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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de resolver os

problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)
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RESUMO

Oleos essenciais (OE) podem ser utilizados como aditivos naturais na nutri¢do de ruminantes,
com o proposito de melhorar a eficiéncia de fermentacdo ruminal, de sintese proteica e
manutengdo do pH ruminal. Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a incluséo
de bleos essenciais em simulacdes in vitro sobre diversos parametros de fermentagdo ruminal,
como o pH, degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), degradabilidade in vitro da
fibra em detergente neutro (DIVFDN), niveis de nitrogénio amoniacal (N-NH3) e parametros
de cinética ruminal. Os tratamentos foram avaliados simulando dietas com diferentes tipos e
proporcdes de concentrado e volumoso. Foram testados em simulages in vitro éleo essencial
de cravo (OC) e de laranja (OL) em diferentes dosagens sobre duas dietas diferentes (dieta com
80% - corte e 50% de concentrado - leite). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com fatorial (2X3) para cada dieta. Os dados obtidos foram comparados com teste
de médias (Tukey) e adotou-se a. = 0,05 de probabilidade. Quando houve efeito do nivel e do
6leo essencial ou da interacdo entre os dois, foram analisados através de contrastes. A inclusdo
de OC manteve os valores de DIVMS nas duas dietas, enquanto o OL reduziu a DIVMS
somente no tratamento com menor teor de concentrado. Os teores de N-NH3z foram menores
em relacdo ao controle no nivel de 400 mg/L de fluido ruminal tamponado dos dois OE, para
a dieta leite. Na dieta com maior teor de concentrado, os valores médios foram inferiores ao
controle em todos os tratamentos, com valores mais baixos para a dosagem de 200 mg/L de
fluido ruminal tamponado. Em relacdo aos parametros de cinética ruminal, a adicdo de OE
aumentou o volume total de gas produzido, com o aumento mais significativo para OL na dieta
leite. Quanto ao fator de particdo (FP), o mesmo foi reduzido em rela¢do ao controle na dieta
leite, e foi superior ao controle na dieta corte para 0s menores niveis de inclusdo dos OE (100

e 200 mg/L fluido ruminal tamponado). Assim, a inclusdo de éleos esséncias pode melhorar a



utilizacdo de nitrogénio no rumen, sem afetar a fermentacao ruminal para os 0leos e niveis de

inclusdo analisados.

Palavras-chave: extratos de plantas, fermentacdo ruminal, aditivos alimentares,
antimicrobiano, nitrogénio amoniacal



ABSTRACT

Essential oils (OE) can be used as natural additives in ruminant nutrition, to improve the rumen
fermentation efficiency, protein synthesis and ruminal pH maintenance. The objective of this
study was to evaluate the essential oils inclusion in in vitro simulations on various ruminal
fermentation parameters such as pH, in vitro dry matter degradability (DIVMS), in vitro neutral
detergent fiber degradability (DIVFDN), ammoniacal nitrogen levels (N-NH3) and ruminal
kinetic parameters. The treatments were evaluated simulating diets with different types and
proportions of concentrate and bulk. Clove essential oil (OC) and orange (OL) were tested in
different simulations on two different diets (80% - Meat diet and 50% concentrate — Milk diet).
The experimental design was completely randomized with factorial (2X3) for each diet. The
data were compared with the Tukey test and o = 0.05 probability was used. When there was an
effect of the level and the essential oil or the interaction between them, they were analyzed
through contrasts. The OC inclusion maintained the values in both diets, while OL reduced
DIVMS only in the treatment with lower concentrate content. The N-NH3 contents were lower
in relation to the control at the 400 mg/L level of ruminal fluid buffered with the two OE, for
the dairy diet. In diet with higher concentrate content (beef), mean values were lower than
control in all treatments, with lower values for the dosage of 200 mg / L of buffered ruminal
fluid. In relation to ruminal Kinetic parameters, the OE addition increased the total volume of
gas produced, with the most significant increase for OL in the Milk diet. Regarding the
partitioning factor (FP), it was reduced in relation to control in milk diet, and was superior to
control in beef diet for the lower OE inclusion levels (100 and 200 mg / L buffered ruminal
fluid). Thus, the essential oils inclusion can improve the nitrogen use in rumen, without

affecting ruminal fermentation for the oils and inclusion levels analyzed.



Keywords: plants extracts, ruminal fermentation, feed additive, antimicrobial, ammonia



INTRODUCAO

A producgdo animal brasileira esta se desenvolvendo constantemente para garantir a
oferta de alimentos a populacdo brasileira e mundial, visto a crescente demanda por estes
produtos. Entretanto, principalmente os ruminantes, se tornaram alvos de criticas pela alta
demanda de recursos naturais, area de terras e poluicdo ambiental, sendo considerado em geral
como 0s maiores responsaveis pela emissao de poluentes no ar e no solo. Considerando-se que
a agropecudria brasileira tende a crescer nos proximos anos, é importante modificar e melhorar
0s meios de producdo de maneira a intensificar os sistemas de producdo com sustentabilidade

ambiental e econémica (de Oliveira Caetano & Junior, 2016).

O que caracteriza 0s ruminantes essencialmente € a presenca do ramen. O rimen é um
compartimento do estbmago dos ruminantes que tem como caracteristicas principais a
anaerobiose, presenca de microrganismos como bactérias, fungos e protozoarios em grande
quantidade, fermentacdo e producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC). Varias
pesquisas sdo realizadas tendo o rimen e suas caracteristicas como objetivo de estudo; estas
tém buscado modificar o ambiente ruminal com o objetivo de reduzir os impactos ambientais
e melhorar a produtividade dos animais. A manipulacéo da fermentacdo ruminal pode melhorar

0 aproveitamento de alimentos nobres ou subprodutos pelos ruminantes.

A manipulacdo da fermentagdo por meio de aditivos alimentares é uma estratégia para
melhorar a saude animal, reduzindo desordens metabdlicas (Plaizier et al., 2018; dos Santos,
Silva-kazama, Kazama, & Petit, 2010) e otimizando a utilizacdo de nutrientes dos alimentos
(McCann, Elolimy, & Loor, 2017). O uso de aditivos na dieta como ionoforos é utilizado para
modificar a fermentacdo ruminal e assim reduzir a producdo de metano, perdas de nitrogénio e
melhorar a eficiéncia alimentar. Contudo, o uso destes produtos estd proibido na Unido
Europeia desde 2006, pela preocupacao da populacdo em consumir produtos livres de aditivos

quimicos que se estende ao resto do mundo, ainda ndo de maneira proibitiva. Uma alternativa



que vem sendo desenvolvida desde entéo é a utilizacéo de 6leos essenciais, que sdo compostos

secundarios de plantas com diversos componentes ativos (Tedeschi et al., 2017).

Os oleos essenciais sdo potenciais moduladores da fermentagdo ruminal, constituidos
por substancias que podem reduzir a metanogénese, aumentar a producéo de acido propidnico,
reduzir a degradacgdo proteica, melhorar a sintese de proteina microbiana e inibir a atividade de
alguns protozoéarios (Asmare, 2014). Esses compostos também podem reduzir a emissao de
metano e amodnia no ambiente, entretanto ha resultados inconsistentes para a degradabilidade
de alimentos e desconhecimento sobre os mecanismos de atuacdo no ambiente ruminal
(Cobellis, Trabalza-Marinucci, & Yu, 2016)

Dentre os 6leos essenciais mais estudados e ja utilizados como aditivos para ruminantes
estad o 6leo essencial de cravo, que possui como principal componente o eugenol, com atividade
antimicrobiana, anestésica e antioxidante (Scherer, Wagner, Duarte, & Godoy, 2009), ja
utilizado em vaérias formulagdes comerciais. Outro 6leo essencial com potencial é o 6leo
essencial de laranja, que pode ser produzido no Brasil em larga escala, derivado da cadeia de
producdo de sucos de laranja. O 6leo essencial de laranja extraido do pericarpo da fruta, com
o limoneno como principal componente ativo, ainda é pouco estudado para ruminantes (Bizzo,
Hovell, & Rezende, 2009).

Estes aditivos naturais ao exemplo de outros aditivos promissores sdo extensivamente
testados em simulacdes in vitro, pela grande quantidade de 6leos essenciais e possibilidades de
combinagdes (Calsamiglia, Busquet, Cardozo, Castillejos, & Ferret, 2007b) Metodologias in
vitro de avaliacdo de alimentos e aditivos sdo uma alternativa mais viavel do que o uso de
animais, pois é mais barato, rapido e menos invasivo. A combinacdo de métodos de avalicdo
de alimentos e aditivos in vitro é importante para estimar os possiveis efeitos na fermentacao

ruminal.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

ADITIVOS NA NUTRICAO DE RUMINANTES

Ruminantes sdo animais reconhecidos pela sua capacidade de converter forrageiras de
baixa qualidade n&o utilizadas como alimentos para humanos de alto valor nutricional como
carne e leite, (McCann et al., 2017). Essa conversdo e producédo de alimentos é mais eficiente
quando é oferecido aos ruminantes alimentacdo balanceada. Além da adequada proporc¢éao de
ingredientes e suprimento de nutrientes, o fornecimento de aditivos é uma ferramenta
importante para a manutencdo da satde ruminal, crescimento, reproducdo e producdo dos
animais.

Entre os aditivos alimentares mais usados estdo os ionoforos, principalmente a
monoensina, amplamente reconhecida como modificador ruminal, utilizada para reduzir a
incidéncia de doencas tipicas do periodo de transicdo de vacas leiteiras, além de potencial
reducdo da emissdo de metano (dos Santos et al., 2010). A produc¢édo de metano tem uma relacao
negativa com a eficiéncia alimentar e utilizacdo de energia pelos ruminantes, além dos
prejuizos ecoldgicos da emissdo de metano na atmosfera (Pirondini et al., 2014), justificando
os esforcos de pesquisas para reduzir a emissdao de metano pelos ruminantes.

Outros aditivos bastante utilizados na nutricdo de ruminantes sdo os prébioticos,
probioticos e enzimas, especialmente com o objetivo de melhorar a degradacéo e utilizacdo de
fibras provenientes de volumosos de baixa qualidade (Asmare, 2014). Leveduras,
principalmente derivadas de culturas de Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus oryzae
strains, sdo adicionadas as ra¢des para controle de pH, melhoria na degradacéo da fibra, além
da utilizagédo dos produtos de fermentacéo pelos animais (Plaizier et al., 2018). Para vacas em

periodo de transicao ou de alta producéo, leveduras séo incluidas na alimentacéo pelo potencial



de controle do pH ruminal, com o objetivo de reduzir a incidéncia de acidose subaguda
(Hasunuma, Uyeno, Akiyama, & Hashimura, 2016).

Apesar da proibicdo da Unido Europeia, em 2006, e dos questionamentos de
pesquisadores e consumidores, 0 uso da monoensina e outros ionoforos ainda é permitido nos
Estados Unidos, Brasil, Argentina e outros paises (De Marchi et al., 2015). O uso de
antibidticos tanto para tratamento como prevencao e também como promotores de crescimento
em animais de produg&o é associado ao desenvolvimento de espécies de bactérias resistentes a
antibidticos (Centner, 2016), que podem ser extremamente prejudiciais a saide humana. A
possibilidade de presenca de residuos no leite, carnes e outros produtos, cogitado como uma
das possiveis fontes de bactérias resistentes aos humanos € uma questdo que perturba 0s
consumidores (Tedeschi et al., 2017)

Os aditivos naturais sdo uma alternativa aos antibidticos, sem os efeitos adversos como
residuos e microrganismos resistentes (Valenzuela-grijalva, Pinelli-saavedra, Muhlia-almazan,
Dominguez-diaz, & Gonzélez-rios, 2017). Estes aditivos podem ser utilizados na forma natural
ou a partir do principio ativo puro, dependendo dos mecanismos de acdo e outros compostos
presentes que podem atuar de forma sinérgica (Kholif et al., 2018). Alguns exemplos de
aditivos naturais ja testados: propolis (de Aguiar et al., 2013; Valero et al., 2014; Yoshimura
et al., 2018), taninos e saponinas (Mandal, Roy & Patra, 2016), extratos de plantas (Bhatt,
2015) e 6leos essenciais (Tager & Krause, 2011).

Ao longo das dltimas décadas, aumentou-se o interesse por Oleos essenciais e seus
compostos ativos por parte de pesquisadores e da industria de nutricdo animal, por suas
caracteristicas antimicrobianas (Hallier et al., 2013). Esses compostos vém sendo analisados
para a incluséo na alimentacdo de ruminantes e ndo ruminantes (Zeng, Zhang, Wang, & Piao,
2015). A incluséo destes extratos vegetais é indicada por varios autores como uma alternativa
interessante para a substituicdo de antibidticos (Benchaar et al., 2012; Yang et al., 2010), pela
sua eficiéncia na modificacdo da fermentacdo ruminal e seguranca na utilizacdo. Nos Estados
Unidos, a entidade de regulamentacdo federal (Food and Drug Administration - FDA 25
(21CFR182.20) (2013) estabelece que os 0leos essenciais e extratos naturais sdo reconhecidos

como seguros para o uso (GRAS — Generally Recognized as Safe).



OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais sao metabolitos secundarios de plantas, responsaveis pelo cheiro
das plantas, encontradas na casca, folhas, frutos e sementes, podendo ter composicéo diferente
entre as partes das plantas e local de extragdo. Na natureza, tém a funcdo de proteger as plantas
contra a acdo de predadores e microrganismos patogénicos, e também tém o papel de
sinalizador quimico, para atrair polinizadores e aves dispersoras de sementes (Oliveira; &
Igarasi, 2013). Sdo substancias lipofilicas, liquidas e volateis, obtidas geralmente por destilagdo
a vapor, com agua, alcool ou solventes (Hart, Yafiez-Ruiz, Duval, McEwan, & Newbold,
2008).

Os principais 0leos essenciais sdo divididos em dois grupos quimicos: terpenoides
(monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanoides. Estes dois grupos originam-se de
diferentes precursores do metabolismo priméario das plantas e sdo sintetizados por diferentes
rotas metabolicas (Calsamiglia et al., 2007b). Oleos essenciais podem conter de 20 a 30
componentes diferentes, como alcoois, aldeidos, hidrocarbonos, ésteres e éteres (Benchaar et
al., 2008).

Oleos essenciais tém sido utilizado por séculos pelos humanos como fragrancias,
repelentes e na medicina a base de plantas. Com o advento das drogas sintéticas, compostos
naturais foram sendo deixados de lado, no entanto com o surgimento das bactérias resistentes
aos antibidticos renovou-se 0 interesse nesses compostos, por suas propriedades
antimicrobianas (Benchaar et al., 2008). Atualmente, os 6leos essenciais também sdo utilizados
como conservantes na industria de alimentos, para carnes (Jayasena & Jo, 2013), queijos
(Khorshidian, Yousefi, Khanniri, & Mortazavian, 2018) e outros alimentos.

Na nutri¢do de ruminantes, os 6leos essenciais, especificamente compostos de limoneno
e pineno, foram testados e provados como potenciais inibidores de metano por Crane, Nelson
e Brown (1957). Logo apos, foi encontrado que o timol inibia a deaminacdo ruminal pelo
acumulo de amino&cidos e queda na concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHz). O
interesse pelos 6leos essenciais diminuiu com o surgimento dos ionéforos na década de 70, e
retornou mais recentemente com o anuncio da proibi¢do de promotores de crescimento pela
Uniéo Europeia (Canoneco de Araujo, 2010).

Especificamente sobre a microbiota ruminal, h& diversos supostos mecanismos de acéo,
com atividade antioxidante, antisséptica e antimicrobiana em diversos niveis (Cobellis,

Trabalza-Marinucci, & Yu, 2016). Sobre os diversos microrganismos ruminais (Figura 1), 0s



6leos essenciais atuam danificando a membrana proteica e citoplasmatica, coagulando o
citoplasma, destruindo a parede celular e assim aumentando a permeabilidade celular
(Khorshidian et al., 2018). Como o 6leo é hidrofébico, pode romper a membrana
citoplasmatica, aumentando a permeabilidade e facilitando o extravasamento do contetdo
citoplasmatico.

O mecanismo de atuacédo dos 6leos essenciais sobre a microbiota ruminal é estudado a
alguns anos, principalmente por meio de estudos in vitro, que podem apresentar resultados
diferentes do in vivo (Castro-Montoya et al., 2015). Sabe-se que estes compostos podem ser
toxicos as bactérias gram-positivas e gram-negativas (incluindo as metanogénicas) resultando
em peptidolise, deaminacdo e metanogénese reduzida (Calsamiglia et al., 2007a; Calsamiglia,
Ferret, Reynolds, Kristensen, & Van Vuuren, 2010), e também aos protozoarios (Patra, Park,
Kim, & Yu, 2017).
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Figura 1. Possiveis mecanismos de atuagdo dos Oleos esséncias sobre as bactérias ruminais.
Fonte: Burt (2004)



OLEQS ESSENCIAIS DE CRAVO E DE LARANJA

O Brasil tem uma grande producdo de matéria-prima para 6leos essenciais (Matilha,
Filho, & Wolff, 2008), e um potencial a ser desenvolvido para a extragdo de 6leos essenciais,
seja a partir de grandes culturas comerciais (como a laranja e o liméo) assim como de plantas
nativas do Brasil (Hossein Jahani-Azizabadi, 2011). O pais esta entre um dos maiores
produtores mundiais de 6leos essenciais, devido, principalmente, a producéo de frutas citricas
(Bizzo et al., 2009).

O ¢leo essencial de cravo (Eugenia spp.), constituido de aproximadamente 50% de
eugenol (Hu & Zhou, 2018), talvez um dos compostos mais estudados como modulador de
fermentagcdo ruminal, é um fenilpropanoide com ampla atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas (Busquet, Calsamiglia, Ferret, & Kamel, 2006;
Marchese et al., 2017). Ja o 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis L.), obtido a partir da
polpa citrica, € composto por mais de 90% de limoneno, um monoterpeno, com atividade
antibacteriana principalmente contra bactérias gram-negativas (Benchaar et al., 2008;
Castillejos, Calsamiglia, & Ferret, 2006). Na Figura 2, estdo ilustradas as estruturas quimicas

o

Eugenol Limoneno

do eugenol e do limoneno.

Figura 2. Estruturas quimicas do eugenol e do limoneno.
Fonte: Canoneco de Araujo, 2010

Gunal et al. (2017) observaram resultados positivos em testes realizados in vitro com a
adicdo de o6leos essenciais como o de cravo, com a reducdo da producdo de metano sem
impactos negativos na fermentacdo ruminal. Quanto aos trabalhos, analisando o0 componente
principal puro, Roy, Tomar, & Kumar (2015) encontraram resultados indicando que o eugenol
teve um efeito antimicrobiano potencial mais efetivo do que outros compostos nao fenolicos
pela presenca de um grupo hidroxila na estrutura fendlica, causando danos na membrana

celular das bactérias.



Enquanto isso, a maioria da literatura existente explora o efeito de misturas contendo
limoneno, com menos informacéo sobre o composto puro (Klevenhusen, Muro-reyes, Khiaosa-
ard, Metzler-zebeli, & Zebeli, 2012). Os trabalhos existentes com limoneno indicam reducéo
da digestibilidade da matéria seca e da fibra em detergente neutro e producdo de metano com
dosagens mais altas, 30 mg/g de dieta, (M. Cattani, Mantovani, Schiavon, Bittante, & Bailoni,
2014).

As dosagens de 0leos essenciais para efeitos positivos na fermentacdo ruminal ainda
ndo estdo bem estabelecidas, com resultados em pesquisa controversos e poucos avangos no
entendimento do modo de acdo destes aditivos (Shabestari et al., 2011; Benchaar et al., 2015;
Cobellis et al., 2016).

AVALIACAO DE ALIMENTOS IN VITRO

A determinacdo da degradabilidade de um alimento é fundamental para seu uso em
formulagdo de ragdes para ruminantes, assim como o efeito de aditivos sobre a mesma.
Diversas metodologias foram desenvolvidas ao longo do tempo, com seus aspectos positivos e
negativos e diversas finalidades. Todas as metodologias que utilizam material ruminal
requerem prévia adaptacdo alimentar do animal, para que a microbiota ruminal seja compativel
com o alimento avaliado. O método in vivo, por exemplo, por utilizar grande nimero de animais
é 0 método mais confidvel, mas também o mais dispendioso, pois 0s animais devem
permanecer em baias ou gaiolas metabolicas com coleta total de fezes e urina separadamente.
Na maioria dos casos a dieta é composta por mais de um ingrediente; deve-se usar 0 método

da diferenca para determinar a digestibilidade de um ingrediente especifico.

Mehrez & Orkov (1977) desenvolveram a metodologia de degradabilidade ruminal in
situ dos alimentos, utilizando sacos de nailon colocados diretamente no rimen de um animal
canulado. As canulas sdo implantadas no rimen ou duodeno do animal cirurgicamente, a fim
de se obter acesso para inserir amostras ou coletar material. O metodo avalia o desaparecimento
da amostra de alimento colocada em sacos de material sintético incubada no ramen por

diferentes periodos de tempo.
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As técnicas de degradabilidade in vitro (e degradabilidade) vém sendo aperfeicoadas
constantemente a fim de representar da melhor maneira possivel o que ocorre no rumen. A
metodologia de Tilley & Terry (1963) é uma das pioneiras e mais utilizadas; consiste em
incubacdes em tubos de digestibilidade com liquido ruminal, substrato, solu¢éo tampéo e COy,
mantidos em agitacdo e temperatura constante (39°C). O tempo de incubacdo varia de acordo
com o substrato, de 24 horas para alimentos concentrados e até 96 horas para forrageiras.

Para um estudo mais detalhado da cinética de degradacdo ruminal, o método de
producdo de gas, descrito por Mauricio et al., (1999), é interessante, pois estima-se a
digestibilidade do alimento correlacionando-se a producdo microbiana de gas e a matéria
organica fermentada. Com a automatizacdo do sistema, é possivel obter medi¢6es em menores
intervalos de tempo e com maior precisao, sendo possivel avaliar alimentos e aditivos (Diaz et
al., 2018). A combinacdo de vérias técnicas para avaliar aspectos diferentes da degradabilidade
ruminal é a melhor forma de obter resultados similares aos encontrados in vivo, também porque
ha diversos fatores externos que podem ser controlados quando avaliamos digestibilidade in

vitro.

Em relacdo aos aditivos e especificamente éleos essenciais, estudos in vitro sdo Uteis
para avaliar uma grande variedade de aditivos e sua influéncia na fermentacdo ruminal, com
algumas limitacdes. E necessario utilizar uma dosagem maior do que seria utilizada in vivo,
para melhorar a probabilidade de interagdo entre o aditivo e 0s microrganismos ruminais
(Calsamiglia et al., 2007a). Além disso, incubagdes de curto tempo podem néo ser suficientes
para apresentar os efeitos dos 6leos essenciais na fermentacdo ruminal. Tempos maiores de
incubacdo como de 48 horas podem levar a deterioragdo dos microrganismos ruminais
(Castillejos, Calsamiglia, Martin-Tereso, & Ter Wijlen, 2008).



11

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ara, G., Caetano, O., & Caetano, M. B. (2017). O estado da arte da nutricdo de ruminantes.
Pubvet, 11(4), 399-408.

Asmare, B. (2014). Biotechnological Advances for Animal Nutrition and Feed Improvement.
World Journal of Agricultural Research, 2(3), 115-118. https://doi.org/10.12691/wjar-2-
3-5

Baraka, T. A. M., & Abdl-Rahman, M. A. (2012). In vitro evaluation of sheep rumen
fermentation pattern after adding different levels of eugenol - fumaric acid
combinations. Veterinary World, 5(2), 110-117.
https://doi.org/10.5455/vetworld.2012.110-117

Benchaar, C., Calsamiglia, S., Chaves, A. V., Fraser, G. R., Colombatto, D., McAllister, T.
A., & Beauchemin, K. A. (2008). A review of plant-derived essential oils in ruminant
nutrition and production. Animal Feed Science and Technology, 145(1-4), 209-228.
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2007.04.014

Benchaar, C., Hassanat, F., & Petit, H. V. (2015). Dose-response to eugenol supplementation
to dairy cow diets: Methane production, N excretion, ruminal fermentation, nutrient
digestibility, milk production, and milk fatty acid profile. Animal Feed Science and
Technology, 209, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2015.07.027

Bhatt, N. (2015). Herbs and Herbal Supplements , a Novel Nutritional Approach in Animal

Nutrition. Iranian Journal of Applied Animal Science, 5, 497-516.

Bizzo, H. R., Hovell, A. M. C., & Rezende, C. M. (2009). Oleos essenciais no Brasil:
aspectos gerais, desenvolvimento e perspectivas. Quimica Nova, 32(3), 588-594.
https://doi.org/10.1590/S0100-40422009000300005



12

Bueno, I. C. S,, Vitti, D. M. S. S., Louvandini, H., & Abdalla, A. L. (2008). A new approach
for in vitro bioassay to measure tannin biological effects based on a gas production
technique. Animal Feed Science and Technology, 141(1-2), 153-170.
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2007.04.011

Busquet, M., Calsamiglia, S., Ferret, A., & Kamel, C. (2006). Plant Extracts Affect In Vitro
Rumen Microbial Fermentation. Journal of Dairy Science, 89(2), 761-771.
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72137-3

Calsamiglia, S., Busquet, M., Cardozo, P. W., Castillejos, L., & Ferret, A. (2007a). Essential
oils as modifiers of rumen microbial fermentation. Journal of Dairy Science, 90(6),
2580-2595. https://doi.org/10.3168/jds.2006-644

Calsamiglia, S., Busquet, M., Cardozo, P. W., Castillejos, L., & Ferret, A. (2007b). Invited
Review: Essential Oils as Modifiers of Rumen Microbial Fermentation. Journal of Dairy
Science, 90(6), 2580-2595. https://doi.org/10.3168/jds.2006-644

Calsamiglia, S., Ferret, A., Reynolds, C. K., Kristensen, N. B., & Van Vuuren, A. M. (2010).
Strategies for optimizing nitrogen use by ruminants. Animal, 4(7), 1184-1196.
https://doi.org/10.1017/S1751731110000911

Canoneco de Araujo, R. (2010). Oleos Essenciais De Plantas Brasileiras Como

Manipuladores Da Fermentacdo Ruminal in Vitro. Universidade de Séo Paulo.

Castillejos, L., Calsamiglia, S., & Ferret, A. (2006). Effect of Essential Oil Active
Compounds on Rumen Microbial Fermentation and Nutrient Flow in In Vitro Systems.
Journal of Dairy Science, 89(7), 2649-2658. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-
0302(06)72341-4

Castillejos, L., Calsamiglia, S., Martin-Tereso, J., & Ter Wijlen, H. (2008). In vitro
evaluation of effects of ten essential oils at three doses on ruminal fermentation of high
concentrate feedlot-type diets. Animal Feed Science and Technology, 145(1-4), 259—
270. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2007.05.037

Castro-Montoya, J., Peiren, N., Cone, J. W., Zweifel, B., Fievez, V., & De Campeneere, S.
(2015). In vivo and in vitro effects of a blend of essential oils on rumen methane
mitigation. Livestock Science, 180, 134-142. https://doi.org/10.1016/j.livsci.2015.08.010

Cattani, M., Mantovani, R., Schiavon, S., Bittante, G., & Bailoni, L. (2014). Recovery of n-3



13

polyunsaturated fatty acids and conjugated linoleic acids in ripened cheese obtained
from milk of cows fed different levels of extruded flaxseed. Journal of Dairy Science,
97(1), 123-135. https://doi.org/10.3168/JDS.2013-7213

Cattani, Mirko, Maccarana, L., Rossi, G., Tagliapietra, F., Schiavon, S., & Bailoni, L. (2016).
Dose-response and inclusion effects of pure natural extracts and synthetic compounds on
in vitro methane production. Animal Feed Science and Technology, 218(June), 100-109.
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2016.05.014

Centner, T. J. (2016). Recent government regulations in the United States seek to ensure the
effectiveness of antibiotics by limiting their agricultural use. Environment International,
94, 1-7. https://doi.org/10.1016/j.envint.2016.04.018

Cobellis, G., Trabalza-Marinucci, M., Marcotullio, M. C., & Yu, Z. (2016). Evaluation of
different essential oils in modulating methane and ammonia production, rumen
fermentation, and rumen bacteria in vitro. Animal Feed Science and Technology, 215,
25-36. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2016.02.008

Cobellis, G., Trabalza-Marinucci, M., & Yu, Z. (2016). Critical evaluation of essential oils as
rumen modifiers in ruminant nutrition: A review. Science of the Total Environment,
545-546, 556-568. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2015.12.103

de Aguiar, S. C., Zeoula, L. M., Franco, S. L., Peres, L. P., Arcuri, P. B., & Forano, E.
(2013). Antimicrobial activity of Brazilian propolis extracts against rumen bacteria in
vitro. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 29(10), 1951-1959.
https://doi.org/10.1007/s11274-013-1361-x

Diaz, T. G., Branco, A. F., Carlos, L., Itavo, V., Tadeu, G., Carvalho, S. T., & Teodoro, A. L.
(2018). In vitro gas production kinetics and digestibility in ruminant diets with different
levels of cashew nut shell liquid Cinética da producao de gases e digestibilidade in vitro
em dietas para ruminantes com diferentes niveis de liquido de casca de castanha , 1669—
1682. https://doi.org/10.5433/1679-0359.2018v39n4p1669

dos Santos, G. T., Silva-kazama, D. C., Kazama, R., & Petit, H. V. (2010). Revista Brasileira
de Zootecnia Scientific progress in ruminant production in the 1 st decade of the XXI
century, 2010, 478-490.

Gunal, M., Ishlak, A., AbuGhazaleh, A. A., & Khattab, W. (2014). Essential oils effect on



14

rumen fermentation and biohydrogenation under in vitro conditions. Czech Journal of
Animal Science, 59(10).

Gunal, M., Pinski, B., & AbuGhazaleh, A. A. (2017). Evaluating the effects of essential oils
on methane production and fermentation under in vitro conditions. Italian Journal of
Animal Science, 16(3), 500-506. https://doi.org/10.1080/1828051X.2017.1291283

Hart, K. J., Yafiez-Ruiz, D. R., Duval, S. M., McEwan, N. R., & Newbold, C. J. (2008). Plant
extracts to manipulate rumen fermentation. Animal Feed Science and Technology,
147(1-3), 8-35. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2007.09.007

Hasunuma, T., Uyeno, Y., Akiyama, K., & Hashimura, S. (2016). Consecutive reticular pH
monitoring in dairy cows fed diets supplemented with active dry yeast during the
transition and mid-lactation periods. Animal Feed Science and Technology, 221, 215
225. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2016.09.002

Holden, L. A. (1999). Comparison of Methods of In Vitro Dry Matter Digestibility for Ten
Feeds. Journal of Dairy Science, 82(8), 1791-1794. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-
0302(99)75409-3

Hossein Jahani-Azizabadi. (2011). Effect of various medicinal plant essential oils obtained
from semi-arid climate on rumen fermentation characteristics of a high forage diet using
in vitro batch culture. African Journal of Microbiology Research, 5(27).
https://doi.org/10.5897/AJMR11.575

Hu, Q., & Zhou, M. (2018). Progress on the Antimicrobial Activity Research of Clove Oil
and Eugenol in the Food Antisepsis. https://doi.org/10.1111/1750-3841.14180

Jayasena, D. D., & Jo, C. (2013). Essential oils as potential antimicrobial agents in meat and
meat products: A review. Trends in Food Science and Technology, 34(2), 96-108.
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2013.09.002

Kholif, A. E., Kassab, A. Y., Azzaz, H. H., Matloup, O. H., Hamdon, H. A., Olafadehan, O.
A., & Morsy, T. A. (2018). Essential oils blend with a newly developed enzyme cocktail
works synergistically to enhance feed utilization and milk production of Farafra ewes in
the subtropics. Small Ruminant Research, 161.
https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2018.02.011

Khorshidian, N., Yousefi, M., Khanniri, E., & Mortazavian, A. M. (2018). Potential



15

application of essential oils as antimicrobial preservatives in cheese. Innovative Food
Science and Emerging Technologies, 45(August 2017), 62—72.
https://doi.org/10.1016/j.ifset.2017.09.020

Klevenhusen, F., Muro-reyes, A., Khiaosa-ard, R., Metzler-zebeli, B. U., & Zebeli, Q.
(2012). A meta-analysis of effects of chemical composition of incubated diet and
bioactive compounds on in vitro ruminal fermentation <. Animal Feed Science and
Technology, 176(1-4), 61-69. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2012.07.008

Makkar, H. P. S. (2004). Recent advances in the in vitro gas method for evaluation of
nutritional quality of feed resources. FAO, 55-88. Retrieved from
http://www.fao.org/tempref/docrep/fao/007/y5159e/y5159e02.pdf

Mandal, G. P., Roy, A., & Patra, A. K. (2016). Effects of plant extracts rich in tannins ,
saponins and essential oils on rumen fermentation and conjugated linoleic acid
conentrations in vitro SAPONINS AND ESSENTIAL OILS ON RUMEN
FERMENTATION AND CONJUGATED LINOLEIC ACID CONCENTRATIONS IN
VITRO. Indian Journal of Animal Health, (July).

Marchese, A., Barbieri, R., Coppo, E., Orhan, 1. E., Nabavi, S. F., Izadi, M., ... Ajami, M.
(2017). Critical Reviews in Microbiology Antimicrobial activity of eugenol and

essential oils containing eugenol : A mechanistic viewpoint. Critical Reviews in

Microbiology, 0(0), 000. https://doi.org/10.1080/1040841X.2017.1295225

Matilha, A., Filho, L. C., & Wolff, F. (2008). Simulac&o do processo de desterpenacéo
supercritica do 6leo essencial de laranja. Acta Scientiarum. Technology, 23(May 2001),
1433-1437. https://doi.org/10.4025/actascitechnol.v23i0.2778

McCann, J. C., Elolimy, A. A., & Loor, J. J. (2017). Rumen Microbiome, Probiotics, and
Fermentation Additives. Veterinary Clinics of North America - Food Animal Practice,
33(3), 539-553. https://doi.org/10.1016/j.cvfa.2017.06.009

Medjekal, S., Bodas, R., Bousseboua, H., & Ldpez, S. (2017). Evaluation of three medicinal
plants for methane production potential, fiber digestion and rumen fermentation in vitro.
In Energy Procedia (Vol. 119). https://doi.org/10.1016/j.egypro.2017.07.089

Oliveira;, R. C. de, & lgarasi, M. S. (2013). Utilizac&o de 6leos essenciais na mitigacdo da

metanogénese. Pubvet, 7.



16

Patra, A., Park, T., Kim, M., & Yu, Z. (2017). Rumen methanogens and mitigation of
methane emission by anti-methanogenic compounds and substances. Journal of Animal
Science and Biotechnology, 8(1). https://doi.org/10.1186/s40104-017-0145-9

Pirondini, M., Colombini, S., Malagutti, L., Rapetti, L., Galassi, G., Zanchi, R., & Crovetto,
G. M. (2014). Effects of a selection of additives on in vitro ruminal methanogenesis and
in situ and in vivo NDF digestibility, (March). https://doi.org/10.1111/asj.12249

Plaizier, J. C., Danesh Mesgaran, M., Derakhshani, H., Golder, H., Khafipour, E., Kleen, J.
L., ... Zebeli, Q. (2018). Review: Enhancing gastrointestinal health in dairy cows.
Animal, (August), 1-20. https://doi.org/10.1017/S1751731118001921

Roy, D., Tomar, S. K., & Kumar, V. (2015). Rumen modulatory effect of thyme, clove and
peppermint oils in vitro using buffalo rumen liquor. Veterinary World, 8(2), 203-207.
https://doi.org/10.14202/vetworld.2015.203-207

Scherer, R., Wagner, R., Duarte, M. C. T., & Godoy, H. T. (2009). Composicdo e atividades
antioxidante e antimicrobiana dos 6leos essenciais de cravo-da-india, citronela e
palmarosa. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, 11(4), 442—449.
https://doi.org/10.1590/S1516-05722009000400013

Shabestari, A. H., Salamatdoustnobar, R., Maheri-Sis, N., Gorbani, A., Ahari, K. M.,
Noshadi, A., ... Nezhad, J. S. (2011). Evaluation effects of clove methanol extract on
methane production in the in vitro condition. Pakistan Journal of Nutrition, 10(12),
1154-1157. https://doi.org/10.3923/pjn.2011.1154.1157

Tager, L. R., & Krause, K. M. (2011). Effects of essential oils on rumen fermentation, milk
production, and feeding behavior in lactating dairy cows. Journal of Dairy Science,
94(5), 2455-2464. https://doi.org/10.3168/jds.2010-3505

Tedeschi, L. O., Fonseca, M. A., Muir, J. P., Poppi, D. P., Carstens, G. E., Angerer, J. P., &
Fox, D. G. (2017). A glimpse of the future in animal nutrition science. 2. Current and
future solutions. Revista Brasileira de Zootecnia, 46(5). https://doi.org/10.1590/S1806-
92902017000500012

Valenzuela-grijalva, N. V., Pinelli-saavedra, A., Muhlia-almazan, A., Dominguez-diaz, D., &
Gonzélez-rios, H. (2017). Dietary inclusion effects of phytochemicals as growth
promoters in animal production, 1-17. https://doi.org/10.1186/s40781-017-0133-9



17

Valero, M. V., Prado, R. M. do, Zawadzki, F., Eiras, C. E., Madrona, G. S., & Prado, I. N. do.
(2014). &lt;b&gt;Propolis and essential oils additives in the diets improved animal
performance and feed efficiency of bulls finished in feedlot. Acta Scientiarum. Animal
Sciences, 36(4), 419. https://doi.org/10.4025/actascianimsci.v36i4.23856

Velho, J. P., Roberto, P., Miihlbach, F., Cristina, T., Genro, M., Otavio, J., ... Suiié, R.
(2014). Mathematical models for adjustment of in vitro gas production at different
incubation times and kinetics of corn silages Modelos matematicos para ajuste da
producdo de gases in vitro em diferentes tempos de incubacdo e cinética ruminal de
silagens de milh. Semina: Ciéncias Agrérias, 35(4), 2531-2540.
https://doi.org/10.5433/1679-0359.2014v35n4Supl1p2531

Yoshimura, E. H., Santos, N. W., Machado, E., Agustinho, B. C., Pereira, L. M., de Aguiar,
S. C., ... Zeoula, L. M. (2018). Effects of dairy cow diets supplied with flaxseed oil and
propolis extract, with or without vitamin E, on the ruminal microbiota,
biohydrogenation, and digestion. Animal Feed Science and Technology, 241, 163-172.
https://doi.org/10.1016/J. ANIFEEDSCI.2018.04.024

Zeng, Z., Zhang, S., Wang, H., & Piao, X. (2015). Essential oil and aromatic plants as feed
additives in non-ruminant nutrition : a review. https://doi.org/10.1186/s40104-015-0004-
5



w N

00 N o U b

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28

29

30
31

32
33
34
35
36
37
38
39

18

AVALIACAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE LARANJA E CRAVO EM RACOES DE
RUMINANTES UTILIZANDO SISTEMAS IN VITRO

EXTRATOS DE PLANTAS COMO MODULADORES DA FERMENTACAO RUMINAL

EVALUATION OF CLOVE AND ORANGE ESSENTIAL OILS IN RUMINANT
FEEDS USING IN VITRO SYSTEMS

ABSTRACT

Essential Oils (OE) are natural additives that could be used in ruminant nutrition with the aim
of improving the efficiency of rumen fermentation. In this study, clove (OC) and orange (OL)
essential oils were tested on two different diets (80% - Beef and 50% concentrate - Dairy). The
methodologies used were the in vitro digestibility and gas production technique, as well as pH
and ammonia nitrogen (N-NH3) measurements. The experimental design was completely
randomized with factorial (2X3) for each diet. The data obtained were compared by Tukey’s
test and a = 0.05 probability was adopted. When there was an effect of the level and the
essential oil or the interaction between the two, the results were analyzed by contrasts in the
SAS statistical program. The inclusion of OC maintained in vitro dry matter digestibility values
(IVDMD) in both diets, while OL reduced IVDMD only in the treatment with lower
concentrate content. The N-NH3 contents were lower in relation to the control at the 400 mg /
L level of ruminal fluid buffered with the two OE, for the dairy diet. In relation to ruminal
Kinetic parameters, the addition of OE increased the total volume of gas produced, with most
significant increase for OL in the Dairy diet. As for the partitioning factor (PF), it was reduced
in relation to the control in the milk diet, and was superior to the control in the cut diet for the
lower inclusion levels of OE (100 and 200 mg / L buffered ruminal fluid). The inclusion of
essential oils may improve the use of nitrogen in the rumen, without affecting ruminal
fermentation to the oils and inclusion levels investigated.

KEYWORDS: plants extracts, ruminal fermentation, feed additive, antimicrobial, ammonia

INTRODUCAO

A diversidade de microrganismos que habitam o ecossistema ruminal tornam os
ruminantes eficientes na conversao dos alimentos ingeridos em produtos metabolizaveis para
0 organismo. Entretanto, nesse processo ha algumas perdas consideraveis de energia, como a
producdo de metano (CH4). O uso de aditivos na dieta como iondforos é utilizado para
modificar a fermentacdo ruminal e assim reduzir a producdo de metano, perdas de nitrogénio e
melhorar a eficiéncia alimentar, contudo, o uso destes produtos esta proibido na Unido
Europeia desde 2006. No Brasil, os consumidores também estdo preocupados com questdes

como a resisténcia bacteriana aos antibidticos e buscam uma alimentagdo organica e mais
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saudavel. Uma alternativa que despertou o interesse dos pesquisadores € a utilizacao de oleos
essenciais, estes sao compostos secundarios de plantas com diversos componentes ativos
(Calsamiglia et al., 2007a; Tedeschi et al., 2017). Os 0leos essenciais possuem atividade

antimicrobiana de amplo espectro, sendo as bactérias gram-positivas mais susceptiveis.

Como aditivos modificadores da fermentacdo ruminal podem melhorar a eficiéncia
alimentar e reduzir a emissdo de poluentes com resultados promissores (Cobellis, Trabalza-
Marinucci, & Yu, 2016). Contudo, dependendo do 6leo e da quantidade utilizados, ha efeitos
adversos na digestibilidade e fermentacdo ruminal (Klevenhusen et al., 2012). Outro efeito dos
6leos essenciais no ramen também envolve reducdo da degradacdo da proteina (reducéo da
deaminacdo dos aminoacidos) e do amido, pela acdo seletiva sobre alguns microrganismos
ruminais (Benchaar et al., 2008; Hart et al., 2008).

No Brasil, 0 6leo essencial produzido em maior escala é o 6leo de laranja, pela grande
producdo desta fruta para producdo de sucos (Bizzo et al., 2009). O 6leo essencial de laranja
extraido do pericarpo da fruta, com o limoneno sendo o principal componente ativo, tem grande
potencial para ser desenvolvido para utilizacdo . O dleo essencial de cravo é um dos 6leos
essenciais mais estudados para inclusdo em dietas para ruminantes, tem como principal
componente o eugenol e possui atividade antimicrobiana, anestésica e antioxidante (Scherer et
al., 2009).

O uso de técnicas in vitro é amplamente utilizado para a avaliacdo de alimentos e
aditivos como 6leos essenciais, apesar de suas limitacdes para correlacionar com resultados
obtidos in vivo (Mirko Cattani et al., 2016). Baseado na simulacdo do ambiente ruminal,
podemos avaliar o desaparecimento da matéria organica pela quantificacdo de residuos apds a

incubacao e a cinética de fermentacdo ruminal, por meio de modelos matematicos.

A inclusdo de Oleos essenciais na dieta de ruminantes pode ser benéfica para a
populacdo de microrganismos ruminais e melhorar a eficiéncia alimentar de bovinos leiteiros
e de corte. Assim, objetivou-se avaliar a inclusdo de oleos essenciais em simulagdes in vitro
sobre diversos parametros de fermentagdo ruminal, como o pH, digestibilidade da matéria seca
(DIVMYS), digestibilidade da fibra em detergente neutro (DIVFDN), niveis de nitrogénio
amoniacal (N-NHs), além dos parametros de cinética ruminal. Os 6leos essenciais foram
avaliados simulando dietas para gado de leite e de corte, com diferentes propor¢des de

concentrado e volumoso.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi, no Laboratorio de
Digestibilidade in vitro e Metabolismo Animal e no Laboratério de Analises de Alimentos e
Nutricdo Animal (LANA) no Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de
Maringa. O experimento mesmo foi dividido em duas partes; na primeira se avaliaram 0s
pardmetros de digestibilidade da matéria seca, fibra em detergente neutro, pH, nitrogénio
amoniacal além dos pardmetros de cinética de fermentacdo ruminal em relacdo a adicdo de
6leos essenciais para a dieta formulada para bovinos leiteiros. No segundo experimento, foram
avaliados os mesmos parametros para a dieta formulada para bovinos de corte. O 0leo essencial
de laranja utilizado é extraido pela Quinari® e o 6leo essencial e cravo pela Safeeds — Nutricéo

Animal®.

A composicao bromatoldgica (Tabela 1) dos alimentos utilizados no experimento foi
avaliada apds secagem do material em estufa e moagem em peneira de 1 mm. O material foi
submetido a andlises de MS, MM, PB e EE, segundo a metodologia da AOAC (2005) e FDN,
segundo Mertens (2002). A MO foi calculada pela diferenca entre a MS e MM. Os carboidratos
totais foram calculados utilizando equacao proposta por Sniffen et al., (1992): 100 — (PB + MM
+ EE).

Tabela 1. Composicdo quimica dos ingredientes utilizados nas ragdes

%
Item MST MM MO PB EE FDN  CT
Silagem de milho 3705 157 3548 695 265 4958 8883
Farelo de soja 89,11 554 83,57 46,26 1,32 9,05 46,88
Milho moido 8876 1,1 8766 756 422 981 8712

1 MS= Matéria seca, MM = Matéria mineral, MO = Matéria organica, PB= proteina bruta, EE= extrato etéreo,
FDN= fibra em detergente neutro, CT= Carboidratos totais.

Experimento 1 — Dieta leite

Foi formulada uma dieta experimental que se assemelha a dieta de animais utilizados
para a producéo de leite, baseado no NRC (2001), com 50% de concentrado e 50% volumoso
(Tabela 2). Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com um fatorial (2X3) para
cada tipo de 6leos essenciais (cravo e laranja) em trés niveis (0, 200 e 400 mg/L de fluido
ruminal tamponado). O fluido ruminal tamponado compreende o liquido ruminal e a solucéo
tampéo de McDougall (1948).



102

103
104

105
106
107
108
109
110

111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

21

Tabela 2. Composicéao da dieta experimental para bovinos leiteiros

Ingrediente (g/kg MS) Dieta leite (50:50)
Silagem de milho 500
Farelo de soja 200
Milho moido 300
Composicdo bromatoldgica

MS? (g/kg MN) 629,75
MM (g/kg MS) 22,23
MO (g/kg MS) 607,52
PB (g/kg MS) 149,95
EE (g/kg MS) 28,55
FDN (g/kg MS) 295,43
CT (g/kg MS) 799,27

! MS= Matéria seca, MM = Matéria mineral, MO = Matéria organica, PB= proteina bruta, EE= extrato etéreo,
FDN= fibra em detergente neutro, CT= Carboidratos totais.

O experimento foi conduzido de acordo com a metodologia de Tilley e Terry (1963),
adaptada para degradabilidade in vitro em 24 horas (Calsamiglia et al., 2007b; Medjekal,
Bodas, Bousseboua, & Ldpez, 2017). O método consiste na simulacdo da degradagdo ruminal
utilizando tubos de digestibilidade contendo o substrato, liquido ruminal, solugdo tampao e gas

carbonico (CO2) mantidos a 39°C e em agita¢do constante em um banho metabolico.

O animal utilizado para a coleta de liquido animal foi uma vaca da raga Holandés, em
periodo seco, alimentada com uma dieta contendo 60% de volumoso e 40% de concentrado,
com um peso médio de 500 kg. O liquido ruminal foi coletado via canula ruminal com auxilio
de uma bomba de vacuo e um baldo do tipo kitassato. Apds a coleta, o liquido foi mantido em
recipiente térmico com CO2, para manuten¢do da temperatura e dos microrganismos ruminais
até a incubacao.

A solucdo tampdo de McDougall (1948) foi preparada previamente. A solucdo é
composta por duas partes: solucdo A, com 10 g/L de fosfato de potéssio (KH2PO.), 0,5 g/L de
sulfato de magnésio (MgSOa47H>), 0.5¢/L de cloreto de sodio (NaCl), 0,1 g/L de cloreto de
calcio e 0,5 g/L de ureia. A solucéo B é composta de 15 g/L de carbonato de sodio (Na.COs) e
1 g/L de sulfito de sodio (Na2S9H-0). Os reagentes de cada solucdo tampdo (A e B) foram
diluidos em &gua destilada aquecida a 39°C separadamente. As solucbes foram misturadas em
uma proporc¢éo de 6:1 (Solucdo A: Solucdo B), até estabilizar o pH a 6,8, no momento da
incubacéo.

Em cada tubo de digestibilidade foram adicionados o volumoso e o concentrado que
foram pesados individualmente de acordo com as dietas (1 g de amostra) mais o OE de acordo

com os tratamentos da Tabela 1, 30 mL de solu¢do tampdo, 15 mL de liquido ruminal e
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expurgados com COo, para simular o ambiente anaerébico ruminal. O 6leo essencial foi
adicionado puro com auxilio de uma pipeta volumétrica, de acordo com os tratamentos
descritos anteriormente, sendo 0 peso correspondente a cada tratamento transformado em
volume de acordo com a densidade de cada 6leo.

O pH foi mensurado nos tubos de digestibilidade antes da incubacéo, 12 e 24 horas ap0s
com um potenciémetro digital marca TECNAL®. Os tubos de digestibilidade foram mantidos
em banho-maria a 39°C com agitacéo continua por 24 horas. Depois da mensuracgdo do pH de
24 horas, foi coletada parte do material sobrenadante e imediatamente congelada a -20°C para
posterior determinacgéo do nitrogénio amoniacal. O contetdo dos tubos foi filtrado em cadinhos
filtrantes nimero 1 com auxilio de uma bomba de vacuo e kitassato. O material restante foi

levado a estufa na temperatura de 105°C por 24 horas, e pesado ap6s resfriar em dessecador.

O caélculo foi baseado na diferenca entre a quantidade incubada e o residuo pos-
incubacdo: DIVMS = (MS (g) do alimento incubado - MS (g) do residuo) / (MS (g) do alimento
incubado) x 100. Apds a pesagem do material restante, os mesmos cadinhos e amostras foram
usados para a determinacdo de degradabilidade in vitro da fibra em detergente neutro
(DIVFDN).

A DIVFDN foi determinada pelo método de Van Soest, Robertson e Lewis (1991),
calculada pela diferenca do conteddo dos cadinhos antes e depois da degradacdo (24 horas) e
secagem em estufa a 105°C. A aménia presente na amostra incubada foi determinada pelo
método da reacdo colorimétrica catalisada por indofenol do INCT, descrita por Detmann et. al,
(2012). As amostras de sobrenadante foram descongeladas a temperatura ambiente, preparadas
com solucéo de acido tricloroacético (100 g/L) e posteriormente centrifugadas a 1.000 x g por
10 minutos, separando-se o sobrenadante. Do sobrenadante foi retirada uma aliquota de 15 uL
e, em seguida, foram adicionadas 1,5 mL da solucdo de fenol e 1,5 mL da solu¢éo de hipoclorito
de sodio e as amostras agitadas em vortex. As amostras e as aliquotas para a curva padrao
foram mantidas em banho-maria a 39°C por 15 minutos e, posteriormente, com leitura em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 630 nm. Os valores de absorbancia obtidos

pelas amostras foram ajustados pela curva-padrao.

Os dados obtidos de cada parametro foram analisados utilizando o software estatistico
SAS, seguindo 0 modelo experimental:
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Yij = i +i + ] + Di +Lj+ Dij +elij;

Em que:

M = Média

i= Efeito do oleo essencial

j = Nivel do 6leo essencial

Di = Efeito do 6leo essencial (6leo de cravo ou 6leo de laranja)
Lj = Efeito do nivel (0, 200 ou 400 mg/L)

Dij= Efeito da interacdo 0leo essencial X nivel

eij=erro

A cinética de fermentacdo ruminal foi avaliada com a mesma dieta experimental para
bovinos leiteiros, em um fatorial (2X4), com dois tipos de 6leo essencial (laranja e cravo), em
quatro dosagens: 0, 100, 200 e 400 mg/L de fluido ruminal tamponado). A metodologia
utilizada foi descrita por Theodorou et al. (1998) e Pell et al. (1998), modificada para um
sistema computadorizado (ANKOM® RF- Gas production system, ANKOM®, Macedon, NY,
USA).

Para a incubacdo, 0,5 gramas de amostra das dietas experimentais foram pesadas e
adicionadas a frascos de borosilicato em triplicata mais o0 branco para controle, com as
dosagens de OE, 100 mL de saliva artificial, 25 mL de liquido ruminal e CO>. Os frascos foram
acoplados aos modulos do sistema, e mantidos em banho-maria com agitacao por 48 horas a
39°C. Os dados de pressdao (em psi) foram coletados em intervalos de 10 minutos e
armazenados automaticamente em uma planilha no computador. Depois do tempo de
incubagdo, o contetdo dos frascos foi filtrado com cadinhos filtrantes nimero 1 e bomba de
vacuo, secados em estufa a 105°C por 24 horas e pesados para determinar a matéria fermentada
No processo.

Os dados de pressdo (em psi) foram transformados em moles de gases usando a lei do
gas ‘ideal’, e entdo para mililitros (mL) de gases através da lei de Avogadro. Depois, 0s
resultados foram expressos em mL de gases produzidos por grama de matéria organica
degradada (mL g-1 MO degradada).

A producdo de gas em resposta a degradacdo das amostras foi analisada a partir do
modelo Exponencial com Lag Time, proposto por Mertens (1993):

Ve =b{1 - e‘[c'(t‘L)]}
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Em que:

Vt = Volume total de gas no tempo T;
b = volume total de gés

¢ = taxa de producdo de gas

t = tempo

L = Lag phase

O ajuste das curvas e as estimativas dos parametros foram realizados utilizando-se o
processo iterativo do Gauss-Newton por meio do procedimento para modelos ndo lineares
(PROC NLIN) do programa SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.4). Para avaliar o
modelo ndo linear, foi utilizado o coeficiente de determinacdo (R?). Este valor representa
quanto o modelo é capaz de ajustar os dados de producdo de gas (y= mL de gas/ g substrato
incubado). Este valor é obtido a partir da soma de quadrado do erro (SCE) e a soma total dos

quadrados (SCT) a partir da equacao:

SCE

r=1,O—SC—T

O fator de particdo (FP) foi calculado pela seguinte equacdo de acordo com (Makkar,

2004) : FP = Mo verdadeiramente degradada (mg)/volume total de gas (mL).

Os dados da DIVMS, DIVFDN, pH e N-NHz, pardmetros de cinética ruminal e fator de
particdo, foram comparados com teste de médias (Tukey) e adotou-se a = 0,05 de significancia.
Quando houve efeito do nivel e do 6leo essencial ou da interacdo entre os dois, 0s resultados
foram desdobrados em contrastes, no programa estatistico SAS (verséo 9.4).

Experimento 2 — Dieta corte

No segundo experimento, foi utilizada uma dieta experimental formulada de acordo
com o NRC (2000) para alimentacdo de bovinos de corte (Tabela 3). O delineamento
experimental foi 0 mesmo utilizado para o experimento 1, inteiramente casualizado com um
fatorial (2X3) para cada tipo de 6leos essenciais (cravo e laranja) em trés niveis (0, 200 e 400

mg/L de fluido ruminal tamponado).
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Tabela 3. Composicao da experimental para bovinos de corte

Ingrediente (g/kg MS) Dieta Corte
Silagem de milho 200
Farelo de soja 100
Milho moido 700
Composicdo bromatoldgica

MS? (g/kg MN) 784,53
MM (g/kg MS) 16,38
MO (g/kg MS) 680,064
PB (g/kg MS) 113,08
EE (g/kg MS) 36,16
FDN (g/kg MS) 176,88
CT (g/kg MS) 834,38

! MS= Matéria seca, MM = Matéria mineral, MO = Matéria organica, PB= proteina bruta, EE= extrato etéreo,
FDN= fibra em detergente neutro, CT= Carboidratos totais.

Os procedimentos experimentais foram exatamente 0s mesmos utilizados no
experimento 1, primeiramente degradabilidade da matéria seca e da fibra em detergente neutro
in vitro, pH e nitrogénio amoniacal. Em seguida, foram avaliados os parametros de cinética
ruminal e calculado o fator de particdo, além das andlises estatisticas (teste de Tukey e
contrastes).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 — Dieta Leite

Na Tabela 4 estdo representados os resultados de DIVMS e DIVFDN em 24 horas, pH
12 e 24 horas e N-NHz para a dieta experimental que simula a dieta oferecida a vacas leiteiras.
Essa dieta contém 50% de volumoso e 50% de concentrado, o que implica em melhores
condicdes para fermentacdo ruminal e manutencdo do pH ruminal, quando comparado com
uma dieta com maior teor de concentrado, como para bovinos de corte em confinamento.

Houve interacéo entre oleo e nivel (p = 0,03) sendo que a DIVMS foi reduzida com a
adicdo de 400 mg/L de 6leo essencial de laranja, possivelmente pelas caracteristicas quimicas
do limoneno. No presente estudo ndo ocorreu reducéo significativa na DIVMS utilizando-se o
6leo essencial de cravo, resultado também evidenciado por trabalho desenvolvido in vitro por
Gunal, Pinski, & AbuGhazaleh (2017), situacdo em que houve queda na producdo de metano

entérico, mantendo-se a fermentacdo ruminal.
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Os valores de pH estdo abaixo das recomendagdes adequadas para a manutencéo da
saude ruminal, pois ndo foram adicionados tamponantes para controlar a queda de pH durante
o periodo de incubacéo, e assim verificar o efeito da adicao dos 6leos essenciais sobre 0 mesmo.
O pH inicial (tempo 0 de incubacéo) foi 6,7. O pH apos 24 horas de incubacéo foi alterado pela
inclusdo do dleo essencial de laranja (p = 0,02) com valores médios de 5,43 contra 5,30 nos
tratamentos com adicéo de 6leo de cravo e 5,38 no tratamento controle. A reducdo do pH se
deve ao acumulo de &cido lactico e acidos graxos de cadeia curta acumulados no liquido
ruminal. Essa reducdo pode exercer atividade seletiva sobre as bactérias ruminais,
especialmente as celuloliticas. Gunal, Ishlak, AbuGhazaleh, & Khattab (2014) utilizando dietas
com proporcdo volumoso: concentrado semelhantes a dieta leite do estudo, testando seis
diferentes dleos essenciais, entre eles o 6leo essencial de cravo, ndo encontraram diferengas
para 0 pH mensurado em 24 horas de incubagéo.

Para o nitrogénio amoniacal (N-NHs), as maiores médias foram obtidas para o nivel de
inclusdo de 200 mg/L de fluido ruminal tamponado e controle, independentemente do éleo
utilizado. As menores médias foram para os tratamentos com maior inclusdo de 6leo essencial,
tanto para o dleo de cravo como de laranja. Concentracdes mais baixas de N-NHs podem ser
relacionadas a melhor utilizacdo da aménia pela microbiota ruminal (Baraka & Abdl-Rahman,
2012). A reducdo do N-NHs é possivel pela atividade antimicrobiana do OE contra bactérias
hiperprodutoras de amonia, como descrito por estudos anteriores (Cobellis, Trabalza-
Marinucci, Marcotullio, & Yu, 2016). N&o houve diferencas significativas para
degradabilidade in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN).

Os parametros da cinética de fermentacdo ruminal, calculados através do modelo
Exponencial com Lag e o fator de particdo (FP) estdo apresentados na Tabela 5. Este modelo
foi escolhido para analise a fim de comparar de maneira simplificada, considerando-se o Lag
Time. O Lag Time é representado pela letra L e indica o tempo que 0s microrganismos levaram
para colonizar o substrato dentro dos frascos experimentais. O parametro B representa o
volume total de gas produzido durante o periodo total de incubacgéo (48 horas) e parametro C,
a taxa/hora que volume de géas representado for B foi produzido. O modelo Exponencial foi

ajustado a um coeficiente de determinacéo (r?) superior a 0,99 para todos os parametros.

N&o houve diferencas significativas para os parametros de cinética ruminal e para o
fator de particdo em todos os tratamentos. Gunal et al., (2017), analisando o efeito do Oleo de
cravo e outros 6leos essenciais, encontraram resultados divergentes, com reducéo da producao

de gas em inclusdes de 250 e 500 mg/L de fluido ruminal fermentado.
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281  Tabela 4. Degradabilidade in vitro da matéria seca 24 horas (DIVMS), da fibra em detergente neutro 24 horas (FDN), potencial hidrogenidnico
282 em 12 e 24 horas (pH) e nitrogénio amoniacal (N-NHs) da dieta leite com diferentes tipos e niveis de OE.

283
Controle Oleo de Cravo Oleo de Laranja )
Nivel Oleo Nivel  Interagio PN oo ys o COntrole 56 6 400
0 200 400 200 400 VS. outros vs. 200

DIVMS!? 51,17+2,20*  51,67+0,92®° 51,54+1,79°  50,19+1,62%°  47,39+2,13° <.0001*** 0,0199*  0,0322* ns <.0001*** ns 0,0262*
DIVFDN 49,76+4,85 50,2+7,00 49,06+4,72 46,35+0,30 52,66+6,09 ns ns ns ns ns ns ns

pH 12 h 5,59+0,06 5,64+0,05 5,66+0,03 5,60+0,02 5,66+0,01 ns ns ns ns ns ns ns

pH 24 h 5,38+0,18 5,27+0,13 5,34+0,15 5,41+0,16 5,44+0,13 0,0179* ns ns ns 0,0217* ns ns
N-NH; 15,51+1,50®  19,16+3,64* 14,60+1,83° 16,03+0,86*  13,96+1,05° ns 0,0066** ns ns ns ns 0,0023**

284 IDIVMS = Degradabilidade in vitro da matéria seca em 24 horas; Degradabilidade in vitro da fibra em detergente neutro em 24 horas; N-NHs = Nitrogénio Amoniacal; >mg/L
285 de fluido ruminal tamponado; 30Oleo essencial de cravo; “Oleo essencial de laranja; ®letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<
286  0,05); *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns (P>0,05).

287

288

289  Tabela 5. Parametros cinéticos de fermentacdo ruminal (B = volume total de gas, C = taxa de producdo de gas, L = lag phase, FP = Fator de
290  Particdo) para a dieta leite com diferentes tipos e niveis de OE.

291
, Controle Oleo de cravo Oleo de laranja Oko  Nivel Interacio Cocg.me Ogl\_ls' %Zmlrg(')e 1\/050 %/Oso
Nivel 0 100 200 400 100 200 400 outros ‘ 200 400
B 28,49+332 37,73+2,11 31,71+2,01 29,22+293 36,57+8,10 38,75+6,76  38,13+5,70 0,0485* ns ns 0,0082** 0,0246* 0,0065** ns ns
C 0,09+0,02 0,07+0,02 0,08+0,,00 0,08+0,03 0,05+0,00 0,05+0,00 0,06+0,01 0,0261* ns ns 0,0468* 0,0243* 0,0426* ns ns
L 1,23+1,03 1,3+0,46 0,85+0,61 1,12+1,07 1,83+0,38 0,47+1,27 0,82+0,37 ns ns ns ns ns ns ns ns
FP 7,7£1,00 5,07+1,04 7,06+0,71 6,3+1,04 5,44+2,74 4,89+1,93 4,88+1,03 ns ns ns 0,0083** ns 0,0106* ns ns

292 I mg/L de fluido ruminal tamponado; 20leo essencial de laranja; 3Oleo essencial de cravo; B = volume total de gas; C = taxa de producéo de gés; L = Lag phase; FB = fator de
293  particéo; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns (P>0,05).
294
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A técnica de producdo de gases mensura 0s gases produzidos como resultado da
degradacdo na maior parte de carboidratos (Bueno, Vitti, Louvandini, & Abdalla, 2008;
Medjekal et al., 2017), sendo possivel observar a diferenca na velocidade de degradagéo e
producdo de gases entre as duas dietas e entre os tratamentos. A contribuicdo dos gases
resultantes da degradacdo da proteina € muito baixa, ndo sendo evidenciada nas curvas de
producdo cumulativa de gases. A producdo acumulada de gas (mL de gas/ 100 mg de MS
incubada), registrada durante 48 horas a cada 10 minutos em sistema computadorizado para a
dieta leite, esta representada na Figura 1.

Figura 1. Curvas de producdo cumulativa de gas em mL de gas/ 100 mg de MS incubada da
dieta leite com diferentes tipos e niveis de OE
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OC = Oleo essencial de cravo; OL = Oleo essencial de laranja; mg/L de fluido ruminal tamponado.

Experimento 2 — Dieta corte

No segundo experimento, diferentemente do primeiro, foi utilizada uma dieta
experimental formulada para bovinos de corte, com maior quantidade de concentrado (80%)
em relacéo ao volumoso (20%). Essa composicao teoricamente faz com que a degradacao dos
alimentos do ramen ocorra de forma mais rapida, maior queda de pH ruminal e menor volume
total de gas produzido.

Na Tabela 6 estdo representados os parametros de degradabilidade ruminal e pH. Nao
houve diferengas significativas entre os tratamentos para DIVMS e DIVFDN, possivelmente
pela composic¢éo da dieta experimental, ndo havendo nenhum efeito negativo ou positivo sobre

estes parametros com a inclus@o de 0leos essenciais.
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O pH inicial para a incubagdo para DIVMS, DIVFDN e N-NHs, foi em media 6,8.
Quando analisado o pH, 12 horas ap0s o inicio do experimento, o menor valor foi encontrado
com a inclusdo de 200 mg/L de 6leo essencial de laranja, e os demais tratamentos todos com
valores médios superiores em relacdo ao controle, havendo interacdo entre dleo e nivel (p =
0,007). Neste caso, os 6leos podem ser benéficos para controlar o pH ruminal em dietas com
alto concentrado, mas com ressalvas considerando-se que foi analisado o pH somente em dois
horarios. N&do houve diferenca significativa para o pH em 24 horas, possivelmente pela
composicdo da dieta para bovinos de corte, com maior teor de alimentos com carboidratos
rapidamente fermentaveis (Calsamiglia et al., 2007a), com a degradacdo completada até 24
horas.

Para 0 N-NHs, as menores médias foram encontradas para os tratamentos com adicao
de 200 mg/L, independentemente do 6leo essencial, havendo interagdo entre niveis (p = 0,001).
Considerando—se este parametro, menores valores indicam menor quantidade de nitrogénio no
rumen e maior quantidade utilizada pelas bactérias e pelo organismo animal. Isto indica que 0s
6leos essenciais podem ter aumentado a sintese de proteina microbiana no ramen, com a
utilizagdo de amonia como substrato, diminuindo a excregdo de nitrogénio (Valenzuela-
grijalva et al., 2017).

Quando analisados os parametros de fermentacdo ruminal para as incubagdes com a
dieta para corte, ndo foram encontrados efeitos significativos para os parametros B, C e L. Para
o fator de particdo, houve diferenga significativa para 6leo (p = 0,04) e nivel (p = 0,01). Nos
contrastes, ha uma diferenca significativa entre o 6leo de cravo e de laranja (p<0,05) e entre 0s
niveis 100 vs. 200 (p = 0,04) e 200 vs. 400 (p = 0,003) mg/L fluido ruminal tamponado.

A inclusdo de 6leo de cravo nos niveis de 100 e 200 mg/L e de 6leo de laranja em 200
mg/L de fluido ruminal tamponado aumentou o fator de particdo (FP) e, consequentemente,
melhorando a eficiéncia fermentativa sem modificar o volume de gas produzido. Maior fator
de particdo indica maior quantidade de matéria organica que foi incorporada a massa
microbiana, indicando também maior eficiéncia de sintese microbiana e menores perdas por
gases (Velho et al., 2014).
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355  Tabela 6. Degradabilidade in vitro da matéria seca 24 horas (DIVMS), da fibra em detergente neutro 24 horas (FDN), potencial hidrogeniénico

356 em 12 e 24 horas (pH) e nitrogénio amoniacal (N-NHs) da dieta corte com diferentes tipos e niveis de OE

Controle Oleo de cravo Oleo de laranja Oleo Nivel  Interacdo ~oniole  OCvs.  Controle 200 vs.
Nivel 0 200 400 200 400 VS. outros oL vs. 200 400
DIVMS!  51,16+2,20 51,67+0,92 51,54+1,79 50,19+1,62 49,13+2,13 ns ns ns ns ns ns ns
DIVFDN  41,78+6,09 48,81+4,58 49,22+4.94 54,50+7,02 48,90+4,43 ns ns ns ns ns ns ns
pH12h  557+0,09% 5,64+0,062 5,60+0,022% 5,50+0,00° 5,63+0,03%® ns ns 0,0072** ns ns ns ns
pH 24 h 5,32+0,19 5,43+0,34 5,40+0,25 5,29+0,16 5,29+0,04 ns ns ns ns ns ns ns
N-NH3 14,05+1,20*  10,26+0,18° 13,67+1,40° 10,84+1,01°  12,54+0,71% ns 0,0016** ns 0,0025** ns 0,0001*** 0,0007***

357 DIVMS = Degradabilidade in vitro da matéria seca em 24 horas; Degradabilidade in vitro da fibra em detergente neutro em 24 horas; N-NHs = Nitrogénio amoniacal; mg/L
358 de fluido ruminal tamponado; 2Oleo essencial de cravo; “Oleo essencial de laranja; * letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<
359  0,05); *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns (P>0,05).

360

361  Tabela 7. Parametros cinéticos de fermentacdo ruminal (B = volume total de gas, C = taxa de producédo de gés, L = lag phase, FP = Fator de

362  Particdo) para a dieta corte com diferentes tipos e niveis de OE.

Controle Oleo de cravo Oleo de laranja ] Controle  OCvs.  Controle 100 vs
Oleo  Nivel Interagéo oL ' 100 200 " 200 vs. 400
Nivel 0 100 200 400 100 200 400 vs. outros VS.
B 23,45+2,15  22,07+3,21  18,67+0,42 25,67+4,41 25,71+3,84 23,55+4,36 27,20+10,06 ns ns ns ns ns ns ns ns
C 0,08+0,01 0,07+0,00 0,07£0,00  0,09+0,00  0,08+0,00 0,07+0,01 0,09+0,02 ns ns ns ns ns ns ns 0,0451*
L 1,45+1,14 1,24+0,44 1,68+0,52 1,47£1,34 2,04+0,45 1,45+0,48 1,30+0,55 ns ns ns ns ns ns ns ns
FP  13,72+1,14° 16,79+3,93®® 20,360,192 11,51+1,32° 12,29+2,19b 15,24+3,06% 11,66+4,87° 0,044* 0,0129* ns ns 0,0149* ns 0,0415*  0,003**

363
364  'mg/L de fluido ruminal tamponado; 2Oleo essencial de laranja; *Oleo essencial de cravo; B = volume total de gas; C = taxa de producéo de gas; L = Lag phase; FB = fator de
365  particdo; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns (P>0,05).
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Na Figura 2, estdo representadas as curvas de producéo cumulativa de gases para a dieta
experimental de bovinos de corte, de acordo com as dosagens de 6leos essenciais, obtidas por
meio da técnica de producgdo de gases in vitro.

Figura 2. Curvas de producdo cumulativa de gas em mL de gas/100 mg de MS incubada da
dieta corte com diferentes tipos e niveis de OE
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OcC = Oleo essencial de cravo; OL = Oleo essencial de laranja; mg/L de fluido ruminal tamponado.

Apesar de alguns resultados interessantes para a adicdo de 0leos essenciais na dieta de
bovinos leiteiros e de corte, algumas ressalvas precisam ser consideradas. A avaliacdo completa
destes compostos apds estudos mais criteriosos in vitro e in vivo para desempenho, além de
verificar a presenca de possiveis residuos e cheiros em produtos de origem animal, é importante
para atestar a eficacia e seguranca destes compostos. Outra possibilidade é a utilizacdo de
misturas de 6leos essenciais ou com outros produtos, como algumas empresas ja tém oferecido
no mercado como aditivos moduladores de fermentacdo ruminal e melhoria da eficiéncia

alimentar.

CONCLUSOES

A inclusdo de 100 a 200 mg/L de 6leo essencial de laranja e de cravo pode ser benéfica
para a melhoria da eficiéncia de fermentacdo ruminal em dietas com maior ou menor teor de
concentrado. Os 0leos essenciais de laranja e cravo também demonstraram efeitos positivos
sobre os teores de nitrogénio amoniacal, indicador de sintese proteica e microbiana, sem afetar

negativamente parametros de cinética de fermentacéo ruminal.
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