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RESUMO

A suplementacéo lipidica e o uso de Oleos essenciais como aditivos em dietas para
bovinos sdo uma alternativa para aumentar a densidade energética da dieta e reduzir
a producéo de gases pelo ruminante. Dessa forma, o presente estudo objetivou-se
avaliar in vitro o efeito do uso de gordura e do Oleo essencial de orégano na dieta de
bovinos, para melhor a fermentacéo ruminal e mitigar a producéo de metano. As dietas
avaliadas foram compostas por concentrado, correspondendo a 90% da matéria seca,
contendo fub&a de milho, a respectiva fonte de gordura, mais 10% da MS de volumoso,
silagem capim Megathyrsus maximus cv. Mombaca. O delineamento experimental
casualizado, continham seis tratamentos em um arranjo fatorial (3x2), em que utilizou
trés dietas: padrdo, com gordura protegida e com 6leo de soja, com a inclusdo ou ndo
do Oleo essencial de orégano. Para a coleta dos in6culos ruminais foram utilizados
trés bovinos, que por uma sonda esofagiana foi retirado o indculo e levado em seguida
para o laboratério. As medi¢cfes das producdes de gases foram realizadas nos tempos
de 3; 6; 9; 12; 15; 19; 24; 30; 36; 48; 72 e 96 horas apos o inicio da incubacéo in vitro.
A mensuracdo de metano foi através da porcao de 5 mL de gas coletado, injetado em
um analisador de gases portatil TEC-GA21BIO®. Quando observado a cinética de
fermentacdo ruminal, verificou maior producdo de gases com o tratamento com
gordura protegida e inclusdo de 6leo de orégano, e efeito contrario nos tratamentos
padrao apenas com 90% de concentrado e 10% volumoso. A produgédo de gases
ruminais foi superior em tratamentos utilizando gordura protegida e 6leo essencial de
orégano. E a degradacdo de matéria seca e organica apresentam resultados
superiores para tratamentos utilizando gordura protegida. A producédo de metano foi
menor nos tratamentos com inclusdo de 6leo essencial de orégano. De modo, as
melhores respostas obtiveram-se com as dietas com inclusdo de 6leo essencial de

orégano.

Palavras-Chave: Bovinos; in vitro; Lipideos; Producéo de gases; Oleo essencial.



ABSTRACT

Lipid supplementation and the use of essential oils as additives in diets for cattle are
an alternative to increase the energy density of the diet and reduce the production of
gases by the ruminant. Thus, the present study aimed to evaluate in vitro the effect of
using oregano fat and essential oil in bovine diets to improve rumen fermentation and
mitigate methane production. The evaluated diets were composed of concentrate,
corresponding to 90% of the dry matter, containing cornmeal, the respective source of
fat, plus 10% of the roughage DM, Megathyrsus maximus cv. Mombasa. The
randomized experimental design contained six treatments in a factorial arrangement
(3x2), in which three diets were used: standard, with protected fat and with soybean
oil, with the inclusion or not of oregano essential oil. Three cattle were used to collect
the ruminal inoculum. The inoculum was removed using an esophageal tube and then
taken to the laboratory. Measurements of gas production were performed at times of
3; 6;9; 12; 15; 19; 24, 30; 36; 48; 72 and 96 hours after the start of in vitro incubation.
The measurement of methane was through the 5 mL portion of collected gas, injected
into a TEC-GA21BIO® portable gas analyzer. When the ruminal fermentation kinetics
were observed, there was a greater production of gases with the treatment with
protected fat and the inclusion of oregano oil, and the opposite effect in the standard
treatments with only 90% concentrate and 10% forage. Ruminal gas production was
higher in treatments using protected fat and oregano essential oil. And the degradation
of dry and organic matter present superior results for treatments using protected fat.
Methane production was lower in treatments with oregano essential oil inclusion. Thus,

the best responses were obtained with diets with the inclusion of oregano essential oil.

Key words: Cattle; in vitro; lipids; Gas production; Essential oil.
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1 INTRODUCAO

Uma tendéncia atual nos confinamentos é utilizar lipideos nas dietas de
bovinos, principalmente, por aumentar a energia da dieta, sem a necessidade de
elevacao do consumo de matéria seca (DIAS et al., 2009; VARGAS et al., 2002).

Além disso, os lipideos dietéticos oferecem diversas vantagens, uma delas é
conseguir modificar a fermentacdo ruminal, podendo atuar no montante da producéo
de gases como o metano (MACHMULLER ET AL.,1998; MOHAMMED et al., 2004;
PEDREIRA, 2004). Outra utilidade da suplementacdao lipidica é inibicdo da producéo
de amonia (VAN NEVEL; DEMEYER, 1988). Além disso, essa suplementacdo pode
também reduzir a producéo de calor apds o consumo da racéo e melhorar a converséo
alimentar de animais criados em regides quentes (SMITH et al.,1978; LOPEZ E
LOPEZ., 2007).

Scollan et at. (2017) destaca também que a inclusédo de lipideos na dieta de
ruminantes, podem gerar oportunidades para melhorar a composicao lipidica dos
produtos cérneos, aumentando os niveis de &cido linoleico (18:2 n-6) e acido
linolénico (18:2 n-3). Contudo, essa suplementacao lipidica € limitada, devido as
estruturas lipidicas serem modificadas por microrganismos ruminais, N0S processos
naturais de lipdlise e biohidrogenacdo, ambos dependentes dos niveis e fontes de
gordura (MESSANA, 2012; MOATE et al., 2004).

Deste modo, a inclusdo de lipideos em excesso na alimentacdo dos
ruminantes tem influéncia direta na digestao da fibra e crescimento microbiano. Isso
porque, os lipideos formam uma barreira fisica na particula, impedindo o acesso dos
microrganismos na mesma (JENKINS, 1993; VALINOTE et al., 2005).

Isto sugere, Palmquist & Mattos (2006) propor niveis acima de 5% de extrato
etéreo na matéria seca, dado que reduz consumo do animal, ou pelo enchimento
ruminal, ou pela capacidade limitada dos ruminantes de oxidar os &cidos graxos. Logo,
os niveis de suplementacao lipidica recomendados por Kozloski (2009), ndo devem
ultrapassar 6-7% ao fornecer Oleos nas dietas, pois valores superiores podem afetar
o desempenho animal.

Diante desses avangos de tecnologias na nutricdo animal, compreende-se a
importancia do uso de outros compostos que viabilizem melhorias no manejo
alimentar associados a efeitos positivos sobre o desempenho animal (CARVALHO et
al., 2021). Dentre as alternativas, os 0leos essenciais (OEs) séo eficientes como

aditivos por possuirem principios ativos que substituem antibiéticos e ionéforos, ja que
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0 uso desses compostos € alvo de criticas socias por causar residuo na carne e
proliferacéo de super bactérias (TORRES et al., 2021; RIVAROLI et al., 2017).

Os OEs sao uma opcao porque possui diferentes modos de agao que
dificultam possiveis surgimentos da resisténcia bacteriana e por modular a
fermentacao ruminal, atuando na mitigacdo de metano. Além de ter efeitos positivos
nas proporcdes de propionato ruminal e desviar proteinas para o intestino do animal,
de forma que melhora o desempenho animal (CUTRIM et al., 2019; TORRES et al.,
2021). A hipétese deste trabalho € que adicao de lipideos e o uso de 6leos essenciais
como aditivos na dieta de ruminantes confinados reduz a emissao de gas metano sem

prejudicar a degradacédo da dieta e producéo de gases.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do uso de diferentes fontes de gordura e o uso de 6leo
essencial de orégano na dieta de bovinos, pela técnica in vitro de producao de gases
sobre a producdo total de gases e metano e na degradabilidade da dieta de bovinos

de corte.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar a producéo de gases in vitro utilizando-se como fontes
de gordura o 6leo de soja e a gordura protegida em dietas de terminacdo de
bovinos de cortes.

e Avaliar o efeito da adi¢éo de Oleo essencial de orégano na dieta
de bovinos de corte sobre a producédo de metano e degradabilidade de matéria
seca e matéria organica.

e Mensurar o efeito de diferentes fontes de gordura na dieta de
bovinos de corte sobre a producédo de metano.

e Determinar a degradabilidade da matéria seca da dieta sob o uso
de fonte de gordura;

e Testar a interacdo entre o 6leo essencial de orégano e as dietas
sobre a producéo de gases totais, producdo de metano e degradabilidade da

matéria seca e organica.

11



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracterizacao dos lipideos

Os lipideos sdo macromoléculas hidrofébicas, compostas de carbono,
hidrogénio e oxigénio (ANDRIGUETTO, 1994) e constituem a principal reserva
energética, de modo que rende o dobro de energia quando comparada aos
carboidratos e proteinas (DAVIS,1993).

E empregado em animais para regulacéo térmica, percursores de hormonios
(LEHNINGER, 2014), aumentar a capacidade de absor¢do das vitaminas lipossoluveis
(A, D, E e K) e disponibilizar reservas de acidos graxos essenciais importantes para
regulacdo do metabolismo e depdsitos em tecidos (BERCHIELLI, 2006).

Na dieta de ruminantes os lipideos encontrados sédo os galactolipidios e
fosfolipidios presentes em forrageiras (KOZLOSKI, 2011) e principalmente, o
triacilglicerol, constituido a partir da unido de trés acidos graxos ligado a uma molécula
de glicerol (LEHNINGER, 2014) e presente abundantemente em 98% da gordura de
graos e sementes (JORGE, 2009; BRANDAO, 2005).

E dentre as classes de lipideos, a principal sdo as de &cidos graxos,
classificados em cadeias saturadas que ndo contém ligacdes duplas e insaturadas
gue contém uma ou mais ligacdes duplas (LEHNINGER, 2014). Essas ligacdes tém
acao direta no metabolismo ruminal, fundamentais para caracterizacdo da gordura
fornecida aos animais (PALMQUIST e MATQOS, 2006).

3.2 Digestéo e absorc¢éo de lipideos

As reacdes de digestao de lipideos iniciam no rimen, no processo nomeado
como lipdlise, que através da acdo das enzimas lipases, fosfolipases e galactosidases
produzidas por bactérias ruminais, hidrolisam os lipideos ingeridos pelos ruminantes
formando glicerol, galactose, acidos graxos insaturados e saturados. Em seguida, o
glicerol e galactose, sdo rapidamente fermentados em &cidos graxos volateis
(KOZLOSKI, 2009).

E os acidos graxos insaturados, passam pelo processo de biohidrogenacéo,
um mecanismo de autodefesa das bactérias que adicionam um hidrogénio em acidos
graxos insaturados, transformando em acidos graxos saturados (JENKINS, 1993).
Dessa forma, os principais acidos graxos insaturados obtidos na dieta, linoleico (18:2)

e linolénico (18:3) atraves dos processos de isomerases e redutases, resultam em
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intermediarios como acidos vacénicos (18:1) convertidos em &cidos estearicos
(C18:0) (SCHIMID et al., 2006; KOZLOSKI, 2011).

Kozloski (2011) explica que essa etapa da digestdo pode acontecer devido
ao efeito deletério dos &cidos graxos insaturados as bactérias do rimen ou pela sua
capacidade de adsorcdo em excesso a célula microbiana, formando uma barreira
hidrofébica e impedindo de acessar as particulas de alimentos.

Allen (2000), sugere que a intensidade da biohidrogenacao pode ser afetada
por meio da fonte dos lipidios, reducdo na taxa de passagem da digestae
caracteristicas da populacédo microbiana. Além de ser um processo dependente do pH
da camera fermentativa (PALMQUIST & MATTOS, 2006), a vista disso, se o pH ter
uma queda influenciada, por exemplo, pelo aumento da oferta do concentrado, ela
pode ficar incompleta, como resultado, os microrganismos produzem mais acidos
trans (KOZLOSKI, 2011; JENKINS, 1993).

Esses lipideos ja na forma esterificada, para serem absorvidos, chegam no
intestino delgado agregados em particulas formando micelas, e a partir do suco biliar
e pancredtico, liberado respectivamente, pelo figado e pancreas, simultaneamente,
com a atividade das enzimas lipases, sao hidrolisados, formando pequenas moléculas
gue serdo absorvidas pelo intestino (MEDEIROS, 2015; BERCHIELLI, 2006).

Logo, a gordura protegida ou inerte fornecida aos ruminantes na forma de
sais de calcio, é fonte de acidos graxos essenciais, principalmente, de linolénico (18:3)
e linoléico (18:2) (Theurer et al., 2009), além de ser também uma estratégia nutricional
empregada para diminuir a biohidrogenacédo e os efeitos negativos dos lipideos as
bactérias do rimen (PALMQUIST & JENKINS, 1980; VALINOTE 2005).

Consequentemente, 0 seu uso apresenta bons resultados, visto que os
acidos graxos insaturados ficam protegidos e apenas no abomaso que sua protecao
se desfaz em razdo de seu pH acido, por conseguinte, o fluxo de &acidos graxos
aumenta para o intestino delgado, que em sequéncia sdo absorvidos e concentrados
na corrente sanguinea (ANDRADE, 2010; CHURCH & DWIGHT, 2002).

Como efeito, a adicdo de lipideos a dieta disponibiliza mais energia aos
animais, sem aumentar o consumo de matéria seca, podendo atender as exigéncias
de cada animal (Reddy et al., 1994).

Foi observado também que animais suplementados com lipideos, tém
deposicao e absorcédo de acidos graxos maior na carcaca, principalmente, os acidos

graxos linoleico e linolénico, benéficos a satde humana (SCOLLAN et al., 2017).
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E seguindo o mesmo raciocinio, Jenkins & McGuire (2006) observaram que
os acidos oleico e linoleico apresentava altas concentracdes, porém no leite produzido

a partir da suplementacdo com gordura protegida.

3.3 Suplementacéao lipidica: beneficios e limitacdes

A adicao de Oleos vegetais e graos estdo sendo utilizado nas dietas com
objetivo de reduzir a biohidrogenacdo das bactérias, por possuirem altas
concentracbes de acidos graxos insaturados. Todavia, as propor¢cdes e resultados
podem variar conforme as fontes fornecidas (COSTA et al.,, 2009; BOLZAN et al.,
2007; PAULA et al., 2012).

Dentre os 6leos mais utilizados na suplementacéo, o 6leo de linhaga possui
beneficios atribuidos em altos niveis de acido linolénico e niveis moderados de
linoléico, e também tem o de soja e canola, ricos em linoleico e moderados de oleico
(CHOUINARD et al., 2001). E o grdo de soja e caroco de algoddo sdo alternativas
viaveis de grao oleaginosos na suplementacdo animal (CONSOLO, 2011).

Essas fontes de lipideos na dieta sdo rapidamente metabolizadas no rimen
e possuem um efeito desejado por aumentar a carga energética da dieta, sem
aumentar a proporcao de carboidratos nédo fibrosos (DIAS et al., 2009; VARGAS et al.,
2002). Outro efeito positivo € a reducéo de producao de metano e ambnia na camara
fermentativa, motivado pela reducdo da relacédo acetato: propionato (LIN et al., 1995;
VARGAS et al., 2002).

Entretanto, o uso de lipideos na dieta pode ocasionar, efeitos deletérios as
bactérias metanogénicas, diminuicdo da fermentacdo da matéria organica e aumento
a producao de propionato, que resulta na mitigacéo de CH4 (JOHNSON & JOHNSON,
1995). A intensidade da producdo desse gas orgéanico pode ser manipulada, pois,
fatores como dieta disponivel aos animais, consumo e a digestibilidade do alimento,
modificam a fermentacdo do ramen (MOHAMMED et al., 2004; PEDREIRA, 2004;
RIVERA et al., 2010).

Dessa forma, estratégias nutricionais, como alteracdes da relagcdo volumoso:
concentrado, tipos e quantidades de carboidratos ofertados, o uso de iono6foros e
leveduras na alimentacdo (MOHAMMED et al., 2004; PEDREIRA, 2004; RIVERA et
al., 2010), bem como a suplementacdo com lipideos tém potencial para reducéao do

montante de metano produzido tornando a dieta mais eficiente.
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3.4 Uso de Oleos vegetais

Os Oleos vegetais apresentam altas concentracdes de acidos graxos
insaturados e quando emparelhado com outras fontes de gordura, apresenta maior
disponibilidade (COSTA et al., 2009). Santos (2001), afirma que ao adicionar éleo de
soja na dieta de vacas leiteiras, que a quantidade de acidos graxos insaturados
encontrados no leite era maior, por estarem mais disponiveis para metabolizacéo.

Lana et al. (2005) nota um aumento na densidade energética quando
adicionaram 5% de dleo de soja na matéria seca da dieta fornecida para cabras
leiteiras, de modo que, teve uma reducdo do CMS e digestibilidade da fibra em
detergente neutro (FDN), explicado pelo aumento do consumo de extrato etéreo
(CEE).

Machmdiller et al. (1998) avaliaram in vitro que os niveis 3% e 6% de 6leo de
coco reduzia a producao de metano em 43% e 57%, respectivamente. A razao foi o
efeito téxico dos acidos graxos cadeia média ou acidos poliendicos aos
microorganismos ruminais (MACHMULLER et al., 2000).

Costa et al. (2009) cita que a suplementacdo por 6leos sdo opcoes
promissoras, que levara as indastrias produtoras de 6leos vegetais aumentar sua
oferta e com a possibilidade de alterar a forma de processamento para diminuir o custo

total da producédo destinado a nutricdo animal.

3.5 Uso de Oleos essenciais

Os oleos essenciais (Oes) sdo substancias lipofilicas, liquidas e volateis
provenientes de diferentes tecidos vegetais (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).
Assim, com passar dos anos o interesse em utilizar 6leos essenciais na dieta de
ruminantes aumentou, principalmente, em virtude da sua atividade antimicrobiana
(CALSAMIGLIA et al., 2007).

Em virtude da sua variedade de compostos quimicos, o 6leo essencial
exerce um mecanismo de acdo na membrana e parede celular dos microrganismos
ruminais (D’AGOSTINO et al., 2019), de modo que possibilita a modulagédo da
fermentacao ruminal.

A interagéo do 0leo essencial com a membrana do microrganismo ruminal
faz com que as estruturas dos microrganismos sejam alteradas, tornando mais fluidas

e permedveis. Deste modo, permitindo o extravasamento de ions e a perda do
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conteldo citoplasmatico, diminuindo a populacdao microbiana (CALSAMIGLIA et al.,
2007).

Os mecanismos de a¢do do 6leo essencial sdo mais suscetiveis as bactérias
gram-positivas, por possuirem uma camada espessa composta em sua maior parte
por peptioglicano (BURT, 2004).

No rimen, a maioria bactérias sdo gram-negativas e possuem uma parede
de peptioglicano mais fina. No entanto, isso ndo a torna impermeavel, dado que
substancias quimicas presentes nos Oes, como, timol e carvacrol, que conseguem
inibir o crescimento dessas bactérias (CALSAMIGLIA et al., 2007)

Patra e Yu (2012) ao avaliarem os efeitos dos 6leos de vanilina, cravo,
orégano e horteld-pimenta verificaram reducéo na producdo de metano em todos os
6leos e menor producdo de amodnia ao avaliar os 6leos de orégano e cravo, efeito do
mecanismo de acdo dos OEs sobre as bactérias do rimen, que possibilita a inibicao
da desaminacdo e da metanogénese, confirmando sua atividade antimicrobiana
(CALSAMIGLIA et al.,2007).

Dentre as opc¢Bes de Oleos essenciais, temos 0 6leo essencial de orégano
(OEO) que se destaca por sua maior capacidade oxidante e atividade antimicrobiana
guando comparada a outros compostos essenciais (DRAGLAND et al., 2003; WANG
et al., 2009).

O timol € um composto presente no OEO que tem chamado atencdo de
pesquisadores pela sua forte atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de
bactérias gram-positivas e negativas (BURT, 2004).

Liu et al. (2017), avaliou uma dose Unica de OEO em bezerros recém-nascidos
no crescimento, desenvolvimento, estado de saude e desenvolvimento ruminal, e
observou beneficios positivos, semelhantes aos antibioticos, incluindo aumento do
crescimento do bezerro, desenvolvimento ruminal, salde intestinal e digestibilidade
de nutrientes.

Zhou et al. (2020) na sua pesquisa, observou que a producéo de metano
diminiu linearmente a medida que aumentou as doses de OEO. Possivel efeito direto
ou indireto (ou ambas) na metanogénese,_consequéncia da inibicdo de bactérias
produtoras de hidrogénio, como Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens e
protozoarios, resultando na maior producdo de propionato.

Além desses resultados, Rivaroli et al. (2017) também verificou efeitos

positivos ao comparar diferentes fontes de 6leos essenciais, de modo que verificou
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desempenho positivo e semelhantes do orégano, alecrim, alho, timol, eucalipto e
laranja doce, sobre eficiéncia alimentar nas dietas de touros mesticos terminados em

confinamento alimentados com dieta rica em concentrado.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Local, tratamentos e analises bromatoldgicas

O ensaio de producéo de gases foi realizado no Laboratorio de Fermentagéo
Ruminal e Producédo de Gases e as analises bromatologicas no Laboratorio de
Bromatologia, no Complexo Laboratorial de Nutricdo Animal do Programa de Pés-
graduacéo Integrado em Zootecnia nos Trépicos (PPGIZT), situado no Centro de
Ciéncias Agrérias (CCA) da Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT), em
Araguaina — Tocantins, localizada a 07° 12'28" latitude sul e 48° 12'26" longitude
oeste.

Foi testado o uso de diferentes fontes de gordura em dietas formuladas para
terminacdo de bovinos de corte e os seus efeitos na producédo de gases totais e
metano, além da degradabilidade da matéria seca das dietas, pela técnica in vitro. As
dietas foram isoprotéicas e compostas por 90% de concentrado, contendo milho fuba
e ureia, e 10% da MS de volumoso capim Mombaca silagem, mais a sua respectiva
fonte de gordura.

O ensaio foi feito em um delineamento experimental em blocos casualizados
(DBC) com arranjo fatorial (3 X 2), trés dietas com sua respectiva fonte de gordura,
com a inclusédo ou ndo do 6leo essencial de orégano, perfazendo seis tratamentos e
com trés in6culos dos animais doadores.

A proporcdo e composicdo quimica dos ingredientes estdo sendo
apresentados na tabela 1 e 2. E os tratamentos estdo descritos a seguir:

1. Dieta padréo;
Dieta com gordura protegida (GordProtecSemOE);
Dieta com 6leo de soja (OleoSojaSemOE);
Dieta padrao com 6leo essencial de orégano (PadraoComOE);

Dieta com gordura protegida e 6leo essencial de orégano (GordProtecComOE);

o gk WD

Dieta com 6leo de soja e 6leo essencial de orégano (OleoSojaComOE).
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Tabela 1- Composicdo bromatoldgica dos ingredientes das dietas experimentais

Ingredientes

g kg-1de MS Milho Fuba Caplm_ Mombaga Gordura Protegida
Silagem
MS (g kg-1 de MN) 946,5 874,7 97,52
PB 84,8 35,2 6,87
FDN 140,1 705,4 694,1
EE 64,7 13,2 820
MM 13,7 68,9 245,2

MN - Matéria natural. MS - Matéria Seca; PB - Proteina Bruta; FDN - Fibra em
Detergente Neutro; EE - Extrato Etéreo; MM - Matéria Mineral.

Tabela 2- Proporcao de ingredientes nas dietas experimentais

Gordura Oleo de Padrao GordProtec OleoSoja

Ingredientes  Padrao protegida soja ComOE! ComOE2 ComOE3

Capim

Mombaca 10% 10% 10% 10% 10% 10%
Silagem

Milho Fuba 87,93% 85% 85,59% 87,93% 85% 85,59%
Uréia 2,06% 2,16% 2,14% 2,06% 2,16% 2,14%
Gordura i 2,35% i i 2,35% i
Protegida

Oleo De Soja - - 2,27% - - 2,27%
Oleo Essencial i i i 20 20 204

De Orégano

1- PadraoCOE: Padrdo com 6leo essencial de orégano; 2- GorProtCOE: Gordura protegida com éleo essencial
de orégano; 3- OleoSojaCOE: Oleo de soja com 6leo essencial de orégano

A dieta padrao continha teores médios de 91,74% de Matéria Seca (MS),
10,32% de Proteina Bruta (PB), 28,46% de Fibra de Detergente Neutro (FDN), 6,47%
de Extrato Etéreo (EE) e 2,9% Matéria Mineral (MM). A dieta com gordura protegida,
os teores de MS eram 92,14%, PB 10,32%, FDN 28,46%, EE 7,87% e MM 3,56%. A
composicao da dieta com 6leo de soja equivale a 91,54% de MS, 9,6% de PB, 27,91%
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de FDN, 5,73% de EE e 3,03% de MM. As dietas com a incluséo de o6leo essencial
de orégano (OEO) e sua respectiva fonte de gordura, apresentaram teores
semelhantes de MS, PB, FDN, EE e MM.

O periodo experimental consistiu em 21 dias, com quatorze dias para a
adaptacao dos animais e preparacao das dietas, sete dias para a realizacdo do ensaio
de producéo de gases in vitro e degradabilidade.

As dietas formuladas foram previamente secas em estufa de ventilacdo
forcada por 72 horas a 55 (°C) e, posteriormente, moidas a 2 mm para utilizacdo no
ensaio de producéo de gases e a 1 mm para analises bromatologicas, e moidos em
moinho de facas tipo willey e em seguida avaliados os teores de matéria seca (MS),
matéria organica (MO), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE)
(AOAC, 2005), fibra em detergente neutro (FDN) (VAN SOEST et al., 1991).

4.2 Ensaio de producao total de gases

As coletas de liquido ruminal foram feitas via es6fago com o auxilio de sonda
esofagiana acoplada um recipiente de vidro conectada a um cano ligado a bomba de
pressdo negativa, em que todos os recipientes estavam aquecidos a 39 °C. E um
"pool” dos trés indculos foi misturado para formar um bloco adicional.

A técnica semi-automatica utilizada para producao de gases, foi conforme a
metodologia de Mauricio et al. (1999). Os frascos de 150 ml utilizados, foram lavados
anteriormente com agua destilada e secos em estufa de ventilacdo forcada a 55 °C.
Posteriormente, adicionado 1,0 g de amostra do substrato em frascos de 150 ml, sob
injecdo continua de CO; no interior de cada frasco. Em seguida, colocado 90 ml de
meio de cultura proposto por Theodorou et al. (1994), 10 ml de in6culo, com 3 réplicas
de cada tratamento por bloco. De modo a controlar as variagfes, foram incubados
frascos com as solugdes e sem substratos, considerados brancos.

Apés adicionado a solugdo, os frascos foram vedados com tampa de
silicone, homogeneizados e incubados em estufa 39 °C sob controle rigoroso de
temperatura. Para a mensuracao da pressao dos gases no interior do frasco, utilizou-
se um transdutor de pressdo modelo DPI800-P, que conecta a uma valvula de trés
saidas. A primeira saida foi acoplada ao transdutor de pressao, a segunda a uma
agulha (0,8 x 25,0 mm) que tem acesso aos gases no interior dos frascos, e a terceira

foi vedada.
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As leituras foram realizadas nos tempos de 3; 6; 9; 12; 16; 20; 24; 30; 36; 48;
72 e 96 horas apos o inicio do processo de fermentacédo. No término das medi¢cdes no
tempo 96 horas, os frascos foram mergulhados em um recipiente com agua gelada
para cessar o processo fermentativo.

Os materiais solidos e liquidos dos interiores dos frascos foram filtrados em
cadinhos filtrantes (porosidade 1) com o auxilio de uma bomba de presséo negativa,
posteriormente colocados em estufa a 105 °C durante 24 horas e pesados para
determinar a degradabilidade da matéria seca. Em seguida, colocados na mufla
durante 4 horas a 400 °C, sucessivamente pesados para determinacdo da matéria
organica.

O modelo de France et al. (1993) ajustado aos dados da cinética de
producédo de gases, expresso abaixo:

Y=A{l-exp [-b(t—T)—cx(\/t-\/T)]}

Em que:

Y = producdo acumulativa de gases (ml); A = Méxima de producéo
acumulada de gases (ml); T = tempo de colonizagdo (h); b (h') e ¢ (h°®) = taxas
fracionais constantes; t = tempo (h).

A taxa fracional média (h!) de producéo de gases (u) seréa calculada como:

H=b+c
24t

Em que:

U = taxa de producdo de gases (h-1); b (h?) e ¢ (h©®) = taxas fracionais
constantes; t = tempo (h).

As equacdes serdo comparadas por meio de teste de paralelismo e
identidade de curvas de acordo com Regazzi e Silva (2004) (p<0,05).

A degradabilidade efetiva sera obtida segundo metodologia de France et al.
(1993), onde:

DE = So E T (1 - KI) / (So + Uo)

Em que:

DE = Degradabilidade efetiva; k = taxa de passagem; sendo calculado para
k= 0,2; 0,3; 0;4; 0,05; 0,06; 0,07 e 0,08; So e Uo = fra¢des inicialmente fermentaveis e
fracOes néo fermentaveis, respectivamente, sendo:

| =Jeoexp-[(b+Kk)(t-T)+c(Nt-VT)] dt.

20



Os dados gerados de degradabilidade ruminal in vitro da MS e MO, bem
como a producéo de Metano foram submetidos a andlise variancia e as dietas testadas
pelo teste de t de Student (LSD) a 5% de probabilidade.

4.3 Leitura de metano

A mensuracdo de metano foi realizada através de uma porcao de 5mL de
gas coletado, que foi injetada em um analisador de gases portéatil TEC-GA21BIO®
capaz de avaliar as proporcdes dos gases CH* (Metano), configurado para realizar
leituras a cada quatro segundos, conectado a uma mangueira com uma valvula de
trés saidas com seringas conectadas, para evitar a perda de gas.

Apés a obtencdo da concentracdo de metano do volume total de gases
produzidos e da degradabilidade da matéria organica nos diferentes tratamentos sera
obtido a quantidade de metano por quantidade de matéria organica degradavel in vitro.

O modelo estatistico para expressar os dados que serdo obtidos, sera:
Yijk =y + Bi + F1j + F2k + F1j x F2k +eijk em que,

M = média geral.

Bi= efeito do Bloco i, i=in6culo 1, 2 e 3.

F1; = efeito da fonte de gordura j, j = gordura protegida, 6leo de soja, sem

fonte

F2k = Efeito da inclusdo do 6leo essencial de orégano, k= com ou sem 6leo

essencial de orégano
F1jx F2k = efeito da interac&o

Eijk = erro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os tratamentos nao diferiram pelo teste de paralelismo (p<0,05), Tabela 3.
No entanto, quando analisados pelo teste de identidade (p<0,05) observou-se que 0s
tratamentos padrdo e gordura protegida com a inclusdo de OE, a producado de gases
foi superior aos demais tratamentos, porém o uso OE quando utilizou o 6leo de soja
nao apresentou o0 mesmo efeito.

A menor producdo de gases observada no tratamento padréo, pode estar
relacionado com 0s microrganismos que fermentaram mais o substrato, liberando
mais energia. Esses resultados sugerem possivel efeito do pH sobre os
microrganismos, que influenciou na sua atividade microbiana. Conforme Orskov
(1986), dietas com alta relacdo de concentrado sao mais suscetiveis a queda de pH

por disponibilizar mais carboidratos para fermentacao.

Tabela 3- Equacdes da producédo acumulativa de gases (PCG), em mL/g de MS de
dietas com adicdo de gordura e 6leo essencial de orégano

Tratamentos Equacbes (Modelo de France) R2
Padrio y = 193,400 x {1-exp['070676 X (t-1,0304) - (-0,1242) x ( Vt— x/1,0304)]} aC 99.15
Gordura Protegida Y= 201,900 x {1-expl0:.0729 x (-1.0182) - (-0,1436) x (t-V1.0182)}  aB 99,23
O|€‘O Soja Y=199,500 x {1_exp[—0,0739x (t-1,0266) - (-0,1441) x ( Vt— \/1,0266)]} aB 99,26

PadraoCOE! Y=207,000 x {1-expl0:0700x (t:1,3240) - (-0,1235) x ( V= x/1,3240)]} aA 99,49
GorProtCOE?2 Y=208,400 x {1_exp[—0,0717 X (-1,2320) - (-0,1348) x ( Vt— \/1,2320)]} aA 99,11
OleoSojaCOE?  Y=201,400 x {1-expl[-0:0730x (+:1,2100) - (-0,1393) x ( V= \/1,2100)]} aB 97,97

Equacdes acompanhadas por letras minUsculas iguais ha mesma coluna séo paralelas pelo teste de
paralelismo de curvas a 5% de probabilidade (Freeze, 1970). Equacdes acompanhadas por letras
mailsculas iguais na mesma coluna sdo idénticas pelo teste de identidade de curvas a 5% de
probabilidade (Regazi e Silva, 2004).

1- PadraoCOE: Padrdo com 6leo essencial de orégano; 2- GorProtCOE: Gordura protegida com 6leo
essencial de orégano; 3- OleoSojaCOE: Oleo de soja com 6leo essencial de orégano.

O uso de 6leo de orégano ndo modificou a degradacdo ao longo das 96
horas, indicando o mesmo padréao de fermentacao (Figura 1). Isso pode ser verificado
pelo comportamento paralelo das curvas de degradacéo.
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Figura 1. Curva da producdo cumulativa de gases em funcdo dos tempos de incubacéo das
dietas ControleSemOE (Controle sem 6leo essencial de orégano), OleoSojaSemOE (Oleo de
soja sem Oleo essencial de orégano), Gordura protegida (Gordura protegida sem 6leo essencial
de orégano), ControleComOE (Controle com 6leo essencial de orégano), OleoSojacomOE (Oleo
de soja com Oleo essencial de orégano), Gordura protegida (Gordura protegida com o6leo
essencial de orégano).

Na figura 2, observa-se o efeito do uso de 6leo essencial de orégano na
producdo de gases totais, em que as médias com a inclusdo de 6leo essencial de
orégano aumentaram a producao de gases.
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Figura 2. Curva da producdo cumulativa de gases em funcédo da inclusédo (Media com OE) ou

n&o de Oleo Essencial (Media sem OE).
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Foi observado pouco impacto da gordura protegida na fermentac&o ruminal,
(tabela 4), devido principalmente sua passagem no rumen ter um efeito negativo
minimo aos microrganismos ruminais, tornando disponivel em maior quantidade sua
absorcao no intestino delgado (AFONSO, 2008).

Valinote et al. (2006) ao avaliar sais de calcio de acidos graxos e caroco de
algodao, verificou que apenas os lipideos liberados do caro¢o de algodéo alteraram a
populacéo ciliados do rimen, enquanto a gordura protegida ficou inerte pelo ramen.

Observou-se resultados positivos com a inclusdo de 6leo essencial de
orégano, que possibilitou melhorar a fermentacédo das dietas, sobretudo a gordura
protegida que respondeu bem a incluséo do 6leo, produzindo 10% a mais de gases
totais.

Nesse contexto, exceto o 6leo de soja ndo sofreu influéncia, em virtude de
seu efeito defaunatorio, que também foi observado por Eifert et al. (2006) ao avaliar

Oleo de soja com diferentes fontes de carboidratos na dieta.

Tabela 4- Parametros da cinética de fermentacdo ruminal in vitro de dietas com diferentes fontes
de gordura utilizando o modelo de France e degradabilidade efetiva.

Tratamentos
Parametros Gordura x
de France  Padrdo protegid Oleo Soja PadrEaloCO GorPI;)tCO OleoSojaCOE?
a
A* 193,4000 201,9000 199,5000 207,0000 208,4000 201,4000
T* 01:.01 01.01 01.01 01:19 01:13 01:12
M* 0,052233 0,055169 0,05600189 0,05444 0,0549 0,05564
DE** (6%) 71,3566 71,8133 72,2019 77,4785 72,7299 69,0226
DE (7%) 69,9258 70,3858 70,7616 76,6885 71,1312 67,5211
DE (8%) 68,5168 68,9800 69,3431 75,8989 69,5606 66,0457

A - Total de gases (mL), T - Tempo de colonizagao (horas:minutos) e p - Taxa de degradacéo fracional (h-1) **Degradabilidade
Efetiva* Parametros estimados pelo modelo de France et al. (1993).

1- PadréoCOE: Padrédo com 6leo essencial de orégano; 2- GorProtCOE: Gordura protegida com éleo essencial de orégano; 3-
OleoSojaCOE: Oleo de soja com 6leo essencial de orégano.

Verificou-se que o tempo de colonizagao foi semelhante entre os tratamentos
sem o Oleo essencial de orégano, apontando que o 6leo de soja ndo causou henhum
impedimento na degradacéo da particula. Entretanto, foi observado maior tempo de
colonizagdo nas dietas com 0leo essencial de orégano. Possivelmente, esse maior
tempo para degradar a particula, seja devido o OE apresentar caracteristicas

hidrofébicas impedindo o ataque microbiano e seu metabolismo, efeito esse,
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observado nos estudos de Benetel (2018) ao avaliar 6leos essenciais de citronela, ho
wood, orégano e tomilho.

Ja na taxa de degradacao efetiva sinaliza que a medida que aumenta o
tempo, diminui a digestibilidade da dieta, podendo estar relacionado com as taxas de
passagem das dietas para outros compartimentos.

Observou-se nos tratamentos com 6leo de soja que houve reducdo na
producado de CH, (tabela 5), podendo ser uma acéo direta do 6leo contra as bactérias
metanogénicas (MACHMULLER & KREUZER,1999). Embora este trabalho sé tenha
avaliado 6leo de soja, resultados semelhantes foram obtidos por Souza (2019) ao
avaliar a inclusédo 3,5% de 6leos de Macauba, Pequi, Babacu e Buriti.

A adicdo de OEO na dieta reduziu a producédo de metano, efeito semelhante
ao encontrado nos estudos de Zhou et al. (2020) que ao avaliar diferentes niveis de
Oleo essencial de orégano, verificou inibicdo de microrganismos produtores de
metano, em virtude de uma reducédo na producao de hidrogénio, resultado da reducao
de acetato e butirato, e aumento na producéo de propionato.

Verificou-se que degradabilidade matéria organica foi superior nos
tratamentos com gordura protegida com inclusdo de orégano, conforme Chalupa e
Ferguson (1990) pode ocorrer dissociacdo dos sais de célcio de acidos graxos,
sugerindo que o mesmo nao foi totalmente inerte no ambiente ruminal. No entanto, o
fato de a degradacao ser maior nesse tratamento com gordura protegida indica que a
mesma foi eficiente na sua protecao e nao afetou os microrganismos.

Possivelmente também, o efeito da inclusdo OE na dieta que modulou a
fermentacdo ruminal. De modo que os microrganismos selecionados pelo OE séo
mais eficientes na degradacéo da organica.

Benetel (2018) destaca que a baixa degradacdo da matéria seca seria uma
desvantagem, e que a busca por um OE que reduz o volume de metano sem interferir
na degradabilidade é importante, devido alimentos com baixa degradabilidade impedir

0S microrganismos do rimen extrair substrato.
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Tabela 5- Degradacao da matéria seca (DMS), organica (DMO) e metano

DMS (%)
Dieta p*
OE Padrdo  Oleo Soja Gordura ,«jias OE Dieta OEX cv (%)
Protegida Dieta
Sem 80,42 81,32 80,85 80,86
Com 82,23 78,60 82,94 81,25 0,71 0,33 0,15 2,71
Médias 81,32 79,96 81,89 81,55
DMO (%)
Dieta p*
OE Padrdo  Oleo Soja Gordura 1< ias OE pieta OFX cv (%)

Protegida Dieta

Sem 81,30aA 82,06 aA 81,6 aA 81,65
Com 85,50aAB 80,25aB 90,22 bA 85,32 0,033 0,075 0,049 3,79

Médias 83,4 81,15 85,91 83,48
Metano (g de CH*. Kg MOD?)
Dieta pP*
OE Padrdo  Oleo Soja Gordura \\cjias  OE pieta OFX cv (%)
Protegida Dieta

Sem 31,01aA 24,24aC 29,52aB 28,25
Com 29,07bA 2488aC 2761bB 27,18 <0,001 <0,001 0,015 1,28
Médias 30,04 24,56 28,56 27,71

Médias seguidas por letras maiusculas nas colunas e minusculas nas linhas diferem a 7% de
probabilidade Dieta de erro tipo 1 pelo teste t Student.

*probabilidade Dieta de erro tipo 1 pelo teste F.
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6 CONCLUSOES
A producdo de gases € superior em dietas utilizando gordura protegida
quando comparada as que utilizaram 6leo de soja. Sobretudo, a inclusdo de 6leo

essencial de orégano potencializou esses resultados em estudos in vitro.

No ensaio de producéo de gases in vitro, a degradacdo da matéria seca e
organica sao superiores nas dietas com gordura protegida e Oleo de orégano.
Possivelmente, as dietas com menor producao de metano séo as que utilizaram o 6leo
de soja. E ainclusdo de 6leo de orégano também é eficiente na reducdo de metano
em estudos in vitro, de modo que as dietas que continham obtiveram os melhores

resultados.
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