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“Se pudéssemos ter consciéncia do quanto nossa évigfémera, talvez
pensassemos duas vezes antes de jogar fora asiojpades que temos de ser e
de fazer os outros felizes. Muitas flores sédo dalbicedo demais. Algumas,
mesmo ainda em botdo. Ha& sementes que nunca beokdnaquelas flores que
vivem a vida inteira até que, pétala por pétalanguilas, vividas, entregam-se
ao vento.

Mas ndo podemos adivinhar. Nado sabemos por quaetapd estaremos
enfeitando esse Eden e tampouco aquelas floreomam plantadas ao nosso
redor. E descuidamos. Cuidamos pouco, de nés, atnsso Ficamos tristes por
coisas pequenas e perdemos um tempo precioso.rResddias, muitas vezes
anos. [...]

E passa a noite e chega o dia, o sol nasce e adem® continuamos 0s
mesmos, fechados em nds. Reclamamos do que na) temechamos que nao
temos o suficiente. Cobramos dos outros, da vidayas mesmos. E assim nos
CoNsumMimos...

Costumamos comparar a nossa vida com as daqueéepassuem mais do que
nés. E se experimentassemos comparar com aquedepapsuem menos?Isso
faria uma grande diferenca!

E o tempo passa.. Passamos pela vida, mas namaes/e Sobrevivemos,
porgue ndo sabemos fazer outra coisalAté que, araspmente, acordamos e
olhamos para tras. E entdo nos perguntamos: e &jora

Agora ainda é tempo de reconstruir alguma coisadAié tempo de voltar-se
para Deus e agradecer. Ainda é tempo de aprecidiaaes que estdo inteiras
ao nosso redor. Ainda é tempo de recometar...

Leticia Thompson
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RESUMO GERAL

MENEZES, Jordana Carvalho d€leos essenciais no metabolismo, na
populacdo microbiana e producdo de metano entérioem ovinos. 2017. 87
p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Univedsedgstadual de Montes
Claros, Janauba, MG

Objetivou-se avaliar o efeito de uma mistura deo®lessenciais sobre o
metabolismo ruminal, a populacdo microbiana e ayg@o de metano entérico
em ovinos. Foram utilizados nove ovinos canuladnsaga Santa Inés (55 *
11,1 kg), alimentados com trés niveis de inclusimistura de 6leos essenciais
(MSOE): zero (controle), 200 (baixa) e 400 (altay WISOE / kg MS
consumida. O periodo experimental teve duracdo9ddids, dividido em trés
periodos de 23 dias, sendo os primeiros 15 di@sgmaptacdo dos animais e 0s
8 ultimos dias para coleta de dados e amostrasli@edmento experimental foi
0 quadrado latino 3x3, com trés quadrados simulsneara a mensuracdo de
acidos graxos, nitrogénio amoniacal e populacédoabiana, foram realizadas
guatro coletas de liquido ruminal por periodo: Ter@pTempo 24, Tempo 168
e Tempo 360 horas apds o inicio do tratamento.Axertdracdes de acidos
graxos de cadeia curta foram determinadas utilizased um cromatografo
gasoso. O nitrogénio amoniacal foi determinado destilacdo a vapor. Além
disso, foi determinada a digestibidade dos nug®ifinatéria seca e organica,
fibra insolivel em detergente neutro e acido, oskil hemicelulose e proteina
bruta). O balanco de nitrogénio microbiano foi &@mlo por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia. A abundancia relatives ddiferentes grupos de
microrganismos, como Bactérias totaBjtyrivibrio fibrisolvens Clostridium
sp., Fibrobacter succinogene$ungos anaerébicoRuminococcus flavefaciens
e Selenomonas ruminatiymfoi estimada por meio da amplificacdo das
sequéncias do gene 16S rDNA cpnmersespecificos pela técnica gPCR. Para
as Archeae metanogénicas foi utilizado umprimer funcional (mcA). A
contagem do nimero de protozoarios foi realizadarporoscopia Optica. Para
a mensuracdo da emissdo de metano, os animais foremtidos
individualmente em cé&maras respirométricas. Naovénoefeito do nivel de
inclusdo da MSOE sobre a digestibilidade dos mitege Para consumo de
matéria seca, peso vivo dos animais e producdoetenm foi observado efeito

'Comité de Orientagdo Prof. Dr. Vicente Ribeiro Rocha Junior — Deparaho de

Ciéncias Agrarias/lUNIMONTES (Orientador); Prof. DMaria Dulcineia da Costa —
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Abdalla — Laboratério de Nutrigdo Animal/CENA-USBofrientador)



de tratamento no qual, a dieta com 400 mg MSOE/ggcwhsumida apresentou
menor produc¢do de metano, com peso vivo e consemaatiria seca inferiores
aos demais. A populagdo de protozodrios foi maerdieta com 400 mg
MSOE/kg MS consumida. Ja para o nitrogénio micmiiafoi observado
aumento na dieta controle. Ndo houve efeito darrahto sobre a expressao
relativa de Bactérias totai€lostridium sp, Fibrobacter succinogenge$ungos
anaerobicos totaisArcheae metanogénicas &uminococcus flavefacieng\
populacdo deButyrivibrio fibrisolvens apresentou efeito quadratico, com
aumento na expresséo relativa, em relacdo ao antro tratamento com 200
mg MSOE/kg MS consumida. As populagBesSienomonas ruminantium
protozoarios apresentaram aumento com a ingest@®@eng MSOE/kg MS
consumida. No tempo 0, independentemente do tratam&a uma maior
populacdo microbiana, com maior producdo de adidasos de cadeia curta e
da producao de nitrogénio amoniacal. A misturaldesbessenciais utilizada foi
capaz de aumentar as populacesBdeyrivibrio fibrisolvens Selenomonas
ruminantium e protozoarios.Com isso, a dieta com 400 mg MS@BVIS
consumida parece ser capaz de diminuir a produgdoetano dos ovinos em
decorréncia do aumento de propionato.

Palavras-chave: andlise multivariada, fermentacdo ruminal, fildgen

mitigacdo de metano, gPCR



GENERAL ABSTRACT

MENEZES, Jordana Carvalho deffect of essential oils on metabolism and
rumen microbial population of ovine. 2017. 87 p. Dissertation (Master's
Degree in Animal Science) — Universidade Estadad\ldntes Claros, Janalba,
MG>.

The objective of this study was to evaluate theafbf a mixture of essential
oils on ruminal metabolism, microbial populationdamethane production in
sheep. Nine cannulated sheep of the Santa Inéd BBet 11.1 kg) were used,
which received a basal diet containing three leeélmclusion of essential oils
(MSOE): zero (control), 200 (low) and 400 (high) MSOE / kg MS
consumed. The experimental period lasted 69 dawisled into three periods of
23 days, the first 15 days for adaptation of thignafs and the last 8 days for
data and sample collection. The experimental desigg the Latin square 3x3,
with three squares simultaneously. For the measmenof fatty acids,
ammoniacal nitrogen and microbial population, faalections of ruminal
liquid were performed per period: Time 0; Time Z4me 168 and Time 360.
The concentrations of short chain fatty acids wedetermined using a gas
chromatograph. Ammoniacal nitrogen was determingdtbam distillation. In
addition, nutrient digestibility (dry and organiatter, insoluble fiber in neutral
and acid detergent, cellulose, hemicellulose andeprotein) was determined.
The microbial nitrogen balance was analyzed by highiformance liquid
chromatography. The quantification of the differgnbups of microorganisms,
such as total bacteri®utyrivibrio fibrisolvens Clostridium sp., Fibrobacter
succinogenesAnaerobic fungi,Ruminococcus flavefacierend Selenomonas
ruminatiumwas estimated by the amplification of 16S rDNA ge®quences
with specific primers by the gPCR technique. A fimtal primer (mcrA) was
used for theArcheaemethanogenic. The counting of the number of padoz
was performed by light microscopy. For the measergnof methane emission,
the animals were kept individually in respiratohambers. There was no effect
of the level of inclusion of MSOE on nutrient digbsity. As for dry matter
intake, live weight of animals and methane produntia treatment effect was
observed, in which treatment with 400 mg MSOE /I¥g consumed showed
lower methane production, with live weight and dmgtter consumption lower

“Guidance committee: Prof. Dr. Vicente Ribeiro Rocha Junior — Departmeft
Agrarian Sciences /UNIMONTES (Adviser); Prof. Dr.aNbh Dulcineia da Costa —
Department of Agrarian Sciences/UNIMONTES (Co-adg)is Prof. Dr. Adibe Luiz
Abdalla — Animal Nutrition Laboratory/CENA-USP (CGadviser)



than the others. The protozoan population was highthe treatment with 400
mg MSOE / kg MS consumed. As for microbial nitrogan increase in the
control treatment was observed. There was no teydtneffect on the
microorganisms Total bacteri@jostridiumsp.,Fibrobacter succinogeng3otal
anaerobic fungiArcheae methanogenic an®&kuminococcus flavefacien¥he
population ofButyrivibrio fibrisolvens presented a quadratic effect, with an
increase in the relative expression, relative te tontrol treatment, in the
treatment with 200 mg MSOE / kg MS consumed. Theugadion of
Selenomonas ruminantiuand protozoa presented an increase for the treatme
with 400 mg MSOE / kg MS consumed. When time i®taito account, it can
be seen that at time 0, regardless of the treatntleeite is a larger microbial
population, with a higher production of short-chfitty acids and ammoniacal
nitrogen production. In general, the mixture ofesgiml oils was not able to
significantly alter the studied microbial populatjexcept for the increase of the
populationsButyrivibrio fibrisolvens Selenomonas ruminantiuand protozoa.
Thus, treatment with 400 mg MSOE / kg DM seemsédable to decrease the
methane production of sheep due to the increapeopfonate.

Keywords: multivariate analysis, ruminal fermentation, plggay, methane

mitigation, gPCR
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1. INTRODUCAO GERAL

Existe uma unanimidade por parte das comunidadestifitas e
politicas mundiaiscom relacdo a influéncia humaohres o impacto do
aquecimento global e a necessidade urgente daagétigdos gases do efeito
estufa. Entre os gases que compdem o chamado ‘tfsages do Efeito Estufa”,
0 metano é responsavel pela emissédo global de d&®guais 40% sé&o oriundos
da fermentacgéo entérica (FAO, 2014).

Os principais produtos da fermentacdo entérica qodem ser
aproveitados pelo ruminante sdo os acidos graxasei®e amonia. Além disso,
existem os compostos indesejaveis tanto para oeblesp, como para 0s
microrganismos ruminais, tais como gas carbonitspbénio, metano e nitrato
(CHURCH, 1993; SCHOFIELD, 2000). A metanogénese @ processo
importante para o perfeito funcionamento do rurpeis retira os produtos (GO
e H) que, quando em excesso, sdo téxicos a algumaéciespde
microrganismos, provocando distlrbios metabdlicAssim, a reducdo ou
eliminacdo da producdo de metano pode exigir dekteimento de uma rota
gue evite o acumulo de,H permita o adequado funcionamento do rimen
(WEIMER, 1998), como por exemplo, a via de produg@gropionato.

A partir da homologac¢do do Protocolo de Kioto, eB©2 maiores
investimentos para pesquisas no setor agropeaedaitionadas as emissbes dos
gases do efeito estufa foram firmados pelos paisadima tropical. O sistema
de pastejo constitui a principal forma de alimefitadosruminantes adaptados
ao ambiente tropical, entretando a composicdo gainda dieta acaba
influenciando a producdo de metano entérico. Aléssold a temperatura
ambiental também tem influécnia, podendo atuaoded indireta, interferindo
na composicdo quimica das plantas, ou de formatadiralterando o

comportamento ingestivo do animal e, consequentemas caracteristicas da
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digestdo (HOOKet al, 2010). Reduzir a producdo de metano no rimen dos
animais pode trazer beneficios econdmicos aos fadh) pois aumenta a
eficiéncia do uso da energia e a produtividade. dasaalternativas que ja vem
sendo estudada é a adicdo de 6leos essenciastaaaos ruminantes.

A adicdo de 6leos essenciais na dieta pode comtphra a reducdo da
metanogénese, pois atuam como agentes defaungdd@ssS et al, 2000).
Além disso, a quantidade suplementada (FIEEZL, 2003) e a caracteristica
guimica ditam a magnitude do efeito produzido. @e®Hessenciais selecionam
algumas espécies microbianas e podem ser utilizado® substrato para a
biohidrogenacao (WAD/#:t al, 2008).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar dtefde 6leos essenciais
sobre metabolismo ruminal, populagdo microbianacglydo de metano em

ovinos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Rebanho de ovinos

O agronegécio move a economia do Brasil, com setque possuem
forte potencial de crescimento. No ambito nacioma&smo com as dificuldades
enfrentadas, observa-se um avanco na ovinoculbados do levantamento de
2015, segundo o Instituto Nacional de Geografiss®tistica, quantificaram o
contingente do rebanho ovino em 18,41milhGes degsd) aproximadamente
4,5% maior que em 2014. A regido do pais com maibanho € o Nordeste
com 60,6%; seguida da regido Sul, com 26,5%; Cdbéiste, com 5,6%;
Sudeste, com 3,8% e Norte, com 3,6% do total deos(IBGE, 2015).

A regido Sul do pais destaca-se pela criacdo @ tagadas, sendo que
em 2015 a regido respondeu por 98,0% das toscegdigadas em ovinos no
pais. A producéo de la teve uma queda em rela@®d4 porém o valor da la
aumentou 15% e atingiu R$ 96,87 milhdes. J4 aodgddeste destaca-se pela
producao de carne ovina (IBGE, 2015).

A carne passou a ter uma significAncia maior emdsrde valor de
mercado quando comparada a la, que no passado pradoto de maior
relevancia da agroindustria da ovinocultura (MDIR@O, 2010). No Brasil, o
consumo de carne ainda é modesto, cerca de 70Ggpan capita(MAPA,
2015). O que se observa na pratica € que os predutio tém aderido a
ovinocultura devida a falta de conhecimento solestauturacéo da cadeia e por
falta de abatedouros especializados, o que travaiar crescimento desse setor.
A producdo de carne ovina acaba sendo insuficipata manter o mercado
interno de forma madura, sendo necessarias im@edagrincipalmente do
Uruguai, maior produtor mundial. A ovinocultura sasa ser, entdo, um

mercado promissor do agronegdcio nacional, levaedem consideracdo a



importacdo para atender ao consumo interno, com emalizacao

praticamente garantida (SNA, 2015).

2.2. Producao entérica de metano e microrganismosminais

O rimen é caracterizado por ser uma camara ferthentolonizada
por microrganismos e é o local onde é digerida omyaarte dos alimentos
fibrosos. Os microrganismos ruminais sobrevivem amaerobiose por um
processo de consdrcio e sdo classificados comocEuias, protozoarios,
fungos, virus bacteriéfagos (KAMRA, 2005) Archaea metanogénicas
(BAKER, 1999).

O alimento que chega ao rimen é fermentado pelmlpiita presente,
onde a matéria organica é convertida em &cidosograle cadeia curta
(COTTLE et al, 2011), ambnia (N§J, proteina microbiana, vitaminas do
complexo B e vitamina K, que serdo usados pelosinamtes para o
crescimento, reproducdo e producdo. Além dissqpronoesso de fermentacao
também séo liberados produtos indesejaveis comataitgas carbdnico (G
metano (CH) e gas hidrogénio (OWENS e GOESTSCH, 1993), que sa
retirados do ambiente ruminal para manté-lo em icoed favoraveis ao
continuo crescimento da populagéo de microrganismos

A producdo de metano esta intimamente relacionaaiaccmetabolismo
ruminal de carboidratos, na qual a proporcdo dascipais acidos graxos
liberados (acido acético, propidnico e butirica)ié@a maior ou menor produgéo
desse gas (CH A composi¢cdo quimica do alimento determina antidade e
tipo de Acidos graxos volateis (AGV), que sdo respeeis por até 70% da
exigéncia diaria da energia bruta dos ruminantdsSR@BMAN, 1990), bem
como a quantidade de géas hidrogénio produzido (KESR et al, 2009).
Dietas ricas em carboidratos fibrosos (CF) produpeaporcbes molares de



acidos acético:propidnico:butirico com valores @cl1%:10 e dietas ricas em
carboidratos néo fibrosos (CNF), até 40:40:20 (GBRT et al, 2011).

A via acetogénica possui potencial de producéo etamo maior que as
demais vias que liberam os principais AGVs no rdmeois, a partir do
metabolismo de uma molécula de glicose, sdo gerddas moléculas de
acetato, duas de gas carb6nico L quatro de gas hidrogénio JJHEsses
gases sdo substratos para a formacao do gés nf€tds)o Quando a glicose é
utilizada para a producao de butirato, sdo libesadonol de butirato, dois de
CO; e dois de Bl Em contrapartida, para a formacéo do &cido prnigdd ndo
sao liberados COe H,, pelo contrario, nas duas vias (succinato e agyiléo
retirados 2 mol de Hdo ambiente ruminal, sendo liberados 2 mol deiprzo
(MOSSet al, 2000).

Existem interacdes (relacdes sintroficas) bastaotaplexas entre os
microrganismos no processo de digestdo no rimené&muesendo estudadas ha
varios anos (BRYANTet al, 1967; MIURAet al, 1980; PHELP®t al, 1985).
Essas interacdes mostram que o produto da digdstéion microrganismo é o
substrato utilizado por outro. A conhecida “tran&feia de interespécies de
hidrogénio” foi relatada por Wolin (1974) como imamte fator de
interferéncia sobre a quantidade e os tipos de@sdgjchxos volateis liberados no
rumen em fungé@o da mudancga nos produtos finaisrdeehtacao.

As Archaea metanogénicas formam um grupo de microrganismos
ruminais bastante funcional, mesmo representandoaap0,5 a 3% do total
(LIN et al, 1997), pois utilizam o gas hidrogénio,(Hpara reduzir o gas
carbbnico (CQ), produtos da fermentacdo de outros microrganisaasetano
(COTTLE et al, 2011), reduzindo a pressao parcial de hidrogémaeantendo
os padrdes de equilibrio redox.

Methanobrevibacter ruminantium Methanobrevibacter  smithii

Methanosarcina barkeri Methanomicrobium mobile Methanobacterium



bryanti Methanoculleus olentangyie Methanobacterium formicicum
representam as principais metanogénicas encontremlagmen de diferentes
espécies animais (JOBLIBE al, 1990; JARVISet al, 2000). S&do conhecidas
pela importancia no processo de metanogénese eerdifentre si pela
preferéncia de substrato. Methanobrevibacter ruminatiumtem maior
preferéncia por He CQ, mas também utiliza o formato quando o meio rumina
possui altas concentracdes deste. NMéethanobrevibacter smithiitiliza apenas

o formato e C@ A Methanosarcina barkeitiliza o H', CO,, acetato, metanol

e metilaminas para o crescimento (MOSS, 1993).

Ruminococcus flavefacien@ uma bactéria celulolitica e produz
principalmente succinato e acetato, ¢l CQ, com pequenas quantidades de
formato. O succinato € o principal produto da fartagdo dissipador de
elétrons, ou seja, durante a glicélise, moléculas nitotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADH) séo formadas como untermediario na
producao de piruvato, sendo reoxidadas principaiengor reacdes que levam a
conversdo de piruvato a G& succinato (WOLIN, 1974)Ruminococcus
flavefaciengpossui a enzima hidrogenase, que € altamente skasiacumulo
de hidrogénio. Na presenca Aecheasmetanogénicas, a presséo de hidrogénio
€ menor e a regeneracédo da nicotinamida adeninaléaiideo (NAD) sera feita
principalmente pela via de producgéo de acetatosa@desituacdes, ocorre maior
liberacdo de ATP, a custa do succinato, que sdizadb para o crescimento
microbiano (REILLY, 1998).

A Fibrobacter succinogeneé a bactéria mais abundante no rimen,
seguida pelo géneuminococcugFORSBERGet al, 1997), e sdo essenciais
no metabolismo de propionato, competindo com asamogénicas por H
Quando a dieta fornecida aos animais é rica enoitheios fibrosos (CF), d&
succinogenesitiizam a via succinato (MOS8t al, 2000), podendo liberar

fumarato ou succinato, dependendo da disponib#idadergética do meio.



Selenomonas ruminantiugsp.ruminantiumé outra espécie que também utiliza
o fumarato como aceptor final de elétrons para arxi® hidrogénio
(ASANUMA et al, 1999).

Quando a dieta é rica em carboidratos nao fibr(@@hi§-), a via acrilato
é utilizada porFibrobacter succinogene$iberando o lactato, que é o principal
produto intermédio na conversdo do amido em pr@penAo contrario das
bactérias celuloliticas e metanogénicas, bactddicticas, comoSelenomonas
ruminantiumssp., sdo conhecidas por serem tolerantes ao pid, limique as
torna capazes de utilizar, ld serem competitivas com bactérias metanogénicas,
mesmo em condi¢des desfavoraveis de pH (M&S$, 2000).

Os protozoarios entram no ecossistema ruminal cognandes
produtores de hidrogénio, podendo ser respons@eeisité 50% da atividade
fibrolitica do rdmen (COLEMAN, 1986). Além dissoxigte associacao fisica
entre as células de protozoarios e metanogénicadayorece a transferéncia
interespécie de hidrogénio. As metanogénicas quoees@ontradas anexas a
parede celular (ecto-simbiontes) e no interior cielalas (endo-simbiontes) de
protozoarios ciliados contribuem entre 9% e 37%nd#anogénese ruminal
(FINLAY et al, 1994; NEWBOLD et al, 1995). Quando ocorre grande
populacdo de protozoarios no rdmen, o0s microrgassnda familia
Methanobacteriaceaecomo por exemploMethanobrevibacter ruminantium
sdo dominantes (UNGERFEL& al, 2004), enquanto gudethanomicrobium
mobiletem sua populagéo reduzida (SHA&Rl, 1999).

Os fungos anaerdbios apresentam varias caradtasigiue resultam na
fisiologia anaerdbica obrigatéria. A geracdo de rgae ocorre em
hidrogenosomas em que o ATP é formado por desdéabaa do malato para
formar acetato, COe H, (VAN DER GIEZEN, 2009). Algumas espécies de
fungos séo importantes na degradacao da lignigaabocorre por um processo

multienzimatico, resultante da a¢do coordenadantke série de enzimas intra e



extracelulares, do grupo das oxidoredutases (rept@das por peroxidases,
lacases e outras oxidases produtoras de peréxidimideénio) e de metabdlitos
intermediarios de baixa massa molecular (LEONOWI&Zal, 2001). A

observacéo de que populacdes de metanogénicas petdaemncontradas unidas
as superficies externas dos protozoarios levoupacalcdo de que exista
relacdo semelhante entre os fungos anaerdbibecleeae metanogénicas. Os
esporangios com seus hidrogenosomas geralmengtgmege na fase fluida do
rimen, onde as metanogénicas estdo localizadasGAR PHILLIPS, 1998).

A bactéria fibroliticaButyrivibrio fibrisolvensfoi uma das primeiras a
serem identificadas por hidrogenar acidos graxsatimados, exceto no passo
final para produzir estearatButyrivibrio fibrisolvens competem com as
metanogénicas no processo de biohidrogena¢éanitlo o hidrogénio livre
para incorporacdo nas moléculas de acidos graxbg-Aidrogenacéo do &cido
linoleico porButyrivibrio sp. ndo produz os isémeros trans-10, causadores da
sindrome de depresséo da gordura do leite, liberapdnas os isbmeros cis-9,
trans-11 (KEPLERet al, 1966; KEPLER e TOVE, 1967; KMt al, 2000).

Clostridium spp. € um género amplo, chega a representar 20% da
populacdo microbiana do ramen (DOVéDal, 2008), influenciando de forma
positiva e/ou negativa o animal hospedeiro. Ostafegstdo associados com
espécies especificag€lostridium perfringens C. tetanj C. botulinume C.
difficile sdo conhecidos pela interferéncia negativa qusacaia sadde animal e
pelas perdas significativas na produtividade, cammeducédo da disponibilidade
de proteina (bactérias hiperprodutoras de amoénma)detas com forragem
fresca (REILLY e ATTWOOD, 1998; SONGER, 2004; ATTWO et al,
2006). Por outro lado, espécies cor@o butyricum C. cellulolyticum C.
stercorarium e C. thermocellumpodem ser benéficas para melhorar a

digestibilidade da matéria organica (celulose) (BMESX et al, 2000).



2.3. Perda de energia na forma de metano

A principal fung¢do do alimento é fornecer nutrientelentre eles a
energia, que é liberada a partir de processos ioicps que envolvem a
digestdo dos nutrientes, sendo utilizada no mdtbol pés-absortivo dos
animais para a mantenca, crescimento, reprodugémdecao.

Durante o metabolismo dos nutrientes, ocorrem geedargéticas, que
devem ser levadas em consideracdo, principalmesite ggodutor que deseja
melhorar a relacdo custo/beneficio em seu empneemdd. A primeira perda
energética ocorre com a eliminacéo das fezes, enagorcao da energia bruta
(EB) do alimento que podera ser aproveitada é ctiarda energia digestivel
(ED). Porém, ainda ocorrem perdas com a eliminai@iarina e dos gases
(carbdnico, metano e tracos de hidrogénio), libdwaa energia metabolizavel
(EM) que indica a estimativa da energia disponpeeh o animal (NRC, 1985).
Por fim, existe a energia liquida (EL) do alimente representa a porcdo da
EM, descontadas as perdas pelo incremento calégae, realmente sera
aproveitada pelo animal (NRC, 1981).

Nesse contexto, as perdas decorrentes dos gaseadbls devem ser
levadas em consideracdo, principalmente nos rumg@sardevido a grande
guantidade produzida e ao alto valor energéticoudiohdy que, no caso do
metano, um grama contém 13,344 quilocalorias (MAYAet al, 1984).
Assim, uma vaca de leite com o peso vivo em toow6D0 kg chega a produzir
até 630 litros de metano por dia, dependendo densisde manejo alimentar
adotado, o que seria suficiente para produzir Kgo8e leite corrigido para 4%
de gordura (KAHARABATAet al, 2000). Ou seja, se considerarmos o preco do
litro de leite a R$1,10 (um real e dez centavog)raulutor estaria deixando de
ganhar, ao final de um més, R$252,45 (duzentosnquenta e dois reais,

quarenta e cinco centavos) com esse animal.



De acordo com o Nutrition Research Council, paraas; a perda de
metano varia de 3 a 10% da energia bruta consuradando devido ao tipo de
dieta e ao nivel de alimentacao (NRC, 1985). Umdestealizado por Murragt
al. (1976) com ovinos, com o objetivo de avaliar adpicdo de metano (GH
mostrou uma taxa média de 18 mL de J@kinuto, representando 87% da
producdo total. J& Johnsat al (1994) avaliaram bovinos em diferentes
estagios de maturidade e observaram que novilhmdupiram 256 L/dia de
metano (9,1% da EB ingerida), novilhas, 193,9 L(8i&% da EB) e vacas em
lactagédo, 548,2 litros/dia (5,7% da EB).

Com a homologacéo do Protocolo de Kioto, em 2082 adses de clima
tropical se prontificaram a destinar maiores inveshtos para pesquisas no
setor agropecuario relacionadas as emissfes des gias efeito estufa. Os
ruminantes adaptados ao ambiente tropical sdoosrigdeferencialmente em
sistemas de pastejo, no qual a composi¢cdo quinucalichento influencia a
producdo de metano entérico. Além disso, a tempearaimbiental também tem
influéncia, podendo atuar de forma indireta pelerferéncia na composi¢ao
guimica das plantas, ou de forma direta, alteranctamportamento ingestivo do
animal e, consequentemente, as caracteristicagektdab (HOOKet al, 2010).

As diferencas na composicao quimica da paredeacedub relacao de
parede celular/contetdo celular das forrageiraglitioa temperado (§ e do
clima tropical (G) geram diferencas na fermentacdo ruminal e, partara
producéo de metano (PEDREIRA al, 2009). Plantas fapresentam maiores
proporcdes de fibra (NELSON e MOSER, 1994), favenglo a fermentacao
acética e a producdo de metano. Além disso, edwa fpossui baixa
digestibilidade, influenciando negativamente a eielade da fermentacao.
Comparativamente as plantag € menor velocidade na fermentacéo das plantas
C, significa um menor aporte de nutrientes disposipara os microrganismaos,
podendo diminuir a produ¢do de metano (BERCHIEII al, 2012). A
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suplementac@o em dietas com forragens de altadgdeliaumenta o aporte de
nutrientes para os microrganismos, melhora a efi@é da fermentacao,
seleciona algumas espécies de bactérias fermeasadite carboidratos e,
consequentemente, aumenta a producdo depoHanimal (COTTLEet al,
2011).

As diferengas raciais dos ruminantes também pod#haenciar na
producdo de metano entérico. Em um estudo foizaddi por Pedreirat al
(2009) com o objetivo de avaliar as diferencas a@s de vacas leiteiras, os
autores observaram que vacas puro sangue (Holama@&®m a produzir mais
metano do que as mesticas (3/4 Holandels4 Gir). Ainda segundo esses
autores, a producdo de ¢thria de acordo com a categoria animal e o sistema
de producdo. As novilhas produziram menos metaguidas das vacas secas e
das vacas em lactagcdo, que apresentaram a maducAm A maior producéo
de metano foi observada nas novilhas mantidas stagens adubadas (sistema
intensivo), resultado maior do que o verificadorgleaanimais dessa categoria
se encontravam em pastagens ndo adubadas.

A eficiéncia produtiva dos animais é outro fatotudado quanto a
producdo de metano. Eugesteal (2008), em estudo de meta-analise utilizando
sete publica¢Bes, relataram que a producdo de metaninferior quando os
animais recebiam a dieta com maior teor de exteddoeo. Os suplementos
lipidicos utilizados nos estudos foram sementeagi®sas, 6leos de canola,
soja e algodado. Quando as vacas eram suplemertadiabpideos, produziam
menor teor de Clkg de leite corrigido para 4% de gordura do queagsas que
haviam recebido a dieta controle. O mesmo efeiteugidementacéo lipidica foi
observado quando a producdo de metano foi expeessalacdo ao rendimento
de proteina no leite, no qual as vacas que eratersaptadas com lipideos,
produziam menor teor de GMg de proteina no leite do que as vacas que

haviam recebido a dieta controle. De acordo comsassultados, o aumento da
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eficiéncia produtiva, ocasionado pelo aumento naiéetia alimentar, é
observado em dietas com a suplementacao de lipideomuindo a produgéo

de metano (cerca de 9%).

2.4. Efeitos de 0Oleos essenciais no metabolismo el e na producéo

de metano

Uma variedade de compostos e substancias tem wiiada quanto a
capacidade de reduzir a producdo de metano nosauntes (HRISTOWet al,
2013). Porém, em concentracdes que sdo eficazestigacdo do metano, a
maior parte deles é tdxica para os animais hosmsdeu possuem potencial de
toxicidade para os produtos de origem animal (MAR&t al, 2010; BUDDLE
et al, 2011; PATRA, 2012). Os o6leos essenciais reptaseralternativa de
aditivo de origem vegetal para a alimentacdo anipat melhorar o
metabolismo microbiano ruminal e ndo transferioxicidade para os produtos
de origem animal, aumentando a eficiéncia de feragdo e inibindo a
metanogénese (CALSAMIGLIAt al, 2007; ARAUJO, 2010; PATRA, 2011).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos orgamjuesndo estao
diretamente envolvidos no crescimento, desenvolvimeu reproducdo normal
da planta. Esses metabdlitos sdo frequentementdvetos na defesa da planta
e, portanto, podem possuir propriedades antimianas (FRAENKEL, 1959;
TAJKARIMI et al, 2010). Os 6leos essenciais (OE) sdo compostopleros,
produzidos durante o metabolismo secundario povstars 6rgdos de plantas
aromaticas (sementes, brotos, folhas, flores, drutaizes, caules ou casca) e
armazenados em células secretoras, cavidadess.caghilas epidérmicas ou
tricomas glandulares. A composi¢do pode variarcded® com a localizagéo, ou
ainda, quando obtida do mesmo 6rgdo de uma mespégiesvegetal, pode

variar consideravelmente de acordo com as condigideaticas e de solo. Os
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grupos funcionais e o tamanho das moléculas defa®aracteristicas fisicas,
quimicas e biolégicas desses 6leos (BAKKALRL, 2008).

Os Oleos essenciais sdo formados por dois gruposnadléculas
principais: terpenos ou terpenoides e compostosiaioos ou alifaticos. Os
fenilpropanoides sdo compostos aromaticos e ococ@m menor frequéncia
gue os terpenos. As vias biossintéticas, em matiriterpenos e compostos
aromaticos, geralmente sdo separadas em plantas,patem coexistir em
algumas espécies, como é o caso dos Oleos de @mamndoce e canela. Os
monoterpenos (fg) S4o 0s mais comuns nas cadeias de terpenos ficliega
representar até 90% da composi¢céo) e, por apredmsixa peso molecular, sdo
0s responsaveis pela caracteristica de volatiliB4&KALI et al, 2008).

A atividade antimicrobiana esta fortemente assacedhidrofobicidade
(DORMAN e DEANS, 2000; LAMBERTet al, 2001; TURGIS:t al, 2009). As
paredes celulares das bactérias Gram-positivas g@mstituidas
predominantemente por peptideoglicanos ligadostrm®moléculas, tais como
proteinas ou acido teicoico (NAZZAR@t al, 2013). Por outro lado, as
bactérias Gram-negativas possuem uma membrana naxteontendo
lipopolissacarideos hidrofilicos, o que cria umarrdiea a compostos
hidrofobicos, encontrados nos 6leos essenciais ANDKO, 1994; NIKAIDO,
2003). Assim, as bactérias Gram-negativas séo demaglas menos suscetiveis
aos efeitos de Oleos essenciais do que as bacté&iasn-positivas
(TROMBETTA et al, 2005). No entanto, os constituintes hidrofébidos 6leos
essenciais sdo capazes de obter acesso ao pesplesnibactérias Gram-
negativas por meio das porinasda membrana extdElaANDER et al, 1998).

Além disso, estudos mostraram que os 6leos esgemsiarcem acao
esgotando rapidamentepool de ATP intracelular, com reducdo da sintese de
ATP e aumento da hidrélise de ATP (HELANDERaL, 1998; ULTEEet al,
1999; NIKAIDO, 2003; FISHER e PHILLIPS, 2009). Ce6lessencial também
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reduz o potencial elétrico transmembrana, forcarimata sintese de ATP
utilizado para fungdes vitais das células (ULT&EL, 2002; VELDHUIZENet

al., 2006; BOUHDIDet al, 2010), aumenta a permeabilidade de prétons da
membrana, e diminui o pH interno de bactérias Gpasitivas, de acordo com
gradientes de ions da membrana celular (ULT&Eal, 1999, FISHER e
PHILLIPS, 2009). O d4leo essencial ainda diminui antetdo de proteina
celular, utilizando o potassio {Kde células bacterianas, em um curto periodo
de tempo (5 minutos). O potassio desempenha papeltivacdo de enzimas
citoplasméticas, na manutencdo da pressdo osmtica regulacdo do pH
celular. O vazamento de potéassio para fora daaéuwma indicacdo clara de
gue a membrana esta danificada (ULTéRL, 1999).

Benchaaret al (2007) investigaram os efeitos vitro de 6leos
essenciais na fermentagdo microbiana no rimen.r@vaen que apenas 0s
compostos fendlicos, carvacrol, timol e eugenoteratam a fermentagéo
ruminal, aumentando o pH e a concentracdo de twutieadiminuindo a
concentracdo de propionato, indicando que a atieidantibacteriana desses
Oleos nado seria nutricionalmente benéfica. No éataBusquetet al (2006)
observaram que o eugenol diminuiu a concentractm te acidos graxos
volateis, porém, a propor¢cdo molar de propionatio aileamentada. Estudos
realizados com uma mistura de Oleos essenciaigermm cinamaldeido e
eugenol, mostraram reducdo no consumo de racdo @imoB de corte
(BUSQUET et al, 2003; CARDOZOet al, 2006; CALSAMIGLIA et al,
2007). Essa reducdo da ingestdo pode estar redaiciom problemas de
palatabilidade, sugerindo que o produto precisa gsmrcapsulado
(CALSAMIGLIA et al, 2007). Os beneficios potenciais de eugenol na
fermentacdo microbiana do rimen foram testadostro por Castillejoset al
(2006), que confirmaram que eugenol reduziu o gé#nio amoniacal e as

concentracdes de acidos graxos de cadeia ramifisadarindo que deaminacéo
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foi inibida. Isso indica que o eugenol pode melhargerfil de acidos graxos

volateis, bem como a utiliza¢@o de nitrogénio moen.
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CAPITULO |

DIVERSIDADE MICROBIANA NO RUMEN DE OVINOS
SUPLEMENTADOS COM OLEOS ESSENCIAIS
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RESUMO

MENEZES, Jordana Carvalho d®iversidade microbiana no ramen de
ovinos suplementados com o6leos essenciai®017. Cap. 1. p. 27-50.
Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Universidedeadual de Montes
Claros, Janauba, MG

Objetivou-se avaliar o efeito de uma mistura deo®lessenciais sobre a
populacdo microbiana do rimen. Foram utilizadosenovinos canulados,
suplementados com trés niveis de inclusdo da raigtier 6leos essenciais
(MSOE): 0 (controle), 200 e 400 mg MSOE/kg MS congla. Foram
realizadas coletas de liquido ruminal as 0, 24,880 horas apos adicdo dos
Oleos. O periodo experimental teve duracdo de @8, ddm delineamento
experimental de quadrado latino 3x3. A quantificagibs microrganismos
Bactérias totais, Butyrivibrio fibrisolvens Clostridium sp., Fibrobacter
succinogenes Fungos anaerdbicos totais,Archeae metanogénicas,
Ruminococcus flavefacieesSelenomonas ruminatiufoi estimada por meio da
amplificacdo das sequéncias do DNA ribossomal pdmers especificos pela
técnica gPCR. A populagédo 8e fibrisolvensapresentou efeito quadréatico, com
aumento na abundancia relativa, em relacdo a dietaole, na adicao de 200
mg MSOE/kg MS consumida. A populacdo®leuminantiumapresentou maior
abundancia relativa na dieta com 400 mg MSOE/kg ddBsumida. Ja para
Clostridium sp. e Fibrobacter succinogenedoi observado aumento na
populacdo as 24 e 360 horas apdés o inicio do fomesto da MSOE,
respectivamente. A mistura de 6leos essenciaizadd é capaz de alterar
significativamente a populacdo deutyrivibrio fibrisolvens e Selenomonas
ruminantium

*Comité de Orientagdo Prof. Dr. Vicente Ribeiro Rocha Junior — Deparaho de

Ciéncias Agrarias/lUNIMONTES (Orientador); Prof. DMaria Dulcineia da Costa —
Departamento de Ciéncias Agrarias/7UNIMONTES (Caugdor); Prof. Dr. Adibe Luiz
Abdalla — Laboratério de Nutrigdo Animal/CENA-USBofrientador)
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ABSTRACT

MENEZES, Jordana Carvalho d®licrobe diversity on rumen of sheeo
supplied with essential 0ils.2017. Chapter 1. p. 27-50. Dissertation (Master's
Degree in Animal Science) - State University of M&nClaros, Janatba, MG

The objective of this study was to evaluate theafbf a mixture of essential
oils on the microbial population on rumen. Nine malated sheep were used,
supplemented with three levels of inclusion of thesential oils mixture
(MSOE): 0 (control), 200 and 400 mg MSOE / kg DMhsomed. Ruminal fluid
samples were collected at 0, 24, 168 and 360 radtesaddition of the oils. The
experimental period lasted 69 days, in a 3x3 Latjnare experimental design.
The quantification of total bacteri@utyrivibrio fibrisolvens Clostridium sp.,
Fibrobacter succinogenesTotal anaerobic fungi,Archeae metanogenic,
Ruminococcus flavefaciemmd Selenomonas ruminatiumas estimated by the
amplification of the sequences of ribosomal DNAhspecific primers through
the gqPCR technique. The population Bf fibrisolvenspresented a quadratic
effect, with an increase in relative abundance @magbto the control diet, at the
addition of 200 mg MSOE/kg DM consumed. The popaoladf S.ruminantium
presented greater relative abundance for the diét 400 mg MSOE/kg MS
consumed. As foClostridium sp. andribrobacter succinogenean increase in
the population was observed at 24 and 360 houes tife start of delivery of
MSOE, respectively. The mixture of essential ofiscapable of significantly
altering the population ofButyrivibrio fibrisolvens and Selenomonas
ruminantium

“Guidance Committee Prof. Dr. Vicente Ribeiro Rocha Junior - Depantrinef
Agrarian Sciences / UNIMONTES (Advisor); Prof. DMaria Dulcineia da Costa -
Department of Agrarian Sciences / UNIMONTES (Coiadr); Prof. Dr. Adibe Luiz
Abdalla - Laboratory of Animal Nutrition / CENA-USo-adviser)
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1. INTRODUCAO

A producdo agropecuaria é um forte setor da ecanom@mcional e € a
atividade produtiva que ocupa maior area do teivitdrasileiro. Dentro desse
contexto, a atividade passou a ser um dos prirscipaponsaveis pelas emissfes
de gases, notadamente o didxido de carbong)(@Ometano (Cl) e o 6xido
nitroso (NO), chamados de Gases de Efeito Estufa (GEE), grenstaxados
como 0s gases responsaveis pelo aquecimento gBkiakem controvérsias
entre os estudiosos quanto ao assunto, porém, oo éfatjue as emissdes
acompanham o crescimento do setor, que aument@duesne produtividade.

Para atenuar o impacto negativo sobre as alteracliesgticas
provocadas pela emissdo de [Em ruminantes e melhorar a eficiéncia
alimentar, estratégias vém sendo estudadas, séal@a enanipulacdo genética
dos microrganismos metanogénicos do rimen e a wolapgp da dieta
(HRISTOV et al, 2013). O conhecimento gerado a partir dos estudo
relacionados ao metabolismo ruminal dos nutrieatas efeito que seu produto
tem sobre os microrganimos presentes torna possimal tomada de decisédo
mais eficiente acerca da mitigacdo do metano eotéri

Uma variedade de compostos e substancias tem wadiada quanto a
sua capacidade de reduzir a producdo de metanawmisantes (ZHOLWEet al,
2011; ABECIAEet al, 2012). Os 6leos essenciais podem represengainaiva
de aditivo de origem vegetal para a alimentacdonanipor melhorarem o
metabolismo microbiano ruminal, aumentando a efai&@ de fermentacéo e
inibindo a metanogénese (PATRA e YU, 2015; METWALL2016).

Objetivou-se, com este estudo avaliar o efeito ma mistura de 6leos
essenciais sobre a populacdo microbiana do rimeninies.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O experimento foi realizado no Centro de Energiacldar em
Agricultura (CENA, USP), localizado na cidade Picaba, Sdo Paulo, situado a
uma latitude e longitude de -22,72528° e -47.649l6&spectivamente. O
protocolo, que incluiu a amostragem de liquido nahi foi aprovado pela
Comiss&o Interna de Etica em Experimentacdo Anitna&lENA/USP (CIEEA /
CENA 001/2011).

2.2. Animais, tratamentos, periodo experimental ealineamento estatistico

Foram utilizados nove ovinos canulados da racaaSaés (55 + 11,1
kg) que nunca tiveram contato com 6leos essendtaisutilizada uma dieta
basal contendo trés niveis de inclusdo da misterélebs essenciais (MSOE):
zero (controle), 200 (baixa) e 400 (alta) mg MSQdg MS ingerida. A mistura
de O6leos essenciais (MSOE) foi um produto comeraigicroencapsulado
contendo, em iguais propor¢cdes, Carvacrol, Cinagiddd Eugenol e
Oleorresina de pimenta (Activo Premium, GRASP m@€om. LTDA, Curitiba,
Parana - Brasil).

A dieta basal foi constituida por 500 g de fenocdpim Bermuda
(Cynodon dactyloriL.) Pers., hibrido do “Tifton-85") e 500 g de cemtrado, a
qual foi formulada em kg de matéria seca para aterml exceder as
recomendacdes (NRC, 2007) para energia e proteiridos em terminacao.

A composicao da dieta basal e a andlise quimicens&tradas na Tabela 1.
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TABELA 1. Composicdo da dieta basal experimental e composjgémica,
dadas em g/kg MS

Itens Dieta experimental
Ingredientes
Feno de Tifton 500
Milho moido 327
Farelo de soja 173
Composi¢ao quimica
Matéria Organica 898
Proteina Bruta 158
Fibra indigestivel em Detergente Neutro 541
Fibra indigestivel em Detergente Acido 251
Lignina 52,6
Extrato Etéreo 48

Todos os animais foram alimentados duas vezesipaend sistema de
dieta completa, as 9h e 16h, e tiveram acesso divrastura mineral (8,5% P;
16,5% Ca; 1% Mg, 2,5% S; 12% Na; 350 mg/kg F; 756k Cu; 2,800 mg/kg
Zn; 2,180 mg/kg Mn; 66 mg/kg I; 44 mg/kg Co; 14 kygSe) e agua fresca. O
gréo de milho e o feno de Bermuda foram moidosdgsae peneiras com poros
de 4,7 e 10 mm (moinho DPM1, Nogueira, Itapira, Bfsil), respectivamente,
para minimizar o desperdicio de racdo. Para a raigios ingredientes do
concentrado, utilizou-se um misturador horizontaé &00 kg (MAP
Equipamentos Agropecuarios e Industriais LTDA, Limal PR, Brasil). As
dietas ofertadas diariamente foram pesadas emdaathgital, e o fornecimento
foi ajustado de forma que as sobras representad®ém da quantidade de
matéria seca fornecida. Os alimentos foram amastrddrante todo o periodo
experimental e congelados a -20 °C para andlisgenares.

O periodo experimental teve duracdo de 69 diaddidos em trés
periodos de 23 dias, sendo os primeiros 15 diasde periodo para adaptacao
dos animais as dietas contendo a MSOE e os 8 @ltilies para ensaio de

metabolismo e quantificacdo da producdo de metaidrieo. Antes de cada
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periodo experimental, os animais recebiam a die$a,lsem MSOE, por 5 dias.
As coletas de contetido ruminal para avaliagdo deolvibta ruminal ocorreram
nos 15 dias de adaptacdo dos animais a dieta co@BEM® delineamento
experimental foi o quadrado latino triplo 3x3, ctnés quadrados simultaneos,
compostos, cada um, com trés animais, trés tratasea trés periodos

experimentais.

2.3. Coleta do liquido ruminal

As amostras de liquido ruminal (30 mL) foram caletg sempre, trés
horas apés o fornecimento da dieta da manh&,andiz-se uma sonda de aco
inoxidavel (2,5 mm) ligada a uma seringa de gracalgacidade. A sonda era
inserida via canula ruminal e o liquido ruminal eotetado em diferentes partes
do rumen, perfazendo um total de aproximadamerleniQ Foram realizadas
guatro coletas de liquido ruminal por periodo: Terfp(15° dia) - trés horas
apos o fornecimento da dieta no primeiro perioganfo 24 (16° dia) - 24 horas
apos o Tempo 0; Tempo 168 (22° dia) - 168 horas aptempo 0; Tempo 360
(30° dia) - 360 horas ap6s o Tempo 0.

Para avaliar a populagdo microbiana do rdamen asstaaso foram

congeladas e mantidas a -20 °C sem conservantes.

2.4. Extracdo e determinagdo da pureza e concentigg de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se umtodé modificado
(DENMAN e MCSWEENEY, 2006). Uma aliquota de 1,5 mkfirada da
amostra de liquido ruminal ap6s o descongelametgmperatura ambiente, foi
colocada em um tubo de microcentrifuga com capdeigara 2 mL com tampa

de rosca contendo 250 mg de bolinhas de zircOnima esfera de vidro. Esse
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material foi centrifugado por 5 minutos a 14000 paga posterior retirada do
sobrenadante. @Qellet foi ressuspendido com 1 mL do tampéao de lise aelul
(0,2% de SDS, 100 mM de Tris-HCI, 5 mM de EDTA & 20M de NacCl), 100
uL da solucdo de acetato (29,44 g de acetato desgote 11,5 mL de acido
acético glacial) e 100 pL de aguamOs tubos foram entdo colocados em
ultrafreezera -80 °C por 15 minutos, descongelados a temparatabiente e
agitados em vortex por dois minutos. As etapas damgalamento,
descongelamento e agitagdo foram repetidas duass vpara melhorar a
eficiéncia da extracao do DNA.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas ap#Cl5 minutos, a
14000 x g. O sobrenadante (300 uL) foi transfegdma um tubo de eppendorf
com capacidade de 1,5 ml que continha 600 pL daz&olcomplexante, com
pH 6,0-6,5 (5 g de dioxido de silica e 50 mL deugéb de isotiocianato de
guanidina 3 M — 17,73 g de isotiocianato de guaaidd M e 50 mL de agua
mQ). Os tubos foram agitados por 5 minutos para prenligacdo do DNA a
silica e centrifugados a 10000 x g por 1 minuto.

Todo o sobrenadante foi descartado e 500 UL dg&olde etanol frio
(70 mL de etanol e 30 mL de agu&jvoi utilizada para a lavagem gellet
Os tubos foram centrifugados a 10000 x g duas yvgems1l minuto e 20
segundos, para retirar todo o etanol presente. @ &drido a silica foi eluido
em 110 pl de agua @) e os tubos foram centrifugados a 10000 x g por 1
minuto. Por fim, 80 UL do sobrenadante foram tramdbs para um novo tubo
de eppendorf, devidamente identificado e armazeeatdoeezerde -20°C.

A pureza e a concentracdo de DNA extraido de cauastaa foram
determinadas por espectrofotometrids¢ nm, NanoDrop, Thermo Fisher
Scientific). A integridade foi determinada em gel ayarose (0,5% p/vol) por
eletroforese (30 minutos a 100 V), usando-se com@aalor de peso molecular
0 SYBER®.
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2.5. Analise da Reacdo em Cadeia Polimerase quaativo (QPCR)

As amostras de DNA obtidas foram diluidas a 10 Inggifim de se
padronizar a concentracdo de DNA antes da utilzags ensaios de gPCR. A
guantificagdo dos diferentes grupos de microrgamssroomo Bactérias totais,
Butyrivibrio fibrisolvens Clostridium sp., Fibrobacter succinogenes-ungos
anaerébicosRuminococcus flavefacieesSelenomonas ruminatiufoi estimada
por meio da amplificacdo das sequéncias do gerwssdinal comprimers
especificos pela técnica qPCR. Pardaheaemetanogénicas foi utilizado um
primer funcional (mcA), que marca o gene responsavel pela producéo tila me
coenzima M redutase, crucial no ultimo passo danogEnese (Tabela 2).

TABELA 2. Primersutilizados no ensaio de qPCR

Mlcr_or- Sequéncia dogprimers (5’ e 3) Referéncia

ganismo

ACheae £ TTCGGTGGATCDCARAGRGC Denmanet
- R, GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC al., 2007

génicas

Bactérias F, CGGCAACGAGCGCAACCC Mz‘;cv”;"’;?]éy

totais R, CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC 2006 ’

B. fibri- F, TCTGGAAACGGATGGT/ Fosteret al.,

solvens R, CCTTTAAGACAGGAGTTTACAA 1996

Clostri- F, GCACAAGCAGTGGAGT Matsukiet

diumsp. R, AACTGTTTTGCCTCCTTC al., 2004

F.succ- F,GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA

nogenes R, CGCCTGCCCCTGAACTATC

Fungos Denman e

a_naer()- F, GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC McSweeney

blco_s R, CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT 2006 ’

totais

R. flave- F, CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGC

faciens R, CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC

S. rumi- F, TGCGAATAGTTTTTMGCAA Asanumeet

nantum R, CTCAATGTCAAGCCCTGG al., 2002
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A amplificacdo do DNA foi realizada no equipametepOnePIUs’
Real-Time PCR Systefhife Technologies), em solucdo contendo 5 uL de
SYBER Green RO#nvitrogen), 1 pL de cadarimer (2 pmol), 2 uL de agua
ultrapura (Mili-Q) e 1 uL do DNA molde. As condigd&la termociclagem
foram ajustadas seguindo a metodologia descritdematura FOSTERet al.,
1996; ASANUMA et al, 2002; MATSUKI et al, 2004; DENMAN e
MCSWEENEY, 2006; DENMANet al, 2007, nas quais se diferenciam
apenas na fase do emparelhamentopdimsers as fitas molde e elongacéo do
DNA resultante:

1 — Para osprimers de Bactérias totaisk-ibrobacter succinogenes
Fungos anaerdbicos totaiReminococcus flavefacieng0 ciclos a 60 °C por 30
segundos e a 72 °C por 30 segundos.

2 — Para osrimers de Buthirivybrio fibrisolvens Clostridium sp. e
Selenomonas ruminantium5 ciclos a 50 °C por 30 segundos e a 72 °C @or 3
segundos.

3 — Para qrimer funcional dasArcheaemetanogénicas: 50 ciclos a 60
°C por 45 segundos e a 72 °C por 30 segundos.

Para todos oprimersfoi utilizado um ciclo a 95 °C por 10 minutos e a
95 °C por 15 segundos para a desnaturacao inicehalise de dissociacao dos
produtos da gqPCR foi realizada a 95 °C por 15 gs#umginseguida do
resfriamento até 60 °C por 1 minuto.

Cada amostra, em triplicata (réplicas técnicas)infduida em todas as
placas além do controle negativo usando 4gua ulzagpmo molde. A deteccao
da fluorescéncia ocorre ao findarem as etapasomgatdo do DNA. O nimero
minimo de ciclos que s&@o necessérios para que aedicéncia torne-se

detectavel é chamado de Qygle threshollj os quais ocorrem durante a fase
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exponencial da reacdo do PCR e sdo utilizados stoslas de quantificacdo
microbiana do rimen (DENMAN e MCSWEENEY, 2005).

A abundancia relativa (AbR) dos microrganismoArcheae
metanogénicasB. fibrosolvens Clostridium sp., F. succinogengs Fungos
anaerobicos totaiRR. flavefacien® S. ruminantiunfoi calculada por meio da
equacao a seguir, usando-se como normalizadore &% rDNA de Bactérias
totais (DENMAN e MCSWEENEY, 2006):

AbR =100/2*“

Onde:
ACt = Ct(gene alvo)~™ Ct(norm.alliz.aldor)

2.6. Analises estatisticas

Os dados do ensaio de qPCR foram submetidos assearddi variancia
usando-se o procedimento modelo misto (PROC MIXHE®)SAS (Statistical
Analysis System, versdo 9.4). As médias dos trattoeeforam submetidas a

analise de contrastes, tendo-se considexaxl6,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito significativo (P>0,05) do nivelidelusdo da mistura
de Oleos essenciais sobre a populacdo microbiaBactérias totais (Tabela 3).

Porém, foi observado o efeito do tempo (P<0,05jesebsa populacgéo.

TABELA 3. Numero minimo de ciclos (Ct) do gene 16S rDNA dangnidade
de Bactérias totais do rimen de ovinos suplemestegim uma mistura de 6leos
essenciais

~ Nivel de MSOI
Populagao Tempo (mg/kg MS Médial EP Rmpo @1
microbiana  (h) ' FPY empo
0 20C 40C

0 19,10: 19,207 18,740 19,016} 0,30%
Bactérias 24 18,327 18,38¢ 19,40¢ 18,7071 0,29¢

totais 16€ 17,54 18,23! 17,86¢ 17,882i 0,29¢ 0,03 062
36C 19,32¢ 18,93 18,77¢ 19,013/ 0,30t

Médie 18,57¢ 18,69 18,69"

EF 0,257: 0,257 0,269:

= X 0,744¢

tratamento X2 0 , 8655

MSOE = Mistura de Oleos Essenciais; 0 = Contrd)€, 2 Baixo; 400 = Alto

EP = Erro Padré&o; x = Efeito linea? x Efeito quadratico

IMédias seguidas de letras distintas, diferem esirgela andlise de contrastes a 5% de
probabilidade

Para as Bactérias totais foi observado que as 468 lapos o inicio do
fornecimento da dieta ocorreu aumento de 5,96%boadéincia relativa (AbR)
dessa populacdo em relagdo ao tempo O h (TabeldN&)populacdo de
Clostidiumsp., foi observado aumento de 60,56% na abundésieitiva (AbR)
as 24 horas ap6s o inicio do fornecimento da datayelacdo ao tempo 0 h
(Tabela 3).

Os estudos que avaliam o efeito de 6leos essemnuiidiversidade
bacteriana arcaica do rimen foram pouco documesitabligumas espécies
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arcaicas podem dominar outras quando expostasos @ssenciais por um
tempo (PATRA e YU, 2012). A diferenca observada mssilitados de Bactérias
totais (Tabela 3) evidencia o dinamismo que ocoore a populacdo microbiana
do ramen durante o tempo. Contrariamente, pesausa@studaram o efeito do
oleo de alho, carvacrol e timol sobre a adaptaci@ootsiana do rimen e ndo
constataram nenhum efeito de tempo e de tratameaso bactérias totais
(MBIRIRI et al, 2016).

Houve efeito significativo (P<0,05) do nivel delis@io da mistura de
Oleos essenciais sobre a populagdo microbian8udgrivibrio fibrisolvens
(Tabela 4).

TABELA 4. Abundéancia Relativa (AbR) da comunidade Betyrivibrio
fibrisolvensexpressa como propor¢do de genes de Bactérigs dotaiimen de
ovinos suplementados com uma mistura de 6leos@aien

Populacdo Tempo Nivel de MSOI P,
mifrobi%na (h)p (mg/kg MS) Média EP  Rumpo @ "/
0 20C 40C tempo
0 0,0000 0,001: 0,0007 0,000¢ 0,000:
ibri- . ' ¢ .
B. fibri 24 0000« 0,001 0,001 0,000¢ 0,000 o gy 4

solvens 16¢ 0,000° 0,001: 0,000¢ 0,000: 0,000:
36C 0,000« 0,000¢ 0,000° 0,000¢ 0,000:

Média: 0,006t 0,0010: 0,0008a
EF 0,000: 0,000: 0,000
P X 0,377«
tratamento XZ 0,0525

MSOE = Mistura de Oleos Essenciais; 0 = Contrdd€; 2 Baixo; 400 = Alto

EP = Erro Padré&o; x = Efeito linea? x Efeito quadréatico

IMédias seguidas de letras distintas, diferem esir@ela andlise de contrastes a 5% de
probabilidade

Para a populagéo dgutyrivibrio fibrisolvens mesmo o coeficiente de
probabilidade sendo ligeiramente maior que 0,08tro padréo da média da a

base necessaria para assumir a diferenca encomntadasultados (Tabela 4).
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Assim, de acordo com a analise de contraste, motars comportamento
guadratico, no qual a inclusdo de 200 mg MSOE M&yingerida apresentou
um aumento de 66,67% na abundancia relativa ek dieta controle; bem
como posterior diminuicdo de 20% na abundéancidvaléAbR) da comunidade
de Butyrivibrio fibrisolvens Ja para a populacédo 8elenomonas ruminantiua
inclusdo com 400 mg MSOE / kg MS ingerida apreseatamento de 151,72%
na abundancia relativa (AbR) em relacdo a dietdralen N&o foi observado
efeito do tempo (P>0,05) sobre essa populacao @ dpe

Estudo realizado para avaliar o efeito de uma maisde 6leos essenciais
(timol, eugenol, vanilina e limoneno) sobre a awtpura de microrganismos de
vacas Holandesas determinou que a concentracdt2de dpm dessa mistura no
liquido ruminal seria suficiente para reduzir 50% densidade de células da
bactériaButyrivibrio fibrisolvens(MCINTOCH et al, 2003). Dose adicional de
Oleos essenciais, densidade dos microrganismosnaisni quantidade de
substrato e taxa do fluxo da digesta sdo fatores ppdem induzir essas
diferencas (LINet al, 2013). A bactéri®utyrivibrio fibrisolvensé fibrolitica e
foi uma das primeiras bactérias a ser identifigaalahidrogenar acidos graxos
insaturados, exceto no passo final para produsiaesto. A bio-hidrogenacao
do acido linoleico porButyrivibrio sp. ndo produz os isébmeros trans-10,
causadores da sindrome de depresséo da gordueitejdiberando apenas os
isdmeros cis-9, trans-11 (KEPLER al, 1966; KEPLER e TOVE, 1967; KIM
et al, 2000).

Houve efeito significativo (P<0,05) do nivel delirmdo da mistura de
Oleos essenciais sobre a populacdo microbian8efienomonas ruminantium
(Tabela 5). Porém, ndo foi observado efeito do ter(ip>0,05) sobre essa

populacéo (Tabela 5).
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TABELA 5. Abundéncia Relativa (AbR) da comunidade 8elenomonas
ruminantiumexpressa como propor¢cédo de genes de Bactérigs dotalimen de
ovinos suplementados com uma mistura de 6leos@aien

Populacdo Tempo Nivel de MSOI . Prat/
microbiana  (h) (mg/kg MS) Média  EP  Bmpo “
0 20C 40C empo

0 0,002: 0,004 0,007: 0,004¢ 0,001¢

S. rumi- 24 0,002 0,004¢ 0,012: 0,006: 0,001¢

nantum 166 0,005 0,002 0,005. 0,004: 0,001¢ *03 ©:36

36C 0,002 0,005¢ 0,004¢ 0,004: 0,001¢

Média‘ 0,0029! 0,0043a 0,0073i
EF 0,001¢ 0,001¢ 0,001¢
P X 0,008«
tratamento XZ O , 5 56 E

MSOE = Mistura de Oleos Essenciais; 0 = Contrd)é, 2 Baixo; 400 = Alto

EP = Erro Padrio; x = Efeito linea? x Efeito quadratico

'Médias seguidas de letras distintas, diferem esirgela andlise de contrastes a 5% de
probabilidade

Os resultados verificados sobre a populacdo SElenomonas
ruminantium(Tabela 5) estdo de acordo com estudos anterioresegportaram
gue concentracdes de 6leos essenciais de 100@pA0fesultam no aumento da
producao de propionato. Isso ocorre porque asi@eg ruminantiunparecem
ser mais sensiveis ao timol do ddiebovis Assim, ocorrera acimulo maior de
acido lactico, porque a producgédo de lactatoSdoovis(lum grande produtor de
acido lactico) pode ndo ser metabolizada suficieatde rapido porS.
ruminantium(um grande utilizador de acido latico). Um objetde modificar a
fermentacdo ruminal seria provavelmente o contraremluzir S. bovis e
aumentarS. ruminantiumpara tentar controlar a concentracdo de acidactact
no ramen (CALSAMIGLIA, 2007). As bactériaSelenomonas ruminantium
utilizam o fumarato como aceptor final de elétrgrasa oxidar o hidrogénio
(ASANUMA et al, 1999). Ao contrdrio das bactérias celuloliticas

metanogénicas, bactérias lacticas, comoSatenomonas ruminantiynsao
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conhecidas por serem tolerantes a um pH baixo, eo aputorna capazes de
utilizar o H, e serem competitivas com as bactérias metanogénieamo em
condicBes desfavoraveis de pH (MO&%L, 2000).

TABELA 6. Abundancia Relativa (AbR) da comunidade @estridium sp.
expressa como proporcdo de genes de Bactérias thwarimen de ovinos
suplementados com uma mistura de 6leos essenciais

Populacdo Tempo Nivel de MSOE L P at/
microbiana  (h) (mgkg MS) Média®  EP  Bmo
0 20C  40C tempo

0 1,99C 2,38¢ 1,72¢ 2,03% 0,36:

Clostridium 24  3,23¢ 3,3¢7 3,16 3,267@ 0,358

sp. 16¢ 1,31C 1,11¢ 0,91C 1,112¢ 0,3%8 <0,01 0,99
36C 1,47: 1,465 1,427 1,45 0,36:

Médie 2,00c 2,08/ 1,81«

EF 0,31¢ 0,31¢ 0,32¢

P X 0,659

tratamento X2 0 , 60¢

MSOE = Mistura de Oleos Essenciais; 0 = Contrd);, 2 Baixo; 400 = Alto

EP = Erro Padr&o; x = Efeito linea? x Efeito quadratico

IMédias seguidas de letras distintas, diferem esir@ela andlise de contrastes a 5% de
probabilidade

Nao foi observado efeito da mistura de Oleos eg&siensobre a
populacdo deClostridium sp. (Tabela 6), possivelmente porquepomer
utilizado detectava todas as espécies desse gé&heéstem algumas espécies de
Clostrdiumsp. que podem ser mais resistentes que outras (MDD et al,
2003). Foram necessarios 35 ppm da mistura de éssesciais (timol, eugenol,
vanilina e limoneno) para reduzir a populacadCdsticklandiipela metade. Ja
para a espéci€. aminophilum foram necessarios 262,5 ppm. Outro fator que
influencia o efeito do 6leo essencial sobre a cadadte bacteriana do rimen é a
natureza quimica. Compostos com estrutura fendiomo o 6leo de hortela-
pimenta, demonstraram uma atividade antibacte@andiminuir a abundancia

do génercClostridiumsp. (PATRA e YU, 2015)Clostridiumsp. € um género
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amplo, chega a representar 20% da populagédo méacralolo rimen (DOWIRt
al., 2008), influenciando de forma positiva e/ou niegao animal hospedeiro.
Os efeitos estdo associados com espécies espadifloatridium perfringens
C. tetanj C. botulinume C. difficile s&o conhecidos pela interferéncia negativa
gue causam a saude animal e pelas perdas sigmdikaia produtividade, como
a reducao da disponibilidade de proteina (bactéij@erprodutoras de aménia)
em dietas com forragem fresca (REILLY e ATTWOOD989SONGER, 2004;
ATTWOOD et al, 2006). Ja espécies cor@o butyricum C. cellulolyticum C.
stercorarium e C. thermocellumpodem ser benéficas para melhorar a
digestibilidade da matéria orgénica (celulose) gindo como probidticos
benéficos (DESVAUXet al, 2000; BURRELLet al, 2004).

N&o houve efeito significativo (P>0,05) do nivelidelusdo da mistura
de O6leos essenciais sobre a populacdo microtidma@bacter succinogenes
(Tabela 7).

TABELA 7. Abundancia Relativa (AbR) da comunidade Hirobacter
succinogenesxpressa como proporcao de genes de Bactériasdotaimen de
ovinos suplementados com uma mistura de 6leos@aien

Populacdo Tempo Nivel de MSQ[ o Puat/
microbiana  (h) (mg/kg MS Média®  EP Bmpo ttrat
0 20C 40C empo

0 0,793: 0,835. 0,3357 0,6547I 0,21¢

F. succi- 24 0,287 0,2387 0,163¢ 0,2300¢ 0,21¢

nogenes 166 0,723t 0,794: 0,440¢ 0,65201 0,216 >0 094

36C 1,292 1,555 1,159¢ 1,3356i 0,21¢

Médie 0,774. 0,855¢ 0,52t0
EF 0,207¢ 0,207¢ 0,210:
P X 0,096¢

tratamento X2 0’ 106:

MSOE = Mistura de Oleos Essenciais; 0 = Contrd)€;, 2 Baixo; 400 = Alto

EP = Erro Padré&o; x = Efeito linea? x Efeito quadratico

!Médias seguidas de letras distintas, diferem esir@ela andlise de contrastes a 5% de
probabilidade
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Foi observado apenas efeito do tempo (P<0,05) sebpopulagdo
supracitada (Tabela 7). A populagéo Eibrobacter succinogeneaumentou
104% as 360 horas apos o inicio do fornecimentdieta em comparacédo ao
tempo 0 h (Tabela 7).

Nao foi observado efeito dos niveis de inclusdomilstura de 6leos
essenciais sobre a populacdo Eérobacter succinogeneqTabela 7),
possivelmente pela concentracdo utilizada. Pesjasderiores (LINet al,
2012, 2013) mostraram que uma mistura de 6leosn@sse foi capaz de
diminuir a populacéo de. succinogengem uma dose de 500 mg/L e 0,5 g/dia,
respectivamente, ou seja, a concentragdo finalmebos os estudos foi de 500
ppm. Fibrobacter succinogeneé a bactéria mais abundante no rimen, sendo
essencial no metabolismo de propionato, competiodo as metanogénicas por
H,. Quando a dieta fornecida aos animais é rica eboichatos fibrosos (CF),
as F. succinogeneaitilizam a via, podendo liberar fumarato ou suaton
dependendo da disponibilidade energética do me@3Bkt al, 2000).

N&o houve efeito significativo (P>0,05) do nivelidelusdo da mistura
de Oleos essenciais sobre a populacdo microbian&udgos anaerdbicos.
Porém, foi observado o efeito do tempo (P<0,05)resobssa populacao.
Observou-se que as 168 e 360 horas apoés o iniciordecimento da dieta
houve queda de 85,14 e 93,50%, respectivamentexprassao relativa (AbR)

em relacdo ao tempo 0 h (Tabela 8).
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TABELA 8. Abundéancia Relativa (AbR) da comunidade de Fungagmbicos
totais expressa como proporcao de genes de Bactét@s do rimen de ovinos
suplementados com uma mistura de 6leos essenciais

Populagcdo Tempo Nivel de MS.O[ - Prrat/
microbiana  (h) (mgrkg MS Media®  EP Bmpo ttrat
0 20C 40C empo

0 5,47 2,404t 1,318¢ 3,0654i 1,35

Zgggfg’bi_ 24 11,9100 3,737¢ 3,541i 30629 1,351 [ oo oo

cos totais 16¢€ 0,562¢ 0,464: 0,3397 0,45561 1,351 ’
36C 0,152: 0,486 -0,041 0,1994} 1,35]

Médie 2,024¢ 1,773 1,289

EF 1,300 1,30¢0 1,320¢

P X 0,378t¢

tratamento X2 0 , 87

MSOE = Mistura de Oleos Essenciais; 0 = Contrd)€, 2 Baixo; 400 = Alto

EP = Erro Padré&o; x = Efeito linea? x Efeito quadratico

IMédias seguidas de letras distintas, diferem esir@ela andlise de contrastes a 5% de
probabilidade

Os resultados observados com a populagdo de Fangesobicos totais
(Tabela 8) estdo de acordo com a literatura (&iNl, 2013). Contrariamente,
um estudo mostrou que uma mistura de Oleos esger(tiimol, eugenol,
vanilina e limoneno em um veiculo orgéanico) inflaen a atividade do fungo
Neocallimastix frontalis com a producdo de ,Hotalmente inibida a uma
concentragcdo de 1000 ppm (MCINTOCet al, 2003). A divergéncia
encontrada nos resultados também pode ser explpsldadose da mistura de
Oleos essenciais utilizada em cada estudo. Alésodisprimer utilizado no
presente estudo amplifica a regido do DNA que @stsente em todos os fungos
ruminais ja conhecidos, ndo apenas a espécimntalis Os fungos anaerobios
possuem varias caracteristicas que resultam éofish anaerébica obrigatoria.
A geracdo de energia ocorre em hidrogenosomas emo ¢a'P é formado por
descarboxilagdo do malato para formar acetatg, €8 (VAN DER GIEZEN,
2009). Algumas espécies de fungos sdo importarsedegradacao da lignina
gue ocorre por um processo multienzimatico, restdtala acdo coordenada de
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uma série de enzimas intra e extracelulares, dpogdas oxidorredutases
(representadas por peroxidases, lacases e outdases produtoras de peréxido
de hidrogénio) e de metabdlitos intermediarios déxé massa molecular
(LEONOWICZ et al, 2001).

N&o houve efeito significativo (P>0,05) do nivelidelusdo da mistura de
Oleos essenciais e nem do tempo sobre a populacAckleaemetanogénicas
(Tabela 9).

TABELA 9. Abundéancia Relativa (AbR) das comunidades Alecheae
metanogénicas expressa como proporcao de geneactlriBs totais do rimen
de ovinos suplementados com uma mistura de Olses@ais

Nivel de MSOE (mg/ki P
MS) Média EP  Rmpo
0 20C  40C tempo

Populagdo Tempo
microbiana (h)

Archeae 0 0,020¢ 0,017 0,071¢ 0,036¢ 0,010¢

metano- 24 0,007+ 0,014¢ 0,014¢ 0,012 0,010 015 0466

génicas 16¢ 0,011¢ 0,011< 0,005 0,009: 0,0107 '
36C 0,003: 0,018¢ 0,005¢ 0,009. 0,010¢

Médie 0,010° 0,015¢ 0,024:

EF 0,009¢ 0,009¢ 0,009¢
X 0,266¢

Prratamento X2 0,850

MSOE = Mistura de Oleos Essenciais; 0 = Contrdl€, 2 Baixo; 400 = Alto

EP = Erro Padrao; x = Efeito lineaf; x Efeito quadratico

!Médias seguidas de letras distintas, diferem esitpela anélise de contrastes a 5% de
probabilidade

Estudo avaliando o efeitim vitro de 6leos de cravo, eucalipto, alho,
orégano e hortela-pimenta sobre a abundancia ddguéip deArchaeamostrou
gue todos os Oleos essenciais foram capazes deirrailgnificativamente a
populacdo de metanogénicas, mas em diferentes. gtaudleo de orégano
mostrou a maior reducéo, seguido pelos 6leos delagrimenta, alho, cravo e

eucalipto, em ordem decrescente de magnitude (PAGRAJ, 2012). O efeito
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do 6leo de alho, carvacrol e timol foi estudadoread adaptacdm vitro da
populacdo microbiana do rimen e mostrou que apenasatamento que
continha timol foi capaz de reduzir a populacaontetanogénicas do rimen
(MBIRIRI et al, 2016). As divergéncias dos resultados (Tabelavijenciam
gue a sensibilidade dos microrganismos ao Oleoneisdeé diferente nas
condi¢Besn vitro e in vivo. As Archaeametanogénicas formam um grupo de
microrganismos ruminais bastante funcional, mespoesentando apenas 0,5 a
3% do total (REILLY, 1998), pois utilizam o gas tadénio (H) para reduzir o
gas carbbnico (C£, produtos da fermentacdo de outros microrganisraos
metano (COTTLEet al, 2011), reduzindo a pressdo parcial de hidrogénio
mantendo os padrdes de equilibrio redox.

N&o houve efeito significativo (P>0,05) do nivelidelusdo da mistura de
Oleos essenciais e nem do tempo sobre a populaga®udhinococcus

flavefaciengTabela 10).

TABELA 10. Abundancia Relativa (AbR) da comunidade Rlieminococcus
flavefacienseexpressa como proporcdo de genes de Bactérias dotaimen de
ovinos suplementados com uma mistura de 6leos@aien

Populacdo Tempo Nivel de MSOE (mg/ki

; ) MS) Média EP  Rmpo

microbiana (h) 0 50C 20C tempo
0 0,056¢ 0,083: 0,046: 0,06z 0,014

R.flave- 24 0,017 0,069¢ 0,025: 0,037 0,013¢ 014 0.227

faciens 16€& 0,02: 0,020f 0,009¢ 0,017 0,013¢ ™ '
36C 0,055¢ 0,061 0,037¢ 0,051 0,014

Médic 0,037¢ 0,058¢ 0,029¢

EF 0,01z 0,01z 0,012¢

P X 0,65¢

tratamento X2 0,094E

MSOE = Mistura de Oleos Essenciais; 0 = Contrdd€, 2 Baixo; 400 = Alto

EP = Erro Padrao; x = Efeito linear; x Efeito quadratico

!Médias seguidas de letras distintas, diferem esitpela analise de contrastes a 5% de
probabilidade
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O presente estudo ndo constatou efeito da miseirdlabs essenciais
sobre a populacdo dRuminococcus flavefacien@abela 10), possivelmente
pela dose utilizada em uma pesquisaivo. Apenas um 6leo essencial apresenta
diferentes efeitos quando se considera uma fadglimicrorganismos (PATRA
e YU, 2015). Por exemplo, dentro da famRiaminococcaceaexistem espécies
de microrganismos que ainda nao tinham sido nonseaBesquisadores
perceberam que o Oleo de orégano diminuilRuminococcacea20 e o
Ruminococcacea49, e aumentou significativamente a populacdo de
Ruminococcacea#32. Portanto, os 6leos essenciais podem dimiruir
diversidade de uma familia de microrganismos, secessariamente diminuir a
populacdo como um todo, pois acaba selecionandontiedas espécies dentro
dessa familia. Um estuda vitro realizado pelos mesmos autores, em 2012,
mostrou que a inibicdo de. flavefaciendoi maior para o 6leo de cravo-da-
india, seguido pelos 6leos de menta e orégano,déledho e 6leo de eucalipto
(PATRA e YU, 2012).Ruminococcus flavefaciens celulolitica e produz
principalmente succinato e acetato, ¢l CQ, com pequenas quantidades de
formato. O succinato é o principal produto da fertagdo dissipador de elétrons
(WOLIN, 10974). ARuminococcus flavefacieqmssui a enzima hidrogenase,
gue é altamente sensivel ao acumulo de hidrog@taopresenca dércheas
metanogénicas, a pressdo de hidrogénio € menoorezamaior liberacdo de
ATP, a custa do succinato, que sera utilizado pacaescimento microbiano
(REILLY, 1998).
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4. CONCLUSOES

A mistura de Oleos essenciais utilizada foi capag dlterar
significativamente as populacddButyrivibrio fibrisolvens e Selenomonas
ruminantium Muitos produtos comerciais combinam um ou maisosl
essenciais, mas ha poucas pesquisas disponivais ashpossiveis sinergias
entre eles. Os papéis de diferentes espécies derganismos do rimen e suas
interacBes com diferentes tipos e doses de Olesenaais devem ser elucidados
em estudofn vitro ein vivo.
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CAPITULO II

OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O METABOLISMO RUMINAL E A
PRODUCAO DE METANO EM OVINOS
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RESUMO

MENEZES, Jordana Carvalho d@leos essenciais sobre o metabolismo
ruminal e a producdo de metano em ovinos2017. Cap. 2. p. 56-87.
Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Universidadeadual de Montes
Claros, Janauba, MG

Objetivou-se avaliar o efeito de uma mistura deo®lessenciais sobre o
metabolismo ruminal e a producéo de metano em svioram utilizados nove
ovinos canulados, suplementados com trés nivaizctiesdo da mistura de éleos
essenciais (MSOE): 0 (controle), 200 e 400 mg M&QBEVIS consumida.
Foram realizadas coletas de liquido ruminal as40,158 e 360 horas apés
adicdo dos Oleos. O periodo experimental teve dorage 69 dias, em
delineamento experimental de quadrado latino 3x8a R mensuracdo dos
parédmetros ruminais e da populacdo microbiananfoeamlizadas quatro coletas
de liquido ruminal por periodo: Tempo 0; Tempo Pdmpo 168 e Tempo 360
horas. As concentragfes de acidos graxos de ceades foram determinadas
utilizando-se cromatégrafo gasoso. O nitrogénioraaual foi determinado por
destilacdo a vapor. Além disso, foi determinadagestibidade dos nutrientes
(matéria seca e organica, fibora em detergente mautem detergente acido,
celulose, hemicelulose e proteina bruta). A produdg nitrogénio microbiano
foi quantificada pela determinagdo dos derivadospdena na urina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A quaati€do dos microrganismos
Bactérias totais, Butyrivibrio fibrisolvens Clostridium sp., Fibrobacter
succinogenes Fungos anaerdbicos totais,Archeae metanogénicas,
Ruminococcus flavefacieesSelenomonas ruminatiufoi estimada por meio da
amplificacdo das sequéncias do DNA ribossomal pdmers especificos pela
técnica qPCR. A contagem do nimero total de prdtia® foi realizada por
microscopia 6ptica. Para a mensuragdo da emissae@@o, 0s animais foram
mantidos individualmente em camaras respiratéNd@s houve efeito do nivel
de inclusdo da MSOE sobre a digestibilidade dosemies. Ja para consumo de
matéria seca, peso vivo dos animais e producado etenm a suplementacdo
com 400 mg MSOE/kg MS consumida apresentou mergatugéio de metano,
peso vivo e consumo de matéria seca. A populaciaratezodrios totais foi
maior na dieta com 400 mg MSOE/kg MS consumidapal@ o nitrogénio
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Ciéncias Agrarias/lUNIMONTES (Orientador); Prof. DMaria Dulcineia da Costa —
Departamento de Ciéncias Agrarias/lUNIMONTES (Caugdor); Prof. Dr. Adibe Luiz
Abdalla — Laboratério de Nutrigdo Animal/CENA-USBofrientador)
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microbiano, foi observado maior valor na dieta $480E. Nao houve efeito
dos niveis de MSOE sobre a abundancia relativ8udgrivibrio fibrisolvens
Clostridium sp., Archeae metanogénicas eRuminococcus flavefaciens
Entretanto, as populacdes Slelenomonas ruminantiuenprotozodrios ruminais
apresentaram aumento na dieta com maior inclusSfRE. Percebeu-se que
no tempo O, independentemente do tratamento, houa@®r populacdo
microbiana, com maior producdo de acidos graxoscaldeia curta e de
nitrogénio amoniacal. A mistura de Oleos essenaigilizada foi capaz de
aumentar as populacé&glenomonas ruminantiuenprotozodrios. Com isso, a
dieta com 400 mg MSOE/kg MS consumida parece sgazcde diminuir a
producdo de metano dos ovinos em decorréncia dergorde propionato.

Palavras-chave: abundancia relativa, analise multivariada, fermgd
ruminal, mitigacdo de metano, qPCR
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ABSTRACT

MENEZES, Jordana Carvalho déssential oils on ruminal metabolism and
methane production in sheep.2017. Chapter 2. p. 56-87. Dissertation
(Master's Degree in Animal Science) - State Uniigref Montes Claros,
Janatba, M&

The objective of this study was to evaluate theafbf a mixture of essential
oils on ruminal metabolism and methane productiostieep. Nine cannulated
sheep were used, supplemented with three levétloion of the essential oils
mixture (MSOE): 0 (control), 200 and 400 mg MSOKkg DM consumed.
Ruminal fluid samples were collected at 0, 24, 468 360 hours after addition
of the oils. The experimental period lasted 69 dagsa 3x3 Latin square
experimental design. For the measurement of theénalnparameters and the
microbial population, four collections of ruminadfuid were performed per
period: Time 0; Time 24, Time 168 and Time 360 lsothe concentrations of
short chain fatty acids were determined using dmsmatograph. Ammoniacal
nitrogen was determined by steam distillation. dididon, nutrient digestibility
(dry and organic matter, neutral detergent fibed anid detergent, cellulose,
hemicellulose and crude protein) was determinedrdbial nitrogen production
was quantified by the determination of the purieeivdtives in unrina by high
performance liquid chromatography. The quantifimatiof the total bacteria,
Butyrivibrio fibrisolvens Clostridium sp., Fibrobacter succinogenesTotal
anaerobic fungi, Archeae metanogenic, Ruminococcus flavefacienand
Selenomonas ruminatiumas estimated by the amplification of the sequgemde
ribosomal DNA with specifiprimersthriugh the qPCR technique. The counting
of the total number of protozoa was performed Igytlimicroscopy. For the
measurement of methane emission, the animals wepe ixdividually in
respiratory chambers. There was no effect of tlckugion level of MSOE on
nutrient digestibility. For dry matter intake, liveeight of animals and methane
production, supplementation with 400 mg MSOE / kil Bhowed lower
methane production, live weight and dry matter comstion. The total
protozoal population was higher for the diet with04mg MSOE / kg MS
consumed. For microbial nitrogen, higher valuesewebserved for the diet
without MSOE. There was no effect of MSOE levelstioa relative abundance
of Butyrivibrio fibrisolvens Clostridium sp., Archeae methanogenic and

®Guidance Committee Prof. Dr. Vicente Ribeiro Rocha Junior - Depantrinef
Agrarian Sciences / UNIMONTES (Advisor); Prof. IMaria Dulcineia da Costa -
Department of Agrarian Sciences / UNIMONTES (Coiadr); Prof. Dr. Adibe Luiz
Abdalla - Laboratory of Animal Nutrition / CENA-USo-adviser)
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Ruminococcus flavefaciensHowever, the population ofSelenomonas
ruminantiumand ruminal protozoa showed an increase for teewidth higher
inclusion of MSOE. It was observed that at timee@ardless of the treatment,
there was a larger microbial population, with ahleigproduction of short chain
fatty acids and ammoniacal nitrogen. The mixtureesgential oils was able to
increase theSelenomonas ruminantiuind protozoan populations. Thus, the
diet with 400 mg MSOE / kg DM seems to be able ¢éordase the methane
production of sheep due to the increase of propéona

Keywords: relative abundance, multivariate analysis, rumifaimentation,

methane mitigation, qPCR
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1. INTRODUCAO

Existe uma preocupacéo, cada vez maior, por parpppulacéo sobre a
influéncia humana no aquecimento global e da nitztes urgente da mitigacao
dos gases do efeito estufa. Dentro desse contextmgropecuaria € um dos
principais setores da economia mundial e passoer aagada como um dos
responsaveis pelas emissdes. Dos gases que compéleamado grupo “Gases
do Efeito Estufa”, o metano é responsavel pela siniglobal de 16%, dos
guais 40% séo oriundos da fermentacgédo entérica LU et al, 2014).

Os principais produtos da fermentacdo entérica qodem ser
aproveitados pelo ruminante sdo os 4cidos graxasei®e amonia. Além disso,
existem o0s compostos indesejaveis tanto para oeblesp, como para 0s
microrganismos ruminais, como gas carbénico, hiénag metano e nitrato
(CHURCH, 1993; SCHOFIELD, 2000). A metanogénese nd processo
importante para o perfeito funcionamento do rurpeis retira os produtos (GO
e H) que, quando em excesso, sdo téxicos a algumaéciespde
microrganismos, provocando distlrbios metabdlicAssim, a reducdo ou
eliminacdo da producédo de metano pode exigir dekteimento de uma rota
gue evite o acumulo de,H permita o adequado funcionamento do rimen
(WEIMER, 1998), como por exemplo, a via de produgd@ropionato.

A manipulacdo dos microrganismos do riumen e deadietn sendo
estudada com o intuito de atenuar o impacto nemagtie a emissao de metano
entérico provoca nas alteracdes climéaticas (MCAMDHR e NEWBOLD, 2008;
HRISTOV et al, 2013). Pesquisas relacionadas ao metabolismmalrdos
nutrientes e aos possivies efeitos que os prodgesados tém sobre os
microrganimos tornam possivel uma tomada de deaisdis eficiente para

promover a mitigacdo do metano.
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Estudos recentes vém sendo realizados com o uscom@ostos e
substéncias visando avaliar sua capacidade de icaydif producdo de metano
nos ruminantes (ZHOWet al, 2011; ABECIA et al, 2012). Entretanto, a
maioria, quando em concentracdes que sdo eficazestigacdo do metano, é
téxica para os animais hospedeiros ou possui mpietede toxicidade para os
produtos finais (MARTINet al, 2010; BUDDLEet al, 2011; PATRA, 2012). A
utilizacdo de 6leos essenciais representa alteandé aditivo de origem vegetal
para a alimentacdo animal por ndo transferir tdaidé para os produtos finais,
pois tais 6leos propiciam metabolismo microbianeninal mais eficiente,
aumentando a eficiéncia de fermentacdo e inibindomatanogénese
(CALSAMIGLIA et al, 2007; ARAUJO, 2010; PATRA, 2011).

Portanto, objetivou-se avaliar o efeito de Oleosemsiais sobre o

metabolismo ruminal e a producdo de metano em svino
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O experimento foi realizado no Centro de Energiacldar em
Agricultura (CENA, USP), em Piracicaba, Sdo PaBl@sil. O protocolo para
utilizacdo de animais que incluiu a amostragenigiedo ruminal, foi aprovado
pela Comissdo Interna de Etica em Experimentacdma#n(CIEEA / CENA
001/2011).

2.2. Animais, tratamentos, periodo experimental ealineamento estatistico

Foram utilizados nove ovinos canulados da racaaSaés (55 + 11,1
kg) que nunca tiveram contato com 6leos essendtaisutilizada uma dieta
basal contendo trés niveis de inclusdo da misterélebs essenciais (MSOE):
zero (controle), 200 (baixa) e 400 (alta) mg MSQdg MS ingerida. A mistura
de O6leos essenciais (MSOE) foi um produto comeraigicroencapsulado
contendo, em iguais propor¢cdes, Carvacrol, Cinagiddd Eugenol e
Oleorresina de pimenta (Activo Premium, GRASP i@€om. LTDA, Curitiba,
Parana - Brasil).

A dieta basal foi constituida por 500 g de fenocdpim Bermuda
(Cynodon dactyloriL.) Pers., hibrido do “Tifton-85") e 500 g de cemtrado, a
qual foi formulada em kg de matéria seca para aterml exceder as
recomendacdes do NRC (2007) para energia e prateigado em crescimento.

A composicao da dieta basal e a andlise quimicens&tradas na Tabela 1.
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TABELA 1. Composicdo da dieta basal experimental e composjgémica,
dadas em g/kg MS

Itens Dieta experimental
Ingredientes
Feno de Tifton 500
Milho moido 327
Farelo de soja 173
Composi¢ao quimica
Matéria Organica 898
Proteina Bruta 158
Fibra indigestivel em Detergente Neutro 541
Fibra indigestivel em Detergente Acido 251
Lignina 52,6
Extrato Etéreo 48

Todos os animais foram alimentados duas vezesaerdisistema de
dieta completa, as 9h e 16 h, e tiveram acesse diwma pré-mistura mineral
(8,5% P; 16,5% Ca; 1% Mg, 2,5% S; 12% Na; 350 mdg/kg56 mg/kg Cu;
2,800 mg/kg Zn; 2,180 mg/kg Mn; 66 mg/kg I; 44 nplko; 14 mg/kg Se) e
agua fresca. O grdao de milho e o feno de Bermudamfanoidos usando-se
peneiras com poros de 4,7 e 10 mm (moinho DPM1,ublog, Itapira, SP,
Brasil), respectivamente, para minimizar o desp@die racdo. Para a mistura
dos ingredientes do concentrado, utilizou-se unturggor horizontal de 500 kg
(MAP Equipamentos Agropecuarios e Industriais LTRAndrina, PR, Brasil).
As dietas ofertadas diariamente foram pesadas elendsa digital, e o
fornecimento foi ajustado de forma que as sobrgsesentassem 10% da
guantidade de matéria seca fornecida. Os alimdatasn amostrados durante
todo o periodo experimental e congelados a -20at& analises posteriores.

O periodo experimental teve duracdo de 69 diaddidos em trés
periodos de 23 dias, sendo os primeiros 15 diasde periodo para adaptacao
dos animais as dietas contendo a MSOE e os 8 @ltilies para ensaio de

metabolismo e quantificacdo da producdo de metaidrieo. Antes de cada
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periodo experimental, os animais recebiam a diete kem MSOE, por 5 dias.
As coletas de contetido ruminal para avaliagdo deolvibta ruminal ocorreram
nos 15 dias de adaptacdo dos animais a dieta co@BEM® delineamento
experimental foi o quadrado latino triplo 3x3, ctnés quadrados simultaneos,
compostos, cada um, com trés animais, trés tratasea trés periodos

experimentais.

2.3. Coleta do liquido ruminal e determinacao do pH

As amostras de liquido ruminal (30 mL) foram caletg sempre, trés
horas apés o fornecimento da dieta da manha,andiz-se uma sonda de aco
inoxidavel (2,5 mm) ligada a uma seringa de gracalgacidade. A sonda era
inserida via canula ruminal e o liquido ruminal eotetado em diferentes partes
do rimen, perfazendo um total de aproximadamerleniQ Foram realizadas
guatro coletas de liquido ruminal por periodo: Terfp(15° dia) - trés horas
apos o fornecimento da dieta no primeiro periogano 24 (16° dia) - 24 horas
apos o Tempo 0; Tempo 168 (22° dia) - 168 horas aptempo 0; Tempo 360
(30° dia) - 360 horas ap6s o Tempo 0.

O pH ruminal foi mensurado imediatamente apés ataolusando um
peagametro portatil (modelo DM21; Digimed, Sdo Ba@8P, Brasil). Para
contagem do numero de protozoarios, 2 mL de liquidminal foram
imediatamente diluidos em 4 mL de solucdo salinandél-verde-formalina,
armazenados em frascos de vidro a temperatura mi@lsiem local escuro. Para
determinar as concentraces de acidos graxos dsacadrta (AGCC) e do
nitrogénio amoniacal, bem como avaliar a populagérobiana do rimen as

amostras foram congeladas e mantidas a -20 °C sesemvantes.
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2.4. Determinacéo dos parametros de fermentacdo runal e contagem de
protozoarios

A contagem do numero de protozoarios foi realizada microscopia
Optica utilizando-se um hemaocitador Improved NeebaBright-Line (Labor
Optik, Lancing, Reino Unido), seguindo a metodadodescrita por Dehority
(1993).

As amostras de liquido ruminal foram descongel&daentrifugadas a
15000 x g (RC 5B mais; Sorvall, Wilmington, DE) dnte 20 minutos a 4 °C.
As concentrac@es de acidos graxos de cadeia @®aC) foram determinadas
seguindo-se as condi¢cbes do fabricante (HewlettdPdc 1998), com algumas
modificacBes utilizando-se um cromatégrafo gasosi® (7890A, Injector
Automatico HP 7683B, Agilent Technologies, PalocAICA), equipado com
coluna acapilar HP-FFAP (19091F -112, 0,320 mmQ @&i.d. e 25 m de
comprimento; J & W Agilent Technologies Inc., Paltbo, CA). Uma aliquota
de 1ulL foi injetada utilizando-se uma proporcdo de sap@o de 20:1 com
31,35 mL/min de fluxo de H(63,432 Pa). As temperaturas de injecdo e
ionizacdo do detector foram mantidas a 260 °C.cAriacdo de aquecimento do
forno foi de 80 °C (1 min), 120° C (20 °C/min dut@i® min) e 205° C (10° C/
min durante 2 min), com 16,5 minutos do tempo &noalitotal. O gés
transportador era o hidrogénio a 1,35 mL/min. Grdgénio do detector, o ar
sintético e os fluxos de nitrogénio (maquilhageonain mantidos a 40, 400 e 40
mL/min, respectivamente.

O nitrogénio amoniacal (N-N§i do ramen foi determinado por
destilacdo a vapor utilizando-se um aparelho migetdahl (modelo TE-036/1,
Tecnal Equipamentos para Laboratério Ltda., PiedwsEg SP), seguido de coleta
em solugéo de acido borico e titulagcdo com solwigidcido sulfurico 0,01 N
(PRESTON, 1995).
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2.5. Determinacdo da digestibilidade, balanco de tbgénio e sintese de
proteina microbiana

Durante sete dias dos periodos de coleta, os ofdanas) mantidos em
gaiolas metabdlicas (1,57 x 0,71 x 1,67 m), ondedalizada a coleta diaria
individual de sobras, fezes e urina para medigadibilidade dos nutrientes e o
balanco de N. As amostras obtidas diariamente ([d8%uantidade total) foram
armazenadas a -20 °C, e posteriormente misturades ¢gada animal. As
porcdes representativas foram secas em estufandiéagéo forcada, a 50 °C
durante 48 horas, e moidas para passar por umdgitomm e armazenadas a -
20 °C até a andlise.

As amostras de urina foram acidificadas com 100denlacido sulfdrico
1 M (pH final da urina <3), amostradas (duas amsstom 10% do volume
total) e mantidas congeladas a -20° C antes dasan#loram centrifugadas a
2000 x g durante 20 minutos e, as subamostras farelisadas para N ou para
derivados de purina (creatinina, alantoina, acrém{ixantina e hipoxantina), de
acordo com a International Atomic Energy Agency9@)9 por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia. A quantidade de purin@srobianas absorvidas a
partir do intestino delgado foi calculada de acacdm Chen e Gomes (1992),
da seguinte forma:

DP, (mmol / ovino e dia) = 0,84 x DP+ (0,15 x BW"® x 025 *PP¢)
Em que:
DP, (mmol / ovino / dia) = Quantidade de purina absorvidas pelo intestino
delgado;
indice 0,84= Representa a recuperacéo de purinas absorvidagaa
DP. = Total de purina excretada na urina (mmol / oVinia), calculado com a
soma da excrecdo urindria diaria de alantoina @oagrico (a xantina e a
hipoxantina permaneceram abaixo do limite de dét®¢c
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(0,15 x BW'™ x 0% * PP9 = Representa a contribuicdo endégena dos
derivados de purina total apos a corre¢do da agéia das purinas microbianas
pelo animal; e,
BW?"® = Tamanho corporal metabélico do animal (kg 0,75).
A conversao da excrecéo renal diaria total de ddas de purina (QP
para fluxo duodenal diario de N microbiano foi:
NMpp = (DP, x 70) / (0,116 x 0,83 x 1000)
Onde:
NM pp = Fluxo duodenal diario de N microbiano (g / N)dia
indice 70= Teor de N de purinas (mg N / mmol);
indice 0,116= Relacdo de N-purina para N-total em microrgansnuminais;

indice 0,83= Digestibilidade de purinas microbianas.

2.6. Mensuracgéo da emissao de metano (QH

No final do estudo de digestibilidade em cada perios animais foram
mantidos individualmente durante dois dias con$emsit em camaras
respirométricas para a mensuracdo da emissédo a@gmandissas camaras, tal
como descrito por Abdallat al (2012) e Soltaret al, (2013), apresentavam
167 cm de altura, 157 cm de comprimento e 71 clardara, resultando em um
volume total de 1,9 ™ As camaras foram cobertas em todos os lados com
folhas de polietileno de 0,3 mm de espessura, caecéo do fundo. Havia uma
entrada com orificio de 5 cm na frente e uma seddaorificio de 5 cm na parte
traseira. Uma bomba de exaustdo foi conectada Hiwimrtraseiro para
renovagdo do ar em um fluxo de 168 L/min, medidm aan anemémetro
(modelo AD-250, Instrutherm Instrumentos de Meditiaa., Sdo Paulo, SP).

As amostras foram colhidas na saida de ar a 10ehimnlém um baldo de 5-1
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revestido com pelicula de aluminio utilizando-seaumomba peristéltica (IPC-
N-8 V1,34, Ismatec, Glattbrugg-Zirich, Suica).

Durante dois dias consecutivos, a temperatura,idadg® e o fluxo de ar
foram medidos em intervalos de duas horas de cdadara, para condicbes de
temperatura e pressao padréo (TPP). O metano cartidr retirado do interior
das camaras foi determinado usando-se o cromabdgesfoso (Modelo 2014,
Shimadzu, Tokyo, Japdo) equipado com um Shincarldn 100/120
microcoluna (1,5875 mm DE, 1,0 mm DI, 1 m de comgnto; Ref. n® 10809;
Restek, Bellefonte, PA, USA). Na parte da manhdieta foi oferecida quando
as camaras foram abertas 30 minutos antes da épetacsistema, enquanto na

parte da tarde a dieta foi oferecida na entradadl@ mais rapido possivel.

2.7. Extracdo e determinagdo da pureza e concentiégg de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se umtadé modificado
de Denman e McSweeney (2006). Resumidamente, umaotl (1,5 mL),
retirada da amostra de liquido ruminal apés o deggdamento, foi colocada em
um tubo de microcentrifuga com capacidade para 2corh tampa de rosca
contendo 250 mg de bolinhas de zircénio e umaasieridro. Esse tubo com a
amostra foi levado a centrifuga por 5 minutos, @0D4x g para posterior
retirada do sobrenadante p@lletfoi ressuspendido com 1 mL do tampé&o de lise
celular (0,2% de SDS, 100 mM de Tris-HCI, 5 mM d@TA e 200 mM de
NaCl), 100 pL da solucdo de acetato (29,44 g deatacde potassio e 11,5 mL
de acido acético glacial) e 100 pL de agua. @s tubos foram entdo colocados
em freezera uma temperatura de -80 °C, por 15 minutos, dgstados a
temperatura ambiente e agitados em vortex por chimsitos. As etapas de
congelamento, descongelamento e agitacdo foranmidepeduas vezes para

melhorar a eficiéncia da extracdo do DNA.
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Em seguida, as amostras foram centrifugadas a gdtCl5 minutos, a
14000 x g. O sobrenadante (300 pL) foi transfeddm um tubo de eppendorf
com capacidade de 1,5 mL, que continha 600 pL beg&o complexante, com
pH 6,0-6,5 (5 g de dioxido de silica e 50 mL deuséb de isotiocianato de
guanidina 3 M — 17,73 g de isotiocianato de guaaid M e 50 mL de agua
mQ). Os tubos foram agitados por 5 minutos para pgrenligacdo do DNA a
silica e levados a centrifuga a 10000 x g, porriutoi

Todo o sobrenadante foi descartado e 500 puL dz&wlde etanol frio
(70 mL de etanol e 30 mL de agu&@jrfoi utilizada para a lavagem gellet
Os tubos foram levados a centrifuga a 10000 x g dezes, por 1 minuto e 20
segundos, para retirar todo o etanol presente. @ &d¢rido a silica foi eluido
em 110 pL de aguagn e os tubos foram levados a centrifuga a 100000t d
minuto. Por fim, 80 uL do sobrenadante foi traridéepara um novo tubo de
eppendorf, devidamente identificado e levado feeezer de -20 °C para
armazenagem.

A pureza e a concentracdo de DNA extraido de cauastaa foram
determinadas por espectrofotometridysf¢ nm, NanoDrop, Thermo Fisher
Scientific). A integridade foi determinada em gel agarose (0,5% p/vol), por
eletroforese (30 minutos a 100 V), usando-se corm@ador de peso molecular
0 SYBER®.

2.8. Analise da Reacdo em Cadeia Polimerase quaatito (QPCR)

As amostras de DNA obtidas foram diluidas para oorentragdo de
10 ng/ul, antes da utilizag&do nos ensaios de PCiuahtificacdo dos diferentes
grupos de microrganismos, como Bactérias totBistyrivibrio fibrisolvens
Clostridium sp., Fibrobacter succinogene$ungos anaerdbicoRuminococcus

flavefaciense Selenomonas ruminatiurfgi estimada por meio da amplificacéo
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das sequéncias do gene 16S rDNA qoimers especificos pela técnica qPCR.
Para asArcheaemetanogénicas, foi utilizado uprimer funcional (mcA), que
marca o gene responsavel pela producdo da metikitoa M redutase, crucial
no ultimo passo da metanogénese (Tabela 2).

TABELA 2. Primersutilizados no ensaio de qPCR

Mlcr_or— Sequéncia dogprimers (5’ e 3) Referéncia

ganismo

ﬁ]ftg‘ff F, TTCGGTGGATCDCARAGRGC Denmaret
- R, GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC al., 2007

génicas

Bactérias F, CGGCAACGAGCGCAACCC MDch\]Nrgi?]éy

totais R, CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC 2006 !

B. fibri- F, TCTGGAAACGGATGGT# Fosteret al.,

solvens R, CCTTTAAGACAGGAGTTTACAA 1996

Clostri- F, GCACAAGCAGTGGAGT Matsukiet

diumsp. R, AACTGTTTTGCCTCCTTC al., 2004

F.succ- F,GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA

nogenes R, CGCCTGCCCCTGAACTATC

Fungos Denman e

anaero- F, GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC McSweeney

bico_s R, CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT 2006 !

totais

R. flave- F, CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGC

faciens R, CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC

S. rumi- F, TGCGAATAGTTTTTMGCAA Asanumeet

nantium R, CTCAATGTCAAGCCCTGG al., 2002

A amplificacdo do DNA foi realizada no equipame@tepOnePIus’
Real-Time PCR Systefife Technologies), em solucdo contendo 5 uL de
SYBER Green RO#nvitrogen), 1 pL de cadarimer (2 pmol), 2 uL de agua
ultrapura (Mili-Q) e 1 uL do DNA molde. As condigddo termociclador foram
ajustadas seguindo-se a metodologia descritaamatlira (FOSTERt al,, 1996;
ASANUMA et al, 2002; MATSUKIet al, 2004; DENMAN e MCSWEENEY,
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2006; DENMAN et al, 2007), nas quais se diferenciam apenas na fase d
emparelhamento dgsimersas fitas molde e elonga¢édo do DNA resultante:

1 — Para ogrimers de Bactérias totaig;ibrobacter succinogenge$ungos
anaerobicos totais ®uminococcus flavefaciend0 ciclos a 60 °C por 30
segundos e a 72 °C por 30 segundos.

2 — Para osprimers de Buthirivybrio fibrisolvens Clostridium sp. e
Selenomonas ruminantium5 ciclos a 50 °C por 30 segundos e a 72 °C for 3
segundos.

3 — Para qrimer funcional dasArcheaemetanogénicas: 50 ciclos a 60 °C
por 45 segundos e a 72 °C por 30 segundos.

Para todos oprimersfoi utilizado um ciclo a 95 °C por 10 minutos 83
°C por 15 segundos para a desnaturacdo iniciahdse de dissociacdo dos
produtos da gPCR foi realizada a 95 °C por 15 s#mginseguido pelo
resfriamento até 60 °C por 1 minuto.

Cada amostra, em triplicata (réplicas técnicas)iniduida em todas as
placas além do controle negativo usando-se agwaput como molde. A
deteccdo da fluorescéncia ocorre ao findarem pa®tie elongacdo do DNA. O
ndamero minimo de ciclos que sdo necessarios para duiorescéncia torne-se
detectavel é chamado de @y¢le threshol os quais ocorrem durante a fase
exponencial da reacdo do PCR e sdo utilizados stoslas de quantificacdo
microbiana do rimen (DENMAN e MCSWEENEY, 2005).

A abundancia relativa (AbR) dos microrganismoércheae
metanogénicasB. fibrosolvens Clostridium sp., F. succinogengs Fungos
anaerobicos totaiRR. flavefacien® S. ruminantiunfoi calculada por meio da
equacao a seguir, usando-se como normalizadore & rDNA de Bactérias
totais (DENMAN e MCSWEENEY, 2006):

AbR = 100/2*“!
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Onde:
ACt = Ct(gene alvo)~ Ct(norm.slliza\dor)

2.9. Andlises estatisticas

Para as variaveis medidas apenas no Tempo 366otais consumo de
MS, digestibilidade da MS e dos nutrientes, nitregémicrobiano, peso vivo,
populacdo de microrganismos e producdo de metancedtizada a analise
multivariada de componentes principais, utilizasdo-o pacote Vegan do
programa estatistico R (versdo 3.3.2). Para aswasi medidas ao longo do
tempo (0, 24, 168 e 360), tais como nitrogénio deawah, populacdo de
microrganismos, producdo dos acidos graxos de &adaita e relacdo
acetato:propionato foi realizada a analise muliaa de redundancia,
utilizando-se o pacote Vegan do programa estatiBitversao 3.3.2).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ponto de partida para a andlise de componeritesgais foi a matriz
de correlagéo (Tabela 3), em que as varidveis émde@$oram primariamente
padronizadas para terem média zero e variancid guam. A matriz de
correlagdo é indicada em uma analise multivariadendo as variaveis séo
medidas em escalas muito diferentes entre si, ggsa matriz € equivalente a
matriz das variaveis ndo padronizadas.

De acordo com a literatura, as correlacbes quamade 40 a 60% séo
consideradas moderadas (FRANZBLAU, 1958). No geshkerva-se que as
correlagBes existentes entre as varidveis de aboiadéelativa (AbR) dos
microrganismos estudados foram consideradas fmcamsoderadas. Porém, as
correlagBes entre as populacded-deuccinogenes Fungos anaerobicos totais
(r=0,739), Fungos anaerobbicos totaisAecheae metanogénicas (r=0,795),
Fungos anaerdbicos totaiSeuminantium(r=0,708),Archeaemetanogénicas e
S ruminantium(r=0,867), fogem do padrao de correlacao supracipad serem
consideradas variaveis altamente correlacionadase(@ 3). Rogeet al (1993)
estudaram a degradacdo da fibra por fungos em iagg&occom bactérias
celuloliticas ruminais e concluiram que houve mdigestao da fibra quando a
digesta estava exposta a presencadNdecallimastixe F. succinogeneAlém
disso, existe uma relagdo de simbioséd#eaemetanogénicas com os fungos,
semelhante a encontrada com os protozoarios. Qwmaesgpos dos fungos,
geralmente, projetam-se na fase fluida do rimem seus hidrogenosomas,
onde as metanogénicas estdo localizadas (GORDOMHIELIPS, 1998).
Também existem interacdes benéficas entre as lzct&elenomonas
ruminantiume algumas espécies de fungos, nas quais ajudarelreorar a
atividade celulolitica (BERNALIERt al, 1991).
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TABELA 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre pgimulaicrobiana ruminal, consumo de matéria secm pe
vivo, digestibilidade da matéria seca e dos nug®e o metabolismo ruminal de ovinos alimentadns ama mistura
de 6leos essenciais

BUTY CLOST FIBRO FUNGI METAN RUMIN SELEN PROTO COMS PV

BUTY 1,000

CLOST 0,23( 1,000

FIBRO -0,14¢ 0,10(¢ 1,00(

FUNGI -0,26¢ 0,29¢ 0,73¢ 1,00(¢

METAN -0,171 0,29( 0,47: 0,79¢ 1,000

RUMIN 0,31¢ 0,67( 0,06t 0,06¢ 0,06¢ 1,000

SELEN -0,20¢ 0,33¢ 0,46¢ 0,70¢ 0,867 0,06¢ 1,000

PROTO 0,19 -0,16¢ -0,05¢ -0,03¢ 0,157 -0,18¢ -0,04 1,000

COMS -0,047  -0,18: -0,07 -0,311 -0,59¢ -0,12¢ -0,48¢ -0,07: 1,00

PV 0,001 -0,00z 0,13¢ -0,10¢ -0,31¢ -0,08: -0,22( 0,03: 0,87C 1,000
DMS 0,14¢ -0,26¢ -0,53¢ -0,68: -0,88¢ -0,111 -0,70¢ -0,25¢ 0,64¢ 0,322
DMO 0,145 -0,26 -0,53¢ -0,69¢ -0,89( -0,11¢ -0,697 -0,26: 0,63¢ 0,31-
DFDN 0,15¢ -0,217 -0,54¢ -0,66: -0,857 -0,10¢ -0,671 -0,25( 0,60z 0,28¢
DFDA -0,00¢  -0,211 -0,43] -0,36¢ -0,55¢ -0,13: -0,39¢ -0,30¢ 0,53z 0,23(
DCEL 0,00z -0,25% -0,45] -0,461 -0,66¢ -0,14¢ -0,491] -0,34¢ 0,59¢ 0,28¢
DHEM 0,18:¢ -0,221 -0,55¢ -0,75( -0,93- -0,08¢ -0,74¢ -0,21¢ 0,59¢ 0,29¢
DPB 0,14¢ -0,251 -0,511 -0,68¢ -0,90¢ -0,10¢ -0,69¢ -0,26¢ 0,65 0,32¢
NMIC -0,40¢  -0,04¢ 0,25¢ 0,00z 0,17: -0,02¢ 0,27 0,01( -0,01C 0,08:
LD -0,02¢  -0,00: 0,111 -0,10¢ -0,22¢ -0,16( -0,071 0,16¢ 0,70z 0,86¢
LMS -0,04¢ 0,02( 0,08: -0,13¢ -0,22¢ -0,18¢ -0,021 0,13 0,63¢ 0,80¢
LMO -0,04¢ 0,01¢ 0,08¢ -0,13¢ -0,226 -0,18¢ -0,02( 0,13¢ 0,63¢ 0,80¢

“...continua...”
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TABELA 3. Cont.

DMS DMO DFDN DFDA DCEL DHEM DPB NMIC LD LMS LMO
BUTY
CLOST
FIBRO
FUNGI
METAN
RUMIN
SELEN
PROTO
COMS
PV
DMS 1,00(
DMO 0,99¢ 1,000
DFDN 0,99z 0,991 1,000
DFDA 0,85¢ 0,84z 0,87 1,000
DCEL 0,90¢ 0,901 0,91¢ 0,98¢ 1,000
DHEM 0,98C 0,98/ 0,97¢ 0,75¢ 0,82¢ 1,00(¢
DPB 0,98: 0,98 0,96¢ 0,78( 0,84 0,97¢ 1,000
NMIC -0,35¢ -0,341 -0,401 -0,42C -0,36¢ -0,32¢ -0,29z 1,000
LD 0,18¢ 0,18¢ 0,17« 0,09 0,15¢ 0,20C 0,21¢ 0,24z 1,000
LMS 0,20¢ 0,211  0,20¢ 0,127 0,18( 0,227 0,23t 0,26( 0,97¢ 1,000
LMO 0,20¢ 0,211  0,20¢ 0,127 0,18( 0,227 0,23t 0,262 0,97¢ 1,00C 1,00(

BUTY = B. fibrisolveng(AbR); CLOST =Clostridiumsp.( AbR); FIBRO =F. succinogenefAbR); FUNGI = Fungos anaerobicos totais (AbR); M= Archeae
metanogénicas (AbR); RUMIN R. flavefacien$AbR); SELEN =S. ruminantiun{AbR); PROTO = Protozoarios (x30 COMS = Consumo de Matéria Seca (g/dia);
PV = Peso Vivo (kg); DMS, DMO, DFDN, DFDA, DCEL, #WM e DPB = Coeficiente (%) de Digestibilidade dat&ta Seca, Matéria Organica, Fibra em
Detergente Neutro, Fibra em Detergente Acido, @skil Hemicelulose e da Proteina Bruta, respectivinBMIC = Nitrogénio Microbiano (g N/dia); LD, LBle
LMO = Produc¢é&o de metano em L/dia, L/g de MS condara L/g de MO consumida
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Ao considerar o consumo de matéria seca, obsee/oursa fraca
correlagdo com os microrganismBs fibrisolvens (r=-0,047), Clostridium sp
(r=-0,182),F. succinogenegr=-0,077), Fungos anaerdbicos totais (r=-0,3R1),
flavefaciens(r=-0,124) e Protozoarios (r=-0,073) (Tabela 3).paraArcheae
metanogénicas (r=-0,594) & ruminantium (r=-0,484), as correlacdes
evidenciam possiveis microrganismos que podem edtaionados a regulacao
do consumo animal (Tabela 2). O aumento da populdednicrorganismos que
utilizam o excesso de *Hdisponivel no rimenAfcheae metanogénicas &
ruminantium por exemplo) pode indicar uma possivel condigaaddose, fato
gue leva o animal a diminuir o consumo. Esses tatos estdo de acordo com
estudos que também observaram correlagcao negatieaceconsumo de matéria
seca e as populagbes decheaemetanogénicas 8elenomonas ruminantium
(CARBERRY et al, 2014; DERAKHSHANI et al, 2017). Ainda para o
consumo de matéria seca, nota-se uma alta comefaxgitiva (r=0,702) com a
producdo de metano dada em L/dia (Tabela 3). Undestealizado em 2014
mostrou que o consumo de matéria seca apresetdocoalelacdo positiva com
a producdo de metano, mas, em relacdo ao rendirdentoetano, apresentou
fraca correlacdo. Ou seja, ao considerar o rendor@ametano como estratégia
de mitigacdo, possivelmente ndo haverd nenhum tmsabre o consumo do
animal (HERDet al, 2014).

O coeficiente de correlagéo do peso vivo com owmasde matéria seca
(r=0,870), com a producdo de metano dada em L/di3869), em L/g de MS
consumida (r=0,808) e em L/g de MO consumida (188)8(Tabela 3),
evidencia o fato de que, geralmente, animais nmeéagns consomem mais e,
consequentemente, produzem mais metano.eBall (2016), com o objetivo de
construir um modelo empirico que explicasse methproducdo de metano de
pequenos e grandes ruminantes, também observatancaatelacdo positiva

entre peso vivo, consumo de matéria seca e prodigaeetano.

72



As varidveis de digestibilidade dos nutrientes sgmearam fraca
correlagdo com o0s microrganismds fibrisolvens Clostridium sp. e R
flavefaciens O aumento da abundancia relativa (AbR) dAscheae
metanogénicas parece ser prejudicial as digedtbiéis da matéria seca (r=-
0,884), da matéria organica (r=-0,890), da fibradetergente neutro (r=-0,857),
da hemicelulose (r=-0,932) e da proteina brutadD(866). Isso também pode ser
observado com a populacdo Seruminantiume as digestibilidades da matéria
seca (r=-0,705) e da hemicelulose (r=-0,745). Eesmstados também podem
explicar a correlacdo negativa entre essas pomgagicrobianas e o consumo
de matéria seca. O aumento da abundancia relathR)( de Fungos
anaerobicos totais parece influenciar, com maidensidade, apenas a
digestibilidade da hemicelulose (r=-0,750). Os wigrites de correlacdes entre
digestibilidade dos nutrientes, consumo de mas&ia e peso vivo dos animais
confirmam a relacé@o entre essas variaveis (Tabela 3

O coeficiente de correlacdo entre o nitrogénio atiizno e a bactéria.
fibrisolvensfoi negativo (r=-0,404), e o mesmo comportamdatmbservado
entre 0 nitrogénio microbiano e a digestibilidades ehutrientes (Tabela 3). A
taxa do fluxo de nitrogénio microbiano depende dacentracdo de bactérias
associadas as particulas dos alimentos e as dfie mssentes no fluido. A
concentragdo de bactérias em ambas as fases degeernidea de crescimento
dos microrganismos, morte e/ou decomposi¢cado p@rste razdes, incluindo o
engolfamento pelos protozoarios e a taxa de flaxdigesta (LENG e VOLAN,
1984). A digestibilidade dos nutrientes é diretaimearoporcional ao fluxo da
digesta, ou seja, quanto maior a digestibilidade miatrientes, mais rapido o
fluxo da digesta e, consequentemente, menor odaritrogénio microbiano
detectado na excreta dos animais.

A andlise de componentes principais agrupou asafifiveis estudadas

em cinco componentes principais, 0s quais expligamtos, 87,77% da variacdo
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dos dados. Para facilitar a interpretacéo dostestag, foi escolhido um valor
minimo (x 0,237) dos escores obtidos das variavesponsaveis pelos
componentes principais.

O Componente Principal 1 é formado pelo contrastie @s variaveis de
digestibilidade dos nutrientes e a abundanciaivaldpACt) da populacdo de
Archeae metanogénicas (Z= 0,315DMS + 0,315DMO + 0,311DFDN +
0,260DFDA + 0,282DCEL + 0,312DHEM + 0,311DPB - QREETAN). Tal
componente explica 46,17% da variacao total dossiéigura 1). Os pontos
no grafico mostram que, para o componente em gqueséd houve influéncia
da dieta sobre as variaveis de digestibilidade rdagentes e a populagédo de

Archeaemetanogénicas.
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FIGURA 1. Andlise de componentes principais da comunidadeolniana e do
metabolismo ruminal de ovinos. COMS = Consumo deélta Seca (g/dia);
DMS, DMO, DFDN, DFDA, DCEL, DHEM e DPB = Coeficientde
Digestibilidade (%) da Matéria Seca, Matéria OrganiFibra em Detergente
Neutro, Fibra em Detergente Acido, Celulose, Hemiose e da Proteina Bruta;
LD, LMS e LMO = Producao de metano em L/dia, L/gMi® consumida e L/g
de MO consumida; PV = Peso Vivo (kg).
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O Componente Principal 2 é formado pelas varidgeissumo de MS,
peso vivo e producdo de metang &0,269COMS + 0,397PV + 0,455LD +
0,445LMS + 0,445LMO). Tal componente explica 19,2@&ovariacao total dos
dados (Figura 1).

Os escores das observacBes plotados proximos do @aflo eixo x
mostram que ndo houve efeito de tratamentos sobdigestibilidade dos
nutrientes e a populagdo de metanogénicas (Figuraxteto para um animal
que recebeu a dieta contendo 200 mg/kg de MS cadaui = - 4,7142). O
referido animal destacou-se por apresentar a npEipulacdo deArcheae
metanogénicas, em termos de abundancia relativaicterganismos (AbR). A
digestibilidade dos nutrientes no rimen é um inditiportante a ser levado em
considaderagdo para a avaliacdo dos efeitos de éksenciais. Os resultados
observados na digestibilidade dos nutrientes (Ridyircorresponderam aqueles
encontrados na producdo de &cidos graxos, os caa)ém, ndo tiveram
influéncia dos tratamentos. Contrariamente, dfiml (2013) estudaram o efeito
de combinacBGes de Oleos essenciais com a inclusafurdarato sobre a
fermentacdo ruminal e digestibilidade dos nutrignte observaram que as
misturas de 6leos essenciais utilizadas promovéarfinéncia negativa sobre a
digestibilidade da matéria seca e da fibra insdléve detergente neutro, com
consequente diminui¢cdo dos acidos graxos volateis.

O Componente Principal 2 dividiu os tratamentosli@mo do eixo
(Figura 1). Nos dois primeiros quadrantes, obseevarevaléncia de pontos do
tratamento controle, evidenciando que esses anpnaiiziram mais metano e
apresentaram consumo de matéria seca e peso Vp&Eri®uaos demais
tratamentos. Nos dois Ultimos quadrantes, obsera-prevaléncia de pontos
referentes a dieta contendo 400 mg/kg de MS comayravidenciando a menor
producdo de metano, com peso vivo e consumo deimatka inferiores aos

demais. Os resultados de producdo de metano estdooddo com Patra e Yu
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(2012), que observaram menor producdo de metanunwido linearmente
com doses crescentes de 6leos essenciais.

O Componente Principal 3 é formado pela variavel atleindancia
relativa (AbR) dos microrganismoB. fibrisolvens Clostridium sp. e R.
flavefaciens (Zz; = -0,436BUTY - 0,610CLOST - 0,601RUMIN). Tal
componente explica 8,88% da variacdo nos dadosré®). De acordo com a
figura observa-se que ndo houve efeito do tratammgolbre a abundancia das
popula¢gBes em questao.
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O
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FIGURA 2. Andlise de componentes principais da comunidadeotvigna e do
metabolismo ruminal de ovinos. DMS, DMO, DFDN, DFDACEL, DHEM e
DPB = Coeficiente de Digestibilidade (%) da Matésieca, Matéria Organica,
Fibra em Detergente Neutro, Fibra em Detergente ddiciCelulose,
Hemicelulose e da Proteina Bruta.

Os trés pontos que aparecem na extremidade infdoi@ixo y (O = -
4,583;A =-2,638[] = -1,996) mostram que aaisnais apresentaram uma
maior abundancia relativa (AbR) dos microrganismBs fibrisolvens

Clostridium sp. eR. flavefaciengFigura 2). Em contrapartida, o ponto que
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aparece na extremidade superior do segundo quadnt 2,234) é referente
ao animal que recebeu a dieta contendo 400 mg/kgSleonsumida da mistura
de O6leos essenciais e que apresentou menor abimdéativa desses
microrganismos. Patra e Yu (2015) realizaram esindaitro para avaliar o
efeito de Oleos essenciais sobre a populacdo denakybactérias do ramen.
Observaram que o 6leo de alho e de menta foramzeapde aumentar a
abundancia relativa d€lostridiumsp. e espécies bacterianas nao classificadas
da familiaRuminococcaceagespectivamente. Todos os 6leos estudados foram
capazes de reduzir a populacéo do géBetgrivibrio.

O Componente Principal 4 é formado pelo contraste \éhriaveis de
populacdo de protozodrios e abundancia relatibdrjAlos microrganismds.
succinogenes-ungos anaerodbicos totaiSauminantium(Z, = + 0,554PROTO
-0,237FIBRO - 0,382FUNGI - 0,294SELEN). Tal compuoteeexplica 7,83% da
variacdo nos dados (Figura 3).
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FIGURA 3. Andlise de componentes principais da comunidadeotri@na e do
metabolismo ruminal de ovinos. DMS, DMO, DFDN, DFDACEL, DHEM e
DPB = Coeficiente de Digestibilidade (%) da MatéBieca, Matéria Organica,
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Fibra em Detergente Neutro, Fibra em Detergente ddiciCelulose,
Hemicelulose e da Proteina Bruta.

Essa figura certamente é bastante significativatemmos do que é
conhecido sobre o0s microrganismos responsaveis paedtabolismo do
propionato no rimen. A dieta que continha 400 mglegMS consumida da
mistura de Oleos essenciais apresentou altos esdar@o positivos quanto
negativos, para o Componente Principal 4, evidaddague os animais que
receberam essa inclusdo mostraram aumento nasapdpslde protozoarios ou
S ruminantium (Figura 3). EsSes microrganismos s&o conhecidamente
responsaveis pela producdo do acido propidnicaineen. A via de producao
desse acido compete pof Ebom a via de producédo do gas metano. Portanto, a
menor producdo desse gas no tratamento com adncties 400 mg MSOE/kg
de MS consumida da mistura de 6leos essenciaidpfjabservada na Figura 1,
pode ser explicada pela sele¢do de protozoari&sreminantium (Figura 3).
Contrariamente, Patra e Yu (2014) estudaram coadeitdleos de cravo, orégano
e horteld-pimenta e observaram que a inclusao siééses reduziu a populacéo
deS. ruminantiune protozoarios.

O Componente Principal 5 é formado pela variavelrogénio
microbiano (25 = -0,656NMIC). Tal componente expl;61% da variacdo nos
dados (Figura 4). A dieta que nao tinha a inclsmistura de 6leos essenciais
(controle) apresentou altos escores negativos, mesntido em que se encontra
0 nitrogénio microbiano, evidenciando que, para elsta, houve um aumento

para a variavel em questao (Figura 4).
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FIGURA 4. Andlise de componentes principais da comunidadeotigna e do
metabolismo ruminal de ovinos. DMS, DMO, DFDN, DFDBCEL, DHEM e
DPB = Coeficiente de Digestibilidade (%) da Maté8ieca, Matéria Orgénica,
Fibra em Detergente Neutro, Fibra em Detergente ddiciCelulose,
Hemicelulose e da Proteina Bruta; NMIC = Nitrogé@dicrobiano (g N/dia).

O maior fluxo de nitrogénio microbiano provenient® dieta controle
pode ser explicado pela maior disponibilidade dédanpresente no milho, o
que pode ter proporcionado mais energia aos m@n@mos do ramen e
aumentado a eficiéncia da sintese de proteina bidcr@. Estudos que
utilizaram misturas de Oleos essenciais a baseinda, teugenol, vanilina,
guaiacol e limoneno nédo indicaram efeito da adidéesa mistura sobre o
nitrogénio microbiano (NEWBOLRt al, 2004; BENCHAARet al, 2007).

Além disso, a digestibilidade da celulose e da Jmrdietética que é
insoltvel em detergente acido foi levemente prepdf na dieta sem a inclusdo
da mistura de 6leos essenciais (Figura 4). Essaiados podem ser explicados
pelo fato de a taxa de crescimento das bactériaslegradam carboidratos nao
estruturais $treptococcus boviRkRuminobacter amylophilut.actobacillussp.,
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Prevotellasp.) ser relativamente mais alta (OLIVEIRAaL, 2007; CABRALet
al., 2011). Esrss resultados divergem dos verificadoBteratura, com estudos
que utilizaram misturas de 6leos essenciais e odataram efeito de adicdo na
digestibilidade da celulose e da fibra indigesth@detergente acido (LIt al,
2013; METWALLY et al, 2016).

O suporte bidimensional usando a ordenacdo pelalisanade
Redundéancia explica 93,61% da variagdo total datosigFigura 5), com

intervalo de confianca maior que 99%.

Fungos anaerobicos totais _4rcheae metanogénicas
- S. }'umma;nmm
2 - :
L ] L ]
- A
14 .
A . e
R. flavefaciens - _ e :.'
O _B.ﬁbr”\oh.eng ..‘ >
Protozoari o0y
Totozoarios Y
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FIGURA 5. Analise de redundancia da comunidade microbianaoe d
metabolismo ruminal de ovinos alimentados com umatumra de 6leos
essenciais. A = Acido Acético; B = Acido Butirid®;= Acido Propiénico; V =
Acido Valérico; IB = Acido Isso-Butirico; IV = Acid Isso-Valérico; A/P =
Acetato/Propionato; N = Nitrogénio Amoniacal.

Os resultados mostram que néo houve efeito da slidie a populagéo
microbiana do rdmen. Nos primeiro e terceiro quaigs verifica-se maior
prevaléncia de pontos referentes ao Tempo O, esiEledo que,
independentemente do tratamento, observa-se unar @idndancia relativa
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(AbR) dos microrganismos estudados no referido temgxceto paraS.
ruminantium Além disso, parece gue tais microrganismos est&olvidos com
uma maior producdo dos acidos graxos volateis, coaumento da relacao
acetato:propionato e da producéo de nitrogénio &oal(Figura 5).

A inclusdo da mistura de 6leos essenciais parece ted efeitos
significativos sobre a concentragdo dos acidosograbe cadeia curta. Tal fato
concorda com estudas vivo que avaliaram os efeitos de 6leos essenciais no
metabolismo ruminal (NEWBOLDet al, 2004; CHAVES et al, 2008;
CHAVES et al, 2011). Entretanto, estudos prévios verificaram Qs 6leos
essenciais foram capazes de influenciar a ferm@&ntagninal, reduzindo o total
de acidos graxos volateis, com aumento linear mgqocdo de propionato
(VARGA et al, 2004; BUSQUEEt al, 2006).

Além disso, o presente estudo indicou que a inoldgdbleos essenciais
na dieta ndo apresentou efeito sobre o nitrogémmnacal. Entretanto,
Mclintoch et al (2003) observaram reducdo na taxa de producavtrgénio
amoniacal quando ovelhas foram alimentadas com rh@0dia com 6éleo
essencial. Esses autores sugeriram que o 6leocegsetiuziu a producdo de
ambdnia, inibindo a atividade de bactérias hipempiags de amdnia.

De acordo com Benchaat al (2006), as discrepancias de resultados
encontrados nos diferentes estudos com 6leos ésisgpade ser devida a dieta
utilizada, a dose do 6leo essencial, ao tempo plesiéo das bactérias ruminais

e ao procedimento utilizad(vivo ouin vitro).
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4. CONCLUSOES

A maior dose de inclusdo da mistura de O6leos emssen¢400 mg/MS
consumida) aumentou a populacdo de Protozoasetemomonas ruminantiym

e reduziu a producdo de metano.
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