal adaptado a uma dieta 50:50
(V:C). Da mesma forma, CASTILEJOS et al. (2006) relataram diminuicdo na
concentracdo de AGCC para a dose de 5.000 mg/L dos cinco 6leos essenciais
avaliados (eugenol, guaiacol, limoneno, timol e vanilina) em uma dieta 60:40
(V:C). No entanto, isto pode ser explicado pelo fato de que os efeitos sobre as
variaveis relacionadas a digestdo do substrato foram pouco acentuados, nao
sendo capazes de alterar a concentracdo dos produtos finais da fermentacao

microbiana ruminal.

O pH final do indculo ruminal (Tabela 6) nao diferiu (P > 0,05) entre os
tratamentos. ARAUJO (2010) também né&o detectou diferencas entre os valores
de pH final do controle (6,75) e de das doses 75 e 150 pL/75 mL de fluido ruminal
tamponado de oleos resindides de Copaiba zor6 - Copaifera langsdorfii - (6,65 e
6,66) e Copaiba vermelha - Copaifera langsdorfii - (6,69 e 6,67), em dieta de alta

inclusdo de concentrado.

Da mesma forma que no presente estudo, ARAUJO (2010) verificou
gue as Oleoresinas de Copaiba pouco alteraram a fermentacdo ruminal in vitro,
especialmente quando o substrato era constituido exclusivamente de forragem. O
autor atribuiu esta baixa intensidade dos efeitos a caracteristica viscosa dos 6leos
resindides pode ter dificultado a interagdo dos mesmos com o0 meio de incubacgéo

e a colonizacao do substrato pelos microganismos.
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O o6leo bruto extraido dos frutos de Sucupira utilizado neste trabalho

continha 5,3% de B-cariofileno, sendo este um dos principais 6leos essenciais

presente no aditivo. Na avaliacdo da cinética de degradacdo da MS no ramen na

presenca do 6leo de Sucupira as variaveis “b” (fragdo potencialmente degradavel)

e degradabilidade potencial apresentaram diferencas (P < 0,05) entre as doses

avaliadas (Tabela 7).

Na Figura 4 podem ser observadas as curvas de degradacdo da MS

incubada na presenca de doses do 6leo bruto extraido dos frutos de Sucupira.
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Figura 4. Curvas de desaparecimento da MS incubada na presenca de doses do

Oleo bruto extraido dos frutos de Sucupira - Pterodon emarginatus (dO: 0 mg/L;
d30: 30 mg/L; d300: 300 mg/L; d3.000: 3.000 mg/L de fluido ruminal tamponado).
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TABELA 7 - Degradabilidade in vitro da matéria seca da dieta em in6culo ruminal
contendo 0, 30, 300 e 3.000 mg de Oleo dos frutos de Sucupira (Pterodon

emarginatus)

Doses (mg/L)*

Variaveis EPM**
0 30 300  3.000
a (%) 22,6 25,4 25,8 32,6 4,88
b (%) 60,4 58,0° 475" 321° 2,59
c (%/h) 0,033 0,025 0,053 0,055 0,0079
De (2%)* 59,9 56,5 60,0 55,5 2,87
De (5%)? 46,4 44,2 50,0 48,9 3,06
De (8%)° 40,1 38,9 44,5 45,3 3,27
Degradabilidade potencial 83,0° 834* 733" 648° 3,34

Letras minGsculas nas linhas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05). “*°Degradabilidade
efetiva a uma taxa estimada de passagem das particulas no rimen de 2%, 5% e 8% por hora.
*mg/Litro de fluido ruminal tamponado. **Erro padrdo da média.

Para a fracdo “b” a dose 3.000 mg/L apresentou o menor valor
(32,14%), seguido da dose 300 mg/L (47,51%). As doses 0 e 30 mg/L foram
similares entre si (P > 0,05), apresentando valores de 60,41 e 58,01%,
respectivamente. A degradabilidade potencial foi similar entre as doses 0 e 30
mg/L (P > 0,05), e também entre as doses 300 e 3.000 mg/L (P > 0,05). Sendo
gue, as duas maiores doses testadas foram capazes de alterar a cinética de

degradacéao ruminal in vitro da MS.

Na Tabela 8 observa-se que a DIVMS da dieta foi 24% menor para a
dose 3.000 mg/L em relacdo a 0 mg/L e foi similar entre as doses 0, 30 e 300
mg/L. Estes resultados podem ser atribuidos a acdo antimicrobiana deste aditivo

fitogénico, reduzindo a atividade fermentativa dos microrganismos.

Os acidos graxos de cadeia curta sdo os produtos finais da
fermentacdo microbiana ruminal e representam a principal fonte de energia
metabolizavel para ruminantes (VAN SOEST, 1982). Desta forma, na pratica, uma

reducdo na sua producéo seria nutricionalmente desfavoravel para o animal.
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TABELA 8 — Valores de digestibilidade in vitro da MS (DIVMS), concentragao de
Nitrogénio amoniacal (N-NHs), &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e pH do
in6culo ruminal contendo 0, 30, 300 e 3.000 mg de Oleo total dos frutos de
Sucupira (Pterodon emarginatus)

Doses (mg/L)*

Variaveis EPM**
0 30 300 3,000

DIVMS (%) 87,3 86,1*° 84,1* 66,3° 1,81

N-NH3 (mg/dL) 112,1 110,0 100,4 100,0 8,00

AGCC (mM)
Total 72,7 70,5 65,7 61,0 3,27
Acetato 52,1 47,4 45,2 40,9 1,77
Propionato 10,0 10,7 10,2 9,9 0,88
Isobutirato 1,12 1,13 0,98 0,97 0,05
Butirato 4,5 6,4 4,9 4,6 1,05
Isovalerato 3,23 3,41 3,08 2,43 0,35
Valerato 1,70 1,50 1,44 2,21 0,25

C2:Cs 521 4,54 4,58 4,42 0,37

pH final 6,07% 6,12% 6,17% 6,34° 0,050

Letras mindsculas nas linhas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05). *mg/Litro de fluido
ruminal tamponado. **Erro padrdo da média.

Ao contrario do esperado, vista a reducdo da degradacdo da MS, as
concentragcbes de N-NH;, de AGCC e a proporcdo molar C,:C3; ndo foram
alteradas (P > 0,05) pela adicdo do 6leo dos frutos de Sucupira (Tabela 8). Estes
resultados sugerem reduzida capacidade deste aditivo fitogénico em alterar a
fermentacdo microbiana ruminal. Visto que microrganismos produtores de acetato
e butirato, e que realizam protedlise e deaminacdo, podem ser tolerantes a
presenca do Oleo de Sucupira. No entanto, assim como observado para
Oleoresinas de Copaiba (ARAUJO, 2010), a alta viscosidade do 6leo extraido dos
frutos de Sucupira pode ter dificultado sua interacdo com o meio de incubacao, ou
mesmo o processo de colonizacdo do substrato pelos microganismos,

acarretando a auséncia de efeitos sobre os produtos da fermentacao da dieta.
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Na Tabela 8 pode-se observar que o pH final da dose 3.000 mg/L (P <
0,05) foi mais elevado que os demais, sendo valores de 6,07, 6,12, 6,17 e 6,34
para as dose 0, 30, 300 e 3.000 mg/L, respectivamente. Mesmo ndo havendo
diferenca estatitica para a concentracédo total de AGGC, a reducdo destes pode
ser responsavel pela elevagéo do pH final do indculo ruminal na presencga da dose
3.000 mg/L do dleo de Sucupira.

Nas observacbes de BUSQUET et al. (2006) a maioria dos O6leos
testados na dose a 3.000 mg/L elevaram o pH do meio de cultura, uma vez que
reduziram as concentragfes de AGCC. CASTILEJOS et al. (2006) tanbém
verificaram aumento no pH do meio de cultura apds 24 horas de incubacdo de
dieta 60:40 (V:C) na presenca de cinco 6leos essenciais (eugenol, guaiacol,
limoneno, timol e vanilina) na concentracdo de 5.000 mg/L, devido a reducdo na
concentracédo de AGCC.

Os resultados evidenciam que a propriedade antimicrobiana do 6leo de
Sucupira sobre os microrganismos do ruamen ocorre na presenca de alta

concentracéo deste composto.

Encontrar doses capazes de manipular positivamente a fermentacao
ruminal com pouco ou nenhum efeito inibitério sobre a fermentacéo total é o

grande desafio das pesquisas com extratos de plantas (ARAUJO, 2010).
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5 CONCLUSAO

De forma geral, compostos secundérios de plantas sdo potencialmente
Uteis para manipular a fermentacdo ruminal. Os aditivos extraidos de Pacari,
Barbatimdo, Copaiba e Sucupira apresentaram efeitos antimicrobianos em

intensidades variaveis.

Efeitos mais promissores foram observados para o 6leo de Sucupira.
Investigacdes de doses entre 300 e 3.000 mg/L devem ser realizadas em estudos

futuros.
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