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RESUMO GERAL

Este estudo envolveu dois experimentos. No primeiro, objetivou-se comparar os perfis de
producdo de gas e degradabilidade dos nutrientes de dietas utilizando duas técnicas de producéo
de gas in vitro, automatica e semiautomatica. Para isso, foi adotado o delineamento
experimental em blocos casualizados em arranjo fatorial 2 x 2, sendo duas dietas com diferentes
proporcoes de carboidratos ndo fibrosos (CNF), (baixo CNF vs alto CNF) e duas técnicas de
producdo de gas (automatica vs semiautomatica), com quatro repeticdes, sendo os blocos
representados por trés ensaios diferentes. A producdo de gas oriunda da fermentacdo dos
carboidratos fibrosos (Vf2) foi 22% maior na técnica automatica em relacdo a semiautomatica.
Houve interacdo para a estimativa da producéo total de gas (Vt) as 72 horas de incubacéo (P =
0,034), onde na técnica automatica a producdo foi maior em relacdo a técnica semiautomatica,
para dieta de alto e baixo CNF. A producéo de gas oriunda dos CNF (Vf1) apresentou correlacdo
positiva de alta magnitude (r = 0,94; R? = 0,87), enquanto para o Vf2 foi observada correlagdo
positiva forte (r = 0,702; R? = 0,47). Foi observada uma correlacéo positiva de alta magnitude
(r = 0,96; R?> = 0,93) entre as técnicas, para a producdo total de gas (Vt). Houve maior
degradabilidade da matéria seca (MS) (+ 3,8%), matéria organica (MO) (+ 3,3%). Em ambas
as dietas, a degradabilidade da proteina bruta (PB) foi maior na técnica semiautomatica (P <
0,0001). A dieta de alto CNF resultou em menor pH e menor N-NHz no meio de incubagéo,
comparado a de baixo CNF, enquanto a degradabilidade da MS, MO e PB aumentou. As
técnicas de producdo de gas automatica e semiautomatica, estimaram de modo semelhante os
parametros cinéticos e os perfis de producdo de gas total, demonstrando o potencial de ambas
técnicas para avaliagdo do valor nutricional de dietas com diferentes propor¢des de CNF. No
segundo estudo, objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo de extrato vegetal de Poincianella
pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz sobre a cinética de producéo de gases e a degradabilidade de
dietas com diferentes proporcdes de carboidratos ndo fibrosos (CNF). O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, em arranjo fatorial 4 x 2, com quatro niveis de
inclusdo de extrato [0, 3, 6, 9% da matéria seca (MS)] e duas dietas (baixo CNF e alto CNF), e
trés repetices, sendo os blocos representados por dois ensaios. Na dieta de alto CNF, a
degradabilidade da proteina bruta foi reduzida linearmente com o aumento dos niveis de extrato
de P. pyramidalis (P < 0,05). Houve efeito quadréatico (P = 0,0009) do extrato de P. pyramidalis
sobre a degradabilidade da fibra em detergente neutro, com ponto de maximo estimado em
609,7 g/kg de MS para o nivel de 2,16%. O aumento dos niveis de extrato reduziu linearmente
o pH (P =0,0001), N-NHs (P =0,0002), propor¢do molar de acetato (P = 0,0363) e da relagéo



acetato: propionato (P = 0,0118). A dieta com baixo CNF resultou em maior valor de pH, N-
NHs, acidos graxos de cadeia curta e proporcdo molar de acetato comparado a dieta de alto
CNF. A adicdo de extrato de P. pyramidalis aumentou de forma linear (P = 0,0419) a producao
de gas média (ml/g MO). A dieta de alto CNF resultou em maior volume (ml/g MS) e maiores
taxas de producédo de gas (P < 0,0001) e maior lag time (P = 0,0290) comparado a dieta de
baixo CNF. A inclusdo de extrato de P. pyramidalis em ambas dietas avaliadas modificou o
padrdo de fermentacdo ruminal, favorecendo a producao de propionato e reduzindo o acetato.
O efeito do extrato sobre a degradabilidade da proteina bruta foi mais acentuado na dieta com
alto CNF, observando-se uma reducdo da degradabilidade de proteina bruta com o aumento dos
niveis de P. pyramidalis. A degradabilidade da fibra em detergente neutro foi favorecida ate o

nivel de 2,16% de extrato, a partir desse nivel reduziu.

Palavras chave: Acidos graxos de cadeia curta. Aménia. Cinética de fermentacao.
Degradabilidade. Extratos de plantas. Poincianella pyramidalis (Tul.)



GENERAL ABSTRACT

This study consisted of two experiments. In the first, the aim was to compare the gas production
profiles and nutrient degradability of diets using two in vitro gas production techniques,
automatic and semi-automatic. For this, a randomized block design in a 2 x 2 factorial
arrangement was adopted, with two diets with different proportions of non-fibrous
carbohydrates (NFC), (low NFC vs high NFC) and two gas production techniques (automatic
vs semi-automatic), with four replicates. The blocks represented three in vitro runs. Gas
production from the fermentation of fibrous carbohydrates (Vf2) was 22% higher in the
automatic technique compared to the semiautomatic. There was interaction for the estimation
of the total gas production (Vt) at 72 hours of incubation (P = 0.034), where in the automatic
technique the production was higher than the semi-automatic technique, for high and low NFC
diet. Gas production from NFC (Vf1) showed a positive correlation of high magnitude (r = 0.94;
R? = 0.87), while for Vf2 a strong positive correlation was observed (r = 0.702; R? = 0.47).
There was a positive correlation of high magnitude (r = 0.96; R? = 0.93) between the techniques,
for the total gas production (Vt). There was greater degradability of dry matter (DM) (+ 3.8%),
organic matter (OM) (+ 3.3%). In both diets, the degradability of crude protein (CP) was greater
in the semiautomatic technique (P < 0.0001). The high NFC diet resulted in lower pH and lower
N-NHj3 in the incubation medium, compared to the low NFC diet, while the degradability of
DM, OM and CP increased. The automatic and semi-automatic techniques estimated the kinetic
parameters and the profiles of total gas production similarly, demonstrating the potential of both
techniques for assessing the nutritional value of diets with different proportions of NFC. In the
second study, the aim of this study was to evaluate the effect of including Poincianella
pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz extract on gas production kinetics and the degradability of
diets with different proportions of non-fibrous carbohydrates (NFC). A randomized block
design in a 4 x 2 factorial arrangement was adopted, with four levels of extract inclusion [0, 3,
6, 9% of dry matter (DM)], two diets (low NFC and high NFC), and three replicates. The blocks
represented two in vitro runs. In the high NFC diet, protein degradability was linearly reduced
with increase of P. pyramidalis extract levels (P < 0,05). There was a quadratic effect (P =
0.0009) of P. pyramidalis extract on the fiber in neutral detergent degradability, with a
maximum point estimated at 609.7 g/kg DM for the level of 2.16%. There was a linear reduction
in pH (P =0.0001), N-NHs (P =0.0002), acetate molar proportion (P = 0.0363) and the acetate:
propionate ratio (P = 0.0118) with increase of extract levels. The low NFC diet resulted in a

higher pH value, N-NHs, short chain fatty acids and molar proportion of acetate compared to



the high NFC diet. The addition of P. pyramidalis extract increased linearly (P = 0.0419) the
average gas production (ml/g OM). The high NFC diet resulted in greater volume (ml/g DM)
and higher gas production rates (P < 0.0001) and greater lag time (P = 0.0290) compared to the
low NFC diet. The inclusion of P. pyramidalis extract in both diets modified the rumen
fermentation pattern, favoring the production of propionate and reducing acetate. The effect of
the extract on the degradability of crude protein was more impressive in the high NFC diet,
with a reduction of crude protein degradability with increasing levels of P. pyramidalis. The
neutral detergent fiber degradability was favored up to the level of 2.16% of extract and, from

that level decreased.

Key words: ammonia. Degradability. Fermentation kinetics. Plant extracts. Poincianella
pyramidalis (Tul.). Short-chain fatty acids
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CONSIDERACOES INICIAIS

Nos sistemas de producdo de ruminantes a alimentacdo pode responder por 60 a 70%
dos custos da atividade, sendo assim, a avaliacao nutricional dos alimentos e a formulacdo de
dietas balanceadas, que atendam as exigéncias dos animais representam um importante desafio
na producdo pecudria. Além disso, o fornecimento de uma dieta equilibrada nutricionalmente
pode contribuir com a reducdo dos problemas ambientais, haja vista que a excrecdo de
nutrientes nao digeridos e a emissdo de gases afeta 0 meio ambiente.

Contudo, vale salientar que a quantidade e o tipo de nutrientes disponiveis para absor¢ao
e, consequentemente, para producdo, geralmente diferem consideravelmente do perfil de
nutrientes ingeridos pelos ruminantes. Essas diferencas sao resultantes das intensas atividades
fermentativas desempenhadas pelos microrganismos ruminais. Assim, a microbiota e 0s
produtos finais da fermentacdo ruminal representam uma parte importante do suprimento total
de nutrientes disponiveis. A avaliacdo apropriada dos alimentos e sua taxa de fermentacéo e/ou
digestdo nos ruminantes, é a chave para o sucesso na formulacéo de dietas, tanto em termos de
suplemento adequado de nutrientes, como do ponto de vista da formulacdo de dietas de baixo
custo.

A reducdo de custos com a alimentacdo e a melhoria na conversao alimentar também é
possivel por meio da manipulacdo e melhoria da eficiéncia da fermentacao ruminal. Isto inclui
aumentar o propionato no rimen, reduzir a metanogénese e diminuir a rapida protedlise ruminal
e a desaminacdo de proteinas da dieta.

Durante anos, os produtores de ruminantes lancaram méao de estratégias como o uso de
iondforos, principalmente monensina, obtendo-se efeitos benéficos sobre a saude e o
desempenho dos animais. Contudo, na tentativa de reduzir o risco de aparecimento de residuos
quimicos em produtos de origem animal e o desenvolvimento de bactérias resistentes a essas
substancias, a Unido Europeia (UE 1831/2003) proibiu, em 2006, o uso de antibi6ticos na
alimentacdo animal. Isto fez com que se tornasse cada vez mais comum, a busca por alternativas
naturais que exercam influéncia sobre os produtos da fermentagdo ruminal, contribuindo com
a melhoria do desenvolvimento animal e, ao mesmo tempo, amenizando 0s problemas
ambientais, principalmente relacionados a emissdo de gases contribuintes do aquecimento
global.

Nesse sentido, plantas ou extratos de plantas contendo metabdlitos secundarios séo
excelentes alternativas aos antibidticos utilizados na exploragdo de ruminantes, pois podem

modificar a fermentacdo ruminal e aumentar a eficiéncia energética da alimentagdo. As
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substancias presentes nesses extratos sdo capazes de mitigar a emissao de metano, através da
reducdo da metanogénese e degradacdo da proteina ruminal.

Diversos métodos in vitro e in situ tém sido usados para avaliar a modulacdo da
fermentacao ruminal e estimar as caracteristicas da degradacéo de alimentos e dietas destinadas
a alimentacdo de ruminantes. Esses métodos envolvem a medi¢do do desaparecimento do
substrato durante a incubagdo no ramen (in situ), no liquido ruminal tamponado (in vitro) e sdo
principalmente medidas de ponto final. Além disso, é possivel avaliar a cinética da degradacéo
através da medicdo das diferencas nos residuos em diferentes tempos de incubacéo.

A avaliacdo do valor nutricional de alimentos e dietas também é possivel ser feita por
meio da utilizacdo de técnicas que medem a producdo de gas. Essas técnicas medem o
aparecimento de produtos da fermentacdo ruminal, tais como os gases didxido de carbono (COz)
e metano (CHj4), &cidos graxos de cadeia curta, amoénia e a biomassa microbiana. Essa técnica
é reconhecida como uma das melhores técnicas in vitro disponiveis para descrever a cinética de
fermentacdo dos alimentos, haja vista que a producdo de gas é diretamente proporcional a
fermentacao microbiana do alimento. Além disso, pelo fato de poder ser medida em diferentes
intervalos de tempo, a técnica possibilita analisar 0 modo de atua¢do dos microrganismos
ruminais sobre as diferentes fragdes alimentares.

Esta tese apresenta-se dividida em trés capitulos. Capitulo 1. “Reviséo de Literatura: 1.
Técnicas in vitro para avaliacdo de alimentos e 2. Metabolitos secundarios de plantas como
moduladores da fermentacao ruminal”; Capitulo 2. “Comparacao dos perfis de acumulo de gas
de duas dietas usando métodos de produgéo de gas semiautomatico e automético”; Capitulo 3.
“Cinética de producédo de gas e degradabilidade in vitro de dietas contendo extrato vegetal da
Catingueira (Poincianella pyramidalis Tul. L. P. Queiroz)”.
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CAPITULO |

Revisdo de Literatura: 1. Técnicas in vitro para avaliacdo de alimentos e 2. Metabolitos
secundarios de plantas (MSPs) como moduladores da fermentacao ruminal
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REVISAO DE LITERATURA

1 TECNICAS IN VITRO PARA AVALIACAO DE ALIMENTOS
1.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, diversos esforcos foram direcionados para o desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas que permitam a avaliacdo de alimentos e dietas que predigam com
precisdo, a ingestdo e digestibilidade de alimentos. Essa digestibilidade pode ser avaliada
usando métodos bioldgicos que simulam o processo de digestdo dos alimentos (Getachew et
al., 1998), os quais envolvem o uso direto de animais (métodos in vivo e in situ) e métodos
laboratoriais, que ndo requerem o uso direto de animais, e simulam o ambiente ruminal e o
processo de digestdo utilizando fluido ruminal coletado de animais doadores (métodos in vitro).

Os métodos bioldgicos sdo mais significativos na avaliacdo do valor nutritivo dos
alimentos, visto que os microrganismos e as enzimas sdo mais sensiveis a fatores que
influenciam a taxa e a extensdo da digestdo do que os métodos quimicos (Van Soest, 1994). De
modo geral, para um método laboratorial ser considerado eficiente, ele deve ser reproduzivel e
correlacionar-se bem com os parametros medidos realmente in vivo.

O método in vivo, também conhecido como “técnica de coleta total”, consiste em
fornecer, uma quantidade conhecida do alimento a um grupo de animais alojados em gaiolas
individuais, de modo a permitir a medicdo do consumo diario de racdo e da colheita total de
fezes e, a partir da analise quimica das fezes, é possivel estimar a digestibilidade da matéria
seca (MS) dos alimentos ou de nutrientes especificos. Entretanto, embora a utilizacdo de
animais na avaliagdo da composicdo nutricional de alimentos para ruminantes seja 0 mais
confidvel para estimar consumo e digestibilidade dos nutrientes, ele € oneroso e demanda tempo
relativamente longo para obtencdo dos resultados (Silveira et al., 2009), requer grandes
guantidades de alimentos, sendo inadequado para avaliacdo de alimentos em larga escala
(Getachew et al., 2005) e afetam negativamente o bem-estar animal (Gosselink et al., 2004).
Além disso, os métodos in vivo ndo séo considerados rotineiros na maioria dos laboratorios e
podem n&o ser aplicaveis para todas as situacdes alimentares possiveis encontradas na préatica
(Lopez, 2005).

Os métodos in situ envolve a incubacdo de amostras de alimentos em sacos de nailon
que sdo colocados no rimen ou outra porcao do trato gastrintestinal de animais fistulados. Esses
métodos permitem uma estimativa simples e rapida da degradacdo dos nutrientes no ramen,
permitindo o acompanhamento da degradagéo ao longo do tempo (Mehrez e @rskov, 1977).

Entretanto, eles tém se tornado cada vez menos atraentes, uma vez que envolve aspectos
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relativos ao bem-estar animal, apresentam custos associados a manutencdo de animais
modificados cirurgicamente, além de permitir a avaliacdo de um numero limitado de amostras
(Mauricio et al., 1999).

Os métodos in vitro, por sua vez, sao0 mais precisos e rapidos, e requerem menos
substratos que os procedimentos in situ, entretanto, eles precisam de um indculo para criar o
ambiente fermentativo, 0 que aumenta o grau de variagdo (Mould et al., 2005), apresentam
como vantagem ainda, o fato de ndo envolver o uso direto de animais e de serem menos
trabalhosos e mais adequados para uma avaliacdo em larga escala de alimentos para ruminantes.

Esta revisdo discute as técnicas mais usadas para estimar a digestibilidade e descreve
em detalhes 0 método de producéo de gas in vitro semiautomatico de Theodorou et al. (1994),
modificado por Mauricio et al. (1999) e a técnica automatica RF System (ANKOM

Technology), que serviram como base para 0s experimentos relatados nesta tese.

1.2 TECNICAS IN VITRO PARA AVALIAQAO DE ALIMENTOS E DIETAS PARA
RUMINANTES
1.2.1 Técnicas de digestibilidade

As técnicas in vitro sdo usadas para prever a digestibilidade in vivo, sendo desejaveis
em funcdo do custo e pelo nimero de amostras que podem ser analisadas a qualquer momento.
Essas técnicas, para analise de rotina de alimentos, devem ser rapidas, simples de executar,
reproduziveis e produzir resultados confiaveis, além disso, devem simular todas as condi¢fes
do ambiente ruminal.

A técnica de Tilley e Terry (1963) foi uma das primeiras técnicas in vitro desenvolvidas
e a mais usada para predizer a digestibilidade de forragens. A técnica se baseia em medicGes
gravimétricas que segue o desaparecimento do substrato, componentes que podem ou ndo
contribuir para a fermentacdo (Getachew et al., 2005). O método apresenta dois estagios onde,
inicialmente o alimento é submetido a fermentacdo em solucéo tamp&o contendo fluido ruminal
durante 48 h, seguido por 24 h de digestdo com pepsina em solucdo acida, para simular a
digestdo no abomaso.

O segundo estagio com solucdo acida de pepsina, é utilizado para desdobrar as proteinas
dos microrganismos que se desenvolveram no processo fermentativo do substrato, no entanto,
deixa no residuo, a parede celular indigerivel das bactérias (Silva e Queiroz, 2002). O problema
foi solucionado com a modificagéo proposta por Goering e Van Soest (1970), em que a digestéo

com pepsina é substituida por um tratamento com solucdo de detergente neutro, resultando em
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um residuo constituido apenas por parede indigestivel, estimando assim, a digestibilidade
verdadeira da matéria seca verdadeira.

O método tornou-se uma ferramenta importante na avaliacdo de alimentos para
ruminantes e tem sido amplamente usado por causa de sua conveniéncia, particularmente
quando é requerido um ensaio em grande escala de alimentos para animais (Getachew et al.,
1998). As diversas modificagOes feitas no procedimento original visaram maximizar o processo
de digestao visto que os sistemas in vitro que ndo maximizam a cinética da digestdo podem néo
detectar diferencas na digestdo do substrato (Grant e Mertens, 1992). Contudo, apesar de 0
método ter sido validado diversas vezes com valores in vivo (Van Soest, 1994), eles ainda
apresentam algumas desvantagens em relacdo a outras técnicas de avaliacdo de alimentos como:
i) fornecem uma medida de ponto final; ii) eles ndo fornecem informacdes sobre a cinética da
digestdo de alimentos; iii) sdo trabalhosos e consomem tempo e iv) envolvem o uso de liquido
ruminal coletado de animais fistulados, ndo permitindo, portanto, resolver questdes publicas
sobre o bem-estar animal.

Atualmente, existe disponivel no mercado um fermentador ruminal artificial
desenvolvido pela Ankom, denominado Incubadora Daisy" (Ankom Technology Co.,
Macedon, NY, EUA), apresentando como vantagens a possibilidade de analisar varias amostras
ao mesmo tempo, reduzindo o labor empregado nas analises (Adesogan, 2002). Equipamento
semelhante a Daisy" foi desenvolvido por uma indistria brasileira, denominado incubadora TE-
150 (Tecnal Equipamentos Cientificos, Piracicaba, SP, Brasil).

Alguns estudos comparando os valores de digestibilidade in vivo da MS obtidos pelo
método do fermentador artificial Daisy'" em relagdo ao método tradicional de Tilley e Terry
(1963) indicaram que estes produzem resultados similares (Mabjeesh et al., 2000; Santos et al.,
2000). Entretanto, Silva et al. (2017) observaram valores superiores da DIVMS determinadas
pelo fermentador TE-150 e incubadora Daisy' em relagdo ao método tradicional de Tilley e
Terry (1963).

De um modo geral, a digestibilidade determinada in vitro é ligeiramente menor que a
determinada in vivo, em grande parte devido ao fato de as técnicas in vitro serem incapazes de
simular adequadamente o complexo sistema digestivo dos animais. Por conta disso, faz-se
necessario o uso de equacdes de regressao corretiva para relacionar a digestibilidade in vitro

com a digestibilidade in vivo (McDonald et al., 1995).
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1.2.2 Técnicas de producédo de gés para avaliacdo de alimentos

As técnicas de producdo de gas sdo de grande interesse na avaliacdo dos sistemas de
producdo de ruminantes, principalmente por conta de sua capacidade de avaliar a dindmica de
digestdo e seu potencial para simular os processos de digestdo do ramen (Alvarez Nivea, 2000).
A técnica foi originalmente desenvolvida para descrever a taxa e a extensdo da fermentacdo da
matéria organica (Menke et al., 1979).

Ao contrario das técnicas de digestibilidade, que visam avaliar o desaparecimento do
substrato, os métodos de producéo de gas medem o aparecimento de produtos da fermentacéo,
como gases (CO2 e CHa), &cidos graxos de cadeia curta, NHz e biomassa microbiana (Makkar
et al., 1995). A maior parte do gas produzido € resultado da fermentacdo de carboidratos a
acetato, propionato e butirato (Blummel e @rskov, 1993), com baixa contribui¢do da proteina
para a producdo gas e insignificante a quantidade de gas advindo da gordura (Getachew et al.,
1998). Aléem disso, a quantidade de gas produzido depende da quantidade de substrato
fermentado (Davies et al., 2000). Em situagcdes onde os nutrientes ndo sejam limitantes, a
producdo de gas pode ser considerada a medida direta do crescimento microbiano, podendo ser
em algumas situacdes, o0 melhor indice para medir a energia metabolizavel produzida (Pell e
Schofield, 1993).

Essas técnicas tém despertado o interesse de pesquisadores de diferentes areas e
disciplinas, que estudam os impactos diretos da producdo animal no meio ambiente
(Krishnamoorthy et al., 2005). Esse interesse surge principalmente por volta dos anos 70, onde
pesquisadores descobriram que medidas de fermentacdo de substratos a gases combinadas com
dados de composicao quimica da dieta poderiam ser usadas para estimar tanto o conteido de
energia metabolizavel como a degradabilidade da matéria organica (Yéanez-Ruiz et al., 2016).
A partir dai, foram desenvolvidas técnicas para avaliar ndo sé a digestibilidade de um alimento
como também os parametros cinéticos da digestdo, baseados na liberacdo dos produtos da
fermentacéo.

Menke et al. (1979) foram os primeiros a usar a producéo de gas durante a fermentacéo
de um alimento para estimar a digestibilidade aparente in vivo. O teste de gas de Hohenheim
(Menke et al., 1979), consiste na medida direta da produgdo total de gas liberada pela
fermentacao, realizada em seringas de vidro fosco (capacidade de 100 ml), contendo 200 mg
de alimento incubado com liquido ruminal tamponado. A medida que o substrato é fermentado,
sdo produzidos gases e 0 émbolo da seringa é forcado a subir no interior do cano (Theodorou
et al., 1994). Este sistema de avaliacdo combina o volume total de gases produzidos ap6s 24 h

de incubacdo com a concentragédo de proteina bruta (PB), gordura bruta, fibra bruta e cinzas da
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racdo para prever a energia metabolizvel (EM) (Williams, 2000). O teste é semelhante ao
sistema de Tilley e Terry (1963), onde o substrato é incubado com liquido ruminal, sendo a
principal diferenca entre os métodos, o fato de a producédo de gas ao invés de perda de materia
seca, descreve a quantidade de substrato fermentado.

O teste de gas de Hohenheim, por sua vez, pode ser adaptado para refletir a extenséo e
a taxa da fermentac&o, pela simples leitura do aumento na producéo de gas indicado pela subida
do émbolo em uma série de intervalos de tempo escolhidos. Sendo assim, Blummel e @rskov,
(1993) realizaram uma modificacdo no método de Menke et al. (1979) visando avaliar a cinética
de producdo de gés in vitro. Nesse novo procedimento, as seringas foram incubadas em banho-
maria coberto com uma tampa de acrilico, equipada com orificios para manter as seringas eretas
no banho-maria. Além disso, ao invés de uma Unica leitura dos gases, realizada 24 h apos a
incubacdo, a producdo de gas foi registrada nos tempos 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 e 72 h. Os autores
observaram que a producdo de gés, registrada em diferentes intervalos de tempo, ajustou-se
bem aos resultados da técnica do saco de nailon utilizando o mesmo material relatado
anteriormente por @rskov et al. (1988).

O uso de sistemas manuais utilizados para avaliar tanto a digestibilidade como a cinética
de degradacdo dos alimentos apresentam resultados satisfatorios e sdo bem correlacionados
com valores obtidos in situ e in vivo, contudo, eles requerem um trabalho maior de manipulagéo
manual de seringas e dependem de uma boa precisdo da leitura dos volumes de gas dentro de
seringas (Cone et al., 1996), o que pode afetar potencialmente o perfil de producéo de gas de

um alimento (Rymer et al., 2005).

1.2.2.1 Técnicas semiautomaticas de producéo de gas

Durante anos, a producdo de gas foi medida manometricamente (McBee, 1953;
Czerkawski e Breckenridge, 1970) e volumetricamente (Menke e Steingass, 1988), com
registros manuais dos resultados. O método manomeétrico de medicéo de gés desenvolvido por
McBee (1953) permitiu aos autores avaliar a atividade microbiana ruminal com relagéo a
fermentacdo da celulose e hemicelulose, chegando a concluséo de que a taxa de fermentagéo
de vaérios substratos no rimen ndo é constante, mas sujeita a grandes flutuagfes ap6s mudangas
na dieta do animal. Por sua vez, Cone et al. (2012) verificaram que a sintese de proteina
microbiana no rimen depende do grau e da taxa de fermentacé@o dos substratos, sendo a maior
producédo ocorrendo com substratos de fermentacéo réapida.

Com o avanco das pesquisas, formas alternativas para medir a producdo de gas foram

desenvolvidas, onde aumentos de pressao foram sendo registrados em sistemas fechados. Com
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isso, foram desenvolvidos métodos simples para medi¢do de gés e que pudesse diminuir 0s
erros obtidos a partir de leituras manuais da pressdo do gas gerado (Wilkins, 1974). O método
consistia na incubacdo de amostras de racdo em frascos fechados, onde a producao de gas era
obtida usando um transdutor de pressédo que media o acimulo da pressdo do gas no headspace
do frasco.

Posteriormente, essa metodologia foi aperfeicoada por Pell e Schofield (1993), sendo 0s
gases acumulados em frascos de volume fixo (50 ml), cada um com seu proprio agitador. Como
0 sistema nao é ventilado, o gas acumula-se no headspace, durante 48 horas, e a pressdo €
medida de forma semiautomatica a cada hora. Segundo Theodorou et al. (1998), a falta de
ventilacdo do método, poderia resultar na subestimagdo das medidas, uma vez que, com
alimentos altamente e rapidamente fermentaveis, altas pressdes podem ser geradas dentro do
sistema, 0 que poderia perturbar e reduzir a atividade microbiana do fluido ruminal. Essa
subestimacdo da producdo de gas in vitro em sistemas fechados, o qual ocorre altas pressoes,
esta relacionado ao fato de uma parte do CO: ser dissolvida no fluido de fermentac&o, levando
a uma possivel superestimacédo da proporgdo de CHa no gas total (Cattani et al., 2014).

Em funcéo disso, Theodorou et al. (1994) descreveram um método de producéo de gas,
0 qual usava um transdutor de pressdo e um conjunto de seringa a prova de gas para medir e
liberar as pressdes de gases acumuladas dos frascos de cultura de 160 ml. A medida que a
fermentacdo ocorria, 0 gas era acumulado no headspace das garrafas, sendo ventilado em
tempos fixos (2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 h de incubacdo) e a producdo de gas registrada por um
transdutor de pressdo ligado a um voltimetro de leitura digital. Este método, apesar de
tecnicamente direto, era trabalhoso, uma vez que leituras frequentes eram necessarias,
especialmente durante os estagios iniciais da fermentacao (Davies et al., 2000).

A técnica desenvolvida por Theodorou et al. (1994) sofreu uma modificacdo por
Mauricio et al. (1999), na qual eliminou-se a necessidade de medir o volume de gas com uma
seringa, sendo as leituras da pressdo do gas no headspace obtidas através da insercédo de agulha
hipodérmica de um transdutor de pressdo manual no frasco de fermentacdo, conectado a um
display visual que faz interface com um computador usando um conversor k485, permitindo a
captura direta dos dados. Para descrever o gas acumulado no headspace e o perfil de degradagéo
do substrato, nos termos da taxa fracional dependente do tempo da producéo do gas (u), fase
lag (L) e potencial de producdo de gas/degradacdo (A). Com essa modificacdo, foi possivel
reduzir consideravelmente o tempo necessario e o erro potencial associado a estimativa da
quantidade de gases liberados na fermentagdo, além de ter aumentado substancialmente a

capacidade do sistema atual (336 frascos ou 75 substratos + controles por série de incubacéo).
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As técnicas semiautomaticas fornecem resultados acurados, precisos e de facil obtencao.
Em relacdo a técnica de Menke, os sistemas semiautomaticos tem a vantagem de medir mais
precisamente, pequenos volumes de gas, ou seja, enquanto a técnica de Menke emprega
seringas de 100 ml, varios tamanhos de seringas podem ser empregadas na técnica do transdutor
de pressdo e a capacidade de corrigir todas as medigdes de volume de gas de acordo com a
correspondente pressdo no headspace do frasco. Contudo, assim como na técnica de Menke, a
técnica do transdutor de pressdo tem como principal desvantagem, a necessidade de registros
da producdo de gas em intervalos frequentes, principalmente durante o periodo inicial de
incubacédo, demandando um alto requisito de trabalho. Para superar esse problema, tem sido
desenvolvidos véarios sistemas automatizados para registro da producédo de gés.

1.2.2.2 Técnicas automaticas de producao de gas

Além dos sistemas semiautomaticos, também tém sido desenvolvidos diversos sistemas
automatizados para medir a producdo de gas. Beuvink et al. (1992) desenvolveram um sistema
de deslocamento de liquido, que utilizou frascos de soro de 100 ml, conectados a garrafas de
deslocamento de agua e o recipiente era colocado sobre uma balanca. As leituras foram feitas a
cada 25 min quando o peso do liquido deslocado pelo géas foi registrado e armazenado em um
“data-logger”. As garrafas foram mantidas em banho-maria agitadas durante a fermentacéo. No
entanto, esses sistemas de deslocamento de liquido sdo tecnicamente dificeis de manter e tém
uma resisténcia interna relativamente alta, introduzindo uma lag time artificial (Cone et al.,
1996).

Davies et al. (1995) desenvolveram um sistema de avaliacdo da pressédo automatizado
(APES) para medir a producdo de gas resultante da fermentacdo de forragens. O sistema
consiste na incubacdo de 0,5 a 1,5 g de substrato teste em frascos de 140 ml contendo 90 ml de
meio e 10 ml de fluido ruminal. Diferentemente do que ocorre no sistema desenvolvido por Pell
e Schofield (1993), o gas acumulado no headspace das garrafas, é liberado automaticamente,
pelo uso de chaves sensiveis a pressao e valvulas solenoides, quando uma dada pressao pre-
determinada é atingida. Nesse sistema, a pressao interna nas garrafas nunca ultrapassa o nivel
definido de 4,5 kPa, evitando assim, problemas associados com o aumento da solubilidade do
gas a uma pressao aumentada (lei de Henry; Theodorou et al., 1998).

Um sistema de producdo de gas relacionado ao tempo totalmente automatizado foi
apresentado por Cone et al. (1996) para estudar a cinética de fermentagdo no fluido ruminal. O
sistema faz uso de transdutores eletrénicos de pressdo em combinagdo com valvulas elétricas

para liberar a presséo durante a incubacéo. Pelo fato de ser muito sensivel, o sistema ndo permite
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que ocorra 0 acumulo de gas e de pressdo. Cada abertura da valvula representa uma certa
quantidade de gés, definida em cerca de 0,7 ml. Registrando o nimero de aberturas de valvulas
no tempo, a cinética da degradacdo pode ser estudada.

Recentemente a empresa Ankom Tecnology® (Ankom, 2011) desenvolveu um sistema
de producdo de gas (ANKOMPRF Gas Production System) projetado para medir a cinética da
fermentacdo microbiana de forma automatizada, que possibilita realizar o monitoramento da
pressdo do gas dentro de multiplos Mddulos, sendo os dados registrados diretamente em
planilhas de computador (Figura 1). O sistema tem capacidade para incluir até 50 mddulos
individuais que comunicam informagfes a um computador usando transmisséo de
radiofrequéncia (RF). A partir da interface do computador, o operador pode controlar diversas
variaveis, como intervalos de registro de dados e a liberacdo automatica de pressao através de

valvulas internas em cada médulo.

a) b)

Cumulative
pressure

Figura 1 — llustracdo de um modulo de producéo de gas sem fio in vitro. O médulo de producéo
de gas (a) mede a pressdo da fermentacdo no jarro continuamente e libera gas em um
determinado ponto de ajuste acima da pressdo atmosférica. Os dados sdo transferidos
sem fio de todos os mddulos, que podem ser incubados em banho-maria ou em uma
incubadora (b). (Fonte: Storm et al., 2012).

As principais diferengas entre os sistemas automatizados, diz respeito a suas
capacidades e se os frascos sdo ventilados de acordo com uma dada presséo limiar ou intervalo
de tempo (Cone et al., 1996) ou permanecem fechados e a pressdo € acumulada no sistema (Pell
e Schofield, 1993). Apesar de suas vantagens na avaliagao de alimentos, os sistemas totalmente
automatizados apresentam um elevado custo inicial, e sua complexidade e as dificuldades de

manutencgdo tornam estes sistemas inadequados para muitos laboratorios.
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2 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS (MPS) COMO
MODULADORES DA FERMENTA(;AO RUMINAL
2.1  INTRODUCAO

O trato gastrintestinal dos ruminantes, particularmente o reticulo-rimen, é caracterizado
por apresentar um ambiente microbiano diverso, constituido por bactérias, fungos, protozoérios
e outros microrganismos. Isso possibilita a esses animais digerir grandes quantidades de
polissacarideos vegetais, muitas vezes de baixa qualidade, fermentando-os a acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e proteina microbiana, atendendo assim, suas necessidades energéticas e
proteicas. Esse processo de fermentagdo ruminal, mediado pelos microrganismos ruminais,
afeta a qualidade e a composicéo do leite e da carne e o desempenho produtivo do hospedeiro.

Uma vez que a fermentacdo ruminal desempenha um papel chave na nutricdo de
ruminantes, estratégias de manipulacdo da fermentacdo de modo a melhorar o desempenho das
espécies domeésticas, principalmente bovinos, ovinos e caprinos, tem despertado o interesse de
pesquisadores (Chalupa, 1977). Esta melhoria da eficiéncia da fermentagdo ruminal inclui
aumentar a producéo de acido propidnico ruminal, reduzir a metanogénese e a rapida protedlise
ruminal e a desaminacéo das proteinas da dieta (Azzaz et al., 2015).

Tem sido proposto que metabdlitos secundarios de plantas (MSPs), tais como taninos,
saponinas e Oleos essenciais, apresentam potencial para modular a fermentacdo. Esses
metabdlitos tém sido amplamente explorados na producdo de ruminantes por contribuir com a
melhoria da eficiéncia energética e aumento da proteina ndo degradavel no rimen, aumentando
assim, a producdo de proteina microbiana e o fluxo de proteina para o duodeno (Wallace, 2004).

Diversos trabalhos tem sido desenvolvidos no intuito de verificar a influéncia desses
metabdlitos secundarios sobre os parametros fermentativos ruminais (Spanghero et al., 2008;
Tan et al., 2011; Cieslak et al., 2012; Kim et al., 2014; Rira et al., 2015), obtendo-se diferentes
respostas nos estudos realizados, muitas delas em funcdo do tipo e outras em funcdo da

concentracdo do metabdlito avaliado.

2.2  DESCRICAO GERAL DOS MSPs

Os metabdlitos secundarios representam uma ampla gama de compostos quimicos
presentes em plantas. Eles sdo moléculas biologicamente ativas, ndo envolvidas em processos
bioquimicos primarios, tais como o crescimento, desenvolvimento e reproducéo (Bodas et al.,
2012), mas que sdo essenciais a sobrevivéncia das plantas devido as suas propriedades
defensivas, incluindo resisténcia contra patdgenos e herbivoros, bem como a radiacdo UV
(Stafford, 1991).
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O metabolismo secundario das plantas abrange todas as facetas fisioldgicas e
bioguimicas dos "produtos secundarios”, incluindo aspectos funcionais e evolutivos (Hartmann,
2007). Atualmente, mais de 200.000 estruturas definidas de metabdlitos secundarios de plantas
foram identificadas (Hartmann, 2007; Lattanzio, 2013). A maioria desses metabolitos possui
atividade bioldgica em outros organismos vivos, afetando algum dos processos metabolicos do
animal e/ou a taxa de crescimento de certos microrganismos.

Esses compostos tém sido rotineiramente objeto de estudo das areas da industria
farmacéutica e da nutricdo animal, no intuito de obter novos medicamentos ou aditivos
alimentares (Bodas et al., 2012). Entretanto, a utilizacdo de aditivos naturais na alimentagéo de
ruminantes é aceitvel apenas em doses que exercam efeitos positivos sobre as populagdes
microbianas, sem apresentar efeitos adversos sobre a fermentacdo ruminal (Spanghero et al.,
2008).

Os principais metabdlitos secundarios presentes em plantas ou seus extratos, de
interesse na nutricdo de ruminantes séo taninos, 6leos essenciais e saponinas.

Os taninos fazem parte da ampla familia de polifendis ricos em anéis aromaticos com
grupos hidroxila. Taninos sdo substancias polifendlicas soltveis em agua, de pesos moleculares
diversos e complexidade variavel (Goel e Makkar, 2012). Eles sdo classificados em duas
familias quimicas principais: Taninos Hidrolisveis (TH) e as proantocianidinas, também
conhecidos como taninos condensados.

Os taninos hidrolisaveis se caracterizam por apresentar um nucleo de poliol central
(comumente D-glicose), que é esterificado com acidos fendlicos (principalmente acido galico
ou hexa-hidroxifenilico) (Amarowicz e Janiak, 2018). Esses taninos sdo suscetiveis a hidrolise
acida, basica ou por esterases, podendo ser facilmente degradados e absorvidos no trato
digestivo, além de poder causar potenciais efeitos tdxicos em herbivoros. Os taninos
hidrolisaveis sdo classificados em dois subgrupos: derivados de galotaninos e elagitaninos. A
designacédo de "taninos hidrolisaveis™ para galotaninos e elagitaninos deve-se ao fato de estes
compostos poderem ser hidrolisados, liberando acido galico e/ou acido elégico, através de um
tratamento com &cido diluido, enquanto os taninos condensados ndo sdo (Ky et al., 2016).

As duas subclasses de taninos hidrolisaveis, galotaninos e os elagitaninos, sdo derivados
da 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-B-D-glicose (Niemetz e Gross, 2005). Os galotaninos (GTs) sédo
polimeros formados pela esterificacdo subsequente de grupos hidroxila de D-glicose e acido
galico em cadeias poliméricas, nas quais as metades galoil s&o ligadas pelas chamadas ligacGes
“depsidas” (Amarowicz ¢ Janiak, 2018). Outros tipos de galotaninos sdo formados pela

esterificagdo do acido chiquimico e acido quinico com &cido galico. Os galotaninos podem
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interagir com proteinas, envolvendo preferencialmente, ésteres de galoil de maior peso
molecular.

Os elagitaninos (ETs) séo ésteres do acido hexa-hidroxidifenoil (HHDP) e poliol, como
a glicose ou o &cido quinico. Apds a hidrdlise, a molécula de ET liberada do acido HHDP é
espontaneamente rearranjada para um composto insoldvel em A&gua, o &cido elagico
(Amarowicz e Janiak, 2018). Eles apresentam uma enorme variabilidade estrutural devido aos
multiplos locais possiveis para a ligacdo dos residuos de HHDP com a porcéo glicose, e
particularmente pela sua forte tendéncia para formar derivados diméricos e oligoméricos
(Shahat e Marzouk, 2013).

Os taninos condensados (proantocianidinas) séo os polifendis derivados de plantas mais
abundantes. As proantocianidinas sdo oligdbmeros ou polimeros de flavan-3-ol, onde as
unidades monomeéricas sao ligadas principalmente por ligacdes C-4a — C-8, embora com
menor frequéncia também sejam encontradas liga¢gdes C-4a — C-6, levando a formacédo das
proantocianidinas do tipo B. Por outro lado, as proantocianidinas tipo A se caracterizam por
apresentar uma ligacdo adicional entre C-2 — C-7 das unidades bésicas de flavan-3-ol (Figura
11) (Smeriglio et al., 2017).

Contudo, vale destacar que diversos fatores podem afetar as estruturas quimicas e as
concentracOes de taninos, tais como a espécie de planta, estagio de crescimento e condi¢des de
crescimento (temperatura, intensidade luminosa, estresse nutricional e exposicao a herbivoria)
(Berard et al., 2011; Li et al., 2014). Essas substancias apresentam tanto efeitos prejudiciais
como benéficos, o qual depende de sua concentracao, tipo e natureza do tanino, além de outros
fatores tais como espécie animal, estado fisioldgico do animal e composicéo da dieta (Min et
al., 2003).

Os oOleos essenciais, por sua vez, sdo substancias aromaticas volateis produzidas por
plantas, como misturas complexas de metabolitos secundarios (Cobellis et al., 2016).
Quimicamente, os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios compostos principalmente por
derivados do isopreno, como monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (15), ou compostos
aromaticos de baixo peso molecular. Essas substancias apresentam consideravel potencial para
substituir os aditivos quimicos, melhorando o desempenho, a eficiéncia alimentar e prevenindo
futuros danos a satde dos consumidores (Ornanghi et al., 2017).

As saponinas sdo grupos heterogéneos de glicosideos amplamente distribuidos no reino
vegetal, incluem um grupo diversificado de compostos caracterizados pela sua estrutura
contendo uma aglicona esteroidal ou triterpendide e uma ou mais unidades osidicas (Guglu-

Ustundag e Mazza, 2007). Elas possuem propriedades tenso-ativas ou detergentes porque a
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porcao osidica da molécula é soltvel em &gua, enquanto a aglicona é lipossoluvel (Savage,
2003). Quando fornecidas em alto nivel, as saponinas podem ter efeitos adversos na populacéo
microbiana do rimen e saude animal (Wang et al., 2000), enquanto em baixas concentragdes
apresentam potencial para melhorar a fermentacdo ruminal (Sen et al., 1998), diminuindo a
concentracdo de metano e N amoniacal e aumentando a producdo de massa microbiana (Hu et
al., 2005).

2.3 EFEITOS GERAIS DOS MSPs SOBRE A FERMENTACAO RUMINAL

A exploragdo de metabolitos secundarios de plantas como aditivos naturais na dieta de
ruminantes tem se tornado cada vez mais comum entre os nutricionistas e microbiologistas do
ramen, visando modificar favoravelmente a fermentacdo ruminal, através da inibicdo da
metanogénese, melhoria no metabolismo de proteinas e aumento do contetdo do acido linoleico
conjugado (CLA) em alimentos derivados de ruminantes.

A comunidade microbiana ruminal é composta principalmente por dois grupos de
procariotos (bactérias e archaeas) e dois grupos de eucariotos (protistas, fungos e outros
microrganismos). Bactérias e protistas, juntos, representam mais de 90% da biomassa
microbiana, e as bactérias, em particular, tém sido o foco da maioria dos estudos quantitativos
sobre a composi¢do da comunidade (Weimer, 2015).

Esses diferentes microrganismos ruminais degradam nutrientes produzindo &cidos
graxos de cadeia curta e sintetizam proteinas microbianas, como fonte de energia e proteina
para 0 ruminante, respectivamente (Calsamiglia et al., 2007). No entanto, o processo de
fermentacdo tem ineficiéncias de energia (producdo de metano) e proteina (perdas de N
amoniacal) que podem limitar o desempenho da producdo e contribuir para a liberagédo de
poluentes para 0 meio ambiente. Assim, a modificacdo da fermentacdo ruminal ocorrera como
uma consequéncia direta dos MSPs sobre a microbiota ruminal (Bodas et al., 2012).

Apesar da atividade antibacteriana ter sido relatada em uma ampla variedade de
substancias néo fenolicas, os compostos fenolicos séo os principais componentes ativos (Burt,
2004). Acredita-se que 0 modo de agdo antimicrobiano provém principalmente do potencial da
sua intrusdo na membrana celular bacteriana, desintegrando as estruturas de membrana e
provocando a saida de ions (Bodas et al., 2012).

Os taninos apresentam uma forte acdo antimicrobiana, sendo essa atividade especifica
das espécies microbianas e esta intimamente relacionada a sua composi¢do quimica e estrutura
(Huang et al., 2017), sendo os taninos de baixo peso molecular mais habeis em inibir os

microrganismos ruminais (Patra e Saxena, 2011).
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Os taninos formam complexos com proteina no rimen, aumentando a quantidade de
proteina disponivel para a digestdo no intestino delgado (Muller-Harvey, 2006), e também com
carboidratos estruturais, devido a presenga de um grande nimero de grupos hidroxila fenolicos
(Patra e Saxena, 2011), protegendo o substrato da degradacdo microbiana. Esses compostos
também podem agir sobre enzimas como um inibidor competitivo do seu sitio ativo ou como
um inibidor ndo competitivo que modificard a conformacgdo do sitio ativo da enzima para
blogquear o acesso do substrato (Marion, 2016). Além disso, eles podem diminuir a producao de
metano (CH4) e aumentar as concentragcdes de CLA em alimentos derivados de ruminantes
(Cieslak et al., 2012).

Carrasco et al. (2017) mostraram que a adicdo de taninos na dieta de bovinos da raca
holandesa alterou as comunidades bacterianas fibroliticas, amiloliticas e ureoliticas no rumen,
enquanto as archaeas metanogénicas foram reduzidas. Além disso, o pH ruminal foi
significativamente maior nos animais suplementados com taninos em comparagdo ao grupo
controle.

Avaliando diferentes fontes de taninos, Bhatta et al. (2009) observaram uma reducéo
média de 11,6% e 12,3% na populacdo de archaeas metanogénicas e protozoarios, incubados
com taninos hidrolisaveis, e de 28,6% e 36,2% nas incubacBes contendo taninos hidrolisaveis
e condensados, respectivamente, quando comparados com incubagdes contendo
polietilenoglicol-6000. Além disso, os taninos também aumentaram o pH in vitro, reduziram as
concentragOes totais de AGCC e de N-NHs e tenderam a aumentar as concentragdes de
propionato.

O pH ruminal perto da neutralidade permite a interacdo entre taninos condensados
soliveis e proteina, 0 que acaba por aumentar a eficiéncia da utilizacdo de proteinas.
Geralmente, pH entre 3,5 e 7,0 favorece a formacdo de complexo tanino-proteina, enquanto que
em valores de pH fora dessa faixa o complexo € dissociado e a proteina € liberada (Jones et al.,
1976).

A suplementagéo de 140 g de extrato de Vaccinium vitis idaea, contendo o equivalente
a 2 g de taninos / kg de MS dietética reduziu a concentragdo de amoénia (-45,9%) e a populagéo
de protozoarios (-35,0%) in vivo, enquanto a contagem total de bactérias e metanogénicos ndo
foi afetada (Cieslak et al., 2012). Gross e Brinkhaus et al. (2016) observaram uma diminuigéo
no N-NHzruminal em vacas alimentadas com sainfoina em comparacdo com vacas alimentadas
com trevo de gramineas e alfafa. Da mesma forma, Theodoridou et al. (2010) observaram uma
diminuicdo no N-NHsz no fluido ruminal de ovinos alimentados com sainfoina fresca em

comparagdo com ovelhas alimentadas com a mesma dieta adicionada com polietilenoglicol. A
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menor producdo de aménia (N-NHz), na presenca de taninos, € resultado da menor degradacdo
de proteinas e consequentemente menor desaminacdo de aminoacidos, resultando em mais
proteina que sai do rimen e atinge o abomaso (Marion, 2016).

Assim como os taninos, os 6leos essenciais sdo potencialmente promissores alternativas
naturais aos antibioticos e ionoforos para manipular a fermentacdo ruminal devido a sua
capacidade de modificar a permeabilidade celular em microrganismos e sua toxicidade a
algumas cepas de microrganismos do rumen, particularmente as bactérias gram-negativas
(Helander et al., 1998; Calsamiglia et al., 2007). Foi sugerido que o principal mecanismo de
acdo dos Oleos essenciais era a inibicdo da ligacdo bacteriana as particulas alimentares e,
subsequentemente, a diminuicdo da producdo de N-NHsz (desaminagdo) a partir dos
aminoéacidos (Wallace et al., 2002).

A acdo dos 0leos essenciais pode ocorrer em funcdo da sua composi¢cdo quimica, sendo
que 0 mesmo extrato pode apresentar efeitos estimulatorios ou inibitérios quando for
proveniente de diferentes espécies de plantas do mesmo género (Patra e Saxena, 2009b). Em
funcdo dessa grande diversidade de compostos envolvidos, existem diversos mecanismos
quimicos responsaveis pela inibicdo do crescimento microbiano a partir dos 6leos essenciais
(Calsamiglia et al., 2007).

Assim, Spanghero et al. (2008) verificaram que o aumento, in vitro, dos niveis de 6leos
essenciais causaram uma mudanga moderada nos produtos finais da fermentagéo, ocorrendo
uma reducéo na proporc¢do de acetato e na razdo acetato: propionato, sem entretanto, modificar
a proporc¢édo de butirato. Agarwal et al. (2009) reportaram que o 6leo de hortela-pimenta em
niveis elevados (1,0 e 2,0 pl/ml de meio de incubacdo) aumentou a propor¢do de acetato e
diminuiu a de propionato, enguanto o nivel de 0,33 pl/ml ndo apresentou efeito.

Porém, as modificacdes ocorridas nos parametros fermentativos ruminais, como a
modificacdo na producdo de AGCC, devido a alimentacdo com Oleo essencial, sdo mais
evidentes em situagcdes de baixo pH ruminal, sugerindo que a forma hidrofébica ndo dissociada
das moléculas ativas essenciais do Oleo é mais ativa contra a membrana da célula de
microrganismos do rimen (Cardoso et al., 2005; Spanghero et al., 2008).

As saponinas também apresentam potencial para modular a fermentagdo ruminal e
melhorar a utilizagdo de nutrientes em ruminantes (Patra e Saxena, 2010). Tem sido
demonstrado in vitro (Liu et al., 2003; Lila et al., 2003) e in vivo (Hristov et al., 2003) que as
saponinas podem reduzir o pH e a concentracdo de N-NHs e aumentar a proporcdo de
propionato no rumen. Segundo Sen et al. (1998), a atividade bioldgica das saponinas depende

ndo somente da estrutura da aglicona lipofilica, mas também da composicdo e posi¢do de
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fixacdo do acucar. Além disso, a resposta dos ruminantes as saponinas dependera de fatores tais
como fontes e niveis de suplementacdo e composicao da dieta ofertada (Wina et al., 2005).

As saponinas sdo capazes de modular as comunidades microbianas do rumen,
estimulando o crescimento de algumas bactérias celuloliticas e diminuindo a populacdo de
protozoarios (Patra et al., 2012). Segundo Moss et al. (2000), os protozoarios sdo 0s
microrganismos ruminais mais suscetiveis a alteragdes induzidas por saponinas nas
propriedades da membrana celular.

Hu et al. (2005) observaram uma reducdo de 16% na contagem de protozoarios na
presenca de 0,4 mg de saponinas de chd / L de fluido ruminal. Além disso, a saponina de cha
diminuiu a concentracao de N-NHs (8,3%) e aumentou a massa de proteina microbiana (18,4%).
Da mesma forma, Belanche et al. (2016) observaram que a inclusdo de saponinas de frutos de
hera (2 g/L) diminuiu a atividade protozoaria (-39%) e a concentracdo de N-NH3 (-56%).
Segundo Wina et al. (2005), o mecanismo que explica o possivel efeito das saponinas sobre o0s
protozoarios esté relacionado ao fato de essas substancias formarem complexos irreversiveis
com a membrana da célula protozoaria causando ruptura e lise celular. Contudo, o efeito
antiprotozoario das saponinas € transitorio, pois quando as saponinas sao desglicosiladas pelos
microrganismos do rimen para a sapogenina, tornam-se inativas (Patra e Saxena, 2009g;
Ramos-Morales et al., 2017).

Os valores de pH e as concentracbes de AGCC e N-NHz no rimen sdo parametros
importantes que refletem o ambiente da fermentacao ruminal. Além disso, a producdo de AGCC
no rimen depende do grau e da taxa de fermentacdo (Cone e Becker, 2012). Kang et al. (2016)
observaram que a inclusdo de saponinas de Momordica charantia (MCS), até 0,6 mg de
saponinas por ml de fluido de incubag&o, diminuiu a propor¢do molar de propionato (-12,08%)
e a concentracdo de AGCC totais (-42,07%), mas aumentou a proporc¢do de acetato (+16,06%),
0 que levou a uma maior razdo A:P as 24 h de incubacéo. Por outro lado, apds 48 h de incubacéo,
a inclusdo de MCS aumentou a proporcdo molar de propionato e diminuiu a propor¢do de
acetato, resultando numa menor razéo A:P.

Por sua vez, Ramos-Morales et al. (2017b) observaram que adicdo de extratos de frutos
de hera (Hedera helix) (1 g de extrato / 7,5 ml de fluido ruminal) aumentou a proporg¢do molar
de propionato (+28,07%) e reduziu a proporcdo molar de butirato (-9,7%). Alem disso, a
quantidade total de AGCC foi aumentado em 13,2% na presenca de saponinas de frutos de hera.
Da mesma forma, Belanche et al. (2016) observaram um aumento de 25,5 e 11,3% na propor¢éo
molar de propionato e AGCC, respectivamente, quando utilizou 2 g de saponinas de fruto de

hera por L de fluido ruminal. O aumento dos AGCC em niveis mais elevados de saponinas e,
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provavelmente, devido a degradacdo parcial de saponina pelos microrganismos do rdmen
(Wina et al., 2005), sendo a porcao de agUcar, posteriormente, utilizada e fermentada para
produzir AGCC.

24 EFEITO DOS MSPs SOBRE A PRODUC}AO DE METANO (CHa)

Nos ultimos anos, consideraveis esfor¢cos tém sido feitos para controlar as emissées de
gases responsaveis pelo aquecimento global. Cerca de 10 a 12% dessas emissdes globais de
gases do efeito estufa, expressos como equivalentes de CO2, advém da agricultura, sendo o
maior contribuinte o gas CH4 entérico dos ruminantes (Veneman et al., 2016). Contudo, vale
salientar que cerca de 90% da producdo mundial de CHa4 pelos ruminantes é resultado da
fermentacao de alimentos de baixa qualidade (Mueller-Harvey, 2006). Assim, a manipulacéo
de dietas de ruminantes com alto valor nutritivo em sistemas agricolas intensivos teria pouco
efeito sobre a produgdo mundial de metano (Van Soest, 1994).

Além do metano entérico, outros produtos como acetato, propionato e butirato séo
produzidos como resultado da fermentacao de material vegetal pelos ruminantes. Enquanto os
AGCC sdo absorvidos e metabolizados pelos animais, o gas CHa escapa através da eructacao e
respiracdo dos animais para atmosfera (Duin et al., 2016). O CHs4 tem um potencial de
aquecimento global de 28 a 34 vezes maior que o dioxido de carbono (COz) (Ungerfeld, 2018),
sendo que estratégias para diminuir as emissGes antropogénicas de CH4 sdo consideradas
primordiais para mitigar as mudancas climaticas. Além disso, cerca de 2-15% da ingestdo de
energia € perdida como resultado da producdo desse gas (Holter e Young, 1992), sendo essa,
uma das mais importantes ineficiéncias nos sistemas de producdo de ruminantes (Moss et al.,
2000).

Dentre as estratégias nutricionais para mitigacdo das emissdes de CHa, a suplementacéo
dietética com compostos bioativos de plantas, a exemplo dos taninos condensados, 0leos
essenciais e saponinas, tem se mostrado importantes para ruminantes, devido a sua origem
natural em oposic¢éo aos aditivos quimicos.

Os diferentes tipos de fitoquimicos inibem o metano por diferentes modos, resultando
em diferentes padr6es de fermentacdo ruminal. Uma diminui¢do na produgéo de metano pelos
fitoquimicos pode ser confundida com varios fatores, tais como a supressdo de protozoarios,
archaeas e populac6es microbianas produtoras de hidrogénio e diminuigéo da digestéo de fibras

no ramen (Patra, 2010).
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2.4.1 Efeito dos taninos sobre a producdo de CHa

A avaliacdo dos efeitos nutricionais de taninos é complicada devido & sua grande
diversidade estrutural, sendo muitas vezes ignorado ou ndo suficientemente apreciado em
muitos ensaios de alimentacdo, o que tem levado a confusdo consideravel na literatura (Mueller-
Harvey, 2006). Além disso, embora 0s taninos parecam promissores para a mitigacdo de CHa,
eles impedem a digestibilidade da forragem e a produtividade animal quando oferecidos em
concentracgdes elevadas, limitando seu futuro uso em larga escala (Beauchemin et al., 2008).

O potencial de diferentes tipos de taninos, presentes em diferentes espécies de plantas
tropicais, em modificar os parametros da fermentagdo ruminal, particularmente mitigando a
producéo de CH4 no rumen, se d& de trés formas bésicas: quando administrados aos ruminantes
como forragem contendo tanino (Puchala et al., 2005), como extratos de tanino testados in vitro
(Pellikaan et al., 2011) ou quando alimentados in vivo (Bhatta et al., 2013).

Além disso, existem dois modos de acdo dos taninos sobre a sintese de CHa
(metanogénese): um efeito direto sobre os metanogénicos do rumen e um efeito indireto na
producéo de hidrogénio (H2), devido & menor degradagéo de alimento (Wanapat et al., 2013).
O H2 juntamente com o CO2 produzidos, sdo 0s principais substratos utilizados pelos
metanogénicos, sendo considerada a via predominante de producdo de CH4 no ramen (Ellis et
al., 2008). Carulla et al. (2005) sugeriram que a inibicdo de metanogénicos por taninos
condensados (TC) foi principalmente o resultado da supressédo da degradacéo da fibra que limita
0 H: derivado da sintese de acetato. Ha também evidéncias de que alguns taninos condensados
podem reduzir as emissdes de metano, reduzindo o inchaco e aumentando a absorcdo de
amino&cidos no intestino delgado (Wanapat et al., 2013).

Tan et al. (2011) verificaram que a inclusdo de taninos condensados (3% da MS) de
Leucena reduziu em 47% a producdo de CH4 e em apenas 7% a degradacdo da MS dietética.
Contudo, maiores niveis de TC, além de reduzir a emissdo de metano, resultaram em efeitos
negativos substanciais sobre a digestibilidade da MS. Por sua vez, Cieslak et al. (2012)
observaram que os taninos condensados de Vaccinium vitis idaea L.A reduziram em 8,46%, a
producdo ruminal de CH4. Também Puchala et al. (2005) observaram que a alimentacdo de
Lespedeza cuneata (180g CTs kg™?) resultou em menor emissdo de metano, seja quando
expresso como quantidade por dia (7,4 vs 10,6 g/dia) ou em relacdo a ingestdo de MS (6,9 vs
16,2 g/kg MS ingerida), comparado com a dieta contendo Digitaria ischaemum (Schreb.).
Entretanto, nos estudos de Beauchemin et al. (2007), a emissdo de CHa por novilhas e novilhos

em crescimento ndo foi afetada pela adicdo de extratos contendo taninos condensados.
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Estas discrepancias observadas na producdo de CH4 pode ser causada pelos diferentes
tipos de taninos testados, condensados vs hidrolisaveis, bem como pela fonte originaria e o nivel
de suplementacdo (Patra e Saxena, 2011). Entretanto, as tentativas de atribuir os efeitos
nutricionais as classes de tanino, ndo provaram ser Uteis, mas a percepcao de que 0s taninos
hidrolisaveis sdo toxicos em comparacao aos condensados é ainda bastante difundida (Waghorn
e McNabb, 2003).

Contudo, taninos hidrolisaveis de castanha e sumach apresentaram maior capacidade de
diminuir a concentracdo de metano do que taninos condensados puros de de mimosa e
quebracho (6,56 e 7,5 vs 3,03 e 3,53%), respectivamente, em relacdo a dieta sem taninos
(Jayanegara et al., 2015). Segundo os autores, tais diferencas entre os efeitos de taninos
hidrolisaveis e condensados na concentracdo de metano nao puderam ser claramente vistas a
partir das diferencas nas populac6es de metanogénios. Embora as populacdes de metanogénicas
sejam similares, taninos hidrolisaveis e condensados podem afetar sua atividade de formas

diferentes, o que pode explicar os efeitos.

2.4.2 Efeito das saponinas sobre a producdo de CHa

Tem sido relatado que as saponinas ou substancias semelhantes a saponinas tem o
potencial para alterar os padrGes de fermentacdo ruminal, reduzindo a contagem de protozoarios
e suprimindo a emissdo de metano (Hristov et al., 1999). Além disso, estudos indicam que as
saponinas podem diminuir as atividades dos genes relacionados a producdo de CH4 ou a taxa
de producéo de CH4 em cada célula metanogénica (Guo et al., 2008).

A atividade antimetanogénica das saponinas foi demonstrada tanto in vitro (Pen et al.,
2006; Holtshausen et al., 2009) como in vivo (Wang et al., 2009; Holtshausen et al., 2009),
principalmente com extratos ou material vegetal de Yucca schidigera, que é rica em saponinas
esteroidais, e Quillaja saponéria, que contém saponinas do tipo triterpenoide (Bodas et al.,
2012).

As saponinas formam complexos com esterdis nas membranas das celulas protozoérias,
0 que confere a essas substancias uma potente atividade antiprotozoaria (Goel e Makkar, 2012).
Os protozoarios fornecem hidrogénio como substrato para a metanogénese conduzida pelos
metanogénicos (Morgavi et al., 2010). Assim, as saponinas reduzem a producdo de CHs via
inibicdo de protozoarios e, concomitantemente, dos metanogénicos simbioticos associados
(Patra e Saxena, 2009a), que sdo responsaveis por uma proporcdo consideravel do total de CH4
produzido. Além disso, a capacidade de inibi¢do de bactérias celuloliticas e fungos anaerdbios

que degradam materiais fibrosos pelas saponinas (Wina et al., 2005) leva a uma diminuicao
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ainda maior do fornecimento de hidrogénio, o que, por sua vez, contribui para reduzir a emissao
de CH4 (Jayanegara et al., 2014).

Esta propriedade bioldgica das saponinas tem sido usada para implementar estratégias
dietéticas de mitigacdo de CH4 em ruminantes (Guyader et al., 2014), visto que cerca de 25%
dos metanogénicos ruminais estdo associados a protozodrios e os Ultimos foram responsaveis
por 10 a 25% da produgédo ruminal de CHs (Newbold et al., 1995). No entanto, foi mostrado
por Dohme et al. (1999) que os efeitos de supressao de metano dos componentes ativos da racéo
do 6leo de coco ndo eram necessariamente mediados pelo declinio na contagem de protozoarios,
mesmo quando ocorria uma supressdo simultanea de protozoarios.

Patra (2010) compilou informac6es de 16 experimentos que utilizaram diferentes tipos
de saponinas, aplicando em seguida uma metanalise. Concluiu-se que, em média, as saponinas
tendem a diminuir as emissfes de metano e a concentracdo de protozoarios no rimen em 11 e
28%, respectivamente. No entanto, estes efeitos sdo muitas vezes inconsistentes e altamente
afetados pelo tipo de saponinas testadas (Patra e Saxena, 2009a).

A adicéo de saponinas de cha (0,2 ou 0,4 mg/ml de TS) no fluido ruminal faunificado
diminuiu a emissdo de metano durante 24 h em 12,7% ou 14,0%, respectivamente. Contudo, o
efeito sobre a producdo de gas foi menor no fluido ruminal defaunado, sugerindo que a inibigéo
da metanogénese pelas saponinas do cha foi principalmente devido & sua atividade
antiprotozoaria (Hu et al., 2005). Esses resultados foram semelhantes aos relatados por Wang
et al. (2000), que observaram uma reducdo de 15% na producdo de CHs no tratamento
adicionado com saponina de Yucca em comparacao ao controle.

Guo et al. (2008) associaram o efeito da saponina de cha sobre a reducdo do CHas a
inibicdo dos protozodrios e presumivelmente a diminui¢do da atividade metanogénica dos
metanogénicos associados aos protozoarios. Mao et al. (2010) e Zhou et al. (2011) relataram
uma diminuicdo significativa das emissdes de CH4 (g de TS/kg de IMS; -27 e -11%,
respectivamente) e concentragdes de protozoarios (-42% em média, expressas como
porcentagem do rDNA 16S bacteriano) em ovinos alimentados com 60% de forragem misturada
com saponina em pé a 0,50% na MS.

Hess et al. (2003) observaram uma reducdo de 20% na produgdo de metano com a adicéo
in vitro de saponinas de Sapindus saponaria, e de cerca de 54% a contagem de protozoarios,
sem afetar, entretanto, as metanogénicas. Da mesma forma, Belanche et al. (2016) relataram
uma reducgéo de 22,68% na producdo de metano quando incluiram 5% de saponinas da fruta da
hera (IVY) na dieta de ruminantes. O efeito antimetanogénico de IVY se deu em fungédo de uma

modificacdo da estrutura da comunidade metanogénica e diminuiu sua diversidade. Este efeito
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antimicrobiano especifico do uso de IVY contra os metanogénicos foi considerado seu principal

mecanismo antimetanogénico.

2.4.3 Efeito dos 0leos essenciais sobre a producéo de CH4

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de varios compostos individuais que
apresentam potencial para melhorar a fermentacdo ruminal (Benchaar et al., 2007) e reduzir a
producdo de metano (Klevenhusen et al., 2012). Contudo, os efeitos dos 6leos essenciais podem
ser temporarios e variaveis devido a capacidade de adaptacdo dos microrganismos do rimen a
essas substancias (Klop et al., 2017) e a sua grande diversidade na natureza (Calsamiglia et al.,
2007). Assim, é dificil estabelecer uma dosagem de 6leo essencial na dieta que favoreca a
manipulacdo da funcdo ruminal (Wu et al., 2018), visto que essas substancias contém mais de
20 a 60 compostos ativos contendo uma variedade de moléculas volateis, como os terpenos e
terpendides, componentes aromaticos derivados de fenol e componentes alifaticos, cada um dos
quais tem um modo de acéo diferenciado como antimicrobiano (Wu et al., 2017).

Assim, diferentes respostas tém sido obtidas ao se avaliar o efeito de dleos essenciais de
plantas sobre a fermentacdo ruminal e a produgdo de CHa4. Chaves et al. (2008) mostraram que
a atividade metanogénica das bactérias ruminais foi fortemente reduzida na presenca de 6leos
essenciais, resultando numa diminuicdo acentuada na concentragdo de CHs4. Os autores
verificaram que a incubacdo in vitro de 20 mg/L, de 6leo de zimbro diminuiu em cerca de 49%
a producdo de CHs4 sem afetar, contudo, a producdo total de AGCC ou a propor¢do molar
individual desses acidos.

Agarwal et al. (2009) relataram que a inclusdo de Oleo de horteld-pimenta, nas
concentragdes 0,33, 1,0 e 2,0 pl/ml reduziu a emissdo de CHs em 19,9%, 46,0% e 75,6%,
respectivamente. Redu¢des maiores foram observadas quando se utilizou 6leo de eucalipto
(Eucalyptus citriodora) para avaliar a fermentacdo ruminal in vitro. Assim, Kumar et al. (2009)
e Sallam et al. (2009) relataram uma diminuicao de 56,0 e 90,3% na emissao de CHa, ao utilizar
oleo de eucalipto nas concentragdes de 1,66 e 2,0 ul/ml de meio de incubacéo, respectivamente.
O o6leo de eucalipto é um 6leo volatil destilado das folhas e galhos frescos no topo do eucalipto.
Assim, provavelmente seu alto grau de insaturacdo causou um efeito toxico nos metanogénicos
(Prins et al., 1972), resultando assim, na forte diminuic¢éo na producao de CHa.

De modo semelhante, a adicdo de niveis crescentes de 6leo de laranja (Citrus sinensis)
resultou numa diminuicéo linear na producéo de CH4in vitro, chegando a -39,87% CH4 emitido
guando se adicionou 1200 mg do dleo/L (Kamalak et al., 2011). Contudo, alguns 0leos

essenciais nao apresentaram nenhum efeito sobre a emissdo de metano como o 0leo de alho
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(Klevenhusen et al., 2011), aCD-mentol, aCD-hortela pimenta, aCD-tomilho (Tatsuoka et al.,
2008), enquanto outros aumentaram em até 1,4 vezes a emissao de CHa, como o aCD-cineole
(Tatsuoka et al., 2008).

Essas diferencas nas respostas obtidas com o uso de diferentes tipos de 6leos essenciais
podem estar relacionadas a variagdo na composicao desses produtos e a estabilidade de seu
composto ativo. A dieta é outro fator que difere entre os estudos, ja que dificilmente se utiliza

as mesmas dietas experimentais.
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CAPITULO 1

Técnicas de producao de gas in vitro como preditoras do valor nutricional de dietas para
ruminantes
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RESUMO

O objetivo com o presente estudo foi comparar os perfis de producédo de gas e degradabilidade
dos nutrientes de duas dietas utilizando duas técnicas de producao de gas in vitro, automatica e
semiautomatica. Foi adotado o delineamento experimental em blocos casualizados em arranjo
fatorial 2 x 2, sendo duas dietas com diferentes proporcdes de carboidratos nédo fibrosos (CNF),
(baixo CNF vs alto CNF) e duas técnicas de producédo de gas (automatica vs semiautomatica),
com quatro repeticdes, sendo os blocos representados por trés ensaios diferentes. A producéo
de gés oriunda da fermentacdo dos carboidratos fibrosos (Vfz) foi 22% maior na técnica
automatica em relacdo a semiautomatica. Houve interacdo para a estimativa da producdo total
de gas (Vt) as 72 horas de incubacdo (P = 0,034). O Vt da dieta com alto CNF foi maior,
independente da técnica utilizada, com valor médio de 198,33 ml de gas/g MS. Contudo, o Vt
da dieta com baixo CNF diferiu entre técnicas, sendo 22,9% maior na técnica automatica. O
Vf1 apresentou correlacdo positiva de alta magnitude (r = 0,94) entre as duas técnicas com alto
coeficiente de determinacéo (R? = 0,87), enquanto para o Vf2 foi observada correlagio positiva
forte (r = 0,702), contudo o coeficiente de determinagdo (R? = 0,47). A curva de producéo de
gas cumulativa apds 14 horas de incubacgdo foi maior na técnica automatica, produzindo cerca
de 6,3% mais gases as 48 horas de incubagdo em relacdo a semiautomatica. No diagrama de
dispersdo foi observada correlacdo positiva de alta magnitude (r = 0,96) entre as técnicas, com
alto ajuste entre as técnicas pelo coeficiente de determinacdo R? = 0,93. Houve maior
degradabilidade da matéria seca (MS) (+ 3,8%), matéria organica (MO) (+ 3,3%). Em ambas
as dietas, a degradabilidade da proteina bruta (PB) foi maior na técnica semiautomatica (P <
0,0001). A dieta de alto CNF resultou em menor pH e menor N-NHz no meio de incubagéo,
comparado a de baixo CNF, enquanto a degradabilidade da MS, MO e PB aumentou. As
técnicas de producdo de gas automatica e semiautomatica, estimaram de modo semelhante os
parametros cinéticos e os perfis de producédo de gas total, demonstrando o potencial de ambas
técnicas para avaliacdo do valor nutricional de dietas com diferentes proporg¢des de CNF.

Palavras — chave: Cinética de fermentacdo. Degradabilidade. Rumen
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the gas production profiles and nutrient degradability of
two diets using two in vitro gas production techniques, automatic and semi-automatic
technique. A randomized block design in a 2 x 2 factorial arrangement was adopted, with two
diets with different proportions of non-fibrous carbohydrates (NFC), (low NFC vs high NFC),
and two gas production techniques (automatic vs semi-automatic), with four replicates. The
blocks represented three in vitro runs. Gas production from the fermentation of fibrous
carbohydrates (Vf2) was 22% higher in the automatic technique compared to the semiautomatic.
There was interaction for the estimation of the total gas production (Vt) at 72 hours of incubation
(P = 0.034). The Vt of the high NFC diet was higher, regardless of the technique used, with an
average value of 198.33 ml of gas g DM. However, the Vt of the diet with low NFC differed
between techniques, with 22.9% higher in the automatic technique. The Vf1 showed a positive
correlation of high magnitude (r = 0.94) between the two techniques with a high coefficient of
determination (R? = 0.87), while for V{2 a strong positive correlation was observed (r = 0.702),
however the coefficient of determination (R? = 0.47). Cumulative gas production curve after 14
hours of incubation was greater in the automatic technique, producing about 6.3% more gases
at 48 hours of incubation compared to semiautomatic. In the dispersion diagram, a positive
correlation of high magnitude (r = 0.96) was observed between the techniques, with a high
adjustment between the techniques by the coefficient of determination (R? = 0.93). There was
greater degradability of dry matter (DM) (+ 3.8%), organic matter (OM) (+ 3.3%). In both diets,
the degradability of crude protein (CP) was greater in the semiautomatic technique (P <0.0001).
The high NFC diet resulted in lower pH and lower N-NHjs in the incubation medium, compared
to the low NFC diet, while the degradability of DM, OM and CP increased. The automatic and
semi-automatic techniques estimated the kinetic parameters and the profiles of total gas
production similarly, demonstrating the potential of both techniques for assessing the
nutritional value of diets with different proportions of NFC.

Key words: Degradability. Fermentation kinetics. Rumen
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1 INTRODUCAO

A técnica de producdo de gas tornou-se uma ferramenta comum para caracterizar
alimentos e investigar a cinética da fermentacdo ruminal. Desde o primeiro relato da técnica
realizado por Menke et al. em 1979, vérias novas técnicas foram desenvolvidas para mensurar
a producdo de gas durante a fermentacdo de um alimento (Pell e Schofield, 1993; Theodorou et
al., 1994; Cone et al., 1996; Davies et al., 2000). Essas técnicas ttm como principio, medir
eletronicamente a producdo de gas durante a incubacéo de uma amostra de alimento com liquido
ruminal.

A padronizacdo do protocolo de avaliacdo de alimentos € uma premissa importante a
ser considerada, tendo sido fundamental no desenvolvimento da técnica de Tilley e Terry
(1963), permitindo resultados reproduziveis entre laboratorios. Atualmente, a composic¢ao do
meio, o tempo de incubagdo e o método de coleta do liquido ruminal dos animais doadores
foram padronizados. Contudo, os protocolos variam entre diferentes laboratorios que utilizam
as técnicas de producdo de gas. Além disso, a prépria técnica varia entre laboratérios,
principalmente no que diz respeito ao uso da técnica semiautomatica ou automatica.

A técnica in vitro semiautomatica de producdo de gases (Mauricio et al., 1999), tem sido
muito utilizada para predizer o valor nutricional de alimentos e dietas (Jayme et al., 2009;
Zhong et al. 2016; Lagrange et al., 2019), devido principalmente a capacidade de avaliar muitos
alimentos, possuir baixo custo e alta repetibilidade, além de oferecer a possibilidade de
descricdo da cinética da fermentacdo ruminal, estimando a taxa e a extensdo da degradagéo.
Contudo, ainda depende da inser¢do manual de um transdutor de pressdo portatil em cada frasco
de fermentacdo, elevando a necessidade de méo de obra.

Por sua vez, as técnicas de producdo totalmente automatizadas, sejam elas ventiladas
(Davies et al., 2000) ou sem ventilacdo (Pell e Schofield, 1993), apresentam a vantagem de
necessitar de menos méo de obra nos estudos de producdo de gas. Entretanto, apesar de suas
vantagens na avaliacdo de alimentos, os sistemas totalmente automatizados apresentam um
elevado custo inicial, e sua complexidade e as dificuldades de manutencdo tornam estes
sistemas inadequados para muitos laboratorios.

Assim, foi avaliado a cinética de producéo de gases a partir da fermentacéo ruminal em
duas dietas distintas, utilizando duas técnicas de produgdo de gas in vitro: a técnica
semiautomatica proposta por Mauricio et al. (1999) e a técnica totalmente automatizada
desenvolvida pela ANKOM (ANKOMRF Gas Production System).


https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0377840105001859#bib6
https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0377840105001859#bib18
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na unidade de Producdo de G&s do Laboratério de
Andlises de Alimentos e Nutricdo Animal - LAANA, pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrérias — CCA, da Universidade Federal da Paraiba - UFPB, Areia-PB.

O estudo foi realizado de acordo com os critérios relativos aos cuidados com animais
experimentais, sendo o uso de animais fistulados no rimen submetido ao comité de ética e bem-
estar animal da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (CEUA n° 9866190719).

2.1 DIETAS EXPERIMENTAIS

Para realizacdo do ensaio, foram utilizados como substrato, duas dietas a base de feno
de tifton, milho moido e farelo de soja, com diferentes relagcdes volumoso: concentrado, 60:40
(baixo carboidrato ndo fibroso) e 30:70 (alto carboidrato ndo fibroso) com base na MS (Tabela
1). Todos os ingredientes foram moidos em moinho de facas tipo Willey (Modelo MA 580,
Marconi Ltd., Piracicaba, Brasil), utilizando peneiras de crivo de 1,0 mm. A composicao
quimica dos alimentos e de ambas as dietas foram estimadas seguindo os métodos da AOAC
(2005) (Tabela 1). Foram realizadas analises de matéria seca (MS) (método 934.01), matéria
mineral (MM) (método 942.05), proteina bruta (PB) (Kjeldahl, método 954.01) e extrato etéreo
(EE) (método 920.39). A fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA)
foram estimadas pelo método de Van Soest et al. (1991), utilizando analisador de fibra da
ANKOM (ANKOM?® Fibre Analyzer — ANKOM Tecnology Corporation, Fairport, NY,
EUA). Os carboidratos totais (CT) foram estimados por meio da equacao proposta por Sniffen
etal. (1992), CT = 100 — (%PB + %EE + %MM) e os carboidratos nao-fibrosos (CNF) segundo
Van Soest et al. (1991), CNF = 100 — (%PB+ %EE + %MM + %FDN).
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Tabela 1 — Composicdo quimica dos ingredientes e das racdes experimentais
Composi¢do quimica (g/kg MS)
MS! MM? PB® EE* FDN® FDA® CT’ CNF®

Ingredientes

Feno de tifton 926,0 985 972 17,6 7810 4285 786,7 57
Milho moido 8839 22,3 103,0 433 1766 449 8314 6548
Farelo de soja 8939 63,7 4809 135 1533 86,9 4419 2886

Dietas experimentais
Dieta Baixo CNF 910,7 75,3 160,7 255 5804 3048 8125 1581

Dieta Alto CNF 899,0 52,0 1588 34,9 387,6 180,7 8452 366,7
Proporgéo dos ingredientes da dieta (g/kg MS)
Feno de tifton Milho moido Farelo de Soja
Dieta Baixo CNF® 608,0 230,0 162,0
Dieta Alto CNF® 307,0 540,0 152,0

'Matéria Seca, “Matéria Mineral, *Proteina Bruta, *Extrato Etéreo, °Fibra em Detergente Neutro, °Fibra em
Detergente Acido, "Carboidratos Totais, 8Carboidratos N&o Fibrosos.

2.2 TECNICAS DE PRODUCAO DE GAS

Para avaliacdo da cinética de producéo de gas, foram utilizadas duas técnicas distintas,
semiautomatica (Mauricio et al., 1999) e automatica (ANKOMPRF System).

No sistema semiautomatico, a cinética de producdo de gas foi avaliada através da
metodologia proposta por Mauricio et al. (1999) e modificada por Menezes et al. (2015). A
pressdo nos frascos foi medida por um transdutor de pressdo (DPI 705, Druck Ltda., General
Electrics®; Leicester, UK) (Figura 1-B). As leituras de pressdo foram tomadas em uma
frequéncia maior durante o periodo inicial de fermentacdo. A producédo de gas foi registrada as
2,4,6,8,10, 12, 14, 17, 20, 24, 28, 34 e 48 horas. Foi realizada agitagdo manual dos frascos
apos cada leitura de pressao. A pressdo de gas (psi) medida durante o ensaio foi transformada
em volume (ml de gas) pela equacdo: V = (4,4392 x p) + 0,8943.

Na técnica de producdo de gas automatica, foi utilizada a metodologia desenvolvida pela
Ankom Tecnology® (ANKOMPRF Gas Production System) (Ankom, 2011) (Figura 1-A). A
técnica possibilita avaliar a cinética da fermentacdo ruminal de forma automatizada, realizando
0 monitoramento da pressdo do gas dentro de maltiplos modulos. O sistema tem capacidade
para incluir até 50 modulos individuais que comunicam informagdes a um computador usando
transmissédo de radiofrequéncia (RF). Cada unidade (modulo) consiste em uma garrafa de vidro
(capacidade real: 310 ml) equipada com um modulo sensor de pressio ANKOM (faixa de
pressdo: — 69 a + 3447 kPa; resolugéo: 0,27 kPa; precisdo 0,1% dos valores medidos), incluindo
um microchip e um remetente de radio. O sistema foi ajustado para registrar a produgéo de gas
nos tempos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 20, 24, 28, 34 e 48 horas, conforme a técnica

semiautomatica. Foi realizada agitacdo manual dos frascos nesses mesmos horarios. A pressdo



58

do gas medida foi convertida em mols de gas produzido, usando a lei do gas ‘ideal’ (equacéo 1)
e depois convertida em mililitros (ml) de gas produzido pela lei de Avogadro (equagéo 2).

n=p(V/RT) (equacéo 1)

Onde: n = gas produzido em moles (mol)
p = pressdo em kilopascal (kPa)
V = volume do head-space no frasco de vidro em litros (L)
T = temperatura em Kelvin (K)
R = constante do gas (8,314472 L-kPa-K*:mol™?)

Gés produzido em ml = n x 22.4 x 1000 (equagéo 2)

Figura 1 — (A) Sistema semiautomatico de producdo de gas; (B) Sistema automatico de
producéo de gas.

2.3 DEGRADACAO E CINETICA DE PRODUCAOQ DE GAS IN VITRO
2.3.1 Animais doadores

O liquido ruminal utilizado como inoculante nos ensaios de producédo de gas foi obtido
de dois ovinos Santa Inés (40 + 3 kg de peso vivo), com fistula ruminal. Os animais foram
alimentados com uma dieta a base de capim elefante e suplementados diariamente com 0,4 kg
de concentrado, composto por milho moido, farelo de soja e suplemento mineral, além de agua
de bebida ad libitum.

2.3.2 Preparagdo do in6culo microbiano
O liquido ruminal foi coletado de diferentes partes do rimen, com o auxilio de conchas
de inox, posteriormente filtrado através de quatro camadas de gaze, armazenado em garrafas

térmicas previamente aquecidas a 39 °C e encaminhados ao laboratério. O liquido coletado dos
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dois animais doadores foi misturado em proporgdes iguais, sendo continuamente purgados com

CO., para manter as condicOes de anaerobiose.

2.3.3 Preparo do meio de incubacéo

O meio de incubacéo foi preparado misturando-se 500 ml de agua destilada, 0,1 ml da
solugéo de microminerais, 200 ml da solucdo buffer e 200 ml da solugédo de macrominerais
(Theodorou et al., 1994). Néo foi adicionado “resazurina” na solucdo redutora. Uma corrente
de COz foi borbulhada no meio de incubag&o por pelo menos 3 horas antes do uso. Os reagentes

utilizados para o preparo do meio e suas proporc¢des sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Composicéo das solucbes usadas para preparar 0 meio de incubagéo, conforme
descrito por Theodorou et al. (1994).

Solucdo
Buffer (o)
NHsHCO3 4,0
NaHCO3 35,0
Macrominerais (o)
NazHPO4.12H20 9,45
KH2PO4 6,2
MgS04.7H20 0,6
Microminerais (9/100 ml)
CaCl2.2H0 13,2
MnCl2.4H.0 10,0
CoCl2.6H20 1,0
FeCl,.6H.0 8,0
Agente redutor
Cisteina HCL.1H20 0,625¢
NazS.7H.0 0,625 g
1M NaOH 4 ml
Agua destilada 95 ml

2.3.4 Preparo dos frascos de incubagéo

Os ingredientes das ragdes foram moidos (gramatura = 1 mm) e pesados separadamente
em sacos de néilon (5 x 10 cm), com poro de 50 um, (1g de rag&do/saco), que foram colocados
em frascos de vidro de 160 ml (técnica semiautomatica) e em frascos de borossilicato de 250
ml (técnica automatica). Adicionou-se em cada frasco 90 ml do meio de incubagéo (Theodorou
et al., 1994), previamente preparado. Em seguida, a solucéo dos frascos, de ambas as técnicas,

foi saturada com CO>. Os frascos do sistema semiautomatico foram selados com tampas de
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borracha, acondicionados em caixas de madeira e mantidos, durante a noite, sob refrigeragéo a
4°C. Por sua vez, os frascos do sistema automatico foram fechados com tampa rosqueada,
colocados em caixas de madeira e mantidos, sob refrigeracéo a 4°C (Fig. 1A).

Cinco horas antes do inicio do ensaio, as caixas contendo os frascos de incubagdo foram
transferidas para a estufa de producédo de gas (Fig. 1B), mantida a temperatura de 39°C, para
garantir que a solugdo tampao estivesse na mesma temperatura no momento da inoculagéo do

liquido ruminal.

Figura 2 — (A) Frascos de incubacdo mantidos sob refrigeracdo apds serem selados com a
tampa; (B) Frascos transferidos para estufa de producdo de gas antes da adicéo do
liquido ruminal.

No sistema semiautomatico, o liquido ruminal (10 ml) foi injetado nos frascos de
incubacdo através da tampa de borracha, utilizando uma seringa de 20 ml com uma agulha
hipodérmica de 18G x 1% (40 mm x 1,20 mm) (Lagrange et al., 2019). Logo em seguida a
pressdo interna dos frascos foi eliminada, e estes transferidos para a estufa, registrando-se o
inicio da incubacéo.

No sistema automatico a injecdo do liquido foi feita diretamente através da parte
superior dos frascos. Assim, retirou-se as tampas rosqueadas dos frascos, adicionou-se 10 ml
de liquido ruminal, saturou a solugdo com CO: e em seguida os frascos foram fechados com o
maodulo. Posteriormente, todas as valvulas dos mddulos foram abertas para liberar a pressao

existente e logo em seguida fechadas, dando inicio ao ensaio.

2.3.5 Cinética de producdo de gas e degradabilidade dos nutrientes
A producdo cumulativa de gas foi analisada pelo modelo logistico bicompartimental
(Schofield et al., 1994):

Vh Vfa

Ve = 1 4 e2—4m1(T-L) + 1 4 e2—-4m2(T-L)
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Onde: Vt — volume méximo total de produgdo de gés, Vf1— volume méximo de géas para a fracéo
de répida degradacdo (carboidratos ndo fibrosos — CNF), Vf. — volume méaximo de gas para a
fracdo de degradagdo lenta (carboidratos fibrosos — CF), m: — taxa de produgdo de gas para a
fracdo de rapida degradagéo, m,— taxa de producéo de géas para a fracdo de degradacéo lenta, L
— tempo de colonizacéo (fase lag) e T — tempo de fermentacao.

Para que os dados de producdo de gas se ajustassem ao modelo matematico testado, foi
necessario estimar a producdo de gas as 72 horas, através da aplicacdo de uma derivada,

utilizando o modelo exponencial.

A degradabilidade da matéria seca, matéria organica e proteina bruta das dietas foram
estimadas pela remocéo dos sacos de poliéster apds 48 horas de incubacdo. A remocéo se deu
apos os frascos terem sidos refrigerados a 4 °C para cessar a fermentacdo microbiana. Em
seguida, os sacos foram lavados em agua corrente e pesados ap0s secagem por 12 horas em
estufa de 65 °C e 2 horas em estuda de 105 °C.

2.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DA FERMENTACAO RUMINAL

Para avaliagdo dos parametros de fermentagdo ruminal, foram feitas coletas do liquido
de incubacdo nos frascos de fermentacdo. O liquido foi homogeneizado e o pH mensurado por
meio da leitura direta utilizando potenciémetro digital portatil (K39-0014PA — KASVI - Brasil).
Posteriormente, cerca de 40 ml do meio sem acido foi armazenado para mensuracdo do
nitrogénio amoniacal (N-NHs3), conforme técnica descrita por Detmann et al. (2012) (INCT -
CA N-007/1) onde, no momento da andlise, as amostras foram descongeladas, acrescidas de

acido tricloroacético e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos.

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

Para realizagdo do estudo, foi adotado o delineamento em blocos casualizados, em
arranjo fatorial 2 x 2 (Duas técnicas x duas dietas experimentais). Foram utilizadas quatro
repeticGes por tratamento / por ensaio, sendo realizado um total de trés ensaios, que foram

utilizados como blocos, utilizando o modelo geral:

Yijk = W+ Ti + Dj + TDjj + Bk + €iju
Onde, Yij«u = valor observado; 4 = média geral do experimento; T; = efeito fixo da técnica de
producéo de gas (i = automatica e semiautomatica); D; = Efeito fixo da dieta (j = dieta 1 e 2);
TDjj =efeito da intera¢do “técnica x dieta”; Bx =efeito fixo do bloco (k = ensaio 1, 2 e 3); €ijxi

= erro experimental aleatorio.
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A estimativa dos parametros do modelo de producdo de gés e o ajuste das curvas foram
realizados utilizando o procedimento para modelos ndo lineares (PROC NLIN) do software
estatistico SAS versdo 9.0 (SAS Institute, Cary, NC, EUA). Os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo procedimento do modelo linear misto (PROC MIXED) do SAS. As
médias dos tratamentos foram comparadas aplicando-se o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os dados referentes as duas técnicas de producédo de gas nas dietas de alta e baixa teor
de CNF foram submetidas a analise multivariada, através da medida de dissimilaridade,
utilizado a distancia de Gower e como método de agrupamento Unweighted Pair-Group
Method Using an Arithmetic Average (UPGMA), utilizando o programa MEGAT7: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger datasets (Kumar, Stecher e Tamura,
2015), para elaboracdo do cluster a partir da matriz de dissimilaridade. A analise de
componentes principais (PC) também foi realizada para identificar as varidveis que mais
contribuiram para o comportamento dos tratamentos utilizando o programa R (R Development

Core Team, 2020), pacote factoextra.
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3 RESULTADOS

A producao de gas oriunda da fermentacao dos carboidratos fibrosos (Vf.), estimada até
as 72 horas de incubagdo, foi 22% maior na técnica automatica em relacéo a semiautomatica.
No entanto, a taxa de producdo de gas dos carboidratos fibrosos (m2) foi 15% maior na técnica
semiautomatica. Por outro lado, a producdo de gas oriunda da fermentacdo dos carboidratos
ndo fibrosos (Vf1) ndo diferiu entre as duas técnicas (P = 0,109), com valor médio de 123,05
ml/g MS. A dieta influenciou a Vf1, sendo 18% maior na dieta com alto CNF. O lag time ndo
foi alterado em funcéo da técnica ou da dieta utilizada com valor médio de 3,81 horas (Tabela
3).

Tabela 3 —Estimativa dos parametros de producédo de gas in vitro de duas dietas em funcao de
duas técnicas de producdo de gas, apos 72 horas de incubacdo ¢ interagdo “dieta x
técnica” para a produgdo total de gas (Vt).

Parametros
Fonte ml/g MS ml/g MS/h h
\%it Vf, Vit m mz mt L
Técnica
Automatica 126,71 65,52 192,23 0,1000 0,0246 0,1247 3,75

Semiautomatica 119,39 51,02 170,41 0,1165 0,0291 0,1456 3,88
Dieta

Baixo CNF 111,22 52,89 164,10 0,0968 0,0261 0,1229 3,93

Alto CNF 134,93 62,91 197,83 0,1214 0,0279 0,1493 3,70
P - valor

Técnica (T) 0,109 0,033 <,0001 0,297 0,044 0,222 0,626

Dieta (D) <,0001 0,155 <,0001 0,103 0,321 0,103 0,465

TxD 0,196 0,496 0,034 0,609 0,413 0,714 0,432
EPM 3,47 3,48 4,05 0,008 0,001 0,009 0,050

Interagdo “dieta x técnica” para Vt
Técnica de producdo de gas

Dieta Automatica Semiautomatica P - valor
Baixo CNF 181,76aB 147,92bB 0,0001
Alto CNF 203,76A 192,90A 0,3631
P - valor 0,0121 <0,0001

Vf, — producdo de gas potencial a partir dos carboidratos nao fibrosos; Vf, — producédo de gas potencial a partir dos
carboidratos fibrosos; Vt — producéo de gas potencial a partir dos carboidratos totais; m1— taxa de produgdo de gas
a partir dos carboidratos ndo fibrosos; m, — taxa de producdo de gas a partir dos carboidratos fibrosos; mt — taxa
de producdo de gas a partir dos carboidratos totais; L — fase lag; EPM — erro padrdo da média; letras mindsculas
na linha e maiusculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Houve interagdo para a estimativa da produco total de gas (Vt) as 72 horas de incubacéo
(P =0,034). O Vtdadieta com alto CNF foi maior, independente da técnica utilizada, com valor
médio de 198,33 ml de gas/g MS. Contudo, o Vt da dieta com baixo CNF diferiu entre técnicas,

sendo 22,9% maior na técnica automatica. Na comparacéo entre as dietas houve variacdo em
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ambos os sistemas, com aumento de 12,1 e 30,4% na dieta com alto CNF, no sistema automatico
e semiautomatico, respectivamente (Tabela 3).

As curvas de producdo cumulativa de gas, oriunda dos carboidratos ndo fibrosos (Fig.
3A) e fibrosos (Fig. 3B) nédo diferiram quando avaliadas pelas diferentes técnicas ao longo dos
periodos de avaliacdo. A producdo de gas resultante da fermentagdo dos carboidratos ndo
fibrosos, apresentou correlacao positiva de alta magnitude (r = 0,94) entre as duas técnicas (Fig.
3D) com alto coeficiente de determinacio de R? = 0,87, enquanto para a producio de gas
oriundo dos carboidratos fibrosos, foi observada correlacao positiva forte (r = 0,702), contudo
o coeficiente de determinacio (R? = 0,47) demonstrou baixo ajuste entre as técnicas (Fig. 3C).

Houve interacdo “técnica x tempo” para produgao total de gas (P = 0,0009), até 48 horas
de incubacdo. A curva de producdo de gas cumulativa apos 14 horas de incubacéo foi maior (P
< 0,05) na técnica automatica (Fig. 3C), produzindo cerca de 6,3% (P = 0,0004) mais gas as 48
horas de incubacdo em relacdo a semiautomética. No diagrama de dispersdo foi observada
correlacdo positiva de alta magnitude (r = 0,96) entre as técnicas, com alto ajuste entre as
técnicas pelo coeficiente de determinacdo R? = 0,93 (Fig. 3F).

As figuras 3G, 3H e 3l mostram que nao houve diferenca entre as técnicas, automatica
e semiautomatica, na estimativa da producdo média de gas oriunda da fermentacdo dos
carboidratos néo fibrosos (P = 0,429), fibrosos (P = 0,092) e totais (P = 0,279), respectivamente.
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Figura 3 — Perfis de producéo gas oriundos da fermentacao dos carboidratos nao fibrosos - CNF
(A), fibrosos - CF (B), e totais — CT (C), apds 48 horas de incubacédo; diagramas de
dispersdo para avaliar a correlacdo entre a técnica automatica e semiautomatica, para
0s CNF (D), CF (E) e CT (F); producdo meédia de gas oriundo da fermentacdo dos
CNF (G), CF (H) e CT (I), a partir da técnica automatica e semiautomatica; r =
correlacdo entre as duas técnicas; P = significativo a 5% de probabilidade.



66

Ap0s oito horas de incubacéo, a producao de gés oriunda da fermentacdo dos CNF (Fig.
4A) e a producdo de gés total (Fig. 4B) foram significativamente maiores (P < 0,05) na dieta
de alto CNF em comparacdo a dieta de baixo CNF, havendo maior variacdo ao longo do tempo

de incubacao.
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Figura 4 — Interacdo “dieta X tempo” para a produgdo média de gas dos carboidratos ndo
fibrosos (A) (P < 0,0001) e carboidratos totais (B) (P < 0,0001).

A degradabilidade da matéria seca e da matéria organica foi 3,85 e 3,33%,
respectivamente, maior quando avaliada através da técnica semiautomatica. A dieta de alto CNF
resultou em menor pH (5,88) e menor concentragdo de N-NHsz (39,61 mg/dL) no meio de
incubacdo, comparado a dieta de alto CNF. Além disso, a dieta com alto CNF teve maior
degradabilidade da matéria seca e matéria organica (P < 0,0001) em relacdo a dieta de baixo
CNF (Tabela 4).

Houve interacdo para degradabilidade da proteina bruta as 48 horas de incubagéo (P =
0,0026), onde na técnica semiautomatica houve incremento de 3,03 e 7,19% em relacdo a
técnica automatica para dieta de alto e baixo CNF, respectivamente. Na comparacdo entre as
dietas, houve variagdo apenas no sistema semiautomatico (P < 0,0001) com aumento de 5,12%
na dieta com alto CNF (Tabela 4).
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Tabela 4 — Parametros ruminais e degradabilidade dos nutrientes as 48 horas de incubacdo em
funcdo de duas técnicas de producdo de gas e duas dietas e interagao “dieta X técnica”
para a degradabilidade da proteina bruta (DPB).

Fonte oH N-NH;3 DMS!? DMO? DPB?
(mg/dL) g/kg MS
Técnica
Automatica 6,04 40,37 746,65 743,52 850,73
Semiautomatica 6,03 42,00 775,40 768,29 897,09
Dieta
60:40 6,20 42,76 706,73 698,55 860,24
30:70 5,88 39,61 815,32 813,26 887,57
P —valor
Tecnica (T) 0,8386 0,0704 <,0001 0,0001 <,0001
Dieta (D) <,0001 0,0015 <,0001 <,0001 <,0001
DxT 0,2257 0,3582 0,5451 0,6455 0,0026
EPM* 0,030 1,255 8,662 9,020 5,480
Interagdo “dieta x técnica” para DPB
Dieta Tecnllqa de producéo _de gas P - valor
Automatica Semiautomatica
Baixo CNF 847,0b 873,5aB 0,0044
Alto CNF 854,5b 920,7 aA <0,0001
P —valor 0,4006 <0,0001

!Degradabilidade da matéria seca; 2Degradabilidade da matéria organica; *Degradabilidade da proteina bruta; “Erro
padrdo da média; Letras minGsculas na linha e mailsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Na andlise de componentes principais, os dois primeiros componentes explicaram
88,6% da variagéo total dos dados. As cargas fatoriais com maior contribuicéo para explicacao
do componente 1 foram, pH, DMO, DMS, Vfl, ml e Vt com 81,19% e para 0 segundo
componente V2, m2, Vt, DPB e N-NHz com 78,91%. Caracteres como mt, m1 e DPB
influenciaram diretamente na resposta da dieta de alto CNF no sistema semiautomatico,
enquanto Vf2, Vt e Vf1 contribuiram com a resposta da mesma dieta no sistema automatico. Em
relagdo a dieta de baixo CNF no sistema semiautomético o N-NHz e pH induziram diretamente
0 comportamento desse tratamento, enquanto a dieta de baixo CNF no sistema automatico teve
influéncia negativa dos caracteres que influenciaram a segunda dieta no sistema
semiautomatico (Figura 5A).

Correlacdes negativas de alta magnitude foram observadas entre pH x Vf1, m1, Vt, mt,
DMS e DMO com r = -0,93, -0,87, -0,81, -0,83 -0,94 e -0,95, respectivamente, enquanto
correlagdes positivas foram registradas entre Vfl x V{2, Vt, DMS e DMO com r = 0,81, 0,97,
0,81 e 0,83; m1 x mt, DMS, DMO e DPB com r = 0,99, 0,90, 0,88 € 0,92 (Figura 5A).

Através da analise de Cluster, utilizando o método de agrupamento UPGMA com base

na distancia de Gower, foi possivel visualizar a formagéo de dois grupos, sendo o primeiro
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formado pela dieta de alto CNF em ambos os sistemas e 0 segundo grupo pela dieta de baixo

CNF nos sistemas automatico e semiautomatico (Figura 5B).
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Figura 5 - Analise de componentes principais e dendrograma para estimativa dos parametros
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de producdo de gas in vitro, parametros ruminais e degradabilidade dos nutrientes de

duas dietas em funcdo de duas técnicas de producéo de gas. A: correlagdo em circulo

para 12 caracteristicas e dispersdo dos tratamentos em funcdo dos dois primeiros

componentes, as setas representam a direcdo da caracteristica e as cores de gradiente

representam a contribuicdo de cada caracteristica para 0s componentes. Do azul ao

vermelho: contribuicBes baixas a altas; B: dendrograma obtido pelo método de

agrupamento UPGMA com base na distancia de Gower; Dieta 1 = baixo CNF e Dieta

2 = alto CNF.
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4 DISCUSSAO

A medicdo da producdo cumulativa de gases, atraves de técnicas de producdo de gas,
tem permitido estimar, com sucesso, as taxas de digestdo das diferentes fragbes dos
carboidratos, partindo do principio de que os gases produzidos sdo provenientes da fermentacao
do material incubado pelos microrganismos do rumen (Pell e Schofield, 1993). Assim, a
comparacdo de diferentes técnicas de producdo de gas se torna necessaria para aumentar a
confianca dos dados gerados (Gierus et al., 2008), visto que além do equipamento utilizado,
diversos outros fatores podem afetar as medidas de producdo de gés, tais como procedimentos
de incubacdo (tampdo, coleta do liquido ruminal, relacdo tampéo e liquido ruminal), espécie
doadora e dieta do animal doador (Rymer et al., 2005).

Nesse estudo, foram utilizados os mesmos procedimentos de incubagdo para ambas as
técnicas avaliadas, visando minimizar parte das fontes de variacdo que afetam as medidas de
producdo de gas in vitro. Os resultados obtidos mostraram que a estimativa dos parametros
cinéticos da producdo de gas oriundos da fermentacéo dos carboidratos fibrosos (Vf2), apos 72
horas de incubacéo, foi diferente entre as técnicas avaliadas, sendo 22% maior quando avaliada
através da técnica automatica. Contudo, avaliando a interagdo “técnica X dieta”, para a produgéo
total de gas, estimada até 72 horas, observamos que o efeito da técnica sé ocorreu na dieta de
baixo CNF, sendo a producdo de gas total cerca de 23% maior (P = 0,0001) quando avaliada
através da técnica automatica.

Um dos fatores que afetam a medicdo do géas € a alta pressdo de gases no headspace dos
frascos de incubacdo. Assim, de acordo com a lei de Henry, quando a pressdao do gas é
acumulada nesses frascos, uma determinada proporcao de gas permanece dissolvida no meio
de cultura (Theodorou et al., 1994), o que pode subestimar as medidas de producdo de gas
(Cattani et al., 2014). Nesse estudo, os frascos do sistema semiautomatico foram ventilados em
tempos fixos, apds cada leitura de pressédo. Por outro lado, no sistema automatico, a ventilagdo
dos frascos ocorreu quando a pressao limite no headspace atingiu 5 psi (34,47 kPa). Esse limiar
de pressdo, utilizado nesse estudo, é bem superior aos utilizados por outros autores (6,8 kPa)
(Cornou et al., 2013; Katsande et al. 2015), em sistemas automatizados. Contudo, foi sugerido
que somente quando a pressdo no headspace ultrapassa 7 psi (48 kPa), é que a atividade
microbiana pode ser perturbada (Theodorou et al., 1994), o que pode diminuir a fermentagédo
dos carboidratos e, consequentemente, a producdo de gas.

Outro fator que poderia ter afetado o resultado da producéo de gés, seria a relagdo head-
space: volume do meio de incubagio. No sistema automatico (ANKOMPRF System) essa relagéo
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foi de 2,1:1, enquanto na técnica do transdutor de pressao (semiautomatico) foi de 0,6:1. Assim,
era de se esperar uma menor producdo de gas no sistema automatico, haja vista que grandes
areas superficiais permitem maiores trocas gasosas entre fases comparado a areas superficiais
pequenas (Paul e Fincke, 1989; Meier-Schneiders et al., 1995), o que aumenta a solubilidade
dos gases no meio de incubagéo, principalmente CO, (Lowenadler e Ronner, 1994), fato néo
observado no presente estudo.

Vale ressaltar que, o sistema automatico utilizado no presente estudo (ANKOMRF
System) permite a deteccdo, com alta frequéncia, de pequenas mudancas de pressdo no
headspace dos frascos fechados, sendo equipado com um sistema de ventilacdo automatico que
permite a manutenc&o de baixa presséo dentro do frasco. Além disso, possui uma abertura muito
rapida da valvula (250 milissegundos) para evitar a entrada de ar (Ankom, 2011). Por outro
lado, durante a leitura de pressao do sistema semiautomatico, as agulhas permanecem inseridas
nas tampas de borracha até a completa leitura de pressao de todos os frascos, o que certamente
resulta em perdas de gases durante o periodo. Assim, a alta sensibilidade do sistema automatico,
associado as perdas de gas durante a leitura de pressdo do sistema semiautomatico, podem ter
contribuido para uma maior producéo de gas no sistema automatico.

Semelhante ao encontrado no presente estudo, Cattani et al. (2014) observaram uma
reducdo de 18% na producdo de géas quando utilizou um sistema de producdo de gas nédo
ventilado, em comparagdo a um sistema ventilado. Vale destacar que no sistema ventilado,
utilizado pelos autores, a pressao limiar foi fixada em 1 psi (6,8 kPa), valor 5 vezes inferior ao
utilizado no presente estudo para o sistema ventilado.

Apesar da producédo de gés total ter sido levemente inferior na técnica semiautomatica,
os perfis de producdo cumulativa de gas mostraram que os dados de producdo de gas de ambas
as técnicas se ajustaram bem ao modelo matematico logistico de Schofield et al (1994). Assim,
conforme observado na figura 4C, os perfis da producdo de gas apresentaram uma fase inicial
com producdo de gas inexistente ou lenta, uma fase exponencial de producdo rapida de gas e
uma terceira fase, chamada assintotica, onde a producdo de gas é reduzida. Além disso, 0s
diagramas de dispersdo, figuras 4D, 4E e 4F, mostraram que a producdo de gas de ambas as
técnicas apresentou uma correlacdo fortemente positiva.

A estimativa do tempo de colonizagdo ou fase lag (L) nédo foi afetada pelo tipo de
técnica, apresentando valor médio de 3,81 horas. A fase lag representa a primeira fase da curva
de producgdo de gas, que explica o tempo de laténcia de hidratacdo, fixacdo e colonizacdo do
substrato insolvel pelos microrganismos ruminais (Beuvink e Kogut, 1993). Fatores como tipo

de substrato disponivel, tamanho de particula, relacdo volumoso: concentrado, diluicdo do
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liquido ruminal no meio de incubacgdo pode afetar o tempo de colonizagéo, principalmente por
comprometer a atividade microbiana (Nagadi, 2000). Assim, os resultados obtidos para essa
variavel estdo em acordo com o esperado, haja vista que foram usados 0s mesmos parametros
para ambas as técnicas.

A degradabilidade da matéria seca e matéria organica foi reduzida em 3,7 e 3,2%,
respectivamente, quando foi avaliada atraves da técnica automética. Além disso, a
degradabilidade da proteina bruta reduziu 3,0 e 7,2% quando avaliada através da técnica
automatica, nas dietas de baixo e alto CNF, respectivamente. A maior parte do gas produzido é
resultado da fermentacédo de carboidratos a acetato, propionato e butirato (Blummel e Orskov,
1993), com baixa contribuicao da proteina para a producdo gas e insignificante a quantidade de
gas advindo da gordura (Getachew et al., 1998). Assim, é possivel que essa leve reducdo na
degradabilidade da proteina ndo tenha sido suficiente para provocar uma mudanga nos
resultados de producdo de gas.

Os resultados de producdo de gas de ambas as técnicas apresentaram uma alta
correlacdo, demostrando o seu potencial para avaliacdo nutricional de alimentos. E importante
destacar que, apesar de serem muito sensiveis e precisas, 0 alto custo inicial e a maior
necessidade de manutencdo do sistema limitam o uso das técnicas automatizadas para muitos
laboratorios. Essas dificuldades de manutencdo dos mddulos de fermentagdo foram observadas
nesse estudo. Além disso, os dados de 3 dos 24 modulos usados nos ensaios (12,5%) tiveram
que ser descartados, devido a vazamento de gas. Também avaliando a producéo de gas através
do ANKOMPRF System, Cornou et al. (2013) relataram as mesmas dificuldades observadas nesse
estudo.

A comparacéo dos perfis de producdo de gas das dietas testadas ndo é objetivo central
desse estudo, uma vez que ja era esperado um maior volume de gas na dieta com alto CNF.
Assim, conforme o esperado, a estimativa da producdo total de gas (Vt) mostrou que a dieta
com alto CNF produziu 24,5% mais gas que a dieta com baixo CNF. Além disso, a producgéo
de géas oriunda da fermentacao dos CNF (Vf1) foi 22,3% maior e 0 gas advindo dos CF foi cerca
de 30% maior na dieta com baixo CNF. Apesar do aumento consideravel no volume de gas
produzido, as taxas de producdo de gas ndo diferiram entre as duas dietas.

Em dietas com alto teor de CNF, a producdo de gas € elevada devido a maior
disponibilidade de carboidratos de rapida fermentagéo (Tosto et al., 2015). Avaliando o uso de
diferentes fontes de carboidratos associados com ureia, Santos et al. (2020) observaram um
maior volume de gas quando usou mandioca como fonte de carboidratos na dieta, fato que foi

associado ao seu maior contetdo de CNF.
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Em fungéo dessa maior quantidade de CNF, a degradabilidade da MS, MO e PB foi
15,36, 16,42 e 3,17% maior, respectivamente, na dieta de alto CNF em relacdo a dieta de baixo
CNF.
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5 CONCLUSOES

As técnicas de producdo de gas automatica e semiautomatica, estimaram de modo
semelhante os parametros cinéticos e os perfis de producdo de gés total, demonstrando o
potencial das diferentes técnicas para avaliacdo do valor nutricional de dietas com diferentes

proporcoes de carboidratos nao fibrosos.
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RESUMO

O objetivo com o presente estudo foi avaliar o efeito da inclusdo de extrato vegetal de
Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz sobre a cinética de produgdo de gases e a
degradabilidade de dietas com diferentes propor¢oes de carboidratos ndo fibrosos (CNF). O
delineamento experimental foi em blocos casualizados, em arranjo fatorial 4 x 2, com quatro
niveis de inclusdo de extrato [0, 3, 6, 9% da matéria seca (MS)] e duas dietas (baixo CNF e alto
CNF), e trés repeticdes, sendo os blocos representados por dois ensaios. Na dieta de alto CNF,
a degradabilidade da proteina bruta foi reduzida linearmente com o aumento dos niveis de
extrato de P. pyramidalis, tanto as 24 horas (P = 0,0009) quanto as 48 horas (P = 0,0036) de
incubacdo. Houve efeito quadratico (P = 0,0009) do extrato de P. pyramidalis sobre a
degradabilidade da fibra em detergente neutro, com ponto de méximo estimado em 609,7 g/kg
de MS para o nivel de 2,16%. Houve reducéo linear do pH (P = 0,0001), N-NH3 (P = 0,0002),
proporcdo molar de acetato (P = 0,0363) e da relacéo acetato: propionato (P = 0,0118) com o
aumento dos niveis de extrato. A dieta com baixo CNF resultou em maior valor de pH (6,44 vs
6,28), N-NH3 (20,13 vs 17,49 mg/dL), AGCC (31,87 vs 23,64 mmol/L) e proporcdo molar de
acetato (63,98 vs 58,09 mol/100 mol) comparado a dieta de alto CNF. A adicdo de extrato de
P. pyramidalis aumentou de forma linear (P = 0,0419) a producéo de gas média (ml/g MO). A
dieta de alto CNF resultou em maior volume (ml/g MS) e maiores taxas de producdo de gas (P
<0,0001) e maior lag time (P = 0,0290) comparado a dieta de baixo CNF. A inclusdo de extrato
de P. pyramidalis em ambas dietas avaliadas modificou o padrdo de fermentacdo ruminal,
favorecendo a producdo de propionato e reduzindo o acetato. O efeito do extrato sobre a
degradabilidade da proteina bruta foi mais acentuado na dieta com alto CNF, observando-se
uma reducdo da degradabilidade de proteina bruta com o aumento dos niveis de P. pyramidalis.
A degradabilidade da fibra em detergente neutro foi favorecida até o nivel de 2,16% de extrato,

a partir desse nivel reduziu.

Palavras — chave: Acidos graxos de cadeia curta. Amonia. Extratos de plantas. Fermentac&o
ruminal. Poincianella pyramidalis (Tul.)
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of including Poincianella pyramidalis (Tul.) L.
P. Queiroz extract on gas production kinetics and the degradability of diets with different
proportions of non-fibrous carbohydrates (NFC). A randomized block design in a 4 x 2 factorial
arrangement was adopted, with four levels of extract inclusion [0, 3, 6, 9% of dry matter (DM)],
two diets (low NFC and high NFC), and three replicates. The blocks represented two in vitro
runs. In the high NFC diet, protein degradability was linearly reduced with increase of P.
pyramidalis extract levels, both at 24 hours (P = 0.0009) and 48 hours (P = 0.0036) of
incubation. There was a quadratic effect (P = 0.0009) of P. pyramidalis extract on the fiber in
neutral detergent degradability, with a maximum point estimated at 609.7 g/kg DM for the level
of 2.16%. There was a linear reduction in pH (P = 0.0001), N-NH3 (P = 0.0002), acetate molar
proportion (P = 0.0363) and the acetate: propionate ratio (P = 0.0118) with increase of extract
levels. The low NFC diet resulted in a higher pH value (6.44 vs 6.28), N-NH3 (20.13 vs 17.49
mg / dL), AGCC (31.87 vs 23.64 mmol/L) and molar proportion of acetate (63.98 vs 58.09
mol/100 mol) compared to the high NFC diet. The addition of P. pyramidalis extract increased
linearly (P = 0.0419) the average gas production (ml/g OM). The high NFC diet resulted in
greater volume (ml/g DM) and higher gas production rates (P < 0.0001) and greater lag time (P
= 0.0290) compared to the low NFC diet. The inclusion of P. pyramidalis extract in both diets
modified the rumen fermentation pattern, favoring the production of propionate and reducing
acetate. The effect of the extract on the degradability of crude protein was more impressive in
the high NFC diet, with a reduction of crude protein degradability with increasing levels of P.
pyramidalis. The neutral detergent fiber degradability was favored up to the level of 2.16% of

extract and, from that level decreased.

Key words: Ammonia. Plant extracts. Poincianella pyramidalis. Ruminal fermentation. Short-
chain fatty acids
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1 INTRODUCAO

Nos altimos anos, com a proibicdo do uso de aditivos quimicos na alimentagdo animal,
a exemplo dos antibioticos, tem se tornado cada vez mais comum, a busca por alternativas
naturais que exercam influéncia sobre os produtos da fermentacdo ruminal, e a0 mesmo tempo,
possam amenizar os problemas ambientais. 1sso se deve, em parte, a tentativa de reduzir o risco
de aparecimento de residuos quimicos em produtos de origem animal e o desenvolvimento de
bactérias resistentes a essas substancias, além da pressdo exercida sobre a pecuédria para
diminuir a emissao de gases contribuintes do aquecimento global, como os produzidos a partir
da fermentacao entérica dos ruminantes.

Nesse sentido, plantas ou extratos de plantas contendo metabolitos secundarios (MSP),
que sdo moléculas biologicamente ativas, ndo envolvidas em processos bioquimicos primarios
(Bodas et al., 2012), mas que sdo essenciais a sobrevivéncia das plantas, tém sido largamente
explorados na producao de ruminantes por contribuir com reducdo da metanogénese, alem de
diminuir a degradacdo da proteina ruminal, aumentando assim, a producdo de proteina
microbiana e o fluxo de proteina para o duodeno (Wallace, 2004).

A “Caatinga”, pastagem natural da regido Nordeste, possui uma grande diversidade de
espécies forrageiras em seus trés estratos, herbaceo, arbustivo e arbéreo. Em virtude da grande
diversidade de espécies forrageiras disponiveis, a vegetacdo da Caatinga participa
significativamente da composicédo da dieta de ruminantes, principalmente, caprinos e ovinos.

Nesse Dominio fitogeografico, a Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz,
conhecida popularmente como “Catingueira” ou “pau de rato” esta presente de forma bem
representativa (Lewis, 1998). Pertencente a familia Fabaceae, as cascas e folhas de P.
pyramidalis sdo amplamente utilizadas na medicina popular, principalmente no tratamento de
febre e disturbios estomacais e também sdo usadas como diurético pelos habitantes locais
(Gomes-Copeland et al., 2018). Além disso, essa espécie é utilizada como fonte de madeira
(Paula e Alves, 2007) e também como uma importante fonte de forragem para ruminantes
(Queiroz, 2009).

Quando utilizada como forragem, o consumo de P. pyramidalis é reduzido no inicio de
sua fase vegetativa. No entanto, apds sua senescéncia, as folhas sdo rapidamente consumidas
pelos ruminantes (Araujo Filho e Carvalho, 1998). Esse consumo reduzido na fase vegetativa
se da em funcdo da menor palatabilidade das folhas, causadas pela presenga de compostos

fenolicos, principalmente taninos (Fonteles, 2016). Além da presenca de taninos, estudos sobre
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sua composicdo quimica indicaram a presenca de flavonoides, biflavondides, triterpenos e
fenilpropandides nas folhas, cascas e raizes (Bahia et al., 2005; Oliveira et al., 2016).

Diante destas informacdes, objetivou-se avaliar o efeito do extrato vegetal da
catingueira (Poincianella pyramidalis Tul. L. P. Queiroz), sobre a cinética de producéo de gas
e degradabilidade in vitro e producdo de acidos graxos de cadeia curta em dietas com diferentes

relagdes volumoso: concentrado.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na unidade de Producdo de G&s do Laboratério de
Andlises de Alimentos e Nutricdo Animal - LAANA, pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrérias — CCA, da Universidade Federal da Paraiba - UFPB, Areia-PB.

O estudo foi realizado de acordo com os critérios relativos aos cuidados com animais
experimentais, sendo o uso de animais fistulados no rimen submetido ao comité de ética e bem-
estar animal da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (CEUA n° 9866190719).

2.1 COLHEITA DAS PLANTAS

Para realizacdo do estudo, foram coletados folhas completamente expandidas e ramos
com até 3 mm de espessura de catingueira (Poincianella pyramidalis Tul. L. P. Queiroz), em
uma area de Caatinga no municipio de Pesqueira — PE. A espécie coletada foi identificada e
depositada no herbario Jaime Coelho de Morais.

A colheita do material vegetal foi realizada durante os horéarios de 08:00 as 10:00 horas
e das 15:00 as 17:00 horas. Imediatamente ap0s a colheita, as folhas foram transportadas para
0 LAANA/CCA/UFPB, onde realizou-se o procedimento de secagem do material vegetal. A
secagem foi feita em estufa de circulacdo de ar (+ 40 °C), sendo em seguida moidas em moinho
de facas tipo Willey (Modelo MA 580, Marconi Ltd., Piracicaba, Brasil), usando peneiras com
crivo de 5 mm para posterior obtencdo do extrato vegetal e determinacdo dos compostos

secundarios.

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO

A preparacdo do extrato etanolico de P. pyramidalis se deu no Laboratério de
Fitoquimica do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos pertencente a Universidade
Federal da Paraiba (IPeFarM / UFPB — Jodo Pessoa/PB — Brasil), sendo obtido através de
processo de maceracdo exaustiva, onde cada extracdo teve uma duragdo de 72 horas. Apos 0
extrato ser obtido, este foi concentrado em rotaevaporador sendo realizada, posteriormente, a
analise de screening fitoquimico (Tabela 1) de acordo com metodologia proposta por Matos et
al. (1997) e Souza e Silva (2006). O principio dos testes se baseia na observacao visual da

alteracéo de cor ou formacé&o de precipitado apds a adi¢do de reagentes especificos.
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Tabela 1 — Screening fitoquimico do extrato etandlico e quantificacdo dos compostos
secundarios de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz

Alcaloides 4Est Taninos Flavonoides 954
'Bou Mayer “Dra_ AST °Gel  °FeC+3  'Mag  °®Fluo P
- - - - ++ ++ + ++ +++ ++
Metabdlito Secundario Concentracao
Fendis totais 227,38 mg 'EAT/g de extrato seco
Taninos totais 136 mg "EAT/g extrato seco
Flavonoides totais 130 mg ""ER/g de extrato seco

1Bouchardat, 2Dragendorff, 3Acido Silico-Tungstico, *Esteroides, °Gelatina a 0,5%, éCloreto férrico a 2%, "Fita de
Magnésio, 8Fluorescéncia, °Saponinas; *Equivalente acido tanico, **Equivalente rutina; Auséncia (-); Presenca
fraca (+); Presenca média (++); Presenca forte (+++)

2.3 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS SECUNDARIOS

A quantificacdo dos principais compostos secundarios dos extratos de P. pyramidalis
foi realizada no Laboratério de Andlises de Alimentos e Nutricdo Animal da Universidade
Federal da Paraiba (LAANA/UFPB/CCA — Areia/PB - Brasil). Foram quantificados os
compostos fenolicos totais, taninos totais e flavonoides totais, utilizando um espectrofotémetro
UV-Vis (Libra S12, biochrom) (Tabela 1).

2.3.1 Polifendis totais

Foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, de acordo com Singleton e Rossi
(1965). Assim, adicionou-se 500 ul de reagente Folin em 100 ul de extrato etandlico bruto,
seguido de incubacdo em temperatura ambiente durante 2 min. Em seguida, foi adicionado a
mistura, 400 pl de carbonato de sédio a 7,5%, sendo a mistura, incubada em banho-maria a 50
°C durante 15 min e logo em seguida, resfriada em agua gelada. As leituras foram realizadas
em comprimento de onda de 760 nm. A curva de calibracdo foi obtida com solucdes de acido
tanico, sendo o resultado final expresso em mg de equivalente &cido tanico por g de amostra
(Fernandes et al., 2016).

2.3.2 Taninos totais

A concentracdo de taninos totais foi estimada usando o método Folin-Ciocalteau. A
mistura, 1 ml de extrato de P. pyramidalis e 1 ml de reagente folin, foi incubada em temperatura
ambiente durante trés min. Em seguida, adicionou-se 1 ml de carbonato de sédio a 8%, seguido
por homogeneizacdo e repouso por duas horas. A leitura das absorbancias foi realizada em
comprimento de onda de 725 nm. A curva de calibragéo foi obtida com solucgéo de &cido tanico

(AT), e o resultado expresso em mg de equivalente AT / g de amostra (Pansera et al., 2003).
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2.3.3 Flavonoides totais

Os flavonoides totais foram quantificados misturando-se 500 pl de extrato e 500 pl de
cloreto de aluminio a 2%. Em seguida, os tubos foram homogeneizados e incubados em
temperatura ambiente, protegidos da luz, durante 40 min. As leituras das absorbancias foram
realizadas em comprimento de onda de 425 nm. A curva de calibragdo foi obtida com solugc6es
de rutina, e o resultado final expresso em mg de equivalente rutina por g de amostra (Miliauskas
et al., 2004; Marques et al., 2012).

2.4 DIETAS EXPERIMENTAIS

Os ingredientes utilizados para confeccdo das dietas experimentais foram feno de tifton,
milho moido e farelo de soja. Todos os ingredientes foram moidos em moinho de facas tipo
Willey (Modelo MA580, Marconi Ltd., Piracicaba, Brasil), utilizando peneiras de crivo de 1,0
mm. A composicao quimica dos alimentos e das dietas experimentais foi determinada de acordo
com a AOAC (2005) (Tabela 2). Foram realizadas analises de matéria seca (MS) (método
934.01), matéria mineral (MM) (método 942.05), proteina bruta (PB) (método 954.01) e extrato
etéreo (EE) (método 920.39). A fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido
(FDA) foram determinadas pelo método de Van Soest et al. (1991), utilizando analisador de
fibra da ANKOM (ANKOM?® Fibre Analyzer — ANKOM Tecnology Corporation, Fairport,
NY, EUA). Os carboidratos totais (CT) foram estimados por meio da equacdo proposta por
Sniffen et al. (1992), CT = 100 — (%PB + %EE + %MM) e os carboidratos ndo-fibrosos (CNF)
segundo Van Soest et al. (1991), CNF = 100 — (%PB+ %EE + %MM + %FDN).

Tabela 2 — Composicdo quimica dos ingredientes e das racfes experimentais
Composicdo quimica (g/kg MS)
MSt  MM?  PB® EE* FDN® FDA® CT’ CNPF®

Ingredientes

Feno de tifton 926,0 985 972 176 7810 4285 786,7 57
Milho moido 8839 223 1030 433 1766 449 8314 6548
Farelo de soja 8939 63,7 4809 135 1533 86,9 4419 2886

Dietas experimentais
Dieta Baixo CNF 910,7 753 160,7 255 5804 3048 8125 1581

Dieta Alto CNF 8990 52,0 1588 349 387,6 180,7 8452 366,7
Proporcéo dos ingredientes da dieta (g/kg MS)
Feno de tifton Milho moido Farelo de Soja
Dieta Baixo CNF 608,0 230,0 162,0
Dieta Alto CNF 307,0 540,0 152,0

'Matéria Seca, “Matéria Mineral, *Proteina Bruta, *Extrato Etéreo, °Fibra em Detergente Neutro, °Fibra em
Detergente Acido, “Carboidratos Totais, 8Carboidratos N&o Fibrosos.
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2.5 DEGRADACAO E CINETICA DE PRODUCAOQ DE GAS IN VITRO
2.5.1 Animais doadores

Dois ovinos Santa Inés (40 £ 3 kg de peso vivo), com fistula ruminal, foram usados
como doadores do liquido ruminal utilizado como inoculante nos ensaios. Os animais foram
alimentados, durante 15 dias antes do inicio do experimento, com uma dieta a base de capim-
elefante e suplementados diariamente com 0,4 kg de concentrado, composto por milho moido,

farelo de soja e suplemento mineral. Os animais tiveram livre acesso a dgua de bebida.

2.5.2 Preparag&o do in6culo microbiano

O liquido ruminal foi coletado duas horas apds a alimentagdo matinal. Apds coletado,
este foi filtrado através de quatro camadas de gaze, armazenado em garrafas térmicas
previamente aquecidas a 39 °C e imediatamente levadas ao laboratério. O liquido coletado dos
dois animais doadores foi misturado em proporcdes iguais, sendo continuamente purgados com

CO., para garantir as condigdes de anaerobiose.

2.5.3 Preparo do meio de incubacéo

O meio de incubacdo foi preparado conforme descrito por Theodorou et al. (1994).
Assim, este foi preparado pela mistura de 500 ml de 4gua destilada, 200 ml da solucdo tampéo,
200 ml da solugdo de macrominerais, 60 ml do agente redutor e 0,1 ml da solucdo de
microminerais. N&o foi adicionado o indicador “resazurina” na solucao redutora. Uma corrente
de diéxido de carbono (CO2) foi borbulhada no meio por pelo menos trés horas antes do uso,
até que o pH estivesse estabilizado entre 6,8 e 6,9. Os reagentes utilizados para o preparo do
meio e suas proporg¢des sao apresentados na tabela 3.

2.5.4 Niveis testados e diluicdo do extrato

Para formacé&o dos niveis 0, 3, 6 e 9% de extrato / g de substrato, foram pesados 0, 0,032,
0,064 e 0,096 g de extrato seco de P. pyramidalis. Cada dose de extrato pesada foi diluida em
3 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO). No tratamento com 0% de extrato (controle), foi utilizado

apenas 0s DMSO puro (3 ml).
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Tabela 3 — Composicdo das solucBes usadas para preparar 0 meio de incubacgédo, conforme
descrito por Theodorou et al. (1994).

Solucdo
Buffer (o)
NHsHCO3 4,0
NaHCOs3 35,0
Macrominerais (o)
Na2HPO4.12H20 9,45
KH2POq4 6,2
MgSO4.7H.0 0,6
Microminerais (9/100 ml)
CaCl».2H0 13,2
MnCl2.4H20 10,0
CoCI2.6H.0 1,0
FeCl,.6H20 8,0
Agente redutor
Cisteina HCL.1H,0 0,625 ¢
NazS.7H20 0,625¢
1M NaOH 4 ml
Agua destilada 95 ml

2.5.5 Preparo dos frascos de incubagéo

Os ingredientes das racdes testadas foram moidos (gramatura = 1 mm) e pesados
separadamente em sacos de nailon (5 x 10 cm), com tamanho de poro de 50 um, (1g de
racao/saco), que foram colocados em frascos de vidro de 160 ml. Foi adicionado em cada frasco
87 ml do meio de incubacdo (Theodorou et al., 1994) e trés ml do extrato da P. pyramidalis
diluido (diferentes niveis), totalizando 90 ml. Posteriormente o meio de incubagdo foi
borbulhado com CO- por 20 segundos, sendo os frascos em seguida, selados com tampa de
borracha e colocados em caixas de madeira. Para evitar qualquer tipo de fermentacao, os frascos
foram colocados em geladeira e mantidos sob refrigeracdo a 4 °C durante a noite (Fig. 1A).

Cinco horas antes do inicio do ensaio, as caixas com os frascos de incubacéo foram
transferidas para a estufa de producdo de gés (Fig. 1B), mantidas a temperatura de 39°C, para
garantir que o meio de incubagdo estivesse na mesma temperatura (39°C) no momento da

inoculacdo do liquido ruminal.
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Figura 1 — (A) Frascos de incubagdo mantidos sob refrigeracédo (4 °C); (B) Caixas com frascos
de incubacdo na estufa de producéo de gas (39 °C).

No laboratério, o liquido ruminal foi mantido sob injecdo continua de CO, e em banho-
maria, a 39 °C. O liquido ruminal (10 ml) foi injetado nos frascos de incubacdo atraves da rolha
de borracha, utilizando uma seringa de 20 ml com uma agulha hipodérmica de 18G x 1% (40mm
x 1,20mm) (Lagrange et al., 2019), proporcdo de 9:1 (v:v) meio tampdo: liquido ruminal. Ap6s
a injecdo do in6culo nos frascos, a agulha foi mantida fixada na tampa por alguns segundos,
para que eventuais gases injetados ou mesmo formados dentro dos frascos fossem eliminados
(presséo zero). Em seguida, os frascos foram manualmente agitados e colocados em estufa a 39

°C (tempo zero).

2.5.6 Cinética de producdo de gas e degradabilidade dos nutrientes

A cinética de producdo de gas foi avaliada através da técnica de producdo de gas
semiautomatica proposta por Mauricio et al. (1999) e modificada por Menezes et al. (2015). A
pressdo nos frascos foi medida por um indicador de pressdo (DPI 705, Druck Ltd., General
Electrics®; Leicester, UK), inserindo através das tampas dos frascos uma agulha de 21G x 1”
(0,80 x 25 mm) que foi presa ao transdutor de pressdo. As leituras de pressdao (em psi) foram
tomadas em uma frequéncia maior durante o periodo inicial da fermentacdo. A producdo de gas
foi registrada nos tempos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 20, 24, 28, 34, 48, 72 e 96 horas. A agulha
acoplada ao transdutor de pressao foi inserida através da tampa de borracha e a pressdo medida
nos tempos citados. O transdutor foi, entdo, removido e a agulha mantida inserida a tampa por
alguns segundos, para completa estabilizacdo entre presséo interna e externa. O processo foi
repetido em todos os frascos de cada bandeja (26 frascos por bandeja), que foram agitados
manualmente e recolocadas na estufa. Os dados foram transformados em volume pela equagéo:
V = (4,4392 x p) + 0,8943.
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Ao final de cada periodo pré-determinado da fermentacdo (2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96
horas), os frascos foram removidos da estufa, sendo em seguida realizada a leitura do pH do
meio. Posteriormente, os mesmos foram levados para geladeira (4 °C), para interrupgédo da
fermentacao.

A producdo cumulativa de gas foi analisada pelo modelo logistico bicompartimental
(Schofield et al., 1994):

_ Vh Vfa
v, = +
14+ eZ—4m1(T—L) 1+ eZ—4—m2(T—L)

Onde: Vt — volume méximo total de produgdo de gés, Vf1— volume méximo de géas para a fracéo
de rapida degradacéo (carboidratos ndo fibrosos — CNF), Vf> — volume méximo de gas para a
fracdo de degradacéo lenta (carboidratos fibrosos — CF), m1 — taxa de produgdo de gas para a
fracdo de rapida degradagéo, m,— taxa de producéo de gés para a fracdo de degradacéo lenta, L
— tempo de colonizacéo (fase lag) e T — tempo de fermentacao.

A degradabilidade da matéria seca das racdes foi determinada pela remocdo dos sacos
de nailon (Menezes et al., 2015) as 24 e 48 horas de incubacdo. A remocdo se deu apds a
refrigeragdo dos frascos para interromper a fermentagcdo microbiana, sendo posteriormente
lavados em agua corrente e pesados apds secagem por 12 horas em estufa de 65 °C e duas horas
em estufa de 105 °C. A degradabilidade foi calculada pela diferenca de pesagem do saco com
amostra antes e ap6s a incubacédo. Foi determinada a degradabilidade da matéria seca, matéria

organica, proteina bruta e fibra em detergente neutro (FDN).

2.6 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DA FERMENTACAO RUMINAL

A avaliacdo dos parametros de fermentacdo ruminal foi feita a partir do liquido de
incubacdo coletado nos frascos de fermentacdo. O liquido foi entdo homogeneizado e o pH
mensurado atraves de leitura direta potencidmetro digital portatil (K39-0014PA — KASVI).
Posteriormente, uma aliquota de 20 ml do liquido foi acondicionada em frascos contendo 2 ml
de acido metafosforico (20%) e armazenados a -20 °C, para posterior determinagdo dos acidos
graxos de cadeia curta (AGCC); em outro frasco foram armazenados cerca de 40 ml de liquido
sem acido para mensuragdo do nitrogénio amoniacal (N-NHs). Este foi determinado conforme
técnica descrita por Detmann et al. (2012) (INCT - CA N-007/1) onde, no momento da analise,
as amostras foram descongeladas, acrescidas de acido tricloroacético e centrifugadas a 3000

rpm por 10 minutos.
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A andlise de AGCC foi feita através da técnica de cromatografia gasosa, utilizando um
cromatdgrafo a gas, modelo GC — Master. Assim, as amostras colhidas apds 24 horas de
incubacdo, foram descongeladas em temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugadas a
3000 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante armazenados em ependorfs. Para obtencdo da
curva de calibracdo dos AGCC, foram preparados padrdes individuais na concentracdo de 0,5%
para &cidos acético, propidnico e butirico, sendo posteriormente injetados no equipamento. O
tempo de leitura de cada amostra durou cerca de quatro minutos. Apoés a leitura das amostras,
os gréaficos foram interpretados através de software Peaksimple, gerando as proporcoes de cada

acido graxo analisado.

2.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, em arranjo fatorial 4
X 2 (quatro niveis de extrato e duas dietas experimentais). Foram utilizadas duas dietas
experimentais com diferentes relagcbes volumoso: concentrado (60:40 e 30:70) e quatro niveis
de extrato vegetal de catingueira (0, 3, 6 e 9% de extrato em relacdo ao substrato), conforme
modelo geral:

Yijx = 1 + Ei + Dj + EDjj + Bk + €jjui

Onde, Yij = valor observado; 1 = média geral do experimento; E; = efeito fixo da dose de
extrato (i = 0, 3, 6 e 9%); D; = Efeito fixo da dieta (j = dieta 1 e 2); ED;; =efeito da interagéo
“extrato x dieta”; Bx =efeito fixo do bloco (k = ensaio 1 e 2); eijx = erro experimental aleatorio.

Foram realizados dois ensaios com duracdo de 96 horas cada, em diferentes semanas,
considerados como blocos. Em cada ensaio, foram utilizados sete caixas. Cada caixa continha
26 frascos, sendo oito tratamentos, com trés repeti¢Ges e dois frascos contendo apenas a mistura
de tampédo e fluido ruminal, que foram incluidos como brancos, para ajuste da producao de gas.

Os parametros cinéticos da producdo de gas e o ajuste das curvas foram estimados
utilizando o procedimento para modelos ndo lineares (PROC NLIN) do software estatistico
SAS University (SAS Institute, Cary, NC, EUA). Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo procedimento PROC MIXED do SAS e a comparagdo entre as medias, para as
dietas e interagdo “dieta x extrato”, foi obtida aplicando-se 0 teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para os niveis do extrato foi feita analise de variancia pelo procedimento do
modelo linear generalizado (PROC MIXED), e posteriormente, foi aplicada a analise de
regressdo pelo procedimento PROC REG do SAS.



3 RESULTADOS

3.1 DEGRADABILIDADE DOS NUTRIENTES

A degradabilidade da matéria seca e matéria organica, as 24 e 48 horas de incubagéo,
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néo foi afetada pela adicdo de extrato de P. pyramidalis (P > 0,05). A degradabilidade dos

nutrientes foi maior na dieta de alto CNF em comparacdo a de baixo CNF, exceto para a

degradabilidade da fibra em detergente neutro as 48 horas de incubacao, que apresentou valor
médio de 586,05 g/kg MS (P = 0,1563) (Tabela 4).

Tabela 4 — Degradabilidade da matéria seca, matéria organica, proteina bruta e da fibra em
detergente neutro em funcdo dos niveis de extrato de P. pyramidalis e das dietas
com diferentes relac6es volumoso: concentrado.

DMS! DMO? DPB?® DFDN*
Fonte 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
g/kg de MS
Extrato
Cont. 6496 769,2 6396 7635 749,2 8954 4257 598,1
3% 6475 7644 6353 760,3 713,3 8825 427,7 6235
6% 640,1  755,7 6270 7522 711,7 880,8 407,4 5740
9% 6205 7419 604,7 7378 6929 8718 4020 5484
P - valor
L 0,2481 0,2593 10,1930 0,3149 0,0055 0,0234 0,0565 0,0009
Q 0,6344 0,8011 10,6439 0,7703 0,5207 0,7778 0,7288 0,0403
Dieta
BCNF 580,4 6986 5640 6906 6860 8634 3906 578,0
ACNF 698,4 8170 689,3 816,2 7476 9019 440,8 594,1
P-valor <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,1563
ExD
P-valor 0,8902 0,9625 0,6986 0,7336 0,0009 0,0036 0,0070 0,0868
EPM 17,860 10,552 17,632 11,483 27,837 12,291 23,171 38,591

!Degradabilidade da Matéria Seca; ?Degradabilidade da Matéria organica; *Degradabilidade da Proteina bruta;
4Degradabilidade da fibra em detergente neutro
BCNF — dieta de baixo CNF; ACNF — dieta de alto CNF; L — linear; Q — quadratico; EPM — erro padrdo da média

A adicdo de extrato de P. pyramidalis resultou num efeito quadrético para a

degradabilidade da fibra em detergente neutro as 48 horas de incubacéo, com ponto de maximo
estimado em 609,7 g/kg de MS para o nivel de extrato de 2,16% (Tabela 4; Fig. 2).
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Figura 2 — Degradabilidade da fibra em detergente neutro as 48 horas (P = 0,0403) em funcéo
dos niveis de extrato de P. pyramidalis (0, 3, 6 € 9%).

Houve interagdo “extrato X dieta” para a degradabilidade da proteina as 24 e 48 horas e
do FDN as 24 horas de incubacdo. Na dieta de alto CNF, a degradabilidade da proteina reduziu
linearmente com o aumento dos niveis de extrato de P. pyramidalis, as 24 horas (Fig. 3A) e as
48 horas (Fig. 3B) de incubacdo. Por outro lado, na dieta de baixo CNF, o extrato de P.
pyramidalis afetou de forma quadratica a degradabilidade da proteina bruta as 24 horas de
incubagdo, com menor degradabilidade estimada em 670,54 g/kg de MS, para a dose de 4,87%
de extrato (Fig. 3A). O extrato de P. pyramidalis reduziu linearmente a degradabilidade da fibra

em detergente neutro da dieta de alto CNF as 24 horas de incubacéo (Fig. 3C).
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Figura 3 — Interagdo “extrato x dieta” para a degradabilidade da proteina bruta as 24 horas (a)
(P =0,0009) e 48 horas (b) (P = 0,0036), e da fibra em detergente neutro as 24 horas

(c) (P =0,0070); dieta de baixo CNF (—e—) e dieta de alto CNF (--a--).

3.2 PARAMETROS RUMINAIS

(pH, N-NHz e AGCC)

O aumento dos niveis de extrato de P. pyramidalis reduziu linearmente o pH (Fig. 4A),

a concentracdo de N-NHz (Fig. 4B) e a propor¢do molar de acetato do meio de incubacéo e, por

outro lado, aumentou a propor¢do de propionato. Como consequéncia, a relacdo acetato:

propionato foi reduzida (P = 0,0118), variando de 2,57 para 1,90. Apesar disso, a concentracao

total de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) ndo foi afetada pela adicéo de extrato (P > 0,05),

apresentando valor médio de 27,76 mmol/L (Tabela 5).
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Tabela 5 — Pardmetros ruminais in vitro em fungdo dos niveis de extrato de P. pyramidalis e das dietas com diferentes relacBes volumoso:

concentrado.
Dose de Extrato P - Valor Dieta P - Valor EPM
0% 3% 6% 9% Linear Quad BCNF  ACNF Dieta ExD

pH 6,43 6,36 6,34 6,30 0,0001 0,5925 6,44 6,28 <0,0001 0,2446 0,0646
N-NHz (mg/dL) 20,29 18,94 18,26 17,75 0,0002 0,3836 20,13 17,49 <0,0001 0,1013 1,6030
AGCC (mmol/L) 3366 2090 30,62 25,85 05414 0,4352 31,87 23,64 0,0297 0,0648 6,2348
Proporgéo molar (mol/100 mol)

IAcetato 65,20 6255 58,02 5837 0,0363 05534 63,98 58,09 0,0223 0,6297 4,1660

2Propionato 25,39 26,46 30,91 30,84 0,0066 0,7035 27,69 29,11 0,39b55 10,7661 3,1555

Butirato 9,40 10,99 11,07 10,79 0,5496 0,5636 8,33 12,80 0,0026 0,3851 2,0694
AP 2,57 2,46 1,90 1,90 0,0118 10,7816 2,35 2,07 0,2345 0,8035 0,4330

Dentro das linhas, médias seguidas de letras diferentes s&o significativamente diferentes (P< 0,05) pelo teste de Tukey. AGCC — Acidos Graxos de Cadeia Curta; A:P — Relacéo
Acetato: propionato; EPM — erro padrdo da média; BCNF — dieta de baixo CNF; ACNF — dieta de alto CNF;

1Eq. y = -0,8339x + 64,789, R? = 0,873; 2Eq. y = 0,6932x + 25,282, R? = 0,8619; 3Eq. y = -0,0858x + 2,5925, R? = 0,8577;
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Na dieta de alto CNF houve reducdo do pH, N-NHs, &cidos graxos de cadeia curta do
meio de incubacdo e da proporcdo mogar de acetato, em comparacdo a de baixo CNF. Em
contrapartida, houve aumento do butirato (P = 0,0026). A propor¢do molar de propionato ndo
foi afetada pela dieta (P = 0,3955), apresentando valor médio de 28,4 mol/100 mol de AGCC
(Tabela 5).
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Figura 4 — Valores médios do pH (A) (P = 0,0001) e do N-NH3z (mg/dL) (B) (P = 0,0002) em
funcdo dos niveis de extrato de P. pyramidalis (0, 3, 6 e 9%).

Houve interagdo “extrato x hora” (P = 0,0015) ¢ “dieta x hora” (P < 0,0001) para o pH
do meio de incubacdo. A partir de 12 horas de incubacdo, o pH do meio de incubacdo do
tratamento com 9% de extrato foi menor que no tratamento controle. As 48 e 72 horas de
incubacédo, o pH foi menor nos tratamentos com 6 e 9% de extrato em relagdo ao tratamento
controle (Fig. 5A). Com relagdo a interacao “dieta x hora”, verificou-se que a partir de 6 horas
de incubacéo, o pH do meio de incubacéo na dieta de alto CNF foi menor comparado a de baixo

CNF (Fig. 5B).
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Figura 5 — Interacdo, “extrato x hora” (A) (P =0,0015) e “dieta x hora” (B) (P < 0,0001) para
a variavel pH.

DBCNF — Dieta de baixo CNF; DACNF — Dieta de alto CNF

Equacoes Fig. 2A: (0%) — y = 6,6399 — 0,0095x + 0,00006x> — R? = 0,9344; (3%) — y = 6,6161 - 0,0133 +
0,0001x? — R? = 0,943; (6%) — y = 6,6001 - 0,0128x + 0,00009x% — R? = 0,9701; (9%) — y = 6,5744 - 0,013x +
0,00008x? — R? = 0,9456; Equacdes Fig. 2B: (DBCNF) — y = 6,6368 - 0,0099x + 0,00007x?> — R? = 0,9505;
(DACNF) — y = 6,5785 - 0,0144x + 0,00009x2 — R? = 0,9596;

3.3 PRODUCAO DE GAS IN VITRO

Nao houve interagdo “extrato x dieta”, para nenhum dos parametros de produgao de gas
avaliados (P > 0,05). O extrato vegetal de P. pyramidalis ndo influenciou os parametros da
cinética de producdo de gas (P > 0,05). Os valores médios da producéo de gas potencial a partir
dos carboidratos néo fibrosos - Vfy, fibrosos - Vf; e totais - Vt, em ml/g MS, foram 101,54, 87,37
e 188,91, respectivamente. Por sua vez, a taxa de producédo de gas média, em ml/g MS/h, foi de
my = 0,0226, m2 = 0,0735 e mt = 0,0961, para os carboidratos néo fibrosos, fibrosos e totais,
respectivamente. A lag time (L) média foi de 4,66 horas. As taxas de producdo de gas e a lag

time foram maiores na dieta de alto CNF comparada a de baixo CNF (Tabela 6).
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Tabela 6 — Estimativa dos parametros de producdo de gas in vitro em funcdo dos niveis de
extrato de P. pyramidalis e de dietas com diferentes relacbes volumoso:

concentrado.
Parametros
Fonte ml/g MS ml/g MS/h h
Vi1 Vi, Vit mz mz mt L
Extrato
Cont. 96,28 85,78 182,05 0,0739 0,0222 0,0961 4,72
3% 101,15 86,87 188,02 0,0733 0,0229 0,0962 4,73
6% 103,27 86,47 189,73 0,0744 0,0231 0,0975 4,63
9% 105,46 90,37 195,83 0,0723 0,0223 0,0946 4,56
P - valor
Linear 0,1186 0,4155 0,1777 0,6312 0,8421 0,7508 0,5212
Quadr 0,7521 0,7041 0,9927 0,6805 0,1864 0,4998 0,8549
Dieta
60:40 90,40 75,92 166,32 0,070 0,0210 0,0909 4,59
30:70 112,68 98,82 211,50 0,077 0,0243 0,1013 4,73
P - valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0290
ExD
P - valor 0,3975 0,1179 0,8721 0,3676 0,4632 0,3975 0,9788
EPM 6,0393 4,6202 3,7040 0,0035 0,0012 0,0046  0,2177

Vf, — producdo de gas potencial a partir dos carboidratos ndo fibrosos; Vf, — producéo de gas potencial a partir dos
carboidratos fibrosos; Vt — produg¢éo de gas potencial a partir dos carboidratos totais; m; — taxa de produ¢do de gés
dos carboidratos ndo fibrosos; m, — taxa de producdo de gas dos carboidratos fibrosos; mt — taxa de produgdo de
gas dos carboidratos totais; L — fase lag; EPM — erro padrao da média.

A adicdo de extrato de P. pyramidalis ndo afetou a producdo cumulativa de gas (ml/g
MO) (P > 0,05) (Fig. 6A). Entretanto, houve efeito linear crescente (P = 0,0419) para a
producdo de gas média (ml/g MO), em fun¢do do aumento do nivel de extrato P. pyramidalis

(Fig. 6B).
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Figura 6 — Producdo cumulativa de gas em ml/g de MO (A) e producdo media de gas (ml/g
MO) (B) (P = 0,0419) em funcéo dos niveis de extrato de P. pyramidalis (0, 3,6 e

9%).
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4 DISCUSSAO

Os principais desafios dos sistemas de producdo de ruminantes, na atualidade, sdo
reduzir os custos com alimentag&o, melhorar a qualidade dos produtos e diminuir o impacto da
producdo no meio ambiente. Assim, a manipulacdo da fermentacéo ruminal torna-se um fator
crucial para otimizar o processo de fermentacdo, de modo a melhorar a utilizacdo de nutrientes
e a produtividade dos animais (Galmessa et al., 2018).

Nesse sentido, 0 uso de extratos vegetais surge como uma alternativa importante a ser
utilizada na manipulagdo da fermentagé&o ruminal. Diversos autores tém estudado a agao desses
compostos na fermentacdo ruminal (Busquet et al., 2005; Goel et al., 2008; Spanghero et al.,
2008; Sallam et al., 2009; Wang et al., 2009), entretanto, os efeitos sdo variados e muitas vezes
contraditorios, possivelmente devido as diferencas nos extratos vegetais utilizados (Hart et al.,
2008).

No presente estudo, diferentes niveis (0, 3, 6 e 9%) de extrato vegetal de P. pyramidalis
foram usados para avaliar seus efeitos sobre os parametros da fermentacdo ruminal in vitro
utilizando duas dietas como substrato. Verificou-se que a adi¢do de extrato da P. pyramidalis
reduziu a degradacdo da PB as 24 e 48 horas de incubagdo na dieta com alto CNF, em cerca 13
(Fig. 3-a) e 3,9% (Fig. 3-b), respectivamente (Tabela 4).

A analise de quantificacdo dos compostos secundarios, demonstrou que o extrato da P.
pyramidalis possui 227,38 mg e 136 mg de equivalente &cido tanico de fenois totais e taninos
totais por grama de extrato seco, respectivamente (Tabela 1). Assim, é possivel que tenha
ocorrido uma complexacdo da proteina, presente na dieta, com compostos polifendlicos
presentes no extrato, impedindo a degradacdo da proteina pelos microrganismos ruminais. Essa
reducdo da degradacdo proteica pode ser benéfica, visto que pode aumentar a eficiéncia de
sintese de proteina microbiana (Getachew et al., 2000; Makkar, 2003), diminuindo o fluxo de
nitrogénio amoniacal para o intestino (Sliwinski et al., 2002), além de favorecer a sincronizagéo
na liberagdo dos nutrientes. Contudo, uma incompleta dissocia¢do pos-ruminal de complexos
tanino-proteina resultard numa diminuicdo da absorcdo de aminoécidos no intestino delgado,
diminuindo a digestibilidade aparente total de N (Komolong et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais esses complexos sdo formados, ndo sdo totalmente
compreendidos (Mueller-Harvey et al., 2018). Contudo, sabe-se que eles tém relacdo direta com
0 pH do meio. No rimen, quando o pH varia de 6,0 — 6,5, a formacao de complexos é favorecida
e, quando atinge o0 abomaso (pH < 3,5), o complexo se dissocia, permitindo a acao de peptidases
(Leinmaller et al., 1991). Apesar do extrato ter afetando o pH do meio de incubacao, reduzindo
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de 6,43 no tratamento controle para 6,30 no nivel com 9% de extrato, a faixa de pH mantida foi
favoravel para a formagdo dos complexos citados acima.

A degradabilidade da fibra em detergente neutro (FDN) na dieta com alto CNF, as 24
horas de incubacdo, foi reduzida em 5,3% com a adicdo do extrato de P. pyramidalis. Assim
como ocorre com a proteina, alguns compostos secundarios, principalmente taninos, tendem a
reduzir a degradabilidade da fibra por meio da ligacdo de enzimas bacterianas e da formacéo
de complexos indigestiveis com carboidratos, tornando esses nutrientes inacessiveis aos
microrganismos (Schofield et al., 2001). Além disso, a diminuicao da degradabilidade da fibra
pode ser devido a inibicdo direta de protozoarios, bactérias e fungos ruminais provocada pela
presenca dos compostos secundarios (Patra e Saxena, 2009). A adicdo de 60 e 90 mg/kg de MS
ingerida por ovinos, de extrato de Quillaja sapondria, reduziu a digestibilidade do FDN em
10,7 e 9,6%, respectivamente (Nasri et al., 2011). Por outro lado, a digestibilidade do FDN foi
melhorada em 37,5% quando foi adicionado folhas Acacia karroo, rica em taninos
condensados, na dieta de caprinos (Brown et al., 2018).

A maior degradabilidade dos nutrientes na dieta com alto CNF ja era esperado, uma vez
que esta dieta apresentou 2,3 vezes mais CNF (Tabela 2), que sdo de rapida degradacéo e,
consequentemente, menores teores de FDN, comparado a dieta de baixo CNF. Além de
diminuir a degradabilidade da matéria orgéanica, dietas com alto teor de FDN, de baixa
degradabilidade, pode também diminuir a disponibilidade de N, aprisionando uma proporcao
consideravel de proteinas na matriz da fibra (Tiemann et al., 2008). Contudo, ndo foi observado
diferenca significativa (P = 0,1563) para a degradabilidade do FDN, as 48 horas de incubacéo,
apresentando valor médio de 586,05 g/kg de MS. E possivel que o baixo pH as 48 horas de
incubacdo tenha reduzido, em parte, a acdo de microrganismos celuloliticos, visto que de acordo
com Van Soest (1994), valores de pH inferiores a 6,2 ndo sO reduz a taxa de digestdo como
também aumentam o tempo de colonizacgdo para a degradacédo da parede celular.

Adicdo de extrato de P. pyramidalis reduziu, em até 12,52%, a concentracdo de N-NH3
no liquido ruminal, variando de 20,29 para 17,75 mg/dL. Esta diminuicdo pode ser uma
consequéncia da diminuicdo da degradacdo da proteina alimentar observada nesse estudo
(Tabela 5; Fig. 4-b), resultado da formacdo de complexos reversiveis com proteinas e / ou
inibicdo da atividade enzimatica da protease no ramen (Patra e Saxena, 2011). Avaliando o
efeito de extratos de diferentes plantas sobre a eficiéncia de utilizacéo de energia e proteina em
dietas de ruminantes, Alexander et al. (2008) observaram uma reducdo de 28% na
degradabilidade da PB e de 35% na concentragdo do N-NHj3, quando avaliou o extrato aquoso

de Picrorhiza kurroa.
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Acredita-se que dois mecanismos distintos sejam responsaveis pelo comprometimento
do metabolismo de proteinas no rimen (Newbold et al., 2004), nos quais o primeiro é a redugao
da degradacdo de proteinas em peptideos (Busquet et al., 2005), e o segundo mecanismo seria
a inibicdo especifica de bactérias produtoras de “hiper amonia”, como Clostridium sticklandii,
Peptostreptococcus anaerobius e fungos anaerébicos (Mclntosh et al., 2003). Os valores de N-
NHs, observados neste estudo, mostraram que as condi¢des foram favorveis para a maxima
producdo de proteina microbiana, haja vista que de acordo com Leng (1990), concentragdes em
torno de 10 mg/dL sdo considerados niveis 6timos de N-NHz ruminal.

Conforme observado na tabela 5, a concentracdo de N-NHs foi menor (P < 0,0001) na
dieta com alto CNF (17,49 mg/dL) em comparacéo a de baixo CNF (20,13 mg/dL). Assim, pelo
fato de apresentar uma maior quantidade de CNF, pode ter havido uma melhor sincronia entre
a fermentacao dos carboidratos e proteinas da dieta, havendo, portanto, uma maior utilizacdo
do N-NHs para sintese de proteina microbiana, visto que segundo Nocek e Russell, (1988), a
concentracdo de amdnia no rumen é dependente da degradabilidade da fonte proteica, da
disponibilidade de carboidratos e do equilibrio entre sua producéo e utilizacao pela microbiota.
Visando estimar a degradabilidade de proteinas, Raab et al. (1983) mediram a concentracédo de
amonia e a producgdo de gas as 24 horas, em rag¢des incubadas com diferentes concentragdes de
carboidratos. Os autores observaram uma reducdo na concentra¢cdo de amonia com o0 aumento
da producdo de gas, reflexo de um aumento na captacdo de NHz com maiores concentragdes de
substrato fermentavel.

A adicdo de extrato de P. pyramidalis provocou uma mudanca nos padrdes de producéo
de AGCC, ocorrendo uma reducéo na proporcdo molar de acetato na ordem de 10,5% e um
aumento mais acentuado na concentracao de propionato, cerca de 21,5%, quando a maior dose
de extrato foi utilizada. Essas alteracdes nas proporcdes de AGCC podem ser devidas a acdo
inibitéria dos compostos fendlicos do extrato sobre as bactérias ruminais gram-positivas
produtoras de acetato (Demirtas, Ozturk e Piskin, 2018). Mirzoeva et al. (1997) observaram
que os flavonoides e os acidos fenolicos reduziram em cerca de 50% o crescimento de bactérias
gram-positivas. Da mesma forma, Kim et al. (2015) verificaram gque extratos vegetais ricos em
flavonoides reduziram o nimero de populacbes de bactérias ciliadas e gram-positivas, como
Ruminoccocus albus e R. flavefaciens.

Com relacéo a dieta, era esperado, apds 24 horas de incubacéo, que a dieta com maior
concentracdo de CNF resultasse em uma maior proporcao de propionato no meio de incubacéo,
com uma consequente reducdo na relagdo A:P, entretanto isso ndo foi observado. Contudo, a

dieta com alto CNF resultou num aumento de 53% na propor¢do molar de butirato em
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comparagdo a de baixo CNF. Segundo Brossard et al. (2004), dietas concentradas,
especialmente as ricas em carboidratos sollveis em &gua, podem promover o desenvolvimento
de protozoarios que induzem o aumento do butirato em vez de propionato.

Nesse estudo, os dados de producédo de gas foram ajustados usando o modelo logistico
bicompartimental de Schofield et al. (1994), sendo gerados os pardmetros de producdo de gas
e suas respectivas taxas de producdo de gads. Conforme observado na figura 5-a, 0 modelo
ajustou-se bem aos diferentes perfis de producédo de gas. Assim, observa-se gque as curvas de
producdo de gas apresentaram um padrdo sigmoide, formado por uma fase lag inicial (L),
seguido de um aumento exponencial na producéo de gas, até atingir a fase assintética. Do ponto
de vista da avaliacdo nutricional de dietas, esse modelo apresenta caracteristicas mais
relevantes, comparado a outros modelos, visto que divide a producédo de gas de acordo com as
taxas de digestdo rapida e lenta dos carboidratos (Peripolli et al., 2014).

Com a reducdo da degradabilidade da proteina bruta e principalmente do FDN,
esperava-se uma reducdo na producdo total de gas em funcdo do aumento dos niveis de extrato
de P. pyramidalis, entretanto, verificou-se um aumento de 12,8% na producdo média de gas,
variando de 196,7 a 221,9 ml/g de MO (Fig. 5-b). Assim, é possivel que esse aumento seja
resultado de uma maior fermentagdo de carboidratos ndo fibrosos. Sarnataro e Spanghero
(2020) atribuiu a diminui¢do na concentracdo da amdnia ruminal, provocada pela adigcdo de
taninos de castanha, ao aumento de bactérias ndo-celuloliticas, como P. ruminicola e S.
ruminantium, conhecidas por usar amonia para sintese de aminoacidos.

O potencial maximo de producao de gas (Vt) médio foi de 188,94 ml/g MS (P > 0,05).
Sendo que destes, 100,87 ml/g MS é resultado da fermentacdo dos carboidratos ndo fibrosos
(Vf1) e o restante (88,07 g/kg MS) é produzido a partir da fermentacéo dos carboidratos fibrosos
(Vf2). Avaliando o efeito de extrato de L. leucocephala e S. babil6nica, ricos em compostos
fenolicos e saponinas, sobre a cinética de producdo de gas, Jiménez-Peralta et al. (2011)
observaram um aumento de 47 e 68,7%, respectivamente, na producdo de gas quando foi
adicionado 1,8 ml de extrato / g de MS. Os autores atribuiram esse aumento a melhoria no
padrdo de fermentacdo das dietas e, em parte, a habilidade que os microrganismos ruminais tem
de degradar esses compostos e utiliza-los como fonte de energia.

A maior parte do gas produzido no rimen é resultado da fermentagéo de carboidratos a
acidos graxos de cadeia curta, sendo a fermentacdo do substrato a acetato e butirato responsavel
pela maior parcela. Enquanto isso, a fermentacdo do substrato para o propionato produz gas
apenas do tamponamento do acido, sendo a producdo de gas a partir desse &cido graxo

relativamente menor (Van Soest, 1994).
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A producdo total de gas a partir da fermentacéo da dieta com alto CNF foi maior (P >
0,0001) comparado ao gas produzido pela dieta com baixo CNF (211,50 vs 166,32 ml/g MS)
(Tabela 6). Esse resultado era esperado, visto que a menor quantidade de carboidratos fibrosos
presentes na dieta com alto CNF, favoreceu o aumento na degradabilidade da matéria organica.

O tempo de colonizagdo (L), também conhecido como fase lag, foi 3,05% mais réapido
na dieta com baixo CNF em comparacéo a de alto CNF (4,59 vs 4,73 h). O tempo de colonizacdo
reflete o grau pelo qual os microrganismos aderem e penetram as barreiras fisicas do alimento,
de modo a acessar os substratos (VValadares Filho e Pina, 2011). Segundo Tomich et al. (2003),
a reducdo do tempo de colonizacdo é favorecida pela presenca de substratos rapidamente
fermentaveis, e pelas caracteristicas fisicas e quimicas da parede celular. Além disso, essa fase
é influenciada diretamente pelo pH ruminal, onde valores de pH menor que 6,2 inibem a taxa

de digestdo e aumenta a fase lag para a degradacao da parede celular (Van Soest, 1994).
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5 CONCLUSOES

A inclusdo de extrato de P. pyramidalis modificou o padrdo de fermentacao ruminal,
favorecendo a producdo de propionato e reduzindo o acetato. O efeito do extrato sobre a
degradabilidade da proteina bruta foi mais acentuado na dieta com alta quantidade de
carboidratos nao fibrosos, observando-se uma reducdo com o aumento dos niveis de P.
pyramidalis. A degradabilidade da fibra em detergente neutro foi favorecida até o nivel de

4,87% de extrato e, a partir desse nivel, reduziu.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

As técnicas de producéo de gés in vitro avaliadas no presente estudo, demonstrou serem
importantes ferramentas para avaliar o valor nutricional de alimentos, estimando a
digestibilidade e degradabilidade ruminal, permitindo avaliar a cinética de fermentacdo
ruminal, bem como quantificar os produtos finais da fermentacéo.

A técnica de producdo de gas semiautomatica utilizada no presente estudo mostrou ser
mais acessivel para a maioria dos laboratorios, visto que é uma técnica robusta e tem um custo
inicial mais baixo comparado a outras técnicas disponiveis. Entretanto, necessita de mais méo
de obra para realizago de ensaios de producao de gas. Por sua vez, 0 AnkomR¥ system, utilizado
no estudo, apresenta vantagem em relacdo aos sistemas manuais pois permite a medicao do gas
de forma ininterrupta, reduzindo, portanto, a mao de obra para realizacao dos ensaios. Contudo,
além de apresentar um custo inicial mais elevado, esse sistema apresentou diversos problemas
antes e durante a execucao dos ensaios, como obstrucdo de valvulas de ventilagdo, vazamentos
de gas e problemas com as baterias, demonstrando a necessidade de manutencdo constante dos
mesmos. Com isso, € preciso levar em consideracao todos estes fatores, antes de escolher qual
sistema se adequa melhor as condic6es do laboratério.

O interesse por metabdlitos secundarios de plantas (MSPs), como alternativa aos
aditivos quimicos para ruminantes, tem crescido significativamente nos ultimos anos,
demonstrando resultados satisfatérios no que diz respeito a modulagéo da fermentacdo ruminal.

O interesse por metabdlitos secundarios de plantas (MSPs), como alternativa aos
aditivos quimicos para ruminantes, tem crescido significativamente nos altimos anos,
demonstrando resultados satisfatorios no que diz respeito a modulagéo da fermentacao ruminal.

Nesse trabalho, o extrato vegetal da catingueira (Poincianella pyramidalis Tul.) mostrou
ser uma importante alternativa para modular a fermentacdo ruminal, pois além de diminuir a
degradacdo ruminal da proteina, modificou o padrdo de produgdo de AGCC, diminuindo o
acetato e aumentando consideravelmente a producdo de propionato no rumen, indicando
alteracéo na producdo de metano entérico.

Esta pesquisa demonstrou a necessidade da realizacdo de mais estudos a partir de
extratos de plantas da Caatinga, ricas em metabolitos secundarios, utilizados como aditivos em
dietas para as diversas espécies de ruminantes, com a finalidade de modular a fermentagéo
entérica e melhorar a eficiéncia de utilizacao da energia disponivel, mitigar a producéo de gases
de efeito estufa e, apresentarem potencial poder antioxidante para a satide animal, e os melhorar

a qualidade nutricional da carne e do leite produzido.



