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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar as potencialidades do Liquido da Casca da Castanha
de Caju (LCCC) e 6leo de mamona em dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado
como modulador da fermentagdo ruminal com foco no esclarecimento da capacidade
mitigadora das emissdes de metano provenientes da fermentagdo in vitro do substrato pela
microbiota ruminal de bovinos. Foram feitos trés experimentos. No experimento I, os
tratamentos consistiram em quatro dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado
(100:00, 67:33, 33:67 e 00:100) e adicao de trés niveis de LCCC (0%, 1% e 2%). No
experimento II, utilizando a dieta do experimento I, com adi¢do de trés niveis do dleo de
mamona (0%, 1% e 2%), e no experimento III, foi utilizada mistura comercial (Essential®) de
LCCC-O-mamona (50:50) e adi¢ao de trés niveis (0%, 1% e 2%), utilizando a dieta do
experimento I. Pela técnica semiautomatica de produgdo de gases in vitro foram avaliados a
producdo de gases acumulada, a degradabilidade, a proporc¢ao dos principais acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) produzidos durante a fermentagdo ruminal e a producdo de metano. Os
resultados foram analisados separadamente. Os ensaios foram conduzidos em um
delineamento de blocos casualizados, em que os tratamentos, doze ao total, consistiram de um
esquema fatorial 4x3 sendo quatro dietas e adi¢do de trés niveis de 6leo. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias dos fatores foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade do erro tipo I. A andlise estatistica foi realizada com auxilio do
programa SAS 9.3. No experimento I, foi verificado que a inclusdo do LCCC resultou em
efeito significativo para as varidveis degradabilidade da matéria seca (DMS), metano e
propor¢ao de propionato e efeito ndo significativo para degradabilidade da matéria organica
(DMO), proporg¢des de acetato, butirato e relacdo acetato:propionato. No experimento II, foi
verificado que a inclusdo do 6leo de mamona resultou em efeito significativo para as variaveis
degradabilidade da matéria seca (DMS) e metano e efeito ndo significativo para
degradabilidade da matéria organica (DMO) e as proporc¢des de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC). No experimento III, a inclusdo da mistura comercial (Essential®) apresentou efeito
significativo apenas para DMS e metano e ndo houve efeito significativo nas proporcdes de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os dados demostraram que maiores propor¢des de
concentrado na dieta dos trés experimentos melhora a degradabilidade do alimento,
contribuindo para redugdo da proporc¢do de acetato, aumento da propor¢ao propionato € menor
relacdo acetato:propionato, por outro lado, a inclusdo de qualquer 6leo funcional apesar de
reduzir a degradabilidade, ndo altera o perfil de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), porém
foi verificado que a inclusdo de 1% em dieta com maiores propor¢des de concentrado resulta
em menor producao de metano.

Palavras-chave: Aditivo natural; Degradabilidade; Metano; Producdo de gases



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the potential of Cashew Nut Shell Liquid (CFCL) and
castor oil in diets with different volume:concentrate ratios as a modulator of rumen
fermentation, with a focus on clarifying the ability to mitigate methane emissions from the in
vitro fermentation of the substrate by the rumen microbiota of cattle. Three experiments were
carried out. In experiment I, the treatments consisted of four diets with different
volume:concentrate ratios (100:00, 67:33, 33:67 and 00:100) and the addition of three levels
of LCCC (0%, 1% and 2%). In experiment II, the diet from experiment I was used, with the
addition of three levels of castor oil (0%, 1% and 2%), and in experiment III, a commercial
mixture (Essential®) of LCCC-Omamona (50:50) was used, with the addition of three levels
(0%, 1% and 2%), using the diet from experiment I. Using the semi-automatic in vitro gas
production technique, the accumulated gas production, degradability, the proportion of the
main short-chain fatty acids (SCFA) produced during rumen fermentation and methane
production were evaluated. The results were analyzed separately. The trials were conducted in
a randomized block design in which the treatments, twelve in total, consisted of a 4x3
factorial scheme with four diets and the addition of three levels of oil. The results were
submitted to analysis of variance and the means of the factors were compared using the Tukey
test at 5% probability of type I error. The statistical analysis was carried out using the SAS 9.3
program. In experiment I, it was found that the inclusion of LCCC had a significant effect on
the variables dry matter degradability (DMD), methane and propionate ratio and a non-
significant effect on organic matter degradability (OMD), acetate and butyrate ratios and
acetate:propionate ratio. In experiment II, it was found that the inclusion of castor oil had a
significant effect on the variables dry matter degradability (DMD) and methane and a non-
significant effect on organic matter degradability (OMD) and the proportions of short-chain
fatty acids (SCFA). In experiment III, the inclusion of the commercial blend (Essential®)
only had a significant effect on DMS and methane and there was no significant effect on the
proportions of short-chain fatty acids (SCFA). The data showed that higher proportions of
concentrate in the diet of the three experiments improved the degradability of the feed,
contributing to a reduction in the proportion of acetate, an increase in the proportion of
propionate and a lower acetate:propionate ratio. On the other hand, the inclusion of any
functional oil, despite reducing degradability, did not alter the profile of short-chain fatty
acids (SCFA), but it was found that the inclusion of 1% in a diet with higher proportions of
concentrate resulted in lower methane production.

Key-words: Natural additive; Degradability; Methane; Gas production
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

A pecudria brasileira tem passado por mudangas ao longo dos anos e estd em constante
desenvolvimento, pois encontra-se entre umas das atividades que proporciona alternativas
para o aumento de renda da populacdo residente de zona rural.

Visto a crescente demanda por garantir padronizagdo e qualidade dos alimentos de
origem animal para o Brasil e o mundo, a bovinocultura de corte tem utilizado técnicas e
biotecnologias disponiveis para maior eficiéncia da cadeia, tais como nutricdo, manejo,
sanidade e reproducdo. Com isso, a redefini¢cdo das tecnologias pré-existentes e a descoberta
de novas ferramentas serdo fundamentais para melhorar a produtividade no futuro
(BENETEL, 2018).

Nesse contexto, o Brasil se destaca por possuir o maior efetivo bovino comercial do
mundo com 234,4 milhdes de cabegas de gado, um crescimento de 4,3% em 2022 em relagdo
a 2021 segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2023). Diante disso, a
pecudria tem se tornado o foco das discussdes ambientais sendo duramente criticada por
desmatamentos de florestas para areas de pastagens e responsavel direto pela emissdo de
grandes quantidades de gases de efeito estufa (MOMBACH et al., 2016).

Os principais gases de efeito estufa (GEE) ligados a producdo de ruminantes sdo o
didxido de carbono (CO3), metano (CH4) e 6xido nitroso (N20), decorrente da deposicao de
dejetos dos animais (BERCHIELLI et al., 2012). No entanto, a producdao desses gases faz
parte do processo digestivo dos herbivoros ruminantes e ocorre no ramen, sendo essa fonte
passivel de ser manipulada via estratégia alimentar (RIVERA et al., 2010).

Segundo dados de estudos referente a emissdo de metano no setor da agropecudria no
ano de 2016, constatou-se que a principal fonte foi proveniente da fermentagdo entérica dos
ruminantes contribuindo com 19,0% do total de emissdes nacionais ¢ 56,5% do total de
emissOes do setor, sendo grande parte (97%) proveniente de bovinos (86% dos bovinos de
corte e 11% das vacas leiteiras) enquanto que outros setores da agropecudria, como cultivo de
arroz, queima dos residuos agricolas da cana-de-acucar e manejo de dejetos dos animais
contribuiram apenas com 7,5% das emissdes (MCTI, 2020).

Em dados mais recentes de acordo o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes
(MCTI, 2022) as emissoes totais de GEE em 2020 foram 13,7% maiores quando comparadas

as emissoes de 2016. Alguns setores representativos como o setor de Processos Industriais e
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Uso de Produtos (IPPU, na sigla em inglés), setor Uso da Terra, Mudanga do Uso da Terra e
Florestas (LULUCEF, na sigla em inglés) e o setor de Residuos, observou-se um acréscimo de
8,8% devido a aumentos nas emissoes da producdo metalirgica e na producdo de cimento,
56,8% das emissdes liquidas e 10,0% de aumento das emissdes pela disposi¢ao de residuos
solidos, respectivamente.

Em contrapartida, setores importantes para o pais como a Agropecudria e o setor de
Energia, recuaram no ano de 2020 e obtiveram uma diminui¢do em suas emissdes em relagdo
a 2016 de 1,9% principalmente da producao de gado bovino e 8,3% de emissdes em energia,
respectivamente, durante a pandemia COVID-19 (MCTI, 2022).

O setor Agropecudrio para o pais exerce um papel essencial economicamente, uma vez
que ¢ dele que advém os alimentos e boa parte das matérias-primas utilizadas na industria. O
setor vem sofrendo reducdes desde 2019, de acordo com dados da CEPEA (2021), a produgdo
pecudria diminuiu 2,2%, sendo observada queda de 6,2% para a produgdo de bovinos,
estagnac¢do na producao de frango e redugdo de 2% para a producao de leite (CEPEA, 2021).

Diante disso, estratégias nutricionais sdo importantes para manter a saude, qualidade,
bem-estar e potencializar o desempenho dos animais. Portanto, a manipulagdo da fermentagao
ruminal com o uso de aditivos, ¢ um dos meios de se conseguir maior estabilidade ruminal,
reducdo dos riscos de acidose e possibilitar melhoria do desempenho animal (TORRES et al.,
2021).

Os Iondforos, sdo aditivos alimentares amplamente utilizados para melhorar a saude
ruminal, favorecem a fermenta¢do sendo uma estratégia de reduzir a producdo de CHy pelos
ruminantes (BENETEL, 2018).

Porém, a utilizag¢do dessa alternativa vem sendo criticada por ser a base de antibidticos
e como consequéncia, pode deixar residuos nos dejetos, nos produtos de origem animal e
aumentar a resisténcia das bactérias patogénicas ao principio ativo, com isso resultou no
desenvolvimento de pesquisas com manipulagcdo da dieta usando alternativas com possivel
menor risco a satide humana, animal e ambiental MOURAO et al., 2012).

Apoiada no principio da precaucado, alguns paises da Unido Europeia (UE), proibiram
o uso de antibidticos promotores de crescimento, por exemplo a monensina sddica, desde
2006 (artigo n° 11 do regulamento 1831/2003) devido a possiveis transferéncias de resisténcia
antimicrobiana dos animais para os seres humanos, impactando diretamente na saude publica
(FERRO, 2016).

Dentre as formas de se manipular a dieta de ruminantes, destacam-se a utilizagdo de

6leos essenciais, que sdo compostos secundarios de plantas, com diversos componentes ativos
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que surgem com grande expectativa de uso (OLIVEIRA, 2013), bem como leveduras, acidos
organicos probioticos, entre outros dificultando um possivel aparecimento de resisténcia
bacteriana (FERRO, 2016).

Os oleos essenciais sdo potenciais moduladores da fermentacdo ruminal, dentre eles
destaca-se o liquido da casca da castanha de caju (LCCC) e 6leo de mamona que tem agdes
antimicrobianas e s3o pesquisados como potenciais aditivos fitoterdpicos e substitutos
naturais de ion6foros na dieta de ruminantes (SILVA, 2014; SOUSA et al., 2014).

O efeito anti-sarnico e bactericida do liquido da casca da castanha de caju
(Anacardium occidentale L.) foi reportado por Malheiro (1950) em cdes com sarna
demodécica e infecgdes secundarias. Enquanto o efeito antibidtico do 6leo de mamona
(Ricinus communis L.) também ¢ conhecido na area endodontica (FERREIRA et al., 2002).

O 4cido anacardico encontra-se em altas concentragdes no liquido da casca da
castanha de caju (LCCC), e a sua utilizagdo em dietas para ruminantes tem gerado mais acido
propidnico e diminuido a produ¢do de metano em incubag¢do ruminal in vitro (VAN NEVEL
et al., 1971), e o uso do 4cido ricinoléico contido no 6leo de mamona produziu o mesmo
efeito (RAMOS MORALES et al., 2012).

O uso do liquido da casca da castanha de caju (LCCC) quando misturado com 6leo de
mamona tem melhorado o ganho médio didrio em bovinos a pastejo no periodo seco do ano

(SOUZA et al., 2014) e em confinamento (VALERO et al., 2014).



20

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

1) Avaliar o efeito da adicdo do liquido da casca da castanha de caju (LCCC), 6leo de
mamona e a mistura comercial (Essential®), na fermentagdo ruminal in vitro de dietas com
diferentes relagdes volumoso:concentrado sobre a producdo de metano, degradabilidade dos

alimentos e propor¢ao de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC).
2.2 Objetivos Especificos:

1) Avaliar o efeito da adicdo do liquido da casca da castanha de caju (LCCC), sobre a
degradag@o ruminal in vitro da matéria seca e matéria organica, producdo de metano e a
propor¢do de 4acidos graxos de cadeia curta em dietas com diferentes relagdes
volumoso:concentrado;

2) Avaliar o efeito da adi¢do do 6leo de mamona sobre a degradagdo ruminal in vitro da
matéria seca e matéria organica, producdo de metano e a propor¢ao de acidos graxos de
cadeia curta em dietas com diferentes relagcdes volumoso:concentrado;

3) Avaliar o efeito da adi¢do da mistura comercial (Essential®) sobre a degradagdo ruminal in
vitro da matéria seca e matéria organica, producao de metano e a proporc¢ao de acidos graxos

de cadeia curta em dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Metabolismo ruminal

Os ruminantes em geral, caracterizam-se essencialmente por apresentar um sistema
especifico no processo de digestdo e desenvolveram um pré-estomago, o rimen, classificado
como o principal o6rgdo digestério dos ruminantes, que permite a digestdo microbiana parcial
dos alimentos antes de entrar no estomago verdadeiro, sendo capaz de digerir quase todos os
diferentes tipos de forragens gracas a evolutiva interacdo benéfica que desenvolveram entre
microrganismos e hospedeiro (LI et al., 2016).

O rumen fornece um ambiente rico e denso de microrganismos anaerobicos que
cumprem um papel metabolico muito importante. Esses microrganismos sdo capazes de
fermentar o alimento, tendo como produtos a formagdo de 4cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e proteina microbiana (PMC), que s3o as principais fontes de nutrientes para o
animal, fornecendo quase 80% das necessidades de energia do hospedeiro e 60-85% das
necessidades de proteina (HENDERSON et al., 2015).

O tipo de dieta fornecida ¢ o fator mais importante, pois influencia no tipo de substrato
utilizado pelas bactérias, que representam a maior parte da biomassa microbiana ruminal (60 a
90%), e consequentemente, na quantidade de produtos da fermentacdo, de modo que qualquer
mudanga na dieta do animal, advém um periodo de transi¢ao e adaptacdo da microbiota, o que
pode demorar dias ou semanas (TORRES, 2016).

A populagdo microbiana do rimen ¢ composta por bactérias anaerdbias, archaeas,
fungos anaerdbicos e protozodrios ciliados (TAPIO et al., 2017), que podem ser classificadas
em fermentadoras de carboidratos fibrosos e ndo-fibrosos, proteoliticas, lacticas,
pectinoliticas, lipoliticas, ureoliticas e metandogenas e o grupo protozoarios, estes
desenvolvem-se em pH ruminal superior a 6,0 e sdo considerados benéficos ao moderar a
fermentagdo amilolitica, permitindo o controle do pH e degradagdo da matéria seca
(SOLORZANQO, 2012).

A producdo de AGCC se da por meio da degradacdo de celulose, hemicelulose,
pectina, amidos e agucares provenientes da dieta. Os alimentos digeridos sdo fermentados
pela atividade microbiana na cavidade reticulo-rimen a &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC), predominantemente acido acético, propidnico e butirico, que sdo absorvidos através
da parede do ramen e utilizados como fonte de energia pelo animal, contribuindo de forma

significativa na produtividade dos ruminantes. Outros produtos da fermenta¢do como Hz, COz,
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grupos metila sdo utilizados por arqueobactérias para a producdo de ATP, reduzindo o COz a
metano (HENDERSON et al., 2015).

A concentragdo molar de acetato:propionato:butirato pode variar entre 75:15:10 para
dietas mais fibrosas a 40:40:20 para dietas mais concentradas, sendo que sua propor¢ao ¢é
influenciada pela populagio microbiana que se desenvolve em fungdo da relagdo
volumoso:concentrado (GOULARTE et al., 2011; VALDARES FILHO; PINA, 2011).

Com o intuito de reduzir os impactos ambientais e melhorar a produtividade dos
animais, o rimen e suas caracteristicas se tornou objeto de estudo onde tém-se buscado
modificar esse ambiente e melhorar o aproveitamento dos alimentos pelos ruminantes
(SIPPERT, 2019).

Nesse sentido, a utilizagdo de fontes lipidicas na dieta ¢ indicada para maximizar a
ingestdo de energia sem influenciar a relagdo volumoso:concentrado, pois além de alterar os
produtos da fermentacdo ruminal, melhora a eficiéncia alimentar, reduz a produg¢do de metano
favorecendo assim ndo s6 o metabolismo energético dos animais como favorece também o

meio ambiente (SANTAROSA, 2011; COSTA, 2018).

3.2 Lipideos

Diante da possibilidade de aumentar o valor energético da dieta e contribuir
positivamente em algumas func¢des organicas, diversas pesquisas tém impulsionado a inclusao
de lipideos como estratégia de suplementacdo em ruminantes, pois sdo fontes de alta
concentracdo de energia prontamente disponivel, uma vez que sdo constituidos de grande
proporcao de acidos graxos, os quais possuem 2,25 vezes mais energia que os carboidratos
(BASSI et al., 2012).

Nutricionalmente, podem ser agrupados em lipideos de reserva, proveniente da
extracdo das sementes, bem como de outras partes da planta, estes geralmente sdo mais
simples nominado de triacilglicerol, resultante da combinacdo de trés moléculas de acidos
graxos ¢ uma molécula de glicerol. Os acidos graxos sdo classificados em insaturados com
ligacdes duplas na cadeia de carbono e acidos graxos saturados com somente ligagdes simples
na cadeia de carbono (KOZLOSKI, 2011).

Os 4cidos graxos essenciais, ndo sdo produzidos bioquimicamente pelo organismo e,
portanto, precisam ser ingeridos, estes melhoram a eficiéncia energética das dietas e estdo
envolvidos em muitos processos regulatérios da bioquimica animal (MEDEIROS et al.,

2015).
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Os oleos sdo, na maioria, de origem vegetal, e considerados altamente insaturados
(liquidos na temperatura ambiente), as fontes mais comuns sdo: milho, algodao, soja, oliva,
girassol, canola, amendoim e arroz, bem como também, a améndoa, o amendoim, a avela, a
castanha de caju, a castanha do Par4, a macadamia e as nozes que sdo ricos em gorduras mono
e poliinsaturadas (FONTELES et al., 2016).

A inclusdo de dleos vegetais na alimentacdo de ruminantes tem limita¢des, devendo
estar entre 3% e 6% da MS, para ndo interferir na fermentagdo ruminal e consequentemente
acarretar uma redu¢do na digestibilidade dos nutrientes, nesse caso a fibra, de modo que se
torna o principal motivo de influéncia negativa do 6leo (KOZLOSKI, 2011).

Devido ao excesso de acidos graxos insaturados e triglicerideos causar alteracdo
negativas na fermentagdo ruminal e acarretar supressdo das atividades de bactérias
celuloliticas e metanogénicas, o uso de elevadas quantidades de lipideos na dieta de
ruminantes pode prejudicar o consumo, podendo causar queda na digestibilidade e

aproveitamento dos nutrientes (BASSI et al., 2012).

3.3 Oleos essenciais

Os o6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis e insoluveis em
agua, responsaveis pelo cheiro das plantas, encontradas na casca, folhas, frutos e sementes
extraidos a partir de diferentes técnicas, tal como a destilagdo. As propriedades desses 6leos
tém sido avaliadas quanto a sua eficicia e constituem um dos mais importantes grupos de
matérias primas para as industrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e afins, devido a
sua atividade antioxidante e antimicrobiana (EVERTON et al., 2020).

Sdo obtidos mediante um processo de prensagem, processo térmico-mecanico ou
extragdo por solventes. Podem ser chamados de 6leos volateis ou 6leos etéreos, por serem de
aparéncia oleosa a temperatura ambiente (OLIVEIRA e IGARASI, 2013).

O adjetivo “essencial” utilizado ao se referir a esses 6leos, ndo significa serem
“essenciais” ao metabolismo, como por exemplo alguns aminoacidos ou acidos graxos que
precisam ser adicionados as dietas porque o organismo ndo consegue produzir o suficiente,
mas por terem o cheiro caracteristico ou “esséncia” da planta da qual foram obtidos
(TORRENT, 2012).

Esses 6leos podem conter substancias que sdo utilizadas ou ndo como fontes de
energia, portanto, tem funcdes, ou seja, sdo definidas como “6leos funcionais”. Desse modo,

dependendo do intuito da classificacdo, seja por funcdo ou estrutura quimica, existem
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inameros tipos de 6leos funcionais (OF). Em conclusdo, todos os OE sdo OF, mas nem todos
os OF sao OE (TORRENT, 2012; VIEIRA, 2022).

A utilizacdo desses 6leos na nutricdo animal, especificamente sobre a microbiota, pode
melhorar a eficiéncia da fermenta¢do ruminal e mitigacdo das emissdes de metano, que ¢ um
dos metabolitos secundarios da digestdo ruminal, liberado devido as caracteristicas do
ambiente ruminal ser anaerobico com poucos receptores de elétrons se beneficiar de H ¢ CO»,
produzidos durante a fermentacdo (TAWAB et al., 2021).

O mecanismo de atuacdo dos OE sobre a microbiota ruminal ¢ estudado alguns anos,
em que estes aditivos naturais sdo testados por meio de metodologias de simulagdes in vitro,
método esse mais vidvel em primeiro momento do que o uso de animais, mais barato e pratico
devido a grande quantidade de 6leo essencial e possibilidades de combinagdes, estimando os
possiveis efeitos na fermentacdo ruminal (FERRO et al., 2016).

O liquido da casca da castanha de caju (LCCC) e o 6leo da semente de mamona sio
exemplos pesquisados como moduladores da fermentagdo ruminal neste estudo.

Alguns trabalhos testando a combinagdo destes 6leos em ruminantes foram realizados
(RENO etal., 2016, SILVA et al., 2019), com o intuito de tornar a modulagao da fermentacao
ruminal mais eficiente ¢ assim se tornar uma alternativa de substituicdo aos antibidticos
iono6foros, uma vez que alguns paises proibem o uso destes.

Porém, pouco se sabe ainda a respeito da quantidade ideal de LCCC e 6leo de mamona
a ser fornecido aos animais. Os poucos dados referentes a utilizacdo na alimentagdo animal, se
referem a respostas obtidas com o fornecimento de uma mistura comercial (Essential®)

(GALLARRETA, 2020).

3.4 Atividade antimicrobiana dos oleos essenciais

Dentre as varias utilidades dos oleos essenciais, os seus componentes € a sua
capacidade antimicrobiana tem sido uma das mais estudadas (SOUZA, 2015), pois sdo
reconhecidos pela sua promissora aplicabilidade como antimicrobianos naturais contra uma
grande variedade de microrganismos (FERRO et al., 2016).

O modo de acdo antimicrobiano dos extratos vegetais tem sido atribuido a vérios
compostos fenolicos, como carvacrol, eugenol, timol, vanilina, cardol, cardanol e acidos
anacardico e ricinoléico. Nesse caso, eles atuam como agentes fendlicos, alterando a forca de
prétons, o fluxo de elétrons, o transporte ativo e a coagulagdo do contetdo celular (BURT,

2004; MATOS et al., 2021).
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Nesse contexto, 0 mecanismo mais aceito como responsavel pela a¢do antibacteriana,
estd relacionado principalmente a capacidade do OE afetar tanto o envelope externo da célula
causando danos estruturais e funcionais desnaturando e coagulando proteinas quanto o
citoplasma (BENCHAAR et al., 2008; SOUZA, 2015).

A alteragdo na permeabilidade da membrana inclui modifica¢des quimicas que podem
decompor completamente a conformacdo da célula microbiana, provocando o vazamento do
contetido celular, a fuga de ions e outros componentes citoplasmaticos, causa diminui¢cdo na
sintese de ATP, além de reduzir o gradiente i6nico transmembranar, conduzindo a degradagdo
dos processos essenciais da célula como: transporte de elétrons, translocacdo de proteinas,
fosforilagdo e reagdes dependentes de enzimas, dessa forma podendo conduzir & morte da
célula (BURT, 2004; NAZZARO et al., 2013).

A figura 1 descreve alguns potenciais mecanismos de a¢do dos dleos essenciais e
apresenta os possiveis alvos celulares da sua atividade antimicrobiana (NAZZARO et al.,

2013).
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Figura 1- Esquematizagdo dos mecanismos de agdo dos dleos essenciais na célula bacteriana. (Adaptado de
NAZZARO et al., 2013).

Antes de observar os efeitos dos 6leos essenciais nas bactérias ¢ importante analisar as
diferentes estruturas das paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
presentes no ambiente ruminal. As bactérias gram-positivas apresentam uma membrana
externa mais simples e menos complexa, sendo esta composta por uma camada
glicopeptidica, tornando menos resistentes aos 6leos essenciais permitindo que as moléculas
hidrofébicas penetrem nas células agindo tanto na parede celular quanto dentro do citoplasma
(NIKAIDO, 2003; KOZLOSKI, 2011; SILVA, 2022). J4 as gram-negativas apresentam dupla

membrana externa, as quais sdo conectadas por uma camada de glicopeptideos, sdo
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relativamente resistentes a compostos hidrofobicos de plantas, antibidticos ou iondforos em

relag@o as gram-positivas, mas ndo sdo imunes a eles (SILVA, 2022).

3.5 Liquido da Casca da Castanha de Caju (Anacardium occidentale 1.)

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) ¢ uma arvore tropical perene nativa do
Nordeste Brasileiro, cresce até 12 metros de altura, com consideraveis caracteristicas
adaptativas a solos de baixa fertilidade, temperaturas elevadas e estresse hidrico. Com isso, o
cajueiro se tornou uma importante fonte de renda para os estados do Nordeste, gerando
empregos tanto no campo quanto nas industrias, tendo em vista a demanda de mercados
internacionais pelos diversos tipos de castanha (SERRANO e PESSOA, 2016).

O caju ¢ formado pela castanha ou fruto e pelo pedinculo, nominado de falso fruto, a
qual corresponde a polpa comestivel. O pseudofruto apresenta grande valor nutricional, com
altos teores de vitamina C, niacina e ferro, sendo utilizados para a fabricagao de sucos, vinhos,
doces e compotas, além disso, € aproveitado na alimentacdo animal e pode ser encontrado na
natureza em trés diferentes cores: vermelho, amarelo e laranja. (FAO, 2001; RODRIGUES et
al., 2011).

O fruto propriamente dito ¢ a castanha de caju, formada por um epicarpo fino que
corresponde com a camada externa de cor marrom escuro. No interior da castanha encontra-se
a améndoa, principal produto, rica em tanino (AMORATI et al., 2001; MAZZETTO et al.,
2009).

Da casca, obtém-se o liquido, que contém alto teor de um o6leo caustico, cor marrom
escuro, que constitui aproximadamente, 25% do peso total da castanha, considerado fonte
natural de lipideos fenolicos, conhecido como liquido da casca da castanha de caju (LCCC)
(AMORATTI et al., 2001; MAZZETTO et al., 2009).

O liquido da casca de castanha de caju (LCCC), ainda apresenta diversas aplicacdes

industriais, como na obtencdo de tintas, lubrificantes, curtidores, aditivos, fungicidas,
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inseticidas, entre outros e o residuo da casca ainda pode ser utilizado como fonte de energia
nas industrias, por meio de sua queima em fornalhas (WALLACE, 2004; MASIGLIO, 2012).

Na Figura 2 apresenta os principais produtos obtidos da industrializagdo do caju.
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Derivados 4 l i ]
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Figura 2 - Principais produtos obtidos da industrializagdo do caju. (Adaptado de PAIVA et al., 2003).

O liquido da casca da castanha do caju (LCCC) € o co-produto do processamento da
castanha e pode ser obtido a frio (prensas), extracdo por solvente que tem a finalidade de
retirar o CO; ou a quente, um processo térmico-mecanico em que o LCCC ¢ aquecido a uma
temperatura de 180-200 °C, em que aquecendo-se a castanha, a casca externa se rompe
liberando alquifenois presente no mesocarpo € a casca interna ¢ entdo retirada obtendo-se a
améndoa, que tem um elevado valor economico para o Brasil (MAZZETTO et al. 2009;
MARSIGLIO, 2012). Na figura 3, estdo apresentados os principais métodos de extragdo do
LCCC.
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Figura 3 - Principais métodos de extragdo do LCCC. (Adaptado de DIAZ et al., 2015).

De acordo com Andrade et al. (2011), os principais componentes do LCCC sao o
acido anacardico (60-65%), o cardanol (10%) e o cardol (15-20%) e tem o acetato como
precursor metabolico (figura 4). O &cido anacardico ¢ um composto fenolico biossintético a
partir de 4cidos graxos e constituem cerca de 70 a 90% do liquido que ¢ extraido da casca da
castanha de caju e se apresenta como o lipideo que tem atividade antimicrobiana na sua

composi¢do, capaz de inibir seletivamente as bactérias Gram-positivas do ramen.

OH HO OH OH
; COOH ; ;
R R R

a) Acido anacardico b) Cardol c) Cardanol

8—9
- J— $5. 12
89 N2 W __J5
Figura 4 - Principais constituintes

do LCCC. (Adaptado de OLIVEIRA et al., 2011).

O LCCC técnico obtido por tratamento térmico em que o liquido, rico em acido

anacardico ¢ exposto a altas temperaturas, favorecendo a descarboxilagdo resultando em
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cardanol (Figura 5) que possui como caracteristicas principais o poder antioxidante e

antimicrobiana (MAZZETTO et al., 2009; DIAZ et al., 2015).

OH O OH
| -CO2
O o
CisH25-31 4 CisHzs.21
180 -200°C
Cardanol

Acido anacardico

Figura 5 - Processo de descarboxilagdo do acido anacardico. (Adaptado de MAZZETTO et al., 2009).

De acordo com Parasa et al. (2011) em um ensaio in vitro, avaliaram a atividade
antimicrobiana do LCCC contra bactérias Gram-positivas (Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus), em que essas bactérias apresentaram sensibilidade aos componentes
do LCCC, enquanto as Gram-negativas se apresentaram mais resistentes.

Watanabe et al. (2010) observaram que principalmente bactérias Gram-positivas
(Streptococcus bovis, Eubacterium ruminantium, Lactobacillus ruminis) presentes no rumen,
que produzem hidrogénio, formato e butirato, foram altamente sensiveis ao LCCC. Com a
reducdo na quantidade de bactérias Gram-positivas, favoreceu o crescimento das Gram-
negativas (Succinivibrio dextrinosolvens, Selenomonas ruminantium, e Megasphaera elsdenii)
que sdo mais tolerantes ao LCCC, estdo envolvidas na producao de propionato e, desse modo,
constataram que este produto apresenta potencial uso na dieta de ruminantes, podendo atuar
como modulador da fermentacdo ruminal.

Segundo Osmari et al. (2015), ainda sdo limitados os dados a respeito da quantidade
ideal de LCCC a ser fornecida aos animais, por essa razdo, ¢ preciso mais estudos do

comportamento dos 6leos essenciais para animais ruminantes.

3.5 Oleo de mamona (Ricinus communis L.)

A mamona ou ricino (Ricinus communis L.), ¢ uma espécie de origem tropical
cultivada principalmente na regido Nordeste, contém caracteristicas de adaptabilidade em
diferentes ecossistemas apresentando-se como importante alternativa para cultivo em safra

(MILANT, 2014).
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Originada da Europa e trazida pelos portugueses ao Brasil, era basicamente utilizada
para iluminagdo, lubrificacdo de carrocas e moinhos de engenho. Atualmente a planta ¢ muito
cultivada, podendo até ser confundida como planta nativa. Tem como principal produto, o
6leo que corresponde cerca de 48,6% do peso total extraido das suas sementes (REIS, 2013).

O o6leo de mamona ou o6leo de ricino, como também ¢é conhecido, tem como
caracteristicas uma coloracdo de incolor a amarelo-dourado, espesso, oleoso, inodoro e
insoliivel em 4gua, mas soliivel em solventes organicos (CRESPAO et al., 2021). Comparado
a outros Oleos, possui uma vida util mais alta e ndo se torna rangoso, a0 menos que seja
exposto a um superaquecimento no seu processo de extragdo (REIS, 2013).

O modo de agao do 6leo de mamona ocorre na estrutura da parede celular da bactéria,
desnaturando e coagulando as proteinas, com a acumulacdo de hidrogénio e potassio na
membrana, fazendo com que a célula bacteriana tenha uma dificuldade na sobrevivéncia,
altera o processo de acdes enzimaticas e resulta no descontrole quimiosmotico da célula e, por
conseguinte, a morte bacteriana (CRESPAO et al., 2021).

Esse mecanismo de ac¢do tem efeito na parede celular das bactérias Gram-positivas,
por ser composta de uma simples camada de peptideoglicanos, em que os ésteres presentes no
6leo de mamona tém capacidade de romper as ligagdes glicosidicas dos peptideoglicanos na
parede celular dessas bactérias, resultando na morte celular. Por outro lado, a a¢do bacteriana
do 6leo de mamona parece ndo ter a capacidade de agir na parede celular das bactérias Gram-
negativas que possuem dupla camada de lipossacarideos hidrofilica, criando uma barreira aos
6leos funcionais, o que da resisténcia a esse tipo de bactéria aos 6leos (WATANABE et al.,
2013).

De acordo com Laurentino et al. (2018) o 6leo de mamona contém sua maior
composi¢do de acido ricinoléico (90%) um &cido graxo altamente hidroxilado com baixa
frequéncia nos 6leos vegetais, contém em menor grau acido oleico (4%) e éacido linoleico
(3%), tornando-se um o6leo incomum quando comparado com a maioria dos dleos vegetais e
isso confere ao 6leo de mamona diversas caracteristicas quimicas interessantes, ndo libera
toxicidade, ndo queima com facilidade podendo ser utilizado nas indlstrias médicas,

farmacéuticas, cosméticas e atualmente na nutricdo animal (Figura 6).
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OH

Figura 6 - Estrutura quimica do acido ricinoléico. (Adaptado FERREIRA, 2012).

No Brasil, o 6leo de mamona ¢ um aditivo aprovado para utilizacdo na alimentacdo
animal (MAPA, 2020). O seu uso tem gerado modificagdes na fermentagcdo ruminal, pelo seu
efeito antibiotico (RAMOS MORALES et al., 2012).

O ¢6leo de mamona ¢ extraido da baga e como todos outros dleos vegetais, possui
diferentes propriedades fisico-quimicas aos quais variam, pois de acordo o processo de
extracdo obtém-se o produto e o subproduto final. Os procedimentos utilizados para extrair o
6leo pode ser por prensagem, a frio ou a quente, onde o subproduto ¢ a torta de mamona que
contém a maior parte proteica e com alto teor residual de 6leo (50%) ou por solvente em que ¢
obtido o farelo, com baixo teor de 6leo residual (SANTOS et al., 2011).

Na industria, a mamona passa por varias etapas até a obtencdo do 6leo de mamona
comercial (Figura 7). No processo de prensagem a frio, ira passar por uma filtragem, refino e
neutralizagdo, para apresentar-se livre de impurezas originando um 6leo de maior pureza e
livre de acidez, destinado ao uso medicinal, enquanto a extracdo a partir de solventes
organicos principalmente o hexano ou prensas a quente hd maior rendimento, porém, ¢é
considerado ndo tdo puro sendo necessdrio ainda a remogao de substancias corantes € gomas

(SCHNEIDER 2002; CAMPOS & SANTOS, 2015).
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Figura 7 - Fluxograma do processo de extragdo do 6leo de mamona. (SCHNEIDER, 2022).

A mamona tem como fator antinutricional, uma proteina solavel, a ricina que confere
toxicidade a planta, representando uma das limitagdes para sua adog@o na alimentagdo animal
(BASTOS et al., 2021).

Embora exista esse fator antinutricional, o 6leo extraido da mamona ndo ¢ toxico, pois
a proteina responsavel por sua toxicidade (ricina) ndo ¢ lipossoliivel, assim, o componente
toxico fica permanecendo durante a extragdo na torta ou no farelo que precisam passar por um
processo de detoxicacdo, s6 assim podera ser utilizado na alimentagdo animal (OLIVEIRA et
al., 2010; BASTOS et al., 2021).

Outro fator limitante no uso do 6leo de mamona ¢ o efeito laxativo, a depender da
dosagem por via oral, sendo essa via ndo recomendada, porém, em combinacido com o liquido
da casca da castanha de caju (LCCC) o o6leo de mamona em menores dosagens se torna
biologicamente ativo e seguro (PUREVJAYV et al., 2013; MICHAILOFF, 2017).

Em fungdo das propriedades quimicas descritas acima, foi desenvolvida uma mistura
comercial a partir do liquido da casca da castanha de caju (cardanol e cardol) e do dleo de
mamona (ricino) pela empresa Oligo Basic Produtos Funcionais, que desenvolveu esse mix de

oleos funcionais como alternativa aos in6foros, comercialmente chamada Essential®. Nessa
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mistura comercial a quantidade de 6leo de mamona fica mais de 10 vezes abaixo da dosagem
laxativa (TORRENT, 2012).

Segundo o manual do produto comercial Essential®, o mesmo utilizado por CHAGAS
(2015), afirma que essa mistura de 6leos essenciais, pode ser administrada na dieta dos
ruminantes respeitando as dosagens recomendadas para cada fase da vida desses animais, seja

para corte ou leite, animais em terminagdo e vacas secas.

3.6 Producao de metano nos ruminantes

Compreender a ecologia do rimen como um sistema microbiano Unico, pode auxiliar
na abertura de novos caminhos e ultrapassar os desafios de otimizagdo dos sistemas de
producdo animal, mediante o aumento da produtividade agricola e a mitigacdo de metano no
ambiente. Essas relacdes sdo influenciadas principalmente pelos tipos de sistemas de
producdo dos ruminantes (MIZRAHI e JAMI, 2018).

O metano produzido no rimen representa perda de energia (2 a 12% da ingestao bruta
de energia) que poderia ser aproveitada pelo animal para o crescimento ou produgdo de leite.
Esse ¢ o resultado da atividade da populagdo de microrganismos, chamados de archaeas
metanogénicas, que basicamente convertem hidrogénio (H2) e gas carbonico (CO»)
produzidos por uma comunidade complexa de bactérias, fungos anaerobios e protozodarios
ciliados em metano (CH4) (WALLACE et al., 2014).

Em termos produtivos, além de causar impacto ambiental, a producdo entérica de
metano representa ineficiéncia alimentar, pela baixa utilizacdo da energia do alimento
ingerido, afetando a produtividade do animal (COTA et al., 2014).

A fermentacgdo entérica e a produg¢do de metano sdo parte do processo de digestdo do
alimento pelos ruminantes e o metano produzido por eructacdo ¢ liberado para o ambiente
sendo considerado a principal fonte de gases indesejados do efeito estufa na pecuaria

(BERCHIELLI et al., 2012).
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Nesse processo metabdlico, ocorre a produ¢do de H> no rimen, esse ¢ obtido da
conversao de alimentos em varios produtos da fermentagdo e ¢ convertido principalmente por
archaeas metanogénicas para produzir metano. Portanto, para desenvolver estratégias que
controlem as emissdes de metano por ruminantes, deve-se atentar a produg¢do de H» e
direcionar essa produ¢@o no rimen para os mecanismos alternativos de produgdo de energia,
assim pode aprimorar a eficiéncia na utilizacdo de alimentos em ruminantes (DENMAN et al.,
2015).

No processo de fermentagcdo ruminal dos carboidratos, a produgdo de acetato e butirato
libera maior quantidade H», produto da oxidagdo do NADH. A retirada deste gas depende da
atividade das bactérias metanogénicas que o utilizam para produzir CO2 e CH4. No entanto, a
producdo deste ultimo vai depender do tipo de dieta do animal (KOZLOSKI, 2019).

Uma vez que a quantidade de CH4 produzido no rimen ¢ proporcional a producio de
acetato, a ingestdo de forragens de baixa qualidade resulta em baixa digestibilidade e maior
emissdo de metano, pois metabolicamente ficam mais tempo dentro do rimen, enquanto
alimentos ricos em amido, carboidratos de rapida fermentacdo, tem maior digestibilidade,
melhora a taxa de passagem, maior propor¢do de acido propionico assim reduzindo a
producdo de H» e a taxa de emissao desse gas (RIRA et al., 2016).

Nesse contexto, uma estratégia importante para a mitigacdo do metano produzido
pelos ruminantes ¢ o manejo alimentar, oferecendo aos animais forragens de boa qualidade,
melhorando a digestibilidade e o consumo do alimento e dietas balanceadas com proporcdes
certas de amido, de modo que, mudancas na alimentacdo dos animais alteram a fermentacao
ruminal e como consequéncia, altera a composicdo de microrganismos ruminais e
modificagdes na composi¢ido de AGCC (PINEIRO VAZQUEZ et al., 2015).

A adicdo de extratos vegetais vem como alternativa para manipulacdo ruminal e
efeitos deletérios na microbiota ruminal produtora de H», modificando o processo de
fermentacdo e favorecendo a producdo de propionato, assim o animal terd mais eficiéncia no

uso da energia dos alimentos (PINEIRO VAZQUEZ et al., 2015, LI et al., 2016).

3.7 Avaliacao de alimentos utilizando técnicas in vitro

Sistemas de fermentagdo in vitro vem sendo amplamente utilizados para determinar a
degradabilidade de um alimento no intuito de auxiliar a identificacdo de plantas capazes de
manipular o ambiente ruminal, assim como o efeito aditivo e uso em dietas para animais

ruminantes. Por isso, a fim de apresentar como ocorre no rimen, as técnicas de
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degradabilidade e digestibilidade in vitro vém sendo aperfeigoadas constantemente
(SIPPERT, 2019).

Ensaios utilizando a técnica in vitro, constitui como uma alternativa mais simples, de
baixo custo, quando comparadas aos ensaios de digestdo in vivo, pois tem sido mais utilizada
em estudos que envolve muitos substratos, precisdo de resultados e visam reproduzir as
mesmas condi¢des favoraveis, utilizando liquido ruminal ou enzimas, para a fermentacao do
alimento (OLIVEIRA et al., 2014).

Além disso, como vantagem no método de producdo de gases, ¢ possivel observar
como ocorre a cinética de fermentagdo utilizando um maior nimero de amostras, avaliadas ao
mesmo tempo, em pequenas quantidades, possibilitando a obtencdo de varias observagdes
demonstrando boas correlagdes com metodologias in vivo e in situ (OLIVEIRA et al., 2014).

Baseando-se no método de producdo de gases in vitro semiautomatico de Theodorou
et al. (1994), modificado por Mauricio et al. (1999) com o objetivo de medir a producio de
gases através da cinética de degradag¢@o ruminal, consiste em fazer as leituras da pressdo dos
gases no head space, obtidas através da inser¢do de uma agulha hipodérmica de um transdutor
de pressdao manual em cada frasco de fermentacao.

A producdo de gases reflete a atividade microbiana a partir do tipo de alimento
fornecido, podendo ser medida a intervalos curtos, permite avaliar como ocorre a atividade
dos microrganismos ruminais sobre a degradagdo do alimento no rumen. A formagdo desses
subprodutos (gases) oriundos da fermentagdo, permite dar informagdo sobre a cinética de
digestao de fragdes soluveis e insoluveis de alimentos. (NEIVA JUNIOR et al., 2010).

A maior parte dos gases produzidos ¢ resultado da fermentacdo de carboidratos a
acetato, propionato e butirato, e a producdo desses gases depende da quantidade de substrato
fermentado por microrganismos ruminais, que apresenta uma alta correlagio com a
digestibilidade e degradabilidade dos alimentos (SUASSUNA, 2020).

Em relagdo aos 6leos essenciais, amplamente estudados como aditivos em ensaios in
vitro, alguns pontos devem ser considerados para fazer essa avaliagdo, como a caracteristica
de volatilizacdao do 6leo, a disponibilidade, viabilidade e aplicabilidade em diferentes niveis
nas dietas, pois ¢ necessario utilizar uma dosagem maior do que seria utilizada in vivo, na
expectativa que possa haver efeito entre aditivo e os microrganismos ruminais, de modo que
incubagdes de curto tempo podem ndo apresentar os efeitos esperados dos 6leos essenciais na
fermenta¢do ruminal, porém tempos maiores, como acima de 48 horas podem levar a
degradagdo dos microrganismos (CASTILLEJOS; CALSAMIGLIA; MARTIN-TERESO &
TER WIJLEN, 2007, DiAZ et al., 2018; SUSSUNA, 2020).
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CAPITULO II: LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU (Anacardium
occidentale L) NA FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO DE DIETAS COM
DIFERENTES RELACOES VOLUMOSO:CONCENTRADO

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adi¢do do liquido da casca da castanha de caju (LCCC) em
dietas com diferentes relacdes volumoso:concentrado sobre a fermentagdo ruminal in vitro
através da técnica in vitro semiautomatica de producdo de gases. O experimento foi
desenvolvido na Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT), Campus de Araguaina
- TO. O in6culo ruminal foi obtido de trés bovinos (250 + 25 kg de peso corporal). Os
tratamentos consistiram em um esquema fatorial com quatro dietas com diferentes relagdes
volumoso:concentrado (100:0, 67:33, 33:67 e 0:100) ¢ adi¢dao de trés niveis de LCCC (0%,
1% e 2%). Foi avaliada a producgdo de gases, a degradacdo ruminal da matéria seca e matéria
organica, produ¢do de metano e a propor¢ao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) que
sdo produtos da fermentacdo ruminal. As curvas geradas na produgdo de gases foram
comparadas por meio de teste de paralelismo e identidade. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia utilizando um delineamento de blocos casualizados com arranjo fatorial 4
x 3, sendo os fatores as quatro dietas e os trés niveis de adicdo do 6leo, perfazendo doze
tratamentos e com trés blocos (animais doadores). As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro tipo I. Analisando-se a cinética
de fermentacdo ruminal, observou-se que a produgdo total de gases (parametro A) e a
degradabilidade efetiva (DE), foram maiores para as dietas formuladas com maior propor¢ao
de concentrado resultando em maior producdo de gases e menor tempo de colonizagdo (T),
em comparacdo com as dietas formuladas com maiores propor¢ao de volumoso,
independentemente do nivel de inclusdo de LCCC. No teste de paralelismo das curvas de
producdo de gases ndo houve diferenca. Nao houve efeito de interagdo entre dieta e niveis do
LCCC para nenhuma variavel. Foi verificado efeito significativo da relagdo
volumoso:concentrado para as varidveis DMS, DMO, metano, propor¢do de acetato,
propor¢do de propionato e relagdo acetato:propionato e ndo significativo na proporcao de
butirato. A inclusdo do LCCC resultou em efeito significativo para as variaveis DMS, metano
e na propor¢do de propionato, e efeito ndo significativo para DMO, propor¢do de acetato,
proporcao de butirato e relacdo acetato:propionato. Maiores propor¢des de concentrado
aumenta a degradabilidade da dieta, contribuindo para reducdo da propor¢do de acetato,
favorece o aumento da propor¢do de propionato e reduz relacdo acetato:propionato,
independente da relacdo volumoso:concentrado a inclusio do LCCC ndo altera a
degradabilidade da MO. O LCCC no nivel de inclusao de 1% e 2% na dieta, reduz a produgao
de metano, indicando que nessa dosagem melhora o aproveitamento de energia e contribui
para o bom funcionamento do ambiente ruminal.

Palavras-chave: Acidos graxos de cadeia curta. Degradabilidade. Metano. Parimetros
ruminais.
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CHAPTER II: CASHEW NUT SHELL LIQUID (Anacardium occidentale L.) IN IN
VITRO RUMINAL FERMENTATION OF DIETS WITH DIFFERENT
VOLUME:CONCENTRATE RATIO

ABSTRACT

The aim was to evaluate the effect of adding cashew nut shell liquid (CCCL) to diets with
different volume:concentrate ratios on in vitro rumen fermentation using the semi-automatic
in vitro gas production technique. The experiment was carried out at the Federal University of
Northern Tocantins (UFNT), Araguaina Campus - TO. The rumen inoculum was obtained
from three cattle (250 + 25 kg body weight). The treatments consisted of a factorial scheme
with four diets with different volume:concentrate ratios (100:0, 67:33, 33:67 and 0:100) and
the addition of three levels of LCCC (0%, 1% and 2%). Gas production, rumen degradation of
dry matter and organic matter, methane production and the proportion of short-chain fatty
acids (SCFA), which are products of rumen fermentation, were evaluated. The gas production
curves were compared using the parallelism and identity tests. The data was submitted to
analysis of variance using a randomized block design with a 4 x 3 factorial arrangement, the
factors being the four diets and the three levels of oil addition, making up twelve treatments
and three blocks (donor animals). The means of the treatments were compared using the
Tukey test at 5% probability of type I error. Analyzing rumen fermentation kinetics, it was
observed that total gas production (parameter A) and effective degradability (ED) were higher
for diets formulated with a higher proportion of concentrate, resulting in higher gas
production and shorter settling time (T), compared to diets formulated with a higher
proportion of roughage, regardless of the level of LCCC inclusion. There was no difference in
the parallelism test of the gas production curves. There was no interaction effect between diet
and LCCC levels for any variable. There was a significant effect of the volume:concentrate
ratio for the variables DMD, BMD, methane, acetate ratio, propionate ratio and
acetate:propionate ratio and no significant effect on the butyrate ratio. The inclusion of LCCC
resulted in a significant effect for the variables DMD, methane and propionate ratio, and a
non-significant effect for BMD, acetate ratio, butyrate ratio and acetate:propionate ratio.
Higher proportions of concentrate increased the degradability of the diet, contributing to a
reduction in the proportion of acetate, favoring an increase in the proportion of propionate and
reducing the acetate:propionate ratio. Regardless of the volume:concentrate ratio, the
inclusion of LCCC did not alter the degradability of OM. LCCC at the inclusion level of 1%
and 2% in the diet reduces methane production, indicating that at this dosage it improves
energy utilization and contributes to the proper functioning of the rumen environment.

Key-words: Short-chain fatty acids. Degradability. Methane. Ruminals parameters.
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1. INTRODUCAO

A producdo pecudria de ruminantes domésticos ¢ a maior utilizadora de terras
agricolas e constantemente ¢ relacionada a questdes ambientais associadas a expansdo
territorial e por gerar mais gases de efeito estufa se comparada a outras fontes de alimento de
forma direta (fermentagdo entérica e manejo de dejetos) ou indireta (producdo de alimentos e
conversao de floresta em pastagem) (FAO, 2018).

Para intensificar a produtividade e melhorar a eficiéncia alimentar do rebanho, a
utilizagdo de aditivos tem se tornado cada vez mais comum na alimentagdo de bovinos como
pratica de manejo alimentar. Diante disso, a busca por produtos naturais que possam substituir
de forma eficiente os aditivos quimicos mais difundidos, por exemplo a monensina, os
extratos vegetais estdo ganhando espago nas pesquisas por seus possiveis beneficios na
alimenta¢do animal (VIEIRA, 2022).

Os extratos de plantas, sdo metabdlitos secundarios que os tornam alternativas
potenciais para manipular a atividade microbiana no rumen por possuirem propriedades
antimicrobianas. Os efeitos dos 6leos essenciais bem como seus compostos e taxas de
dosagem em dietas tem se tornado importantes no estudo, apresentando diferentes resultados,
isso pode ser explicado pela diferenca na estrutura quimica de cada 6leo, o que influencia os
seus efeitos na atividade microbiana (BENCHAAR et al., 2007; EVERTON et al., 2020).

O liquido extraido da casca da castanha de caju (LCCC) ¢ um o6leo funcional, fonte
natural de lipidios fenoélicos, que contém &cido anarcérdico, cardol e cardanol, que possui
atividade antimicrobiana e antioxidante (ANDRADE et al., 2011; VIEIRA et al., 2022).

Estudos in vitro sdo uteis para avaliar uma grande variedade de aditivos e sua
influéncia na fermentacao ruminal (SIPPERT, 2019). Por essa razao, o uso do LCCC tem sido
estudado in vitro como aditivo modulador da fermentagdo ruminal, por melhorar a
digestibilidade dos nutrientes e selecionar bactérias Gram-negativas em detrimento das Gram-
positivas (ANDRADE et al., 2011).

Diante disso, objetivou-se estudar a utilizagdo do LCCC na fermentagdo ruminal in
vitro de dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado sobre a degradabilidade da
matéria seca, matéria organica, produ¢do de metano e propor¢ao de acidos graxos de cadeia

curta.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local Experimental

O ensaio in vitro foi conduzido no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Norte do Tocantins (UFNT) no Laboratorio de Nutricdo de Ruminantes no setor de
Ensaios de Fermentacdo Ruminal e Producdo de Gases, Campus de Araguaina/TO, localizado
nas coordenadas 6°34°52”°, de latitude sul, e 48°38°40”" de longitude oeste ¢ 152,0 m de
altitude na Amazonia Oriental Brasileira. Os procedimentos realizados envolvendo o uso de
animais foram aprovados pela Comissdo Etica no Uso de Animais da CEUA/UFNT, de

acordo com o protocolo de n°23.101.272/01-55.

2.2 Delineamento experimental e descri¢io dos tratamentos

As dietas utilizadas neste experimento foram formuladas com uso de feno de
Megathyrsus maximus cv. Mombaga triturado em moinho de facas com peneira de crivo de 1
mm e concentrado a base de milho e farelo de soja (Tabela 1).

O ensaio foi conduzido em um delineamento em blocos casualizados (DBC) que
consistiram em um esquema fatorial 4x3 de quatro dietas com diferentes relagdes
volumoso:concentrado (100:0, 67:33, 33:67 ¢ 0:100) e inclusdo de trés niveis do LCCC (0, 1 ¢
2% da MS) e os blocos de in6culo ruminal de trés bovinos (250 + 25 kg de peso corporal),

totalizando doze tratamentos.
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Tabela 1 - Dietas experimentais com diferentes relacdes volumoso:concentrado e analises

bromatolédgicas
Composicao (% da MS Total)
Ingredientes Dieta volumosa Dieta Dieta Dieta
: : concentrada
(100:00) (67:33) (33:67) (001001
Feno Mombaga 97,00 67,00 33,00 0,00
Milho grdo moido 0,00 17,00 41,00 54,92
Farelo de Soja 0,00 10,96 20,96 34,35
Fosfato 0,00 0,58 0,58 1,15
Sal Mineral 3,00 3,00 3,00 6,42
Calcario dolomitico 0,00 1,46 1,46 3,12
Composicao quimica (% de MO)
MS (g kg MN) 89,44 88,81 88,08 89,72
PB 11,19 15,19 17,68 25,43
EE 1,05 1,16 1,62 1,02
FDN 60,77 46,29 28,19 17,17
FDA 29,20 23,68 9,41 2,12
NIDN 1,29 1,83 2,01 1,42
NIDA 0,67 0,73 1,01 1,33

MS — Matéria Seca; MN — Matéria Natural, PB — Proteina Bruta; EE — Extrato Etéreo; FDN — Fibra em
Detergente Neutro; FDA- Fibra em detergente acido; NIDN — Nitrogénio insoltivel em detergente neutro; NIDA
— Nitrogénio insoliivel em detergente 4cido.

2.3 Bioensaio in vitro da producio de gases

Trés bovinos adultos mesticos (250 + 25 kg de peso corporal) provenientes dos setores
de gado de corte e de leite da institui¢do, foram utilizados como doadores de contetido
ruminal. Os animais foram mantidos em pastagem de capim Mombaca com livre acesso a
agua e uma ragdo a base de milho e farelo de soja para adaptagdo dos animais por um periodo
de 8 dias. As coletas das amostras de liquido ruminal foram realizadas manualmente mediante
a introduc¢do de uma sonda esofdgica, adaptada a uma bomba de vacuo. A fim de diminuir a
contaminagdo pela saliva nas amostras, os primeiros 200 ml de liquido ruminal foram
descartados, sendo aproveitados os volumes subsequentes. Apds a obtengdo das amostras,
estas foram imediatamente transferidas e acondicionados em garrafas térmicas individuais,
previamente aquecidas com dgua a temperatura de 39 °C, sendo fechadas apds o envase, com
o objetivo de manter a temperatura durante o transporte até o laboratdrio de gases.

No preparo dos indculos, o material foi filtrado em duas camadas de tecido de algodao
e distribuidos em Becker identificados em in6culo 1, indculo 2 e indculo 3, acondicionados

em banho maria (Banho Maria SL - 150) e mantidos a 39 °C até o término da sua utilizacao.
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A inoculagdo foi realizada através da inje¢do do indculo em cada frasco de incubacao
usando seringa plastica graduada. Foram utilizados 117 frascos de vidro, previamente lavados
com agua destilada, secos em estufa e identificados. Aos frascos com capacidade para 160 ml,
foram adicionados aproximadamente 1,0 g de amostra sob aspersdo de CO, com trés réplicas
de cada tratamento, 10 ml de inéculo, 90 ml de meio de cultura e o devido nivel de dleo,
sendo o volume proporcional ao total de contetido no interior dos frascos.

Para os ajustes de varia¢do, foram incubados frascos considerados brancos, contendo
as solugdes de incubacdo sem substrato. Os frascos foram vedados com tampa de silicone e
incubados em estufa a 39 °C, sob controle rigoroso de temperatura, permitindo desta forma a
producdo de gases dentro de cada frasco. Este foi considerado o tempo zero e dado inicio a
contagem dos tempos de fermentacdo. A técnica in vitro de produgdo de gases utilizada foi
semiautomatica descrita em Mauricio et al. (1999), as medidas de pressdo e volume de gases
foram tomadas utilizando-se um transdutor de pressdo modelo DPIS00-P.

A pressdo dos gases no head space foi medida apds: 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 48,
72 e 96 horas de incubagdo. Apds 96h, os frascos foram colocados em bandejas com agua e
gelo de modo a cessar a atividade microbiana. Amostras do liquido ruminal contido em cada
frasco identificado, também foram coletadas para a determinagdo de 4cidos graxos de cadeia
curta (AGCC). Ao final, foram determinadas a degradabilidade da matéria seca (DMS) e
degradabilidade da matéria organica (DMO).

Apds tal procedimento, os dados foram ajustados ao modelo de France et al. (1993)

COmo CXpresso na equagﬁo:
Y= A x {1 - exp [-bX(t—T)-cX(\/t-\/T)]}

Foram obtidos os seguintes pardmetros referentes a cinética de producdo de gases:

“«

producdo de gases acumulada “Y” (ml), tempo de incubagdo “¢” (horas), total de gases

produzidos “4” (ml), tempo de colonizagdo “T” (horas) e taxa de degradacdo fracional “u”
(h'!). As equagdes geradas foram comparadas por meio de teste de paralelismo e identidade de
curvas de acordo com Regazzi e Silva (2004) (p<0,05), ao nivel de 5% de probabilidade de
erro.

Foram estimadas também as degradabilidades efetivas, como expresso abaixo segundo

a equacao sugerida por France et al. (1993):

DE = Spexp ™ x (1-kI) / (So+ Uy)

Em que: DE = degradabilidade efetiva,
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k = taxa de passagem, sendo calculada para k = 0,02, 0,04, 0,06 ¢ 0,08,

So e Up = fragdes inicialmente fermentaveis e fragdes ndo fermentaveis, respectivamente,

sendo:

I= Ioo exp -[(b+k) (t-T)+ ¢ (Vt-VT)] dt.

2.4 Determinac¢io da producio de metano

Paralelamente as mensuracdes de pressdao, uma aliquota dos gases produzidos (5 ml)
em cada frasco foi coletada com o auxilio de seringas descartaveis para posterior
quantificagdo e determinada a produgdo do gis de maior interesse ambiental: CH4. Tal

mensuragio foi feita pelo analisador de gases portatil TEC-GA21BIO®.

2.5 Analises Bromatologicas

As amostras coletadas durante o experimento foram submetidas as seguintes analises
bromatoldgicas: matéria seca (MS; método 967.03), matéria mineral (MM; método 942.05),
extrato etéreo (EE; método 920.29), proteina bruta (PB; método 981.10), segundo Official
(2016), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente 4cido (FDA) (VAN SOEST et
al., 1991). Além disso, foi determinado o nitrogénio insoltivel em detergente neutro (NIDN) e

nitrogénio insoluvel em detergente 4cido (NIDA) segundo Licitra et al. (1996).

2.6 Determinagio de Acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

As analises de AGCC foram realizadas no laboratorio de nutrigdo animal do
CCA/UFNT. Para determina¢dao do AGCC, uma aliquota de 20 ml do liquido ruminal dos
frascos identificados foi filtrada em cadinhos filtrantes com placa porosa (porosidade 1) e em
seguida, adicionado ImL de solucdo de 4acido cloridrico (HCI) 6N. As amostras foram
acondicionadas em tubo plastico com 50 ml de capacidade, fechado, identificado e
armazenado em freezer a -20 °C imediatamente apds a coleta. Para a realizagdo da anélise de
AGCC, as amostras foram descongeladas e centrifugadas (Centrifuga Refrigerada SL 701,
Solap, Brasil, 3000RPM e 4 °C) durante 10 minutos para separacdo do sobrenadante. Com o
auxilio de uma pipeta automatica, foi retirado 1,5 ml de cada tubo e depositado em vials para

cromatografo (frasco de vidro, pequeno e transparente) e identificados. As amostras foram
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analisadas utilizando cromatdgrafo gasoso Shimadzu (modelo GC-2010 Plus, Japao) com
coluna Rtx-5 (Restek, EUA) de 30 m e 0,25 mm, e temperaturas no vaporizador, detector e
coluna (inicial) de 200, 220 e 80 °C, respectivamente. Foi usada rampagem na coluna de 80
°C por 1 minuto, e aumento de 10 °C/min at¢ 100 °C, mantendo estavel a 100 °C por 2
minutos. Uma mistura de acidos organicos: acetato, propionato e butirato, foi utilizada como

padrdo externo para a calibragao do integrador.

2.7 Degradabilidade da matéria seca (DMS) e da matéria organica (DMQO)

A DMS foi obtida apoés 96 horas de incubacdo, pela filtracdo dos residuos da
fermentagdo em cadinhos com placa porosa (porosidade 1) previamente lavados com agua
destilada, pesados e posteriormente secos em estufa (105 °C) por 16 horas. Apos esse periodo
os cadinhos foram esfriados em dessecador por 30 minutos e pesados para determinagdo do
residuo. Para a determinacdo da DMO, os residuos nos cadinhos foram submetidos a queima
em mufla (400 °C) por 4 horas, esfriados em dessecador por 30 minutos e pesados novamente

para determinacgao das cinzas pela diferenca dos residuos.

2.8 Analises estatisticas

Os procedimentos estatisticos foram executados com auxilio do programa Statistical
Analysis System® (SAS 9.3). Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as
médias dos fatores foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro tipo
I. O modelo estatistico adotado foi:

Yijk=u + Bi + Fij + Fyj + Fix Fy + eijk
Em que:
1 =média geral,
Bi=efeito do Bloco i i=1,2,3
Fjj = efeito das dietas j, j =1, 2, 3, 4,
Fyj = efeito dos niveis de 6leo j, j =1, 2, 3,
F; x Fy = efeito da interagdo (Dieta x Niveis de mistura do LCCC),

eijk = erro.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Cinética da fermentac¢ao ruminal in vitro

Apobs 96h de incubagdo in vitro, as dietas com maiores propor¢des de concentrado
apresentaram melhor resultado na cinética de fermentagao para a produgao total de gases (A),
degradabilidade efetiva (DE) e taxa de degradacdo fracional (1) em um menor tempo (T) de
colonizacdo do substrato, no entanto, as dietas com maiores propor¢des de volumoso exibiram
menor resultado para os mesmos parametros avaliados em um maior tempo (T) de

colonizagdo pelas bactérias (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito da adicdo do liquido da casca da castanha de caju sobre a cinética de
fermentagdo ruminal in vitro em dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado,
utilizando o modelo de France e degradabilidade efetiva

PARAMETROS DE FRANCE
TRATAMENTOS A* T* ¥ DE** DE DE DE
(h:Min) (2%) (4%)  (6%) (8%)

LCCCOR100_0 196,900 00:32  0,04818 77,15 75,60 74,04 72,50
LCCC1R100_0 200,200  00:33  0,04743 75,81 74,27 72,74 71,21
LCCC2R100_0 201,100  00:34  0,04454 75,66 74,13 72,60 71,07
LCCCOR67_33 204,800  00:31  0,04248 77,81 76,22 74,63 73,05
LCCC1R67_33 201,500  00:30  0,04378 76,73 75,17 73,62 72,06
LCCC2R67_33 201,300  00:34  0,04155 76,85 75,28 73,71 72,14
LCCCOR33_67 226,400 00:23  0,04711 86,92 85,18 83,45 81,71
LCCC1R33_67 217,300  00:21  0,04602 86,29 84,56 82,84 81,12
LCCC2R33_67 226,400  00:25  0,04387 85,72 83,99 82,26 80,54
LCCCORO0_100 223,400  00:22  0,04893 91,13 89,33 87,53 85,73
LCCC1R0_100 217,400 00:21  0,04670 90,74 88,93 87,12 85,31
LCCC2R0_100 213,400  00:20  0,04444 90,73 88,91 87,09 85,28

A: Total de gases (ml), T: Tempo de colonizagdo (horas) e p: Taxa de degradagio fracional (h *!) *ParAmetros
estimados pelo modelo de France et al. (1993). **Degradabilidade Efetiva.

Os alimentos volumosos apresentam na sua estrutura uma parede celular rica em
carboidratos estruturais que sdo responsaveis por darem sustentacao a planta. (MEDEIROS et
al., 2015). Tais carboidratos confere maior resisténcia a célula, dificultando o ataque dos
microrganismos degradadores de fibra, dessa forma o volumoso necessita de um tempo mais
longo para a a¢do dos microrganismos ruminais (CABRAL et al., 2002).

Além disso as menores producdes de gases nas dietas com maiores propor¢des de
volumoso, indicam o efeito que estes tém nas popula¢des microbianas, sabendo que, durante o
seu processo metabdlico tem como grande parte dos produtos gases como didxido de carbono

e metano (AZEVEDO et al., 2003). No entanto, as dietas de alto grio para bovinos, sdo mais
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digestiveis devido a disponibilidade relativamente alta de carboidratos de rapida fermentacao,
assim a ingesta tende a passar mais rapido ao abomaso e posteriormente para o intestino
(SUASSUNA, 2022; AZEVEDO et al., 2003; GUIMARAES et al., 2008).

Do ponto de vista nutricional, os carboidratos sdo classificados em: carboidratos
fibrosos (CF) e ndo-fibrosos (CNF). Os carboidratos fibrosos (CF) constituem a parede
celular (celulose e hemicelulose) e estdo presentes nas plantas forrageiras, sdo digeridos
lentamente pelo animal, apresentam disponibilidade nutricional varidvel e ocupam espago no
trato gastrointestinal, sendo este o principal componente da dieta dos ruminantes. Os nao-
fibrosos (CNF) como o amido, sdo armazenados e servem como reserva energética,
apresentam disponibilidade nutricional rapida, completa e constante entre os alimentos
(HALL, 2014).

O tempo de colonizagdo (T) das bactérias ruminais indica a velocidade que os
microrganismos aderem e penetram no alimento, ou seja, em métodos in vitro compreende o
tempo entre o inicio da incubagdo até a agdo dos microrganismos sobre a amostra testada de
modo que o tipo de alimento, tamanho de particula, sdo fatores que influenciam diretamente
no tempo de colonizagdo (SILVA et al., 2022).

As redugdes no tempo de colonizagdo sdo favorecidas pela presenca de substratos
prontamente fermentaveis com isso pode refletir em maior produ¢do de gases, logo, quanto
maior o tempo de colonizagio, menor sera a taxa de degradacio (GUIMARAES et al., 2008)

A taxa de degradacao fracional (p) obteve maiores resultados com a inclusdo de mais
concentrado em relagdo as dietas com mais volumoso, porém houve ligeira diminuicdo
quando adicionados os niveis de LCCC de 1% e 2% em relagao as dietas com 0% de inclusao.
O crescimento microbiano ¢ diretamente dependente da disponibilidade de energia no
ramen, energia que ¢ proveniente da fermentagdo dos carboidratos prontamente fermentaveis
(DIAZ, 2013). Por isso, quando foi adicionado o LCCC, a taxa de degradagdo fracional
diminuiu devido a atividade antimicrobiana do cardol e cardanol.

De acordo com Guimaraes et al. (2008), a degradabilidade efetiva calculadas com base
nos parametros obtidos pelo modelo de France et al. (1993), a degradabilidade com taxa de
passagem de 2%/h simulam animais em nivel de mantenca, 6%/h simulam taxas de passagem
de animais em nivel médio de producdo e 8%/h sdo taxas de passagem de animais com alto
nivel de produgdo.

Observou-se redu¢do na DE com a inclusdo de LCCC nos niveis de 1% e 2% nas

dietas com mais volumoso e nas dietas com mais concentrado. E essencial a percepcao de que



54

alimentos com menor degradabilidade ndo sdo exatamente ruins, mas sdo mais adequados

para categorias menos exigentes nutricionalmente (DAMACENO et al., 2018).

3.2 Equacées da producio acumulativa de gases

As curvas de producdo cumulativa de gases dos tratamentos e suas respectivas

equacdes estio representadas nas Figura 9 e na Tabela 3.

Cinética de fermentacio das dietas experimentais com inclusio do LCCC
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Figura 8 - Curva da produgdo acumulativa de gases em fungéo dos tempos de incubagdo com a inclusdo de 0%,
1% e 2% do liquido da casca da castanha de caju nas dietas R100_0 (Dieta 100% volumoso e 0% concentrado),
R67 33 (Dieta 67% volumoso e 33% concentrado), R33 67 (Dieta 33% volumoso e 67% concentrado) e
RO 100 (Dieta 0% volumoso e 1000% concentrado).

Nas dietas até 33% de concentrado, ndo houve efeito do aditivo, pois foram paralelas e
tiveram a mesma identidade (Tabela 3). J4 nas dietas com mais concentrado foi percebido que
houve efeito do aditivo, que piorou as curvas de producio de gases, pois os maiores valores
de “A” foram sempre para os tratamentos sem aditivos.

A maior produgdo de gases observada nos tratamentos que ndo houve inclusdo de
LCCC, esta relacionada a composicdo da dieta, por conter mais concentrado. J& para os
tratamentos com menor produg¢do de gases observada, pode estar relacionado com os
microrganismos que fermentaram mais o substrato, e principalmente nos tratamentos com
maior propor¢ao de volumoso, provavelmente por conta do teor de fibra em que as bactérias
ruminais precisam de mais de tempo para degradacdo do substrato (CABRAL et al., 2002;
MEDEIROS et al., 2015).
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Tabela 3 - Equacdes da producdo cumulativa de gases (PCA), em ml/g de MS de dietas com

diferentes relagdes de volumoso:concentrado e trés niveis do liquido da casca da castanha de

caju
| Tratamentos Equacées (Modelo de France) R%(%)
LCCCOR100 0 Y =196,9000 x {1 —exp [ ®0623)x(:-00500) - (0.1162)x ({t-005007} aE 98,88
LCCCI1R100 0 Y =200,2000 x {1 —exp [ @06149x(-005TH-(0.159x ([t-005707 aE 98,60
LCCC2R100 0 Y =201,1000 x {1 —exp [ @Is80x(-00537)-(0.1133)x ({00537} aE 98,67
LCCCOR67_33 Y =204,8000 x {1 —exp [ @0547x(1-00582)-(0.1029)x ({t-00582)7} aE 99,10
LCCCIR67_33 Y =201,5000 x {1 —exp ! @062x0050-o10mx(fi-dossinly g g9 93
LCCC2R67_33 Y =201,3000 x {1 —exp [ @IS x(-00587)-(0.1030)x ({t-005871} aE 98,98
LCCCOR33_67 Y =226,4000 x {1 —exp | C009x(-0028-COn0Dx (00241} p 98,50
LCCCIR33_67 Y =217,3000 x {1 —exp [ ¢Stz couosralibomdny gy ¢
LCCC2R33_67 Y =226,4000 x {1 —exp! (05000 mwxinal} g gg 59
LCCCOR0_100 Y =223,4000 x {1 —exp ! 000> 000 tisxioamon g o)
LCCCIR0_100 Y =217,4000 x {1 —exp 00" om0l w1 g o0
LCCC2RO_100 Y =213,4000 x {1 —exp (0056000 cosmmmnciiomny g o

Equagdes acompanhadas por letras mintisculas iguais na mesma coluna sdo paralelas pelo teste de paralelismo de
curvas a 5% de probabilidade (Freeze, 1970). Equagdes acompanhadas por letras maitisculas iguais na mesma
coluna sdo idénticas pelo teste de identidade de curvas a 5% de probabilidade (Regazi e Silva, 2004).

3.3 Degradabilidade da matéria seca (DMS) e da matéria organica (DMQO)

Nao foi verificado interagdo significativa na relagdo volumoso:concentrado (V:C) x
LCCC para a degradabilidade da matéria seca (DMS), porém os efeitos individuais foram
significativos (P<0,05). Nas observacdes do comportamento individual, foi verificado efeito
significativo (P=0,002) para o OE-caju e efeito significativo (P=0,001) para a relagdo V:C na
DMS (Tabela 4).

A DMS diminuiu com a inclusdo do LCCC devido ao seu efeito antimicrobiano, apresentando
médias de 84,93%, 84,06 e 83,91 para os niveis 0%, 1 e 2%, respectivamente, ¢ o aumento do
concentrado na dieta promoveu uma maior DMS, associado a uma maior producao de gases.

A dieta com 100% de concentrado teve maior degradacdo da MS em relagdo as com
proporg¢des 33:67, 67:33 e 100:00 de volumoso:concentrado. Em geral, o incremento nos
niveis de concentrado dietético resulta em aumento na degradabilidade do substrato (exceto
FDN), pois fornecem maior quantidade de energia que ¢ disponivel para o adequado

crescimento das bactérias ruminais, gerando aumento da fermentacao (NUSSIO, 2011).
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Para a degradacdo da matéria organica (MO) ndo foi verificado efeito significativo
para interacao entre V:C x LCCC e para os niveis de LCCC, no entanto, foi verificado efeito

entre as dietas avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4 - Degradabilidade ruminal da matéria seca (DMS) e degradabilidade ruminal da
matéria organica (DMO) em fun¢do da relacdo volumoso:concentrado e adi¢do de niveis do
liquido da casca da castanha de caju

DMS (%)
V:C Médias P*
LCCC V§‘C v
100 _00 67 33 33 67 00100 V:C LCCC F/o)
LCCC*
0%daMS 78,71 79,41 88,67 92,94 8493 A
0 0,7
1%daMS 77,35 78,30 88,03 92,55 84,06 B <0,001 0,002 0,719
2%daMS 77,20 78,43 87,46 92,55 8391 B 7
Médias 77,75 d 78,72 ¢ 88,05b  92,68a 84,30
DMO (%)
V:.C Médias P*
LCCC v:C v
100 00 67 33 3367 00_100 V:C LCCC X %)
LCCC* °

0%daMS 78,16 80,95 90,42 97,82 86,34 A

1%daMS 77,38 81,00 116,99 97,58 93,24 A <0,001 0,366 0,449 15,20

2%daMS 77,08 79,78 89,36 9729 8591 A

Médias 77,54b 80,61b 88,05a 92,68a 88,660

V:C - Relagdo volumoso:concentrado da dieta, DMS — Degradabilidade da matéria seca, DMO -
Degradabilidade da matéria organica, P*: Probabilidade de erro tipo I, LCCC: liquido da casca da castanha de
caju, CV: coeficiente de variacdo, médias seguidas por letras maiusculas distintas nas colunas e minusculas nas
linhas diferem entre si a (P<0,05), pelo teste de Tukey.

DIAZ (2013) avaliando os efeitos de niveis crescentes de liquido da casca da castanha
de caju (LCCC) nos niveis de 0, 0,3, 0,5 ¢ 1,2 g LCCC-1 kg'! MS em dietas para ruminantes e
seus efeitos sob a digestibilidade in vitro da matéria seca e parametros da fermentacio
ruminal, observou-se que a digestibilidade da matéria seca ¢ melhorada com a inclusao de 0,5
g de liquido da casca da castanha de caju, evita queda de pH ruminal de forma drastica em

dietas com maiores proporc¢des de amido, reduzindo as ocorréncias de distarbios metabolicos.

3.4 Producao de metano in vitro (CHs)
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Os valores referentes a producao de metano com a inclusdo de niveis de 6leo essencial
de caju, expresso por grama de matéria organica degradada (CH4/g MOD) estao apresentados

na Tabela 6.

Tabela 5 - Producdo de metano in vitro (CHs) em diferentes relagdes de
volumoso:concentrado e inclusdo do liquido da casca da castanha de caju
Metano (g CH/Kg MOD)
V:C Médias pP*
LCCC Vi€ v
100 00 6733 3367 00 100 V:C  LCCC x (%)
LCCC*

0%daMS 55,30 45,60 37,73 28,32 41,74 A
1%daMS 53,85 46,68 34,36 26,12  4025B  <0,001 0,018 0,083 2,85
2%daMS 54,06 46,18 36,91 27,15  41,08B
Médias 5441a 46,15b  36,34c¢ 27,20d 41,02
V:C — Relagao volumoso / concentrado da dieta, CH4/Kg MOD- Metano/kg de Matéria orgénica degradada in
vitro, P*: Probabilidade de erro tipo I, CV: coeficiente de variagdo, médias seguidas por letras maitsculas
distintas nas colunas e mintsculas nas linhas diferem a (P<0,05), pelo teste de Tukey.

Nao houve interagdo entre a relagdo V:C x LCCC para a producao de metano (CHs).
No entanto, os efeitos individuais nas variaveis V:C e LCCC foram significativos (P<0,05).

A produgdo de metano diminuiu com o aumento da relagdo de concentrado, com
médias de 54,41% no tratamento 100:00 (V:C) e 27,20% no tratamento 00:100 (V:C). A
inclusao de 1% e 2% do LCCC, proporcionou de metano na matéria organica degradada, em
decorréncia da influéncia moderada do LCCC sobre a fermentagdo ruminal.

Esse resultado demonstra que em alimentos volumosos, a estrutura da parede celular
do vegetal, contém mais carboidratos estruturais e isso determina uma taxa de degradacgdo
lenta, favorecendo o desenvolvimento de microrganismos metanogénicos nesse ambiente,
sendo assim, hd uma maior produ¢do de metano, o que ¢ indesejavel do ponto de vista
nutricional, pois diminui a energia metabdlica que poderia ser utilizada pelo animal e do
ponto de vista ambiental, pois este ¢ eliminado para o meio ambiente (PERES e PINTO,
2014; OLIVEIRA et al., 2016).

O liquido da casca da castanha de caju (LCCC), possui em sua composi¢do cardol e
cardanol, compostos de a¢do antimicrobiana, que faz do LCCC um excelente aditivo que pode
reduzir indiretamente a metanogénese, ao inibir a atividade e crescimento de bactérias Gram-
positivas produtoras de hidrogénio e formato, intermedidrios na formag¢do do metano no
ambiente ruminal (SHINKALI et al., 2012; VIEIRA et al., 2022).

Watanabe et al. (2010), confirmam que o LCCC é um potenciador na produgdo de

propionato por aumentar a propor¢do de bactérias Gram-negativas, que sdo mais tolerantes ao
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LCCC, induzindo mudangas na populagdo da microbiota ruminal, com diminui¢do do numero

de protozoarios e bactérias produtoras de acido latico, incentivando assim o dissipador de

hidrogénio alternativo para metano - propionato.

3.5 Concentracio de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

Nao foi verificado interagdo na relacdo V:C x LCCC para nenhuma das variaveis

avaliadas. Foi verificado efeito significativo para a relagdo V:C para acetato, propionato e

relag@o acetato:propionato. Os niveis de LCCC resultaram em efeito significativo apenas para

o propionato (Tabela 6).

Tabela 6 - Concentragdes de acidos graxos de cadeia curta no liquido ruminal de bovinos com
diferentes relagcdes volumoso:concentrado e a inclusdo do liquido da casca da castanha de caju

Acetato
v:C P*
LCCC Médias vic ¢V
100 00 6733 3367 00100 V:C  LCCC X (%)
LCCC*
0%daMS 6330 60,63 56,70 55,26 58,97 A
1%daMS 61,61 60,43 56,70 53,76 5825A  <0,001 0,386 0928 12,72
2%daMS 6258 5991 55,98 54,54 58,12 A
Médias  62,50a  60,32a  5646b  5452c 58,44
Propionato
V:C P*
LCCC Médias V:C  CV
100 00 67 33 3367 00100 V:C  LCCC X (%)
LCCC*
0%daMS 2942 31,05 3324 35,01 32,18 B
1%daMS 29,95 31,58 33,77 3587  32,79AB  <0,001 0,049 0,993 14,56
2%daMS 30,13 31,76 33,95 36,39 33,06 A
Médias  29,83d 3147c  33,65b  35,76a 32,67
Butirato
v:C P*
LCCC Médias v.c ¢V
100 00 67 33 3367 00100 V:C LCCC X (7o)
LCCC*
0%daMS 821 8,36 8,38 8,40 8,34 A
1%daMS 846 8,50 8,46 8,42 8,43 A 0,837 0,772 0,996 18,05
2%daMS 822 8,51 8,47 8,51 8,46 A
Médias  8,30a 846a 844a 844a 8,41
Acetato:Propionato
Vv:C P*
LCCC Médias vie O
100 00 6733 3367 00 100 V:C  LCCC x (7o)
LCCC*
0%daMS 2,15 1,95 1,70 1,57 1,67 A
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1%daMS 2,05 1,91 1,68 1,06 1,77 A
2%daMS 2,07 1,88 1,65 1,50 1,84 A <0,001 0,172 0,364 12,04
Médias 2.,09a 191a 1,68 bc 1,38¢c 1,76

V:C —Relagao volumoso / concentrado da dieta, LCCC — liquido da casca da castanha de caju, P*: Probabilidade
de erro tipo I, CV: coeficiente de variagdo, médias seguidas por letras maitisculas distintas nas colunas e
minusculas nas linhas diferem a (P<0,05), pelo teste de Tukey.

Os produtos da fermentagdo microbiana dos carboidratos no rimen sdo os acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), sendo os trés mais predominantes, acético, propionico e
butirico que sdo produzidos principalmente da fermentagdo de carboidratos provenientes das
plantas como celulose, hemicelulose, pectina, amido e agucares juntamente com os gases de
diéxido de carbono (CO») e metano (CH4) (BERCHIELLI, 2006).

Para o 4cido acético, houve efeito na relagdo V:C o que diferiu entre os tratamentos
com maior propor¢do de volumoso, apresentando maior proporc¢do de acetato e reduzindo de
acordo com a inclusdo de graos na dieta. Entretanto, para a varidvel LCCC, ndo houve efeito
da inclusdo de nenhum nivel do OE-caju sobre os tratamentos, bem como nao houve efeito de
nenhuma variavel avaliada (V:C, LCCC, V:C x LCCC) na propor¢ao de butirato.

Em dietas a base de forragem, a quantidade de acido acético produzida pela
fermentagdo estd diretamente relacionada a digestibilidade, devido a lenta digestdo da fibra, o
pH se mantém bastante estavel favorecendo maior ag¢do de bactérias celuloliticas e
metanogénicas (CHAPAVAL et al., 2008).

O aumento do concentrado para a variavel V:C resultou em aumento da concentragdo
do propionato. Esse efeito ¢ certamente devido ao maior crescimento de bactérias amiloliticas
e proteoliticas, que sdo produtoras de acido propidnico, sugerindo que esses niveis de inclusdo
de concentrado proporcionam reduz a producdo de metano (PEDREIRA et al., 2004;
BENCHAAR ¢ GREATHEAD, 2011).

No 4cido propidnico, houve efeito significativo (P<0,05) para a inclusdo de LCCC no
nivel de 2% indicando aumento da atividade microbiana para a propor¢do de propionato, o
nivel de 1% indica influéncia moderada do LCCC sobre a concentracdo de bactérias
produtoras de propionato.

A relagdo acetato:propionato encontrada neste experimento foi maior principalmente
quando a dieta era predominantemente volumosa (100:00), favorecendo a maior propor¢ao de
acetato, no entanto, essa relagdo diminuiu quando se aumentou os niveis de concentrado na

dieta.
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As propor¢des dos AGCC produzidos pela fermentagdo formados no rimen sio
diretamente proporcionais a digestibilidade dos alimentos, ou seja, sdo influenciados pelo teor
de fibra da dieta. Em geral, quando se aumenta os niveis de celulose e hemicelulose da dieta
em relacdo aos niveis de carboidratos soliveis e amidos, também se aumenta a proporc¢ao
acetato:propionato, que ¢ utilizada para predizer um valor nutritivo relativo quando
comparados (CHAPAVAL et al., 2008).

Nao foi verificado efeito da inclusdo de nenhum dos niveis do LCCC nas dietas. De
acordo com Calsamiglia et al. (2007), alguns 6leos essenciais possuem capacidade semelhante
aos iondforos atuando seletivamente sobre as populacdes microbianas do ramen, alterando a
cinética de fermentacdo, reduzindo a relagdo acetato:propionato e a produg¢do de metano
(CHa), tornando o rimen mais eficiente energeticamente.

Shinkai et al. (2012) realizaram um estudo utilizando vacas secas alimentadas com a
inclusao de liquido da casca da castanha de caju na dieta, os autores ndo observaram efeito
sobre a digestibilidade, reducdo na producdo de metano, nas concentracdes de AGCC teve
menor concentragdo molar de acetato e aumento do propionato, assim como encontrado em
estudos in vitro por WATANABE et al. (2010).

Os resultados relatados no presente estudo demonstram a atividade inibitéria do
LCCC, corroborando com os resultados encontrados por Kubo et al. (2003) e Stasiuk e
Kozubek (2010) em que o LCCC ¢ capaz de causar efeito nas bacterias metanogenicas e
reduzir a producao de metano devido aos compostos antimicrobianos do LCCC (como cardol

e cardanol).
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4, CONCLUSAO

Maiores propor¢des de concentrado aumenta a degradabilidade da dieta, reduz
proporcao de acetato, favorece o aumento da propor¢do de propionato, consequentemente,
reduz a relagdo acetato:propionato. Independente da relagdo volumoso:concentrado a inclusdo
do LCCC nao altera a degradabilidade da MO. LCCC no nivel de inclusdo de 1% e 2% na
dieta, reduz a producdo de metano, indicando que nessa dosagem melhora o aproveitamento

de energia e contribui para o bom funcionamento do ambiente ruminal.
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CAPITULO III: OLEO DE MAMONA (Ricinus communis L.) NA FERMENTACAO
RUMINAL IN VITRO EM DIETAS COM DIFERENTES RELACOES
VOLUMOSO:CONCENTRADO

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo do 6leo de mamona em dietas com diferentes relagdes
volumoso:concentrado sobre a fermentacdo ruminal in vitro através da técnica in vitro
semiautomatica de producdo de gases. O experimento foi desenvolvido na Universidade
Federal do Norte do Tocantins (UFNT), Campus de Araguaina - TO. O indculo ruminal foi
obtido de trés bovinos (250 + 25 kg de peso corporal). Os tratamentos consistiram em um
esquema fatorial com quatro dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado (100:0,
67:33, 33:67 e 0:100) e adi¢do de trés niveis de 6leo de mamona (0%, 1% e 2%). Foi avaliada
a produ¢do de gases, a degradagcdo ruminal da matéria seca e matéria organica, producio de
metano e a propor¢do de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) que sdo produtos da
fermentagdo ruminal. As curvas geradas na producdo de gases foram comparadas por meio de
teste de paralelismo e identidade. Os dados foram submetidos a anélise de variancia utilizando
um delineamento de blocos casualizados (DBC) com arranjo fatorial 4 x 3, sendo os fatores as
quatro dietas e os trés niveis de adi¢cdo do 6leo, perfazendo doze tratamentos e com trés blocos
(animais doadores). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro tipo I. Analisando-se a cinética de fermentag@o ruminal, observou-se
que a producdo total de gases (A), taxa de degradacdo fracional (u) e a degradabilidade
efetiva (DE), foram maiores para as dietas formuladas com maior propor¢do de concentrado
resultando em maior producao de gases, em menor tempo de colonizagdo (T), em comparagao
com as dietas formuladas com maiores propor¢do de volumoso. No teste de paralelismo das
curvas de producao de gases ndo houve diferenga. No entanto, quando analisados pelo teste de
identidade observou-se que houve efeito do aditivo quando incluiu os niveis de 1% e 2% de
6leo de mamona. Nao foi verificado efeito de interacdo entre dieta e niveis de o6leo de
mamona para nenhuma das varidveis avaliadas neste trabalho. Foi verificado efeito
significativo da relagdo volumoso:concentrado para as variaveis DMS, DMO, metano e
AGCC. A inclusdao do 6leo de mamona resultou em efeito significativo apenas para as
varidveis DMS e metano e efeito ndo significativo para DMO e AGCC. Os dados
demostraram que maiores propor¢des de concentrado na dieta melhora a degradabilidade do
alimento, contribuindo para redugdo da proporcdo de acetato, aumento da proporcdo de
propionato e menor relacdo acetato:propionato, por outro lado, a inclusdo de 2% do dleo de
mamona apesar de reduzir a degradabilidade, a inclusdo de 2% do 6leo de mamona reduz a
producdo de metano. Assim, mesmo o 6leo de mamona ndo apresentando efeito sobre a
producdo de AGCC, pode ser uma alternativa como aditivo natural apresentando uma boa
proposta para menor perda de energia na forma de metano, demonstrando maior eficiéncia no
aproveitamento do alimento.

Palavras-chave: Degradabilidade; Fermentagdo ruminal; Metano; Produgao de gases.
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CHAPTER III: CASTOR OIL (Ricinus communis L.) IN THE IN VITRO RUMINAL
FERMENTATION IN DIETS WITH DIFFERENT RELATIONS
VOLUMINOUS:CONCETRATED

ABSTRACT

The aim was to evaluate the effect of adding castor oil to diets with different
volume:concentrate ratios on in vitro rumen fermentation using the semi-automatic in vitro
gas production technique. The experiment was carried out at the Federal University of
Northern Tocantins (UFNT), Araguaina Campus - TO. The rumen inoculum was obtained
from three cattle (250 + 25 kg body weight). The treatments consisted of a factorial scheme
with four diets with different volume:concentrate ratios (100:0, 67:33, 33:67 and 0:100) and
the addition of three levels of castor oil (0%, 1% and 2%). Gas production, ruminal
degradation of dry matter and organic matter, methane production and the proportion of short-
chain fatty acids (SCFA), which are products of ruminal fermentation, were evaluated. The
gas production curves were compared using the parallelism and identity tests. The data was
submitted to analysis of variance using a randomized block design (RBL) with a 4 x 3
factorial arrangement, with the factors being the four diets and the three levels of oil addition,
making up twelve treatments and three blocks (donor animals). The means of the treatments
were compared using the Tukey test at a 5% probability of type I error. Analyzing the kinetics
of rumen fermentation, it was observed that total gas production (A), fractional degradation
rate (n) and effective degradability (ED) were higher for diets formulated with a higher
proportion of concentrate, resulting in greater gas production in a shorter settling time (T),
compared to diets formulated with a higher proportion of roughage. There was no difference
in the parallelism test of the gas production curves. However, when analyzed using the
identity test, there was an effect of the additive when the 1% and 2% levels of castor oil were
included. There was no interaction effect between diet and castor oil levels for any of the
variables evaluated in this study. There was a significant effect of the volume:concentrate
ratio for the variables DMD, BMD, methane and AGCC. The inclusion of castor oil resulted
in a significant effect only for the DMS and methane variables and a non-significant effect for
DMO and AGCC. The data showed that higher proportions of concentrate in the diet
improved feed degradability, contributing to a reduction in the proportion of acetate, an
increase in the proportion of propionate and a lower acetate:propionate ratio. On the other
hand, despite reducing degradability, the inclusion of 2% castor oil reduced methane
production. Thus, even though castor oil has no effect on the production of AGCC, it could
be an alternative as a natural additive, presenting a good proposal for less energy loss in the
form of methane, demonstrating greater efficiency in feed utilization.

Key-words: Degradability; Ruminal Fermentation; Methane; Gas Production.
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1. INTRODUCAO

A producdo mundial de oleaginosas tem se tornado ao longo dos anos uma atividade
econdmica importante. O Brasil se destaca como a maior drea potencialmente agricultavel do
mundo, e dentre as diversidades de produtos possui quase duzentas espécies de plantas
oleaginosas e palmaceas prontas para producdao de dleo, seja para alimentacdo animal ou
biodiesel, com destaque para a soja, amendoim, girassol, mamona, dendé entre outras
(BASTOS et. al., 2021).

Os extratos de plantas ou o6leos funcionais sdo considerados produtos naturais com
caracteristicas que os apontam como potenciais moduladores da fermentacdo ruminal, dessa
forma, aumentou a procura e pesquisas por esses compostos como alternativa atraente para
melhorar os indices produtivos e atender as necessidades de mercado nacional e internacional
por produtos naturais (MICHAILOFF, 2017).

O correto balanco de nutrientes nas ragcdes animal ¢ importante e necessario para que o
crescimento microbiano ndo seja limitado, evitando que a produtividade dos ruminantes seja
comprometida (DIAZ, 2013).

No Brasil, os aditivos iondforos sdo muito utilizados nas dietas de ruminantes
predominantemente em confinamentos, sua agao consiste em inibir o crescimento de bactérias
ruminais Gram-positivas e selecionando as Gram-negativas que favorece o aumento da
propor¢ao de propionato e reduzem as concentragdes de acido acético, hidrogénio e CHy
(SHINKALI et al., 2012).

Dente os 6leos funcionais, o &cido ricinoléico, obtido a partir do processamento da
mamona, surge como uma possivel alternativa de aditivo na dieta de ruminantes, devido ao
seu potencial antimicrobiano, favorecendo os processos fermentativos e, consequentemente, o
crescimento, consumo de ragdo e a eficiéncia energética dos animais (GANDRA et al., 2012;
BERTONI et al., 2015).

Diante disso, objetivou-se estudar a utilizacdo do 6leo de mamona na fermentacao
ruminal in vitro de dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado sobre a
degradabilidade da matéria seca, matéria organica, producdo de metano e proporcao de acidos

graxos de cadeia curta.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local Experimental

O ensaio in vitro foi conduzido no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Norte do Tocantins (UFNT) no Laboratorio de Nutricdo de Ruminantes no setor de
Ensaios de Fermentacdo Ruminal e Producdo de Gases, Campus de Araguaina/TO, localizado
nas coordenadas 6°34°52”°, de latitude sul, e 48°38°40”" de longitude oeste ¢ 152,0 m de
altitude na Amazonia Oriental Brasileira. Os procedimentos realizados envolvendo o uso de
animais foram aprovados pela Comissdo Etica no Uso de Animais da CEUA/UFNT, de

acordo com o protocolo de n°23.101.272/01-55.

2.2 Delineamento experimental e descri¢io dos tratamentos

As dietas utilizadas neste experimento foram formuladas com uso de feno de
Megathyrsus maximus cv. Mombaga triturado em moinho de facas com peneira de crivo de 1
mm e concentrado a base de milho e farelo de soja (Tabela 1).

O ensaio foi conduzido em um delineamento em blocos casualizados (DBC) que
consistiram em um esquema fatorial 4x3 de quatro dietas com diferentes relagdes
volumoso:concentrado (100:0, 67:33, 33:67 ¢ 0:100) e inclusdo de trés niveis do 6leo de
mamona (0, 1 e 2% da MS) e os blocos de in6culo ruminal de trés bovinos (250 + 25 kg de

peso corporal), totalizando doze tratamentos.
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Tabela 1 - Dietas experimentais com diferentes relagdes volumoso:concentrado e analises
bromatolédgicas

Composicao (% da MS Total)

Ingredientes volljulzgsa Dieta Dieta con]c)elle;?a da
(100:00) (67:33) (33:67) (00:100)
Feno Mombaca 97,00 67,00 33,00 0,00
Milho grdo moido 0,00 17,00 41,00 54,92
Farelo de Soja 0,00 10,96 20,96 34,35
Fosfato 0,00 0,58 0,58 1,15
Sal Mineral 3,00 3,00 3,00 6,42
Calcario dolomitico 0,00 1,46 1,46 3,12
Composicao quimica (% de MO)

MS (g kg MN) 89,44 88,81 88,08 89,72
PB 11,19 15,19 17,68 25,43
EE 1,05 1,16 1,62 1,02
FDN 60,77 46,29 28,19 17,17
FDA 29,20 23,68 941 2,12
NIDN 1,29 1,83 2,01 1,42
NIDA 0,67 0,73 1,01 1,33

MS — Matéria seca; MN — matéria mineral; PB — proteina bruta; EE — extrato etéreo; FDN — fibra em detergente
neutro; FDA — fibra em detergente acido; NIDN — nitrogénio insoliivel em detergente neutro; NIDA — nitrogénio
insoluvel em detergente acido.

2.3 Bioensaio in vitro da producio de gases

Trés bovinos adultos mesticos (250 + 25 kg de peso corporal) provenientes dos setores
de gado de corte e de leite da instituicdo, foram utilizados como doadores de conteudo
ruminal. Os animais foram mantidos em pastagem de capim Mombaca com livre acesso a
agua e uma ragdo a base de milho e farelo de soja para adaptagdo dos animais por um periodo
de 8 dias. As coletas das amostras de liquido ruminal foram realizadas manualmente mediante
a introdu¢do de uma sonda esofdgica, adaptada a uma bomba de vacuo. A fim de diminuir a
contaminagdo pela saliva nas amostras, os primeiros 200 ml de liquido ruminal foram
descartados, sendo aproveitados os volumes subsequentes. Apds a obtengdo das amostras,
estas foram imediatamente transferidas e acondicionados em garrafas térmicas individuais,
previamente aquecidas com dgua a temperatura de 39 °C, sendo fechadas apds o envase, com
o objetivo de manter a temperatura durante o transporte até o laboratério de gases.

No preparo dos inoculos, o material foi filtrado em duas camadas de tecido de algodao
e distribuidos em Becker identificados em in6culo 1, indculo 2 e indculo 3, acondicionados
em banho maria (Banho Maria SL - 150) e mantidos a 39 °C até o término da sua utilizacao.

A inoculagdo foi realizada através da inje¢do do inoculo em cada frasco de incubagao

usando seringa plastica graduada. Foram utilizados 117 frascos de vidro, previamente lavados
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com agua destilada, secos em estufa e identificados. Aos frascos com capacidade para 160 ml,
foram adicionados aproximadamente 1,0 g de amostra sob aspersdo de CO, com trés réplicas
de cada tratamento, 10 ml de inéculo, 90 ml de meio de cultura ¢ o devido nivel de 6dleo,
sendo o volume proporcional ao total de contetido no interior dos frascos.

Para os ajustes de varia¢do, foram incubados frascos considerados brancos, contendo
as solugdes de incubacdo sem substrato. Os frascos foram vedados com tampa de silicone e
incubados em estufa a 39 °C, sob controle rigoroso de temperatura, permitindo desta forma a
producdo de gases dentro de cada frasco. Este foi considerado o tempo zero e dado inicio a
contagem dos tempos de fermentacdo. A técnica in vitro de produgdo de gases utilizada foi
semiautomatica descrita em Mauricio et al. (1999), as medidas de pressdo e volume de gases
foram tomadas utilizando-se um transdutor de pressdo modelo DPIS00-P.

A pressdo dos gases no head space foi medida apds: 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 48,
72 e 96 horas de incubagdo. Apds 96h, os frascos foram colocados em bandejas com agua e
gelo de modo a cessar a atividade microbiana. Amostras do liquido ruminal contido em cada
frasco identificado, também foram coletadas para a determinagdo de 4cidos graxos de cadeia
curta (AGCC). Ao final, foram determinadas a degradabilidade da matéria seca (DMS) e
degradabilidade da matéria organica (DMO).

Apds tal procedimento, os dados foram ajustados ao modelo de France et al. (1993)

COmo CXpresso na equagﬁo:
Y= A x {1 - exp [-bX(t—T)-cX(\/t-\/T)]}

Foram obtidos os seguintes pardmetros referentes a cinética de producdo de gases:
producdo de gases acumulada “Y” (ml), tempo de incubagdo “¢” (horas), total de gases
produzidos “4” (ml), tempo de colonizagdo “T” (horas) e taxa de degradacgdo fracional “u”
(h'!). As equagdes geradas foram comparadas por meio de teste de paralelismo e identidade de
curvas de acordo com Regazzi e Silva (2004) (p<0,05), ao nivel de 5% de probabilidade de
erro.

Foram estimadas também as degradabilidades efetivas, como expresso abaixo segundo

a equacao sugerida por France et al. (1993):

DE = Spexp ™ x (1 -kI) / (So+ Uy)
Em que: DE = degradabilidade efetiva,

k = taxa de passagem, sendo calculada para k = 0,02, 0,04, 0,06 ¢ 0,08,
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So e Up = fragdes inicialmente fermentaveis e fragdes ndo fermentaveis, respectivamente,

sendo:

I= Ioo exp -[(b+k) (t-T)+ ¢ (Vt-VT)] dt.

2.4 Determinac¢io da producio de metano

Paralelamente as mensuracdes de pressdao, uma aliquota dos gases produzidos (5 ml)
em cada frasco foi coletada com o auxilio de seringas descartaveis para posterior
quantificagdo e determinada a produgdo do gis de maior interesse ambiental: CH4. Tal

mensuragio foi feita pelo analisador de gases portatil TEC-GA21BIO®.

2.5 Analises Bromatologicas

As amostras coletadas durante o experimento foram submetidas as seguintes analises
bromatoldgicas: matéria seca (MS; método 967.03), matéria mineral (MM; método 942.05),
extrato etéreo (EE; método 920.29), proteina bruta (PB; método 981.10), segundo Official
(2016), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente 4cido (FDA) (VAN SOEST et
al., 1991). Além disso, foi determinado o nitrogénio insoltivel em detergente neutro (NIDN) e

nitrogénio insoluvel em detergente 4cido (NIDA) segundo Licitra et al. (1996).

2.6 Determinagio de Acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

As analises de AGCC foram realizadas no laboratorio de nutrigdo animal do
CCA/UFNT. Para determina¢do do AGCC, uma aliquota de 20 ml do liquido ruminal dos
frascos identificados foi filtrada em cadinhos filtrantes com placa porosa (porosidade 1) e em
seguida, adicionado ImL de solucdo de 4cido cloridrico (HCI) 6N. As amostras foram
acondicionadas em tubo plastico com 50 ml de capacidade, fechado, identificado e
armazenado em freezer a -20 °C imediatamente apds a coleta. Para a realizagdo da anélise de
AGCC, as amostras foram descongeladas e centrifugadas (Centrifuga Refrigerada SL 701,
Solap, Brasil, 3000RPM e 4 °C) durante 10 minutos para separa¢do do sobrenadante. Com o
auxilio de uma pipeta automatica, foi retirado 1,5 ml de cada tubo e depositado em vials para
cromatdgrafo (frasco de vidro, pequeno e transparente) e identificados. As amostras foram
analisadas utilizando cromatdgrafo gasoso Shimadzu (modelo GC-2010 Plus, Japao) com

coluna Rtx-5 (Restek, EUA) de 30 m e 0,25 mm, e temperaturas no vaporizador, detector e
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coluna (inicial) de 200, 220 e 80 °C, respectivamente. Foi usada rampagem na coluna de 80
°C por 1 minuto, e aumento de 10 °C/min at¢ 100 °C, mantendo estavel a 100 °C por 2
minutos. Uma mistura de 4cidos organicos: acetato, propionato e butirato, foi utilizada como

padrdo externo para a calibragao do integrador.

2.7 Degradabilidade da matéria seca (DMS) e da matéria organica (DMQO)

A DMS foi obtida apdés 96 horas de incubacdo, pela filtracdo dos residuos da
fermentagdo em cadinhos com placa porosa (porosidade 1) previamente lavados com agua
destilada, pesados e posteriormente secos em estufa (105 °C) por 16 horas. Apos esse periodo
os cadinhos foram esfriados em dessecador por 30 minutos e pesados para determinagdo do
residuo. Para a determinacdo da DMO, os residuos nos cadinhos foram submetidos a queima
em mufla (400 °C) por 4 horas, esfriados em dessecador por 30 minutos e pesados novamente

para determinacgao das cinzas pela diferenca dos residuos.

2.8 Analises estatisticas

Os procedimentos estatisticos foram executados com auxilio do programa Statistical
Analysis System® (SAS 9.3). Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e as
médias dos fatores foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro tipo
I. O modelo estatistico adotado foi:

Yijk=u + Bi + Fij + Fyj + Fix Fy + eijk
Em que:
1 =média geral,
Bi=-efeito doBloco i i=1,2,3
Fjj = efeito das dietas j, j =1, 2, 3, 4,
Fyj = efeito dos niveis de 6leo j, j =1, 2, 3,
F; x Fy = efeito da interagdo (Dieta x Niveis de mistura do 6leo),

eijk = erro.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Cinética da fermentac¢ao ruminal in vitro

Apo6s 96h de incubagdo in vitro, foi observado que houve pouco impacto com a inclusao
do 6leo de mamona na relagdo volumoso:concentrado para a producao total de gases (A), taxa de
degradacdo (p) e degradabilidade do alimento (DE) em um tempo (T) de colonizagdo semelhante
entre os tratamentos, apontando que o 6leo de mamona ndo causou nenhum impedimento na

degradagdo da particula (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito da inclusdo do 6leo de mamona sobre a cinética de fermentacao ruminal in
vitro em dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado, utilizando o modelo de France
e degradabilidade efetiva

Parametros de France

Tratamentos A* T* " DE**  DE (4%) DE (6%) DE (8%)
(h:Min.) (2%)

O-MAMONAOR100_0 200,500  00:01 0,05021 76,1084 74,6102 73,1137 71,6189
O-MAMONAIR100_ 0 192,400  00:02 0,05107 75,0565 73,5716 72,0887 70,6079
O-MAMONA2R100_ 0 198,800  00:02 0,05044 73,8515 72,3916 70,9336 69,4775
O-MAMONAOR67_33 198,800  00:02 0,04603 78,5757 77,0012 75,4293 73,8600
O-MAMONAI1R67_33 189,800  00:02 0,04775 76,9007 75,3702 73,8419 72,3158
O-MAMONA2R67_33 203,900  00:02 0,04767 75,8938 74,3887 72,8855 71,3844
O-MAMONAOR33_67 213,600  00:01 0,05077 86,2381 84,5440 82,8517 81,1613
O-MAMONAIR33_67 219,500  00:01 0,05056 85,4413 83,7586 82,0779 80,3992
O-MAMONA2R33_67 219,900  00:02 0,05137 84,5950 82,9244 81,2560 79,5899
O-MAMONAORO_100 219,500  00:01 0,05238 90,9874 89,1953 87,4055 85,6180
O-MAMONAIRO0_100 221,400  00:01 0,05361 89,9023 88,1463 86,3922 84,6398
O-MAMONA2R0_100 229,200  00:01 0,05480 89,0213 87,2981 85,5761 83,8553

A: Total de gases (ml), T: Tempo de colonizagdo (horas) e u: Taxa de degradagdo fracional (h™!) *Pardmetros
estimados pelo modelo de France et al. (1993). **Degradabilidade Efetiva.

A inclusdo de 1% e 2% do 6leo de mamona aumentou a producdo de gases a partir das
dietas com 67% de concentrado, isso se deu pelo fato da disponibilidade de carboidratos nao
estruturais (CNFs) na dieta, ocorrendo uma maior fermentacdo. J4 a inclusao de volumoso, reduz
a fermentacdo total do alimento, pela caracteristica da fibra de reduzir o contato dos
microrganismos as fragdes mais soluveis, quando comparado a CNFs, fazendo com que tenha
uma fermentacdo mais lenta da fibra.

Os carboidratos como o amido dos grdos e os acucares soliveis das forragens sao
importantes por serem fontes de energia de rapida disponibilidade. Em funcao disso, de modo a
ndo atrapalhar a degradacdo da fibra e melhorar a o desempenho animal, aumenta-se a inclusdo

dessas fontes de carboidratos na dieta elevando o nivel de energia (MEDEIROS et al., 2015).
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Quando o alimento chega no ambiente ruminal, h4& um tempo em que os
microrganismos aderem e penetram esse alimento. O tempo de colonizagdo do substrato pelas
bactérias ruminais representa o inicio da incubagdo até a agdo microbiana sobre a dieta, desta
forma, entende-se que quanto maior os niveis de inclusdo de graos na dieta, mais rapida serd a
degradacdo do alimento e a producao de gases. O contrario também se aplica, quanto maior o
tempo em que os microrganismos penetram o alimento, mais lenta sera a taxa de degradacgdo
(ORSKOV & MCDONALD, 1979; SILVA et al., 2022; LUZ et al., 2014).

A inclusdo do 6leo de mamona nos niveis de 1% e 2%, aumentou a taxa de degradagdo
fracional (p) resultando em maior eficiéncia de sintese microbiana e menores perdas por gases
(VELHO et al., 2014).

Observou-se efeito na degradabilidade efetiva (DE) com a inclusdo do 6leo de
mamona nos niveis de 1% e 2% provavelmente pode ter afetado as espécies bacterianas
ruminais que degradam o alimento e suas caracteristicas, devido as propriedades
antimicrobianas do 4cido ricinoléico em selecionar microrganismos.

De acordo com Guimaraes et al. (2008), a degradabilidade efetiva calculada com base
nos parametros obtidos pelo modelo de France et al. (1993), a degradabilidade com taxa de
passagem de 2%/h simulam animais em nivel de mantenca, 6%/h simulam taxas de passagem
de animais em nivel médio de producio e 8%/h sdo taxas de passagem de animais com alto

nivel de produgdo.

3.2 Equacées da produciio acumulativa de gases

As curvas de producdo cumulativa de gases dos tratamentos e suas respectivas
equacdes estio representadas nas Figura 9 e na Tabela 3.

Os tratamentos ndo diferiram pelo teste de paralelismo (p<0,05). Porém, quando
analisados pelo teste de identidade (p>0,05), a inclusdo de 2% do 6leo de mamona na dieta
com 100% de concentrado houve o maior efeito do aditivo apresentando maior valor de “A”.
Os demais tratamentos, com a inclusdo de 1% e 2%, do 6leo de mamona, apresentou efeito do
aditivo, provavelmente por conta da a¢do antimicrobiana do 6leo sobre as bactérias, reduzindo

suas atividades.
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Cinética de fermentacido das dietas experimentais

240 -

210 - - — —
180

150

120

—+—0-MamonaOR100_0 -=-0OFMamona1R100_0 —+—0OFMamona2R100_0

Produgéo gases (mL)

90

——0OFMamonaOR67_33 —+0OFMamona1R67_33 -»~0OFMamona2R67_33

60
—+—0OFMamonaOR33_67 —OFMamona1R33_67 OFMamona2R33_67
30 4
—-0OFMamona0OR0_100

-=-0OFMamona1R0_100 OFMamona2R0_100

6 12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo de Incubagio (h)

Figura 9 - Curva da produgdo acumulativa de gases em fung@o dos tempos de incubagdo com a inclusdo de 0%,
1% e 2% do 6leo de mamona nas dietas R100_0 (Dieta 100% volumoso e 0% concentrado), R67 33 (Dieta 67%
volumoso e 33% concentrado), R33 67 (Dieta 33% volumoso e¢ 67% concentrado) ¢ RO 100 (Dieta 0%
volumoso e 100% concentrado).

Tabela 3 - Equagdes da produgdo de gases acumulada (PGA), em ml g'! de MS de dietas com
diferentes relagdes de volumoso:concentrado ¢ inclusdo de 6leo funcional de mamona

Tratamentos Equacoes (Modelo de France) R*(%)
O-MAMONAORI00 0  Y=200,5000 x {1 — exp [(0.004)x (- 00292) - (01139 x (V- 00292y aE 9927
O-MAMONAIRI00 0 Y= 1924000 x {1 — exp [(00659x (- 00353~ (01152 x (V- 00333} aG 99,16
O-MAMONA2R100 0 Y= 198,8000 x {1 — exp [(0.06#)x (- 00335 - (01124 x (V- 003391} aE 9938
O-MAMONAORG67 33 Y= 198,8000 x {1 — exp [1(0:0592)x (- 0042~ 0,109 x (V- 004201y aF 98,50
O-MAMONAIR67 33 Y= 189,8000 x {1 — exp [(©06149x (- 00374~ (0112 x (V- 003741y aH 98,71
O-MAMONA2R67 33 Y=203,9000 x {1 — exp [(©061x (- 00337~ (01119 x (V- 003371} aE 98,63
O-MAMONAOR33 67 Y=213,6000 x {1 — exp [(0.0650)x (- 00278 - (0.1146) x (V- 0.0278)1} aD 96,97
O-MAMONAIR33 67 Y=219,5000 x {1 — exp [(0:0040)x (100293 - (0.1074) x (V- 00293} aC 99,15
O-MAMONA2R33 67 Y=219,9000 x {1 — exp [1(0:0660)x (1~ 0.0347) - (01239 x (V- 00347} aC 98,57
O-MAMONAORO 100  Y=219,5000 x {1 — exp [ (©0670)x (t-0.0220) - (0.1166) x (v~ 002001} aC 97,63
O-MAMONAIRO 100  Y=221,4000 x {1 — exp [ (068 (- 0025 - (0.1160) x (¥~ 002531 aB 98,75
O-MAMONA2RO0 100  Y=229,2000 x {1 — exp [ 0694 (00179 - (0.1140) x (e~ 00175)1 aA 96,32

Equagdes acompanhadas por letras mintisculas iguais na mesma coluna sdo paralelas pelo teste de paralelismo de
curvas a 5% de probabilidade (Freeze, 1970). Equagdes acompanhadas por letras maitisculas iguais na mesma
coluna sdo idénticas pelo teste de identidade de curvas a 5% de probabilidade (Regazi e Silva, 2004).

As dietas com mais concentrado disponibilizam carboidratos ndo estruturais que sdo de
rapida fermentagdo em conjunto com a ag@o antibacteriana do 6leo de mamona atuando sobre as
bactérias Gram-positivas impedindo o crescimento e produgdo. Segundo Sousa et al. (2014) ao

testarem niveis de fermentagdo com diferentes produtos do babagu notaram que a producgdo de
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gases foi menor quando utilizado alimentos mais fibrosos.

Estudos revelam que o concentrado, por ser fonte de carboidratos soluveis e rapidamente
fermentaveis, como o amido, consegue suprir as bactérias presentes no rimen, principalmente as
que degradam fibra para se manterem ativas e melhorar a taxa de passagem e consumo
(SIPPERT, 2019).

Avaliando a fonte de lipidio que foi testada, se fornecida para animais, pode ser que
melhore a condicdo corporal do animal, pelo fato dos lipidios ter muita energia quando
comparados somente a carboidratos, como apresentado para as dietas que continham 0% de
inclusao de 6leo.

Entretanto, apesar de alguns trabalhos apresentarem resultados interessantes para a
inclusdo de 6leos funcionais na dieta de bovinos, algumas ressalvas precisam ser consideradas. A
avaliagdo completa destes compostos apds estudos mais criteriosos in vitro € in vivo para
desempenho, além de verificar a presen¢a de possiveis residuos e cheiros em produtos de origem

animal, ¢ importante para atestar a eficdcia e seguranca destes compostos (SIPPERT, 2019).

3.3 Degradabilidade da Matéria Seca (DMS) e Matéria Organica (DMO)

Para degradabilidade da matéria seca (DMS), ndo houve intera¢do na relacdo V:C e O-
mamona, porém os efeitos individuais foram significativos (P<0,05). Em relacdo a
Degradabilidade da Matéria Organica (DMO), ndo houve interagdo entre a relagdo V:C x O-
mamona e ndo apresentaram diferencas significativas com a adi¢do de O-mamona na dieta nos
niveis de inclusdo 0%, 1% e 2% indicando que ndo houve nenhum efeito. Porém, efeito

significativo somente na relagdo V:C (Tabela 4).
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Tabela 4 - Degradabilidade da matéria seca (DMS) e degradabilidade da matéria organica
(DMO) em fungao da relagdao volumoso:concentrado ¢ inclusao do 6leo de mamona

DMS (%)
V:C Médias P*
o v:C Cv
0O-MAMONA X (%
100 _00 67 33 33 67 00 100 v:C MA
M o)
MAM
0%daMS 77,61 80,15 87,93 92,78 84,62 A
1%daMS 76,54 78,43 87,13 91,66 83,44 AB <0,001 0,004 0,996 b
2%daMS 75,31 77,40 86,27 90,75 82,43 B 1
Médias 76,49 d 78,66 ¢ 87,11b 91,73 a 83,50
DMO (%)
v:C Médias pP*
O0-MAMONA o V;C ov
100 _00 67 33 33 67 00 100 v:C MAM o %)
MAM
0%daMS 77,96 81,18 89,19 97,14 86,37 A
1%daMS 76,32 79,43 88,45 96,56 85,19 A <0,001 0,06 0,507 2,29
2%daMS 75,09 78,14 90,24 94,58 84,51 A
Médias 76,46 d 79,59 ¢ 89,29b 96,09 a 85,36

V:C — Relacdo volumoso / concentrado da dieta, DMS — Degradabilidade da matéria seca, DMO — Degradabilidade da
matéria organica, O-Mamona — 6leo de mamona, P* Probabilidade de erro tipo I, CV: coeficiente de variagdo, médias
seguidas por letras maitisculas distintas nas colunas e mintsculas nas linhas diferem a (P<0,05), pelo teste de Tukey.

O ¢6leo de mamona parece ter pouca ou nenhuma influéncia sobre a degradabilidade da

matéria seca, indicando que nos niveis de inclusdo de 0% e 1% observou-se melhor efeito na

degradabilidade, porém na inclusdo de 2% de OF-mamona, houve uma redu¢do na DMS. Nesse

sentido, considerando a relagdo volumoso:concentrado, houve efeito significativo na

degradabilidade a medida que foi acrescentando o concentrado na dieta e reduzindo teor de fibra.

Ao comparar a inclusdo de 0% e 2% tiveram efeitos diferentes. Isso pode ser explicado

pela composicao da dieta, pois o 6leo funcional de mamona possui agdo bactericida e citolitica,
agindo sobre as bactérias Gram-positivas (OSMARI e BRANCO, 2012).

Esse resultado demonstra que a producdo de gases estd associada a degradagdo. A
inclusdo do 6leo de mamona, proporciona pouca redu¢do da DMS, contudo, a inclusdo do
6leo e o aumento do concentrado fornecem maior quantidade de energia disponivel para o
adequado crescimento das bactérias ruminais, gerando aumento da fermentagdo. (NUSSIO,
2011).

Segundo Cobellis et al. (2016), utilizando sete 6leos essenciais em seus trabalhos
mostraram significativa reducdo na degradabilidade do alimento, o que seria uma desvantagem

no uso desse aditivo.
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As principais espécies de bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais, as bactérias
se associam as fibras dos alimentos e degradam celulose e hemicelulose, estas produzem como
produto da fermentacdo, acetato, butirato, formato, CO, e CHa. J& as bactérias amiloliticas
digerem o amido, fornecem mais energia e formam o propionato, o qual & precursor
gliconeogénico nos ruminantes (JESUS, 2014).

Segundo Gandra et al. (2014), ao avaliar o CMS de vacas leiteiras Simental
suplementadas com 2 g/dia de acido ricinoleico (AR) na dieta, observou que a reducdo do CMS
dessas vacas pode estar relacionada a capacidade antimicrobiana do aditivo e a possivel selecdo
de bactérias produtoras de propionato no rumen, que ¢ absorvido pelo figado, onde ¢ o principal
combustivel usado para produzir glicose.

De acordo com Oliveira, (2009), o acréscimo na eficiéncia de sintese de proteina de
origem microbiana, em relacdo a MO degradada no rumen, com a inclusdo de concentrado na
dieta, foi provavelmente, decorrente da maximizacdo do processo digestivo frente a maior
quantidade de substrato rapidamente fermentdvel no rumen, otimizando o crescimento dos
microrganismos positivos.

As diferencas nas carateristicas de degradagdo dos alimentos refletem na dinamica e
no equilibrio dos nutrientes disponiveis para os microrganismos do rumen, de modo que, o
tamanho de particula do alimento fornecido, tempo de degradabilidade no rimen, propor¢ao
volumoso:concentrado, tempo de reciclagem dos compostos nitrogenados, quantidade de
alimento ingerido, processamento fisico ou quimico e fonte proteica utilizada na dieta sdo
fatores que podem influenciar a degradagdo no rumen, refletindo na dinadmica e no equilibrio
dos nutrientes disponiveis para os microrganismos ruminais (MARTINS, 1999).

O mecanismo de acdo do 4cido ricinoleico na alimentagdo animal é pouco conhecido,
mas segundo alguns autores, sabe-se que possui efeito antioxidante, laxativo, anti-
inflamatorio, aumentando a motilidade e permeabilidade intestinais, apresenta acdo
antimicrobiana, anticoccidiano e antifingico, devido a caracteristica de ion6foro divalente e
pela presenca do grupo hidroxila favorecendo assim os processos fermentativos e,
consequentemente, a eficiéncia energética dos animais (MEDEIROS et al., 2014; GANDRA
etal., 2014; BERTONI, 2015).
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3.4 Producao de metano in vitro (CHs)

Para a produgdo de metano, foi observado efeito significativo (P<0,05) para todas as

variaveis avaliadas (Tabela 5).

Tabela 5 - Producdo de metano in vitro (CHs) com diferentes propor¢des de
volumoso:concentrado e inclusdo de 6leo de mamona
Metano (g CH,/Kg MOD)
v:C Médias P*
0-MAMONA 0 V:C
100 00 6733 3367 00 100 V:C x CV
MAM 0 (%)
MAM
0%daMS 58,21 46,62 40,11 27,83  43,19A
1%daMS 56,14 45,66 38,48 26,68 41,75
AB <0,001 <0,001 0,002 2,11
2% daMS 55,18 47,61 36,34 25,02 41,04 B
Médias 56,52a 46,63b 3831c 26,51d 41,99

V:C — Relagdo volumoso / concentrado da dieta, MOD - Matéria organica degradada in vitro, P*Probabilidade de erro tipo I,
CV: coeficiente de variagdo, médias seguidas por letras maiusculas distintas nas colunas e minusculas nas linhas diferem a
(P<0,05), pelo teste Tukey.

Entre as dietas, a produ¢do de metano diminuiu com o aumento da relagdo de
concentrado, apresentando médias de 56,52% na dieta 100% volumoso e 26,51% na dieta
100% concentrado. Houve efeito da inclusdo de 1% e 2% do 6leo de mamona, indicando que
o 6leo de mamona proporcionou reducdo da producdo de metano na matéria organica
degradada, mesmo apresentando influéncia moderada sobre a degradabilidade. Isso indica que
o modo de agdo do oleo para reduzir metano (CH4) pode ser influenciado com as diferentes
proporcdes de volumoso:concentrado, o tipo de 6leo e o nivel de inclusdo na dieta como
citado por Tedeschi et al. (2003).

Em estudos in vitro realizado por Morales et al. (2012) verificaram que o liquido
ruminal incubado com 6leo de mamona, foi capaz de reduzir a metanogénese e modular a bio-
hidrogena¢ao por inibicdo do crescimento das bactérias Butyrivibrio proteoclasticus. Assim,
levanta-se a hipotese de que o 6leo de mamona € capaz de permitir o desempenho produtivo
semelhante a outros 6leos vegetais comuns.

Alimentos volumosos ficam mais tempo dentro do rimen, sendo assim, ha uma maior
producdo de metano, o que ¢ indesejavel do ponto de vista nutricional, pois diminui a energia
metabodlica que poderia ser utilizada pelo animal e do ponto de vista ambiental, o metano ¢

eliminado para o meio ambiente (PERES e PINTO, 2014).
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Em uma dieta rica em grdos deslocam a populagdo microbiana do rimen para mais
digestores de amido, havendo um excesso de producdo de AGCC que produzem uma
propor¢do maior de propionato:acetato e menos CHas, deixando oportunidades para o dleo
funcional melhorar a eficiéncia da fermentacio (WATANABE et al., 2010).

J4 em uma dieta a base de volumoso, a emissdo de metano (g/kg de matéria seca
ingerida) ¢ influenciada pelo tipo e qualidade de volumoso que o animal estd ingerindo.
Animais consumindo gramineas, emitem mais metano em relagdo aqueles consumindo
leguminosas, que geralmente emitem menos CH4 (BENCHAAR et al., 2008).

O o6leo de mamona tem em sua maior composi¢do ndo s6 acido ricinoleico, mas
também 4cido oleico e 4acido linolénico. Segundo Tisserand (1996), os efeitos dos oleos
funcionais tendem a ser influenciados por seus componentes de maior concentragdo, embora

os demais componentes e suas concentracdes também posam modificar a agdo uns dos outros.

3.5 Concentracio de Acidos Graxos de Cadeia Curta

Os valores referentes a concentracdo de AGCC, produtos da fermentacdo de
carboidratos do alimento, com a inclusdo de niveis de 6leo de mamona, estdo apresentados na

Tabela 6.
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Tabela 6 — Propor¢ao de &cidos graxos de cadeia curta no liquido ruminal de bovinos em
diferentes relagdes volumoso:concentrado e a inclusdo de 6leo de mamona

Acetato
v:C Médias P*
0-MAMONA V:C
100_00 67.33 3367 00100 v:c O X Ccv
MAM O (%)
MAM
0%daMS 65,86 62,86 5832 55,14 60,55 A
1%daM$ 65,13 62,72 57,05 53,79 59,67A  <0,001 0,387 00993 22,71
2%daMS$S 65,14 62,14 57,60 5442 59,83 A
Médias 6538a  62,57b 57,66¢ 5445d 60,02
Propionato
V:C Médias pP*
0O-MAMONA V:C
100 00 67 33 3367 00 100 V:C OF X Ccv
(o} (%)
MAM
0%daMS 26,16 2637 29,67 2884 27,6 A
1%daMS 26,69 2690 3020 2837  28,04A 0,050 0,950 0999 10,73
2%daMS$S 26,54 27,08 30,38 2855  28,14A
Médias 2647d  26,78¢c  30,09a 28,59b 27,98
Butirato
v:C Médias pP*
0-MAMONA V:C
100 00 67 33 3367 00 100 V:C OF X cv
(o} (%)
MAM
0%daMS 9,57 10,99 11,45 1259 11,06A
1%daM$ 9,61 1032 11,58 12,72 11,15A <0001 0,781 0,653 16,69
2%daMS$S 9,78 1022 11,85 11,89 10,94 A
Médias 965d  10,51¢ 11,63b 12,40a 11,05
Acetato:Propionato
v:C Médias P*
0-MAMONA Vi€ ov
. F X
100 00 67 33 3367 00100 V:C OF %)
MAM
0%daMS 2,52 2,42 1,97 1,94 221A
1%daM$ 2,44 2,37 1,90 1,92 2,16 A <0,001 0852 0999 11,77
2%daMS$S 2,46 2,32 1,90 1,97 2,16 A
Médias 247a  237a  192c¢  194bc 2,17

V:C — Relagdo volumoso / concentrado da dieta, OF — 6leo funcional, P*: Probabilidade de erro tipo I, CV:
coeficiente de variacdo, médias seguidas por letras maiusculas distintas nas colunas e minusculas nas linhas
diferem a (P<0,05), pelo teste de Tukey.

Foi verificado efeito significativo na relacdo V:C para todos os AGCC avaliados.

Porém, ndo houve interacdo significativa na relacdo V:C x O-mamona bem como nao houve

efeito significativo do O-mamona para nenhum dos AGCC avaliados.
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A variacdo das propor¢cdes de acetato, propionato, butirato e a relacdo
acetato:propionato parece estar mais relacionada a relagdo de V:C da dieta do que no nivel de
inclusdo do 6leo de mamona e da interacdo V:C x O-mamona, provavelmente porque a
dosagem utilizada ndo foi suficiente para atuar nas concentragdes de AGCC aos quais ndo
tiveram efeitos significativos

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), sdo produtos da fermenta¢do microbial no
trato digestorio de ruminantes e a principal fonte de energia, sendo o acético, propidnico e
butirico, sdo os trés mais importantes acidos formandos juntamente com os gases de didxido
de carbono (CO») e metano (CH4) (BERCHIELLI, 2006).

Para a propor¢do de acetato, houve efeito na relacdo V:C apresentando maior
propor¢do nas dietas com mais volumoso e reduzindo de acordo com a inclusdo de
concentrado na dieta. Entretanto, para as varidveis O-mamona e interagdo V:C x O-mamona
ndo houve efeito da inclusdo de nenhum nivel do 6leo de mamona sobre os tratamentos,
indicando que o 6leo ndo alterou a propor¢ao de acido acético.

Em dietas a base de forragem, a quantidade de acido acético produzida pela
fermentagdo estd diretamente relacionada a digestibilidade, devido a lenta digestdo da fibra, o
pH se mantém bastante estavel favorecendo maior acao de bactérias celuloliticas, fibroliticas e
metanogénicas (CHAPAVAL et al., 2008).

A inclusdo de concentrado nas dietas na relagdo V:C, resultou em aumento da
proporcao de propionato com destaque na dieta 67 33 e propor¢ao de acido butirico na dieta
00 100, respectivamente.

A quantidade de carboidratos rapidamente fermentaveis, pode ter direcionado a
fermenta¢do para aumentar a propor¢do de propionato, devido ao maior crescimento de
bactérias amiloliticas e proteoliticas, proporcionando assim um ambiente desfavoravel para as
bactérias celuloliticas e metanogénicas (PEDREIRA et al., 2004; BENCHAAR e
GREATHEAD, 2011).

Segundo Seal & Reynolds (1993), o aumento do propionato implica em maior
concentragdo de glicose no sangue, o que gera maior quantidade de energia para o animal.

Os resultados apresentados para a relagdo acetato:propionato neste experimento, foram
maiores para as dietas com mais volumoso (100 00 e 67 33), isso pode ser explicado em
virtude da baixa disponibilidade de carboidratos ndo estruturais no feno de Mombaga, no
entanto, essa relacdo diminuiu quando aumentou-se a propor¢ao de concentrado na dieta.

As propor¢des dos AGCC produzidos pela fermentagdo formados no ramen, sdo

diretamente proporcionais a digestibilidade dos alimentos, ou seja, sdo influenciados pelo teor
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de fibra da dieta. Em geral, quando se aumenta os niveis de celulose e hemicelulose em
relag@o aos niveis de carboidratos soltiveis e amidos na dieta, também se aumenta a propor¢ao
acetato:propionato, que ¢ utilizada para predizer um valor nutritivo relativo quando
comparados (CHAPAVAL et al., 2008).

A base da dieta dos ruminantes ¢ a forragem, porém quando se pretende elevar o teor
de energia da dieta, aumenta-se a inclusdo de fontes de carboidratos de rapida fermentagao de
maneira que ndo atrapalhe a degradacdo da fibra. A inclusdo desses carboidratos aumenta a
taxa de passagem e fornece energia que ajuda os microrganismos a diminuirem o tempo de
colonizagdo das particulas fibrosas (MEDEIROS et al., 2015).

Os OF podem apresentar efeitos na fermentacdo microbiana ruminal a curto prazo e os
microrganismos podem se adaptar ainda no periodo de adaptagao (BENETEL, 2018). Cardoso
et al. (2004) em estudo, observaram que durante o periodo de adaptagdo, os OE de
cinamaldeido, alho, anis e orégano reduziram a propor¢do molar de acetato, propionato e
butirato em um curto periodo entre os dias dois e seis de fermenta¢do, onde ndo houve

diferencas apds o dia seis.
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4, CONCLUSAO

A inclus@o do 6leo de mamona aumenta a producdo de gases apenas na dieta com
maior propor¢ao de concentrado. A degradabilidade dos nutrientes melhora com a inclusdo de
1% de oleo. Foi verificado que a inclusdo de 2% do 6leo de mamona resultou em menor
produgdo de metano. Nao houve efeito da inclusdo do 6leo de mamona nas proporgdes de
AGCC, somente efeito das dietas durante a fermentacdo ruminal. Esses resultados podem

fornecer informacdes valiosas sobre o desenvolvimento de dietas sustentaveis para o gado.
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CAPITULO IV: MISTURA COMERCIAL (ESSENTIALS®) NA FERMENTACAO
RUMINAL IN VITRO EM DIETAS COM DIFERENTES RELACOES
VOLUMOSO:CONCENTRADO

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo da mistura comercial (ESSENTIAL®) em dietas
com diferentes relagdes volumoso:concentrado sobre a fermenta¢do ruminal in vitro através
da técnica semiautomatica de producdo de gases. O experimento foi desenvolvido na
Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT), Campus de Araguaina - TO. O in6culo
ruminal foi obtido de trés bovinos (250 + 25 kg de peso corporal). Os tratamentos consistiram
em um esquema fatorial com quatro dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado
(100:0, 67:33, 33:67 ¢ 0:100) e adi¢ao de trés niveis (0%, 1% e 2%) da mistura comercial
(ESSENTIAL®). Foi avaliada a produgdo de gases, a degradagcdo ruminal da matéria seca e
matéria organica, producdo de metano e a propor¢cdo de 4acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) que sao produtos da fermentagcdo ruminal. As curvas geradas na produgdo de gases
foram comparadas por meio de teste de paralelismo e identidade. Os dados foram submetidos
a analise de variancia utilizando um delineamento de blocos casualizados com arranjo fatorial
4 x 3, sendo os fatores as quatro dietas e os trés niveis de inclusdo da mistura comercial,
perfazendo doze tratamentos e com trés blocos (animais doadores). As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro tipo I.
Analisando-se a cinética de fermentacdo ruminal, observou-se que a produgdo total de gases
(A), taxa de degradacdo fracional (n) e a degradabilidade efetiva (DE), foram maiores quando
incluiu a mistura comercial nas propor¢des de concentrado resultando em maior produgdo de
gases, em menor tempo de colonizagcdo (T). Os tratamentos ndo diferiram pelo teste de
paralelismo. No entanto, quando analisados pelo teste de identidade observou-se que houve
efeito da mistura comercial (ESSENTIAL®) nos tratamentos quando incluiu os niveis de 1%
e 2%. Nao foi verificado efeito de interagdo entre dieta e inclusdo da mistura comercial para
nenhuma das variaveis avaliadas neste trabalho. Foi verificado efeito significativo da relagao
volumoso:concentrado para as varidveis DMS, metano, acetato, propionato, butirato e relagao
acetato:propionato. A inclusdo da mistura comercial (ESSENTIAL®) resultou em efeito
significativo apenas para as variaveis DMS e metano e efeito ndo significativo para acetato,
propionato, butirato e relagdo acetato:propionato. Os dados demostraram que maiores
proporcdes de concentrado na dieta melhorou a degradabilidade do alimento, contribuindo
para reducdo de acetato, aumento de propionato e menor relagdo acetato:propionato, por outro
lado, a inclusdo da mistura comercial (ESSENTIAL®) apesar de reduzir a degradabilidade, a
inclusdo de 1% nas dietas com maiores propor¢cdes de concentrado resultou em menor
producdo de metano. Assim, mesmo a mistura comercial (ESSENTIAL®) ndo apresentando
efeito sobre a produ¢do de AGCC, pode ser uma alternativa como aditivo natural.

Palavras-chaves: Degradabilidade; Fermenta¢cdo ruminal; Metano; Mistura comercial
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CHAPTER 1V: COMMERCIAL MIXTURE (ESSENTIALS®) IN THE IN VITRO
RUMINAL FERMENTATION IN DIETS WITH DIFFERENT RELATIONS
VOLUMINOUS:CONCETRATED

ABSTRACT

The aim was to evaluate the effect of including the commercial mixture (ESSENTIAL®) in
diets with different volume:concentrate ratios on in vitro rumen fermentation using the semi-
automatic gas production technique. The experiment was carried out at the Federal University
of Northern Tocantins (UFNT), Araguaina Campus - TO. The rumen inoculum was obtained
from three cattle (250 + 25 kg body weight). The treatments consisted of a factorial scheme
with four diets with different volume:concentrate ratios (100:0, 67:33, 33:67 and 0:100) and
the addition of three levels (0%, 1% and 2%) of the commercial mixture (ESSENTIAL®).
Gas production, rumen degradation of dry matter and organic matter, methane production and
the proportion of short-chain fatty acids (SCFA), which are products of rumen fermentation,
were evaluated. The gas production curves were compared using the parallelism and identity
tests. The data was submitted to analysis of variance using a randomized block design with a
4 x 3 factorial arrangement, the factors being the four diets and the three levels of inclusion of
the commercial mixture, making up twelve treatments and three blocks (donor animals). The
means of the treatments were compared using the Tukey test at a 5% probability of type I
error. Analyzing the kinetics of rumen fermentation, it was observed that total gas production
(A), fractional degradation rate () and effective degradability (ED) were higher when the
commercial mixture was included in the concentrate proportions, resulting in greater gas
production and a shorter settling time (T). The treatments did not differ using the parallelism
test. However, when analyzed using the identity test, there was an effect of the commercial
mixture (ESSENTIAL®) on the treatments when the 1% and 2% levels were included. There
was no interaction effect between diet and inclusion of the commercial mixture for any of the
variables assessed in this study. There was a significant effect of the volume:concentrate ratio
for the variables DMD, methane, acetate, propionate, butyrate and acetate:propionate ratio.
The inclusion of the commercial mixture (ESSENTIAL®) resulted in a significant effect only
for the DMS and methane variables and a non-significant effect for acetate, propionate,
butyrate and the acetate:propionate ratio. The data showed that higher proportions of
concentrate in the diet improved the degradability of the feed, contributing to a reduction in
acetate, an increase in propionate and a lower acetate:propionate ratio. On the other hand, the
inclusion of the commercial mixture (ESSENTIAL®) despite reducing degradability, the
inclusion of 1% in diets with higher proportions of concentrate resulted in lower methane
production. Thus, even though the commercial mixture (ESSENTIAL®) had no effect on the
production of AGCC, it could be an alternative as a natural additive.

Key-words: Degradability; Ruminal fermentation; Methane; Commercial mixture.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o maior limitante da pecuaria mundial é obter maior produtividade em um
menor espago de tempo, assim a aplicagdo de técnicas que visam o melhor aproveitamento dos
nutrientes contidos nos alimentos fornecidos aos animais ¢ uma pratica rotineira. Diante deste
cendrio surgiram varios aditivos que sdo incluidos nas formulagdes com o objetivo de melhorar
o desempenho animal, melhoria da conversdo alimentar, ganho de peso ou producdo de leite
(SANTOS, 2013).

O importante objetivo na nutricdo de ruminantes ¢ melhorar a eficiéncia da utilizagdo
de energia e proteina, porque as perdas por essas vias impactam a produ¢do animal e 0 meio
ambiente. Nesse contexto, a busca para identificar compostos e formulagdes dietéticas eficazes
para modificar a cinética da fermentacdo ruminal, aumentar a producdo de propionato sem
comprometer a producdo total de AGCC e reduzir a producdo de CH4 no ramen tem se tornado
alvo de pesquisas de nutricionistas de ruminantes (KLEVENHUSEN et al.; 2012).

Os aditivos naturais compostos por 6leos essenciais e ou funcionais sdo substancias
que apresentam a funcionalidade de agdo antimicrobiana, anti-inflamatoria, imunomoduladora
e antioxidante. Além disso, contribuem para a atenuagdo da emissao de metano decorrente aos
seus efeitos diretos na metanogé€nese, nos protozodrios, na fermentagdo e na digestdo dos
alimentos (PATRA E SAXENA, 2010; COBELLIS et al., 2016).

Para atender as legislacdes e para se antecipar a possiveis proibi¢des futuras dos
antibidticos iondforos, novos estudos vém sendo desenvolvidos com a utilizagdo de aditivos
naturais, como os Oleos funcionais de extrato de caju e mamona, que tem apresentado
resultados semelhantes aos ionoforos em dietas de ruminantes com a vantagem de serem
naturais (DURMIC ¢ BLACHE, 2012; COBELLIS et al., 2016).

Desta forma, visando melhorar a digestibilidade de nutrientes e a busca pela
maximizac¢do da producdo animal, os extratos vegetais tém sido pesquisados para futuramente
substituir os aditivos, sem o possivel prejuizo aqueles que usariam os produtos animais como
fonte de alimento. Desenvolveu-se o Essential (Oligobasics®), produto composto de 6leo de
mamona e caju, classificado como aditivo aromatizante, destinado a fabricantes de alimentos
para aves e ruminantes com o objetivo de auxiliar no desempenho dos animais sem causar

possivel resisténcia bacteriana e residuos na carne e leite (SANTOS, 2017).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local Experimental

O ensaio in vitro foi conduzido no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Norte do Tocantins (UFNT) no Laboratorio de Nutricdo de Ruminantes no setor de
Ensaios de Fermentacdo Ruminal e Producdo de Gases, Campus de Araguaina/TO, localizado
nas coordenadas 6°34°52”°, de latitude sul, e 48°38°40”" de longitude oeste ¢ 152,0 m de
altitude na Amazonia Oriental Brasileira. Os procedimentos realizados envolvendo o uso de
animais foram aprovados pela Comissdo Etica no Uso de Animais da CEUA/UFNT, de

acordo com o protocolo de n°23.101.272/01-55.

2.2 Delineamento experimental e descri¢io dos tratamentos

As dietas utilizadas neste experimento foram formuladas com uso de feno de
Megathyrsus maximus cv. Mombaga triturado em moinho de facas com peneira de crivo de 1
mm e concentrado a base de milho e farelo de soja (Tabela 1).

O ensaio foi conduzido em um delineamento em blocos casualizados (DBC) que
consistiram em um esquema fatorial 4x3 de quatro dietas com diferentes relagdes
volumoso:concentrado (100:0, 67:33, 33:67 ¢ 0:100) e inclusdo de trés niveis do 6leo de
mamona (0, 1 e 2% da MS) e os blocos de in6culo ruminal de trés bovinos (250 + 25 kg de

peso corporal), totalizando doze tratamentos.
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Tabela 1 - Dietas experimentais com diferentes relagdes volumoso:concentrado e analises
bromatolédgicas

Composic¢ao (% da MS Total)

Ingredientes Dieta volumosa Dieta Dieta Dieta concentrada
(100:00) (67:33) (33:67) (00:100)
Feno Mombaga 97,00 67,00 33,00 0,00
Milho grao moido 0,00 17,00 41,00 54,92
Farelo de Soja 0,00 10,96 20,96 34,35
Fosfato 0,00 0,58 0,58 1,15
Sal Mineral 3,00 3,00 3,00 6,42
Calcario dolomitico 0,00 1,46 1,46 3,12
Composic¢ao quimica (% de MO)
MS (g kg'! MN) 89,44 88,81 88,08 89,72
PB 11,19 15,19 17,68 25,43
EE 1,05 1,16 1,62 1,02
FDN 60,77 46,29 28,19 17,17
FDA 29,20 23,68 9,41 2,12
NIDN 1,29 1,83 2,01 1,42
NIDA 0,67 0,73 1,01 1,33

MS — Matéria Seca; MN — Matéria Natural; PB — Proteina Bruta; EE — Extrato Etéreo; NIDN — Nitrogénio
Insoliivel em detergente neutro; NIDA — Nitrogénio Insolavel em Detergente Acido; FDN — Fibra em Detergente
Neutro; FDA — Fibra Insoliivel em Detergente Acido.

2.3 Bioensaio in vitro da producio de gases

A técnica in vitro de produ¢do de gases utilizada neste trabalho ¢ a semiautomatica
com transdutor de pressao modelo DPIS00-P descrita em Mauricio et al. (1999).

Trés bovinos adultos mesticos (250 + 25 kg de peso corporal) provenientes dos setores
de gado de corte e de leite da institui¢do, foram utilizados como doadores de contetido
ruminal. Os animais foram mantidos em pastagem de capim Mombaca com livre acesso a
agua e uma ragdo a base de milho e farelo de soja para adaptagdo dos animais por um periodo
de 8 dias. As coletas das amostras de liquido ruminal foram realizadas manualmente mediante
a introdu¢do de uma sonda esofdgica, adaptada a uma bomba de vacuo. A fim de diminuir a
contaminagdo pela saliva nas amostras, os primeiros 200 ml de liquido ruminal foram
descartados, sendo aproveitados os volumes subsequentes. Apds a obtengdo das amostras,
estas foram imediatamente transferidas e acondicionados em garrafas térmicas individuais,
previamente aquecidas com dgua a temperatura de 39 °C, sendo fechadas apds o envase, com

o objetivo de manter a temperatura durante o transporte até o laboratdrio de gases.
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No preparo dos inoculos, o material foi filtrado em duas camadas de tecido de algodao
e distribuidos em Becker identificados em indculo 1, indculo 2 e indculo 3, acondicionados
em banho maria (Banho Maria SL - 150) e mantidos a 39 °C até o término da sua utilizacao.

A inoculagdo foi realizada através da inje¢do do indculo em cada frasco de incubacao
usando seringa pléstica graduada. Foram utilizados 117 frascos de vidro, previamente ao
experimento foram lavados com 4gua destilada, secos em estufa e identificados. Aos frascos
com capacidade para 160 ml, foram adicionados aproximadamente 1,0 g de amostra sob
aspersdo de COg, com trés réplicas de cada tratamento, 10 ml de in6culo, 90 ml de meio de
cultura e o devido nivel de 6leo, sendo o volume proporcional ao total de conteudo no interior
dos frascos.

Para os ajustes de variagdo, foram incubados frascos considerados brancos, contendo
as solugdes de incubacdo sem substrato. Os frascos foram vedados com tampa de silicone e
incubados em estufa a 39 °C, sob controle rigoroso de temperatura, permitindo desta forma a
producdo de gases dentro de cada frasco. Este foi considerado o tempo zero e dado inicio a
contagem dos tempos de fermentacdo. As medidas de pressdo e volume de gases foram
tomadas utilizando-se um transdutor de pressao modelo DPIS00-P.

A pressdo dos gases no head space foi medida apds: 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 48,
72 e 96 horas de incubagdo. Apds 96h, os frascos foram colocados em bandejas com agua e
gelo de modo a cessar a atividade microbiana. Amostras do liquido ruminal contido em cada
frasco identificado, também foram coletadas para a determinagdo de 4cidos graxos de cadeia
curta (AGCC). Ao final, foram determinadas a degradabilidade da matéria seca (DMS).

Ap0s tal procedimento, o modelo de France et al. (1993) foi ajustado aos dados, como

expresso na equacao 1:

Y=A.{I-exp ["’ft—T)-c.m.m]}

Foram obtidos os seguintes pardmetros referentes a cinética de producdo de gases:

“«

producdo de gases acumulada “Y” (ml), tempo de incubagdo “¢” (horas), total de gases

produzidos “4” (ml), tempo de colonizagdo “T” (horas) e taxa de degradacgdo fracional “u”
(h'!). As equagdes geradas foram comparadas por meio de teste de paralelismo e identidade de
curvas de acordo com Regazzi e Silva (2004) (p<0,05), ao nivel de 5% de probabilidade de
erro.

Foram estimadas também as degradabilidades efetivas, como expresso abaixo segundo

a equacao sugerida por France et al. (1993):
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DE = Spexp ™ . (1 -kD/(So+ Up)
Em que: DE = degradabilidade efetiva,
k = taxa de passagem, sendo calculada para k = 0,02, 0,04, 0,06 ¢ 0,08,

So e Up = fragdes inicialmente fermentaveis e fragdes ndo fermentaveis, respectivamente,
sendo:
=0 exp 10+0 (t-T)+e(e- VD] {¢

2.4 Determinac¢io da producio de metano

Paralelamente as mensuracdes de pressdo, uma aliquota dos gases produzidos (5SmL)
em cada frasco foi coletada com o auxilio de seringas descartaveis para posterior
quantificagdo CH4. Foi determinada a producdo do gas de maior interesse ambiental: CHa. Tal

mensuragio foi feita pelo analisador de gases portatil TEC-GA21BIO®.

2.5 Analises bromatologicas

As amostras coletadas durante o experimento foram submetidas as seguintes analises
bromatoldgicas: matéria seca (MS; método 967.03), matéria mineral (MM; método 942.05),
extrato etéreo (EE; método 920.29), proteina bruta (PB; método 981.10), segundo Official
(2016), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente 4cido (FDA) (VAN SOEST et
al., 1991). Além disso, foi determinado o nitrogénio insoltivel em detergente neutro (NIDN) e

nitrogénio insoluvel em detergente acido (NIDA) segundo Licitra et al. (1996).

2.6 Determinacio de Acidos graxos de cadeia curta

A andlise de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi realizada no laboratério de
nutricdo animal do Programa de Pos-graduacdo em Zootecnia Integrada nos Tropicos. Para
determinag¢do do AGCC, uma aliquota de 20 ml do liquido ruminal dos frascos identificados
foi filtrada em cadinhos filtrantes com placa porosa e em seguida, adicionado 1mL de solugdo
de acido cloridrico (HCl) 6N. As amostras foram acondicionadas em tubos plastico com 50 ml
de capacidade, fechados, identificados e armazenados em freezer a -20 °C imediatamente apds
a coleta. Para a realizacdo da andlise de AGCC, as amostras foram descongeladas e
centrifugadas (Centrifuga Refrigerada SL 701, Solap, Brasil, procedimento 1.169g GX,

3000RPM e 4 °C) durante 10 minutos para separacio do sobrenadante. Com o auxilio de uma
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pipeta automatica, foi retirado 1,5 ml de cada tubo e depositado em vials (frasco de vidro,
pequeno e transparente) para cromatografo identificado de acordo com a amostra do tubo em
que foram retiradas. As amostras foram analisadas utilizando cromatografo gasoso Shimadzu
(modelo GC-2010 Plus, Japao) com coluna Rtx-5 (Restek, EUA) de 30 m e 0,25 mm, ¢
temperaturas no vaporizador, detector e coluna (inicial) de 200, 220 e 80 °C, respectivamente.
Foi usada rampagem na coluna de 80 °C por 1 minuto, e aumento de 10 °C/min até 100 °C,
mantendo estavel a 100 °C por 2 minutos. Uma mistura de &cidos organicos foi utilizada

como padrdo externo para a calibrag¢do do integrador, foram: acetato, propionato e butirato.

2.7 Degradabilidade da matéria seca (DMS)

A DMS foi obtida pela filtragdo dos residuos da fermentacdo em cadinhos com placa
porosa previamente lavados com agua destilada, tarados e posteriormente secos em estufa
(105 °C) por 16 horas. Apos esse periodo os cadinhos foram esfriados em dessecador por 30

minutos e pesados para determinacao do residuo.

2.8 Analises estatisticas

Os procedimentos estatisticos foram obtidos com auxilio do programa Statistical
Analysis System® (SAS 9.3). Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e as
médias dos fatores foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro tipo
I. O modelo estatistico adotado foi:

Yijk=u + Bi + Fij + Fyj + Fix Fy + eijk
Em que:
1 =média geral,
Bi=-efeito do Bloco i, i=1,2,3, 4,
Fjj =efeito das dietas j, j =1, 2, 3, 4,
Fyj = efeito dos niveis de 6leo j, j =1, 2, 3,
F; x Fy = efeito da interagdo (Dieta x Niveis de mistura do 6leo),

eijk = erro.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Cinética da fermentac¢ao ruminal in vitro

Verificou-se que apds 96h de incubagdo in vitro, com o aumento das proporcdes de
concentrado na dieta e a disponibilidade de carboidratos de rapida fermentagdo, proporcionou
maior producdo de gases (A), melhor degradabilidade efetiva (DE) e taxa de degradagdo (n)
em menor tempo de colonizagdo (T) dos microrganismos no alimento em comparacdo com as

dietas de maiores propor¢des de volumoso.

Tabela 2 - Efeito da adi¢ao dos niveis da mistura comercial (Essential®) o6leo essencial de
caju e 6leo funcional de mamona sobre a cinética de fermentagcdo ruminal in vitro em dietas
com diferentes relacdes volumoso:concentrado, utilizando o modelo de France e
degradabilidade efetiva

Parametros de France

Tratamentos T DE**

A¥ (h:Min) ¥ 2%) DE (4%) DE (6%) DE (8%)
MIXCOR100_0 182,000  00:01  0,04393 75,85 74,34 72,84 71,34
MIXC1R100_0 182,700  00:02  0,04594 75,26 73,77 72,28 70,79
MIXC2R100_0 179,300  00:02  0,04479 75,38 73,89 72,40 70,92
MIXCOR67_33 179,100  00:02  0,04416 77,77 76,21 74,66 73,10
MICX1R67_33 181,300  00:02  0,04327 77,14 75,59 74,04 72,50
MIXC2R67_33 179,000  00:02  0,04220 76,63 75,08 73,53 71,99
MIXCOR33_67 201,400  00:02  0,04701 83,51 81,85 80,20 78,54
MIXCIR33_67 201,900 00:01  0,04847 80,97 75,75 70,84 66,22
MIXC2R33_67 198,100  00:02  0,04786 80,23 75,28 70,61 66,20
MIXCORO_100 210,800  00:01  0,04702 90,02 88,24 86,46 84,68
MIXCIR0_100 206,000  00:01  0,04627 90,36 88,56 86,76 84,96
MIXC2R0_100 202,300  00:01  0,04833 89,61 87,83 86,05 84,27

A: Total de gases (ml), T: Tempo de colonizagdo (h:min) e u: Taxa de degradagao fracional (h™!) *Pardmetros
estimados pelo modelo de France et al. (1993). **Degradabilidade Efetiva.

Foi observado reducdo na degradabilidade efetiva quando adicionou o nivel 2% da
mistura comercial (ESSENTIAL®), indicando que na presenga do 6leo houve uma modulagio
da fermentacdo ruminal, & medida que aumentou o tempo de colonizagdo, reduziu a
digestibilidade da dieta e producdo de gases. Provavelmente, esse maior tempo para degradar
a particula, seja devido a quantidade de fibra e a mistura comercial apresentar caracteristicas
hidrofébicas impedindo o ataque microbiano e seu metabolismo.

A inclusdo da mistura comercial no nivel de 1% na relagdo volumoso:concentrado,
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aumentou a taxa de degradagdo fracional (p), indicando que maior quantidade de matéria
organica foi incorporada & massa microbiana, resultando em maior eficiéncia de sintese
microbiana e menores perdas por gases, porém, quando adicionou o nivel de 2% houve reducdo
na taxa de degradacdo fracional. O crescimento microbiano ¢ diretamente dependente da
disponibilidade de energia que ¢ proveniente da fermentagdo dos carboidratos prontamente
fermentaveis (DIAZ, 2013; VELHO et al., 2014).

A principal fun¢do dos carboidratos como o amido dos graos e os agucares soliveis
das forragens, ¢ ser fonte rapida de energia para os animais. Incluir pequenas quantidades de
concentrado em dietas volumosas, diminui o tempo de colonizacdo das particulas fibrosas e
fornece energia que ajuda os microrganismos a degradarem o alimento. Em funcdo disso,
como estratégia de melhorar o desempenho animal e elevar o teor de energia, aumenta-se a
inclusdo dessas fontes de carboidratos na dieta de modo a ndo atrapalhar a degradagao da fibra
(MEDEIROS et al., 2015).

O tempo de colonizacdo das bactérias ruminais ¢ importante, pois representa o inicio
da incubacdo até a acdo microbiana sobre a dieta. Quando o alimento chega no ambiente
ruminal, hd um tempo em que os microrganismos aderem e penetram esse alimento, desta
forma, entende-se que quanto maior os niveis de concentrado na dieta, mais rapida serd a
degradacdo do alimento e a producdo de gases. No entanto, o contrario também se aplica,
quanto maior o tempo em que 0s microrganismos penetram o alimento, menor sera a taxa de
degradacgdo, o alimento fica mais tempo dentro do rimen o que pode afetar no consumo

(ORSKOV & MCDONALD, 1979; SILVA et al., 2022).

3.2 Equacées da producio acumulativa de gases

As curvas de producdo cumulativa de gases dos tratamentos e suas respectivas
equacdes estio representadas nas Figura 10 e na Tabela 3.

Para os tratamentos com maior propor¢do de concentrado (33:67 e 00:100) e inclusdo
de 0%, 1% e 2% de o6leo apos as 24 horas de incubagdo, observa-se maior producio de gases
em comparagdo com 0s outros tratamentos no mesmo tempo de incubagdo. Isso pode ser

verificado pelo comportamento paralelo das curvas de degradagao.
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Cinética de fermentagéo das dietas experimentais
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Figura 10 - Curva da producdo cumulativa de gases em fungdo dos niveis de inclusdo da mistura comercial nas
dietas com diferentes relagdes volumoso:concentrado. V:C 100:00 (Dieta com 100% volumoso e 0%
concentrado); V:C 67:33 (Dieta com 67% volumoso e 33% concentrado); V:C 33:67 (Dieta com 33% volumoso
e 67% concentrado); V:C 00:100 (Dieta com 0% volumoso e 100% concentrado).

Os tratamentos nao diferiram pelo teste de paralelismo (P<0,05). No entanto, quando
analisados pelo teste de identidade (P<0,05) observou-se que houve efeito da mistura

comercial.

Tabela 3 - Equagdes da produ¢io de gases acumulada (PGA), em ml g'! de MS em dietas com
diferentes relagdes volumoso:concentrado e inclusdo da mistura comercial (Essential®)

Tratamentos Equacdes (Modelo de France) R%(%)
MIXCOR100 0 Y=182,0000 x {1 —exp [ (00569 x(t~0.028)~(0.1051) x (- 0028 )]}y aD 9891
MIXC1R100 0 Y=182,7000 x {1 —exp L0059 0.0302) - (0.119)x (- 00302)]y aD 9943
MIXC2R100 0 Y=179,3000 x {1 —exp [-(0’057‘0x<t*°>°26°>*<-°’1°‘”>W“O’W’”} aD 99,16
MIXCOR67_33 Y=179,1000 x {1 —exp [ (00569 x(~0.0393)~(0,1066) (- 003991y aD 98,82
MIXC1R67 33 Y=181,3000 x {1 —exp @055 (-00413)-(0.1029)x (- 00413 aD 9935
MIXC2R67 33 Y=179,0000 x {1 —exp 0543 (-0.0474)-(0,1020)x (- 00474y aD 9923
MIXCOR33_67 Y= 201 4000 x {1 [(00t301)X(t 0.0338) — (-0,1074) x (Vt - 00338)]} aC 98,96
MIXCIR33 67 Y=201,9000 x {1 —exp [©0616x(1-23634) (01064 (236347 aC 99,10
MIXC2R33_67 Y= 198 1000 x {1 [(00t303)X(t 2,2149) - (-0,1005) x (Vt - 22149)]} aC 99,28
MIXCORO 100 Y=210,8000 x {1 —exp [(O0610)x(1- 00452~ (0.1160)x (e 0,045y aA 9871
MIXC1R0_100 Y=206,2000 x {1 —exp 096 (~0.0369)-(0.1104)x (1003691} aB 99,18
MIXC2R0_100 Y=202,3000 x {1 —exp (00626 x (00383 - (0.175)x (k- 0,038y aC 98,01

Equagdes acompanhadas por letras minuisculas iguais na mesma coluna sdo paralelas pelo teste de paralelismo de
curvas a 5% de probabilidade (Freeze, 1970). Equagdes acompanhadas por letras maitsculas iguais na mesma
coluna sdo idénticas pelo teste de identidade de curvas a 5% de probabilidade (Regazi e Silva, 2004).
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Observou-se que no tratamento com maior propor¢cdo de concentrado (0 _100) e 0%
inclusdo da mistura comercial, a produgdo de gases foi superior aos demais tratamentos. Porém,
quando incluiu os niveis de 1% e 2% de 6leo, houve redugdo na produgdo de gases tanto nas
dietas que tem mais concentrado, que proporcionam maior fermentacdo e que provavelmente
aumentou a taxa de passagem, quanto para as dietas com mais o teor de fibra, ou seja, mais
volumoso, em conjunto com a acdo antibacteriana e antibidtica da mistura comercial, que
impediu a atividade das bactérias gram-positivas e metanogénicas.

Segundo Sousa et al. (2014) ao testarem niveis de fermentacdo com diferentes produtos

do babagu notaram que a producao de gases foi menor quando utilizado alimentos mais fibrosos.
O concentrado ¢ uma fonte de carboidratos soltiveis de rapida fermentagdo que consegue
fornecer energia para as bactérias presentes no rimen para se manterem ativas, principalmente as
que degradam a fibra. E evidente que fatores como a adaptagdo microbiana no ramen, a
degradacdo dos compostos, a taxa de passagem, a volatilizacdo e absorcdo pela parede ruminal
sdo responsaveis por parte importante das diferencas entre ensaios in vitro e in vivo

(VILLALBA; PROVENZA, 2010; SIPPERT, 2019).

3.3 Degradabilidade da Matéria Seca (DMS)

Ao analisar a degradabilidade da matéria seca (Tabela 4) ndo foi verificado efeito
significativo (P=0,072) para interagdo entre a relagdo V:C e MIXC, porém os efeitos individuais

foram significativos (P<0,05).

Tabela 4 - Degradabilidade ruminal da matéria seca (DMS) na relacdo volumoso:concentrado
e inclusdo dos niveis da mistura comercial (Essential®)

DMS (%)
V:C Médias P*
V:C
MIXC** X CvV
100 _00 67 33 33 67 00_100 V:C MIXC MI (%)
XC

0%daMS 77,35 79,33 85,17 91,81 83,42 A
1%daMS 76,75 78,69 86,51 92,16 83,53 A <0,001 0,055 0,072
2%daMS 76,87 78,18 85,47 92,40 82,98 A
Médias 76,99d 78,73 ¢ 85,72b 91,79 a 83,31
MIXC** - mistura comercial (Essential®); V:C — Relagdo volumoso:concentrado da dieta; DMS -
Degradabilidade da matéria seca; P* Probabilidade de erro tipo I; CV: coeficiente de variagdo; médias seguidas
por letras maiusculas distintas nas colunas e minusculas nas linhas diferem a (P<0,05), pelo teste de Tukey.
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A DMS manteve o efeito com a inclusdo da mistura comercial nos niveis 0%, 1 € 2%,
indicando que incluindo ou ndo o 6leo, este ndo teve influéncia na degradabilidade da matéria
seca. No entanto, os resultados demonstram para esta pesquisa que o aumento do concentrado
na dieta promoveu uma maior degradabilidade e isso pode estar associado a maior
disponibilidade de carboidratos de rdpida fermentag@o e uma maior producao de gases.

A dieta com 100% de concentrado teve maior degradacdo da MS em relacdo as com
proporg¢des 33:67, 67:33 e 100:00 de volumoso:concentrado. Em geral, o incremento nos
niveis de concentrado dietético resulta em aumento na degradabilidade do substrato (exceto
FDN), pois fornecem maior quantidade de energia que ¢ disponivel para o adequado

crescimento das bactérias ruminais, gerando aumento da fermentacao (NUSSIO, 2011).

3.4 Producao de metano in vitro (CHs)

Para a produgdo de metano (CH4) foi observado efeito significativo para interagdo V:C

x MIXC para e para os efeitos individuais V:C e MIXC, Tabela 5.

Tabela 5 - Produ¢do de metano ruminal (CH4) in vitro em diferentes relagdes
volumoso:concentrado e inclusdo da mistura comercial (Essential®)
Metano (g CHs/Kg MOD)

V:C Médias P*

MIXC** . V:C
V:C MIX B -
100 00 67 33 3367 00 100 MIXC (%)

%

0%daMS 56,45 46,80 39,02 27,85 42,28 A
1%daMS 54,61 47,85 35,65 2589 41,00 AB  <0,001 <0,001 0,001 0,90
2%daMS 52,60 46,64 34,87 25,74 39,96 B

Médias 54,55a 46,76b 36,51c 26,49d 41,99

V:C — Relagio volumoso / concentrado da dieta; CH,- Metano; MOD - Matéria organica degradada in vitro; MIXCO** —
mistura comercial; OE — 6leo essencial de caju; OF — dleo funcional de mamona; P*Probabilidade de erro tipo [;

CV: coeficiente de variagdo, médias seguidas por letras maitisculas distintas nas colunas e minusculas nas linhas diferem a
(P<0,05), pelo teste Tukey.

Entre as dietas, a produgdo de metano diminuiu com o aumento da relagdo de
concentrado, apresentando médias de 54,55% na dieta 100% volumoso e 26,49% na dieta
100% concentrado. A inclusdo de 1% da mistura comercial apresentou redu¢do de metano na
matéria organica degradada, ja a inclusdo de 2% teve pouco ou nenhum efeito na redugdo de

metano.
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Observa-se que houve interagdo entre oleo e dieta, isso indica que o modo de acdo do
6leo na redu¢do do metano (CHs) foi influenciado devido as diferentes proporcdes de
volumoso:concentrado, bem como o tipo de 6leo, o nivel de inclusdo na dieta € o0 modo de
acao (TEDESCHI et al., 2003).

Do ponto de vista nutricional e visando o rapido desempenho dos animais, alimentos
volumosos ou forragens de méa qualidade ficam mais tempo dentro do rimen, sendo assim, ha
uma maior producio de metano, o que € indesejavel também do ponto de vista ambiental, pois
diminui a energia metabdlica que poderia ser utilizada pelo animal e este metano ¢ eliminado
para o meio ambiente (PERES e PINTO, 2014).

Os ruminantes representam uma das poucas fontes produtoras de CH4 que podem ser
manipuladas (BERCHIELLI, 2011). Dentre as principais variaveis que influenciam a
producdo de CH4 em ruminantes, pode-se citar os fatores nutricionais (qualidade e tipo de
carboidratos na dieta, nivel de ingestdo de alimento, presenca de aditivos ou lipidios), fatores
metabolicos (taxa de passagem da digesta) e fatores ambientais (temperatura e manejo dos
animais) (McALLISTER et al., 1996, MILLER, 1995).

Os Ionoforos e os extratos de plantas, trazem como uma das propostas, diminuir a
produ¢do de CHs pelos ruminantes, para isso provocam uma mudanga na populacao
microbiana do rumen diminuindo as bactérias gram-positivas, arqueias metanogénicas e
protozoarios que sdo suscetiveis a acdo dos iondforos e aumentando as gram-negativas que
sdo mais resistentes (CHEN E WOLIN, 1979; TEDESCHI 2003), isso explica a a¢do conjunta

da mistura comercial utilizado nesse estudo.
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As concentragdes de acido acético, acido propidnico e acido butirico no liquido

ruminal de bovinos em fungdo das diferentes relagdes volumoso:concentrado ¢ a inclusao da

mistura comercial (Essential®) estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentracdes de acido acético, acido propidnico e acido butirico no liquido
ruminal de bovinos em funcdo das diferentes relacdes volumoso:concentrado e a inclusdo da
mistura comercial (Essential®).

Acetato
v:C Médias p*
MIXC** v:C cv
100_00 67_33 33 67 00_100 v:C MIXC X (%)
MIXC*
0%daMS 66,98 64,23 60,93 57,34 62,37 A
1%daMS 66,54 63,68 59,36 55,86 61,36 A <0,001 0416 0,995 13,05
2%daMS 66,26 63,51 60,21 56,62 61,65 A
Médias 66,59a 63,80b 60,16 ¢ 56,60d 61,79
Propionato
v:C Médias p*
MIXC** v:C
100_00 67_33 33 67 00_100 v:C MIXC X FX)
MIXC*
0%daMS 23,64 25,28 23,01 28,80 25,18 A
1%daMS 24,17 25,81 23,54 30,33 25,96 A 0,004 0,814 1,000 13,45
2%daMS 24,35 25,99 23,72 29,85 2598 A
Médias 24,05b 25,69ab  23,43b 29,66 a 25,71
Butirato
v:C Médias p*
MIXC** v:C
100_00 67_33 33 67 00_100 v:C MIXC X F’X)
MIXC*
0%daMS 7,36 9,82 8,32 9,12 8,66 A
1%daMS 7,44 9,24 8,64 9,44 869A <0002 0,778 0,222 18,72
2%daMS 7,47 8,30 9,27 8,90 8,49 A
Médias 7,42b 9,12a 874a 9,15a 8,61
Acetato:Propionato
v:C Médias p*
MIXC** v:C
100_00 67_33 33 67 00_100 v:C MIXC X F’X)
MIXC*
0%daMS 2,88 2,58 2,75 2,07 2,57 A
1%daMS 2,80 2,51 2,60 1,87 245A <0001 0,571 0,999 12,65
2%daMS 2,77 2,48 2,63 1,96 2,46 A
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Médias 2,82a 2,52a 2,66 a 1,97 b 2,49

V:C — Relagao volumoso / concentrado da dieta; MIXC** — mistura comercial; P*: Probabilidade de erro tipo I;
CV: coeficiente de variagdo, médias seguidas por letras maitsculas distintas nas colunas e mintisculas nas linhas
diferem a (P<0,05), pelo teste de Tukey.

Foi verificado efeito significativo na relacdo V:C para todos os AGCC avaliados.
Porém, ndo houve efeito de interacdo significativa na relacdo V:C x MIXC bem como nao
houve efeito significativo da mistura comercial para nenhum dos AGCC avaliados.

A variacdo das propor¢des de acetato, propionato, butirato e a relagdo
acetato:propionato parece estar mais relacionada a composicao e relagdo V:C da dieta do que
no nivel de inclusdo da mistura comercial e da interagdo V:C x MIXC, provavelmente porque
a dosagem utilizada ndo foi suficiente para atuar nas concentragdes de AGCC aos quais nao
tiveram efeitos significativos.

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), sdo produtos da fermentacdo microbial no
trato digestorio de ruminantes e a principal fonte de energia, sendo o acético, propionico e
butirico, que sdo os trés acidos mais importantes formados juntamente com os gases de
diéxido de carbono (CO2) e metano (CH4) (BERCHIELLI, 2006).

Para o acetato, houve efeito na relagdo V:C apresentando maior propor¢ao nas dietas
com mais volumoso e reduzindo de acordo com a inclusdo de concentrado. Entretanto, para os
parametros MIXC e interagdo V:C x MIXC nao houve efeito da inclusdo de nenhum nivel do
6leo nos tratamentos, indicando que essa mistura ndo teve influéncia na proporc¢ao de acido
acético.

A propor¢ao de acido acético produzida pela fermentacdo principalmente em dietas a
base de volumoso, esta diretamente relacionada a digestibilidade, devido a lenta digestao da
fibra, hd uma maior agdo das bactérias celuloliticas e metanogénicas, pois o ambiente ruminal
¢ favorecido pelo pH que se mantém bastante estdvel (CHAPAVAL et al., 2008).

Para a relagdo V:C, a inclusdo de concentrado nas dietas resultou em aumento da
proporg¢ao de propionato e butirato, principalmente na propor¢ao 00:100.

Os resultados apresentados para a relagdo acetato:propionato neste experimento, foram
maiores para as dietas com volumoso (100:00, 67:33 e 33:67), no entanto, s6 houve produgao
de propionato na dieta com 100% de concentrado.

A quantidade de carboidratos rapidamente fermentdveis aumenta a produgdo de
glicose no sangue, consequentemente gera mais energia para o animal, devido ao maior
crescimento de bactérias amiloliticas e proteoliticas, direcionando a produ¢do de &cido

propionico, proporcionando assim um ambiente desfavoravel para as bactérias celuloliticas e
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metanogénicas (SEAL & REYNOLDS, 1993; PEDREIRA, et al.,, 2004; BENCHAAR e
GREATHEAD, 2011).
De acordo com Calsamiglia et al. (2007), o aumento da propor¢do de butirato e
reducdo da relagdo acetato:propionato, utilizando alguns o6leos essenciais ou o0s seus
componentes na suplementagado, sugere que o principal modo de acdo ¢ inibir a metanogénese.
As proporcdes dos AGCC produzidos pela fermentagdo formados no ramen, sdo
diretamente proporcionais a digestibilidade dos alimentos, ou seja, sdo influenciados pelo teor
de fibra da dieta. Em geral, quando se aumenta os niveis de celulose e hemicelulose em
relacdo aos niveis de carboidratos soliveis e amidos na dieta, também se aumenta a propor¢ao
acetato:propionato, que ¢ utilizada para predizer um valor nutritivo relativo quando
comparados (CHAPAVAL et al., 2008).

A base da dieta dos ruminantes ¢ a forragem, porém quando se pretende elevar o teor
de energia da dieta, aumenta-se a inclusdo de concentrado, carboidratos de rapida fermentacao
de maneira que nao atrapalhe a degradacdo da fibra. A inclusdo desses carboidratos aumenta a
taxa de passagem e fornece energia que ajuda os microrganismos a diminuirem o tempo de

colonizagdo das particulas fibrosas (MEDEIROS et. al., 2015).
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4. CONCLUSAO

A inclusdo de 2% da mistura comercial (Essential®) reduz a producdo de gases em
todos os tratamentos. Nao houve influéncia dos niveis de inclusdo da mistura comercial na
degradabilidade dos nutrientes. Foi verificado que a inclusdo de 1% da mistura comercial
resultou em menor produgdo de metano quando comparado ao nivel de 2% de inclusdo. Nao
houve efeito da adi¢do da mistura comercial nas propor¢cdes de AGCC, somente efeito das

dietas durante a fermentacao ruminal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo exploramos os efeitos do liquido da casca da castanha de caju e o 6leo de
mamona e a mistura comercial (Essential®) na degradagdo ruminal em dietas com diferentes
relacdes volumoso:concentrado. O desenvolvimento de novos aditivos alimentares e
estratégias nutricionais ¢ essencial para a evolugdo da pecuaria e para a manutengdo da

producdo animal em niveis satisfatorios.

Entretanto, um dos fatores limitantes na utilizagdo de dleos essenciais ¢ a viabilidade
econdmica e pratica de se fornecer aos animais, pois as doses que foram determinadas por
meio de experimentos realizados in vitro, sdo diferentes devido a sua alta dosagem ou

concentragdo para serem utilizadas in vivo.

A busca por 6leos funcionais que traga um mix de resultados satisfatorios que melhore a
taxa de producdo de gases, acidos graxos de cadeia curta e reduzam o volume de CHs
produzido sem afetar a degradabilidade do alimento ¢ importante. Assim o manejo alimentar
torna-se uma estratégia para mitiga¢do do metano produzido por ruminantes, gerando sistemas

mais produtivos e economicamente sustentaveis.
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