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RESUMO

ALVES, B. G. Efeito de metabdlitos produzidos por actinobactédas sobre a
digestibilidade in vitro e fermentacdo ruminal. [Effect of metabolites produced by
actinobacteria on in vitro digestibility and rumiirfarmentation].2016. 102 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicinarirétea e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2016.

Actinobactérias sdo microrganismos capazes de pirodompostos bioativos presentes em
extratos brutos com acéo antibiotica e ionoforanigotese deste estudo foi de que extratos
brutos de actinobactérias apresentem eficaciaaimimonensina sédica para modulacéo da
fermentacdo ruminal; no aumento da digestibilidddematéria seca e matéria organica,
aumento da concentracdo de propionato e reduca@ro@ducdo de gases totais, da
desaminacéao protéica e de metano. Portanto, awabfet avaliarin vitro dois extratos brutos
(AMC e Caat) sobre a fermentacéo ruminal (producda de gases, de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e de metano (GHligestibilidaden vitro da matéria seca (DIVMS), da
matéria organica (DIVMO) e producdo de nitrogénimoaiacal (N-NH). O estudo foi
dividido em duas fases; a primeira objetivou edtades a curva dose-resposta dos extratos e a
segunda para avaliacdo com controle positivo deemsina sédica. Para ambas fases, foram
utilizadas como doadoras de liquido ruminal (in6turés vacas da raca Holandesa em
lactacdo, portadoras de fistula ruminal. As didtaeecidas foram a base de silagem de
milho, farelo de soja, ureia, milho moido e supletoe mineral, com relagéo
volumoso:concentrado de 60:40. Amostras de fluigmimal foram coletadas por meio de
bomba de vacuo, armazenadas em garrafas e cairasda® e transportadas ao laboratoério
para incubacdo em frascos de vidro. Para a prinfeseg foram avaliadas 4 doses (0,3; 0,6;
0,9 e 1,20 mg) de 2 extratos (AMC e Caat) em ensaidgtro de 72 horas, no qual foram
mensuradas a producdo de gas durante a incubaeécfieal, as concentracbes de AGCC,
DIVMS e DIVMO foram determinadas. Na segunda fasensaio foi de 24 horas, e ao final
foram feitas andlises para ¢d N-NH;, além de AGCC, DIVMS, DIVMO e producao de
gas. O delineamento experimental adotado foi arartente casualizado (DIC) para ambas
as fases. Na primeira fase, a inclusdo do Caanhdimiinearmente a DIVMO apos 72 hs e
reduziu as concentracdes de acido isovaléricoritmtida relacdo acetato:propionato e da
producdo de gas acumulado por 24, 48 e 72 h. Nandagfase, a inclusdo dos extratos
causaram diminui¢do da producado de gas acumulada drras, sendo menor no tratamento

monensina e no Caat. Houve efeito de inclusdo &b €da monensina sobre a concentracao



de AGCC, aumentando a concentragdo de propionatimewuindo a concentracao de
butirato, acetato e a relagao acetato:propionatmrEentracdo de N-NHoi menor mediante
incluséo do extrato Caat e da monensina enquaeta goncentracao de ¢kbi maior para a
incluséo dos extratos quando comparados com aséntlde monensina, entretanto ndo foram
maiores do que o controle. A incluséo do extratat@a capaz de modificar a fermentagao
vitro de forma semelhante a monensina sddica, mas tafiouah digestibilidade da fibra. Por
outro lado, o AMC néo alterou a fermentacdo rumisaja na digestibilidade da fibra, na

producao de gases totais, metano, nitrogénio arwareaAGCC.

Palavras-chavdonoforos. Digestibilidaden vitro. Bovinos. Fermentagéo. Aditivos.



ABSTRACT

ALVES, B. G. Effect of metabolites produced by actinobacteria i in vitro digestibility

and ruminal fermentation. [Efeito de metabdlitos produzidos por actinobaaiersobre a
digestibilidadein vitro e fermentagdo ruminal]. 2016. 102 f. Dissertacil@strado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria etegmoa, Universidade de S&o Paulo, Sado
Paulo, 2016.

Actinobacteria are microorganisms that can produoactive compounds present in crude
extracts with antibiotic and ionophore activity. rQwpothesis was that actinobacteria crude
extracts showed similar efficacy to monensin on inain fermentation; increasing the
digestibility of dry matter and organic matter, neasing propionate concentration and
reducing the total gas production, protein deanonaand methane. Therefore, the objective
was to evaluate two crude extracts (AMC and Caat)novitro ruminal fermentation (total
gas, short chain fatty acids (SCFA) and methane)@kdduction; in vitro digestibility of dry
matter (IVDDM), of organic matter (IVOMD) and ammamitrogen production (N&N).
The study was divided into two phases: the firsteal to establish the dose-response curve of
the extracts and the second aimed to evaluate iivposionensin control. For both, it was
used three lactating Holstein cows with ruminaiufis as rumen fluid donors (inoculum). The
diets were based on corn silage, soybean meal, greand corn and mineral supplement
under forage:concentrate ratio of 60:40. Ruminaidfisamples were collected by a vacuum
pump, stored in bottles and coolers and transpdadte laboratory for incubation in glass
bottles. For the first phase, they were evaluatatbges (0.3; 0.6; 0.9 and 1.20 mg) of 2
extracts (AMC and Caat) on a 72 hours in vitro ysadnich were measured gas production
during incubation and in the end, SCFA, IVDMD andOMD concentrations were
determined. In the second phase, it was a 24 rassay, and include final analyzes for CH
and NH-N, plus SCFA, IVDMD, IVOMD and gas production. Te&gperimental design was
completely randomized (DIC) for both phases. Infits phase, the Caat inclusion linearly
decreased IVOMD after 72 hours and reduced isacaéeid and butyric acid concentration
and acetate:propionate ratio and cumulative gadugtamn by 24, 48 and 72 h. In the second
stage, the inclusion of the extracts caused a tiotuof the cumulative gas production in 24
hours, being lower in monensin and Caat treatmehtere was an effect of Caat and
monensin inclusion on SCFA concentration, increadime propionate concentration and
reducing the butyrate and acetate concentratiorntfadcetate: propionate ratio. The W

concentration was lower by Caat inclusion and memewhile the CH concentration was



higher for the extracts inclusion as compared witimensin, however were not bigger than
control. The Caat inclusion was able to modify tinevitro fermentation similarly to
monensin, but did not affect the fiber digestililiMoreover, AMC did not affect the rumen
fermentation, either in fiber digestibility, totghs, methane, ammonia nitrogen and SCFA

production.

Keywords: lonophores. In vitro digestibility. CattliFermentation. Additions.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cadeia de producéo leiteira tem buscado consteamtte aumentar a eficiéncia de
producdo no setor primério, por meio de adequagéesstalacées, melhoramento genético e
aprimoramento do manejo nutricional. Tais esforgd® necessarios para assegurar a
rentabilidade da producédo de leite de alta quadidaeénto de residuos e seguro para 0S
consumidores.

Devido a essa alta demanda por aumento da efiaiéguns rebanhos tém adotado o
uso de aditivos alimentares. Dentre os aditivosmalizados nas dietas dos ruminantes estédo
os ionoforos, capazes de modular e aumentar aémfiei da fermentacdo ruminal.
Inicialmente, os ionoforos foram utilizados comocadiostaticos nas dietas de aves;
entretanto, o uso para dietas de ruminantes teno otjetivo principal aumentar a eficiéncia
energética da dieta, por meio da reducdo da metaesg, da protedlise e da desaminagéo
ruminal (BERGEN; BATES, 1984).

Sendo assim, a inclusdo de ionoforos na dietameantes pode ser uma ferramenta
para melhoria da saude e producdo animal, pelo onta producdo de propionato e o
aumento e/ou manutencdo do pH ruminal. A acdodarhi seletiva dos ionéforos ocorre
principalmente sobre as bactérias Gram positivagjutoras de acido acético e butirico, ao
passo que as Gram negativas, produtoras de acajmopico, possuem uma membrana
protetora que dificulta a passagem de cétions (REN& al., 2008).

A utilizacdo de ionoforos para vacas em lactacflaencia a fermentagcdo em nivel
ruminal e por isso afeta o desempenho produtivoaisentos de producéo de propionato,
juntamente com a diminuicdo da producdo de acebafiirato e metano favorecem maior
aporte de glicose para a sintese de leite. Poraessento da demanda de glicose também
podemos observar efeitos adicionais e alteracoegeattl hormonal, o que ocasiona
modificacOes da particdo de nutrientes e composigdeite (NRC, 2001).

A monensina, composto produzido p&treptomyces cinnamonens{slANEY;
HOEHN, 1967)é atualmenteim dos principais ionoforos utilizados em vacateis sendo
que estudos prévios determinaram a dose recomendag@riodo e as interacdes em
diferentes dietas. A inclusdo de monensina nadletvacas leiteiras reduz o consumo de
matéria seca, aumenta a producédo de leite/vacaldime resulta em maior eficiéncia de
producdo. Entretanto, estudos indicam algumas desggecificas para animais em

crescimento, vacas em periodo de transicdo ou etacéo, além de doses que podem
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ocasionar reducdo de desempenho ou intoxicacfesl{HEHR et al., 2000). Além disso, a
monensina esta associada com aumento da digekstd®lida matéria seca e com a diminuicao
das concentracdes de nitrogénio amoniacal ruminal.

Entretanto, mesmo com todos os beneficios obsesvemlo a inclusdo de monensina
sddica na diea, foram relatados problemas de &esistcruzada entre analogos da monensina
ou auséncia de resultados devido a um longo pededsuplementacdo. Assim, a busca e
desenvolvimento de compostos analogos a monertsipazes de atuar de forma similar em
relacdo a producéo de leite se faz necessariaassppue haja possibilidade de utilizacao
alternada de compostos sem que ocasione prejuietestao animal ou a microbiota ruminal
por mecanismos de adaptag&o. Dentre essas aemas produtos naturais com compostos
bioativos vém sendo estudados com resultados psoreis

Alguns compostos bioativos produzidos por actintdas presentes em alguns
biomas desempenham importante papel bioldgico, egb@acidade de produzir substancias
bioativas (GOODFELLOW; FIEDLER, 2010). Cerca de @0®oléculas biologicamente
ativas ja foram isoladas das actinobactérias easle60% sao aplicadas na medicina e na
agricultura. Dentre essas moléculas ativas, o€ipars compostos estudados séo produzidos
por bactériasStreptomyce® sédo conhecidos pelas atividades biol6gicas gaendpenham
(DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Por outro lado, esses rhétdos ativos produzidos pelas
actinobactérias podem variar de acordo com o angb&partir do qual as cepas sao isoladas.

O uso do screening, ou seja, do isolamento de espécies de bactéreta de
ambientes especificos tém sido utilizado para aatesta de novos extratos com aplicacdes
biotecnolégicas. Sendo assim, o presente estudopt@nobjetivo avaliar extratos brutos
produzidos por actinobactérias utilizando como matpositivo a monensina sodica, na
modulacdo da fermentacdo ruminal, incluindo a dégesle fibras, producdo de gases,
metano, producdo de acidos graxos de cadeia cmiteogénio amoniacal em vacas leiteiras
em lactagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 UTILIZACAO DE ADITIVOS ALIMENTARES PARA VACAS EM LACTACAO

Na dieta dos ruminantes, os carboidratos fermentadacidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e parte da massa microbiana sao respongameisrnecer a maior parte da demanda
energética, cerca de 70 a 80 % das exigénciassligdicionalmente, a proteina oriunda da
dieta é degradada no rimen a aminoacidos simptasep#io serem também convertidos aos
AGCC e amodnia (HUNGATE, 1966).

Entretanto, em momentos de maior oferta de alimentmnsequentemente maior
demanda nutricional, a producdo de AGCC no rimencoe@isegue suprir as exigéncias do
animal e a fermentacdo dos nutrientes pode ficajugicada. Como resultado, varias
estratégias tém sido utilizadas para melhorar eéefiia alimentar de ruminantes, seja
melhorias no processamento dos graos ou preserggradientes inertes indisponibilizando
o alimento ao ataque de microrganismos no rametra@écnica para melhorar a eficiéncia
da fermentacdo incluiu a adicdo de compostos amtimianos da classe dos aditivos nas
formulagbes a fim de alterar o balango microbiamm mimen, favorecendo alguns
microrganismos mais resistentes a acao dos aditivos

Os aditivos sé@o substancias ou microrganismos adsumidos como alimento, mas
adicionados intencionalmente as dietas dos rumesanho intuito de melhorar as
caracteristicas do alimento ou dos produtos deswrignimal. Este pode ter ou ndo algum
valor nutritivo, porém nao tem o propdsito iniai@ nutrir. Os classificados em nutricionais e
zootécnicos tem maior utilizacdo pela cadeia dedyg@ animal enquanto que os
tecnoldgicos e sensoriais sdo empregados no selstiial (SINDIRACOES, 2009).

Dentre os aditivos mais utilizados na alimentagédalinos leiteiros, destacam-se 0s
ionoforos, antibidticos promotores de desempergweduras, sabdes de calcio, tamponantes,
enzimas, acidos organicos, extratos de plantagofsd entre outros. A utilizacdo dos
aditivos alimentares na alimentacdo de vacasraseem por objetivo permitir a modulacao
da fermentacdo animal no intuito de aumentar aypé@a de leite e consequentemente a
rentabilidade de setores de exploracéao leiteiraM€8S NETO et al., 1995). Nesse contexto,
os iondforos vém sendo largamente utilizados \sst@ facilidade de obtencdo e beneficios

comprovados com a utilizagéo do produto.
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Os iondforos sdo produtos resultantes da fermemtag® actinomicetos, sendo
produzidos principalmente pelas bactérias do gr8peptomyces §p especialmente o
Streptomyces cinnamonensisicialmente utilizado como anti-coccidiostatioas dietas de
aves (RICHARDSON et al., 1976). Sdo caracterizagmso moléculas organicas altamente
lipofilicas de médio a alto peso molecular capadesse ligarem a cations, mono ou
bivalentes, como C3 Mg K" e Nd&. Possuem um exterior hidrofébico e o interior
hidrofilico, o0 que aumenta essa capacidade deda@éRUSSELL; STROBEL, 1989).

Essas moléculas podem ser toxicas para algumaéribactprotozoarios e fungos
(RUSSELL; STROBEL, 1989). Essa toxicidade é restdtala capacidade da molécula em
penetrar nas membranas biolégicas e assim altetax® de ions ao interior da célula. Os
ion6foros funcionam como transportadores seletivias;criacdo de poros que facilitam o
influxo e efluxo dos ions pela membrana. Dentresaabvisdo, a monensina, por exemplo,
serve de antiporte, ou seja, ha a troca de cakdnsor cations monovalentes (FELLNER;
SAUER; KRAMER, 1997) e ela se liga preferencialneeab sédio, mas também tem a
capacidade de transportar potassio (RUSSELL; STROBE39).

Essa atividade de troca ibnica € especifica e aad#oro catalisa o transporte de
determinado ion, ao passo que é dependente do pieidg do gradiente de concentracdo de
cada céation e do mecanismo de transporte via membigidica (SCHELLING, 1984). A
descoberta dos ion6foros ocorreu por meio de estgdbre o transporte energético de
moléculas pela membrana mitocondrial. Essa deseoh@oporcionou a ligacdo entre
transporte e metabolismo energético, como tambénirdeio a estudos em nivel molecular
para estabelecer o correto mecanismo de acdo de s#ustdncia com acdo ionofora
(PRESSMAN, 1976).

Na década de 1970, a “Food and Drug Administrati$idA) dos EUA permitiu o
uso dos ionoforos como aditivos na dieta de runteégara monensina sodica foi permitida em
1976 e a lasalocida em 1982 para uso em bovinoS@REUL; STROBEL, 1989).
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2.1.1 Monensina sédica como aditivo alimentar

Ha mais de 30 anos a monensina sodica vem sefid@mda nas producbes de
ruminantes, com destaque para a cadeia leitei@da ¢ez mais tem seu uso consolidado
quando se objetiva aumentar a producdo de leiteemtar a eficiéncia de fermentacao
ruminal e diminuir a incidéncia de doencas metabéli Entretanto, as pesquisas que
envolvem monensina para vacas em lactacdo prodremititados ainda variaveis, indicando
que podem existir muitos fatores, desde a fisialgdpria de cada animal até as diferencas
dietéticas de cada formulacdo, que interferem rsposta esperada da suplementagéo
(IPHARRAGUERRE; CLARK, 2003).

Assim, alguns fatores fisioldgicos como o perioddattacdo, ordem de partos e nivel
de producdo e fatores dietéticos, tais como a forcorao a dieta é ofertada (volumoso,
pastejo, concentrados) estdo intimamente relacimnawm a resposta esperada apés a
administracdo da monensina. Ainda assim, a dosaliivo utilizado também se torna fator
importante quando se deseja aumentar a produciatelelos animais, uma vez que podem
produzir efeitos negativos aos esperados (GANDRAIR

Tém sido descrito que a principal acdo dos ion&forms ruminantes esteja
relacionada por sua capacidade de modular a pd@ulagcrobiana do rimen e assim
algumas bactérias seriam beneficiadas enquantasoigriam sua funcao prejudicada. Diante
disso, varios aspectos puderam ser descritos canéfibos ao animal, desde ao maior
estoque de energia pela produgdo de propionato @itéinuicdo da producdo de metano pela
diminuicdo da populagéo das bactérias metanogé(R#edGEL et al., 2008).

2.1.1.1 Efeito do uso de iondforos na fermentagéaanal

Quando ha aumento da taxa de fermentacédo do ruroemrdiente ruminal torna-se
mais adequado para o metabolismo dos microrganjsim®sanimais tém aumento do
desempenho produtivo decorrente da utilizacdo reficmaz dos nutrientes (HUNGATE,
1966).

Alguns estudos foram desenvolvidos para deterntugafeitos diretos e indiretos dos

ionoforos sobre a modulacdo da fermentacdo rum@alefeitos mais estudados foram a
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diminuicdo da relacdo acetato:propionato, com apresge aumento da disponibilidade
energética para o animal; modulacdo do pH rumdialjnuicdo da desaminacao protéica no
ramen e diminuicdo indireta dos niveis de gas nogpaoduzido (RANGEL et al., 2008).

O mecanismo de acado dos iondforos sobre as bact@rmainais é baseado nas
diferencas da parede celular de cada organismmone&vel por equilibrar o meio interno e o
meio externo. Quando o iond6foro realiza a trocacddons na membrana da bactéria,
particularmente da Gram positiva, esta tenta eapesdses cations que vao se acumulando no
interior celular na tentativa de manter o pH inbeatlequado. Ao utilizarem bombiss’/K*
ATPase elou préton ATPase, utilizam energia no geec e acabam morrendo por
esgotamento energético (BAGG, 1997).

Além das bactérias ruminais, 0s protozoarios tamté&msido reportados como alvo
dos iondforos em estudasvivo, porém o grau de sensibilidade pode variar cospaae ou
com o tipo de substrato a que o animal é submdiRIGHARDSON et al., 1976). As
bactérias Gram negativas se mostram mais resistaogeiondforos do que as Gram positivas,
ao passo que apresentam em sua constituicdo umbarara&rexterna de protecdo que impede
a acdo dos ionoforos. Dentre as bactérias Gramtimaegigpodemos citar as produtoras de
acido propidnico enquanto que as Gram positivatobag as produtoras de metano e acido
latico (RUSSELL; STROBEL, 1989).

A primeira descoberta da atuacdo da monensinade@ai®74, quando foi observado
aumento da producéo de propionato ruminal e mudamggroducdo de AGCC e dai entdo a
monensina teve melhor aplicagdo comercial parawanteoultura de corte, no intuito de
otimizar a utilizacdo de energia nas dietas deitexpgdo (RAUN, 1974). Um dos beneficios
do aumento da concentracdo de acido propibnicouncem é a diminuicdo de perdas de
energia por incremento caldrico, ja que o incremeatdrico do acido acético € maior do que
o do propiénico (BERGEN; BATES, 1984), o que poesuitar em maior disponibilidade de
energia para a producdo ou menos energia exigida pantenca (TEDESCHI; FOX;
TYLUTKI, 2003).

O propionato € o maior precursor gliconeogénico figado de ruminantes
(ASCHENBACH et al., 2011), responsavel por uma gbuaicdo estimada de 32-73% para a
gliconeogénese na producdo de glicose como forgmgética (SEAL; REYNOLDS, 1993).
Para novilhos alimentados com forragem e concemtradadministragcdo de monensina
aumentou significativamente a producdo de propomra até 76% em relacdo ao grupo
controle (ROGERS; DAVIS, 1982), enquanto que paexas leiteiras no poés-parto
Markantonatos et al. (2009) observaram que a adtragéo de 300 mg por dia de monensina
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afetou a concentracdo de acetato antes do part@38€ mas ndo conseguiu afetar a
concentracdo de propionato antes e ap0s o padsiveptmente pela alta exigéncia energética
desse periodo.

Em contrapartida, outro estudo mostrou aumentolidasg hepatica pds-parto em
resposta ao aumento das inclusdes de amido najuléamente com a monensina. As vacas
que se alimentavam com dietas mais propiogénicaglgaou monensina) tiveram aumento
da producédo de leite e consumo de matéria secasipgto imediato. A monensina também
causou diminuicdo da gordura do leite e porcentaderactose (MCCARTHY et al., 2015a).

Quando administrada juntamente com diferentes sedeeamido e 6leo de milhin
vitro, a monensina adaptada ou ndo a microbiota causadio efe inclusdo, embora o0s
principais efeitos dos teores de amido, do pH, ldo de milho e da monensina ndo tenham
afetado a producéo liquida de AGCC ap6s 24 hordsrdesntacdo. Entretanto foi observada
reducdo na relacdo acetato:propionato para os tgms de inéculo (adaptado ou néo)
(WEIMER et al., 2011).

Em outro estudmn vitro juntamente com a administracéo de fonte de gor@lea de
palma), a monensina alterou a fermentacdo rumiedlzindo a producdo de gas, a
concentracdo de AGCC, a propor¢cao de acetato gdrelacetato:propionato, enquanto que
mostrou aumento na proporcao de propionato. Entgtastudosn vitro com interacéo de
fontes de gordura ainda s&o limitados, porém stggrque a adicdo de gordura possa
diminuir a magnitude da atividade da monensina iodaaque a fonte de gordura altere a
solubilidade da monensida em lipideos (KIM et2014).

Adicionalmente, a inclusdo de monensina na alingdotale vacas leiteiras propiciou
menores concentracdes de betahidroxibutirato (BHE#&ptoacetato e &cidos graxos néo
esterificados (AGNE). Isso pode ser resultado dmesio de glicose observado, o que é
benéfico para as vacas em transicdo (DUFFIELD; RABILEAN, 2008a).

No periodo de transicéo (final do pré-parto e midd pos-parto) as vacas de maior
producdo mobilizam muita gordura corporal a fim atender a demanda energética néo
atendida pelo baixo consumo de alimentos. Sendmag®de ocorrer acumulo de corpos
cetbnicos e levar o animal a um quadro de cetoser € aumento do propionato ruminal ha
maior disponibilidade de glicose e ATP e conseqmahte menor mobilizacado das reservas
corporais, sendo benéfica a suplementacdo nedsel @¢RANGEL et al., 2008).

Os efeitos da monensina podem se apresentar isw#ada ou em conjunto com a
administracdo com outros ionoforos ou antibidtidds.fazer a administracdo combinada de

virginiamicina com monensina houve aumento da emdiguida para a producdo leiteira
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quando comparada ao efeito de cada composto isoéadae. Ambas suplementacbes
diminuiram as concentracdes de BHBA, demonstrandmdg potencial para utilizacdo
durante o balanco energético negativo afim de mathe performance do animal nesta fase
(ERASMUS et al., 2008).

Outro efeito da modulagdo dos ionoforos sobre mdatacdo ruminal consiste na
modulacdo do pH ruminal, permitindo melhor equitibentre o momento de maior
alcalinidade e o de maior fermentacéao (acidosean@uo 0 animal se alimenta com forragem,
o pH do rumen tende a permanecer perto da neatdalidnquanto que ao ingerir uma dieta
com maior quantidade de grédos ocorre diminuicapldofavorecendo a producdo de &cido
latico pelas bactérias ruminais. Os ionoforos dirain a producdo de lactato por inibir o
crescimento d&treptococcus bovidactéria descrita como a principal causadoracttbse
ruminal aguda (RUSSELL, 1987).

Devido a essa particularidade quanto ao tipo déadiefluenciar o pH, alguns
resultados sdo muito variaveis. Para tratamentiiantio gordura e monensina isoladamente
ou em conjunto, nao foram encontradas diferencasda (ZINN, 1988). Clary et al. (1993)
também néo observaram diferencas no pH quandaaeain suplementacdo de lasalocida,
monensina e gordura isoladamente ou em conjunto.

Com a utilizacdo de diferentes teores de monernsinavo (24 mg/kg e 48 mg/kg
MS), observou-se aumento para producdo de leisdecéio no consumo de matéria seca,
entretanto ndo houve efeito observado para osesbte pH ruminal no tempo zero, apesar de
ter sido observado efeito de aumento do pH no ten@sade coleta ruminal (trés horas apoés a
alimentacdo) para os animais alimentados com oneig alto do iondforo. Isto pode ser
explicado devido a diminuicdo das bactérias pradstde acido laticadStreptococcus bovis),
responsaveis pela maior acidificacdo do ramen (GRNP2009). Quando foi comparada a
outra classe de aditivos, os 0leos essenciaisplarsantacdo de monensina a novilhos de
corte por um periodo de um més de adaptacdo ntouafenédia de pH, quando receberam
feno de baixa qualidade (TOMKINS et al., 2015).

As primeiras pesquisas com a administracdo de aoosf para avaliacdo da
fermentacdo ruminal também reportavam reducdo mameotracdo de amodnia. Algumas
pesquisasn vitro caracterizavam os efeitos da monensina no metamwlge nitrogénio,
relatando que havia reducdo da protedlise e do w@oume aménia (VAN NEVEL;
DEMEYER, 1977; WHETSTONE; DAVIS; BRYANT, 1981).

Além disso, ocorre diminuicdo da producdo de ampeaias microrganismos ruminais

em consequéncia da menor degradacéo de protefyestideis no rimen (PDR) (DONIUS;
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SIMPSON; MARSH, 1976; VAN NEVEL; DEMEYER, 1977), gwpermite maior absor¢ao
proteica no intestino. Dessa forma, poderiam sdguidas na dieta proteinas de maior ‘valor
bioldgico’, ou seja, com melhor perfil aminoacidi@minoacidos essenciais e aminoacidos
limitantes para a producao de leite, tais comsiadie metionina (VAN SOEST, 1994).

Esse melhor perfil aminoacidico no intestino pode abservado uma vez que foi
descrita maior proporcao de nitrogénio no abomasque indica reducdo da degradacéo
ruminal da proteina (MUNTIFERING; THEURER; NOON, 819 FAULKNER et al., 1985).
Além disso, observa-se aumento da concentracaondeacidos glicogénicos na corrente
sanguinea, 0s quais podem ser usados como prexurgara a producdo de lactose na
glandula mamaria e reduzir mobilizagéo de resezvgsorais (SCHELLING, 1984).

Com a inclusdo de capsulas de liberacdo lenta ademsma para vacas leiteiras nas
tltimas 3 semanas do pré-parto, observou-se aunmenttigestibilidade aparente da fibra,
aumento da digestibilidade da proteina bruta eaf@anigo de nitrogénio logo apds o parto. O
aumento da digestibilidade do nitrogénio foi devdimcipalmente a diminui¢do da protedlise
a nivel ruminal, enquanto que o aumento da digbkdtide da fibra se deu pelo aumento do
pH ruminal, causado pela monensina. Entretanto,fo@mn observadas alteracdes no CMS
ou na excregéao de nitrogénio no leite ou na ufPBAIZIER et al., 2000).

A interacdo da monensina com teores de amido tanmhéstrou afetar a quantidade
de excreta de nitrogénio no leite. Vacas alimerstadan teores reduzidos de amido (21%) ou
normais (27%) foram suplementadas com 18 g de nsorepor tonelada de MS, nas quais
foram observados aumentos na producéo, e na pagegntde proteina no leite e nos teores
de lactose. Além disso, foram observados decrésdomutrogénio ureico do leite (NUL) na
dieta de inclusdo normal de amido e tendéncia deeato do mesmo quando comparado ao
grupo controle (sem adicdo de monensina) (AKIN&.e2014).

2.1.1.2 Efeito do uso de ionéforos sobre metanagne

O uso dos ionoforos na dieta de ruminantes podedanser uma estratégia para a
mitigacdo das emissdes de metano (THORNTON; OWHNS81; GUAN et al., 2006). Os
iondforos reduzem a formacdo do gas metano no amebreminal de forma indireta, ao

passo que a modulacéo do pH e inibicdo do crestintEnalgumas bactérias Gram positivas
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fazem com que estas ndo produzam hidrogénio e foynrgermediarios na formacdo do
metano (RANGEL et al., 2008).

Os microrganismos metanogénicos podem ser encostadkridos aos protozoarios
ou na fase intracelular dos mesmos (IRBIS; USHIR@Q4), indicando que possa haver uma
possivel relacdo simbidtica na qual ao utilizarehidsogénio produzido pelos protozodarios,
favorecem a manutencdo de um ambiente ruminal adeqiOMES, 2009).

A emissao de metano pela fermentacao entérica eamge 23% das emissdes totais
de metano por origens antrépicas (USEPA, 2011)uMdgestudos sugerem que a monensina
sédica reduz a producdo de metano ruminal em &€ (SOEDEGAERTNER; JOHNSON,
1983; RUSSELL; STROBEL, 1989; JOHNSON; JOHNSON,5)99

O fornecimento de curto e longo prazo da monerdgnorma isolada e em conjunto
com a lasalocida em novilhos resultou em diminuigas emissées de metano, em L/kg de
MS ou em % energética. Ambos ionéforos apresentafaitos similares quanto a quantidade
de metano emitido e a diminui¢cdo da populagéo tgbrotozoarios ciliados (GUAN et al.,
2006).

O efeito da diminuicdo de gas metano pode serdtudipela alteracdo das rotas
metabdlicas, com o aumento da producdo de promioeat vista de acetato (MOSS;
JOUANY; NEWBOLD, 2000). Além disso, os ruminantesnseguem manipular as fontes
produtoras de metano pela fermentacdo ruminalahegia relacionada ao tipo de alimento
consumido, digestibilidade e categoria animal (RRAEet al., 2010).

Entretanto, mesmo com a diminuicdo das emissogmsles, a presenca de metano e
CO, no rimen se faz necesséaria para evitar o acumeldons H, responséaveis pela
diminuicdo do pH ruminal e por alterar o funcionateenormal do 6rgdo (WEIMER;
WEIMER, 1998). Uma alternativa para consumo destes estd na biohidrogenacéo
realizada por lipidios insaturados, que, além diggomovem a delecdo das arqueias
metanogénicas (MACHMULLER et al., 1998; WADA et, £008).

A tentativa de diminuicdo das emissOes de metalos peminantes tem sido foco de
pesquisas ndo soO para o0 uso de ionoforos usadaddstente, mas também em conjunto com
outros aditivos, como os 0leos essenciais (p.eN&R). Em estudo recente, a proposta foi
determinar o efeito da juncdo desses dois aditi@RINA® Ruminants (1 e 2 g/dia) e
monensina (60 e 250 mg/dia) nas avaliagbes de feag@o ruminal, producdo entérica de
metano e selecdo da populacdo metanogénica no raelieninal em novilhos Brahman
(Bos indicu} alimentados com feno. As mensuracfes de metaamfeealizadas durante 24

horas por um circuito aberto de respiragéo. Edsel@slemonstrou que a CRINA isolada n&o
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mostrou efeito significativo na fermentagdo ou easssdes de metano quando comparada
com a monensina em maior dose diéria (TOMKINS .efall5).

Em contrapartida, quando a monensina foi admadstrjuntamente a dieta total
(TMR) em concentracao de 24 mg/kg MS para vacaardesas em lactacdo alimentadds
libitum (relacdo forragem:concentrado 60:40), houve realaigd7% (expressos em g/dia) e
9% (expressos em g/kg PV) na concentracdo de mé@DONGO et al., 2007). Em outro
modo de fornecimento, a monensina foi administradeacas de leite criadas a pasto de
azevém sob duas capsulas (240 mg/dia) de libelag@® com intervalo de 130 dias entre
uma e outra. A producéo de leite foi mensuradarderi00 dias apos o fornecimento de cada
capsula e o metano foi medido durante 4 dias apds 81 dias ap6s o fornecimento da
primeira, e 83 dias apds o fornecimento da seguw#psula. Observou-se aumento da
producdo de leite e sdlidos, particularmente gerdintretanto, ndo foram observadas
reducbes nas emissfes de metano entérico a curt® longo prazo nessas condi¢cdes
(GRAINGER et al., 2008).

Em meta-analise recente de Appuhamy et al. (20dr@)rf compilados dados de 22
estudos sobre vacas leiteiras e novilhos de codg,quais foram avaliados os efeitos da
monensina sobre a produgédo de metano (g/dia) ecamiagem da perda energética para essa
producdo. Foi observado que a monensina reduznifisgntemente as emissdes de metano
nos novilhos de corte em cerca de 20 g/dia, matito doi menos expressivo nas vacas
leiteiras (-6g/dia).

O CMS e a composicao nutricional da dieta parecemfatores que modificam o
efeito do ionoforos sobre as emissfes de metatretamo a suplementagdo com monensina
em concentragao mais alta, proporcional ao CMS pedigzir potencialmente as emissdes de
metano pelas vacas leiteif@dPUHAMY et al., 2013).

2.1.1.3 Efeito do uso de ion6foros sobre a prodecémmposicao do leite

Os resultados em producgdo de leite frente ao esmrbforos séo relacionados ao
mecanismo de acdo de cada um no ramen, ao passo aweento do propionato relatado
quando ha utilizacdo desses aditivos aumenta @ filexglicose via gliconeogénese, o que
contribui para o aumento da producéo (OBA; ALLERQR@). Além disso, podemos enumerar

alguns fatores que interferem diretamente na résgsperada, como estagio de lactacédo, tipo
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de alimentacdo ofertada (volumoso:concentradoggoaita animal e nivel de producdo dos
animais suplementados (DUBUC et al., 2009).

Em meta-analise com 9.677 vacas, foi analisad&lasédo de monensina sodica para
vacas em lactacdo sobre os parametros de producéammosicdo de leite. Foi observado
aumento na producado de leite concomitantemente ca®créscimo do CMS, aumentando
assim a eficiéncia da producao de leite. Entretaaiguns efeitos sobre producédo entre os
diferentes rebanhos podem depender de uma varieldatitores, podendo afetar também a
proporcéao de CLA no leite (DUFFIELD; RABIEE; LEARDO8b). Gandra (2009), em estudo
comparativo de doses de monensina sddica (24 vé8nw/kg na MS), indica a dose de 24
mg/kg MS de monensina para vacas no terco médlactigcdo, visto que a maior dose foi
acompanhada de forte reducdo do CMS, diminuindeserpenho produtivo dos animais em
estudo.

Sob administracdo de 240 mg/dia de monensina gmules de liberacdo lenta
observou-se aumento da eficiéncia de producdoiedm vacas lactantes sob sistema em
pastejo, pelo aumento da producéo de soélidoscpkatmente gordura. As vacas aumentaram
em aproximadamente 50 g/dia a producdo de gordureité e consequentemente em 70
g/dia a concentracdo de sélidos (GRAINGER et a082.

Normalmente, uma suplementagdo com monensina Gausanto na producdo de
leite e diminuicdo da gordura e porcentagens deteima (HAYES; PFEIFFER;
WILLIAMSON, 1996; PHIPPS et al., 2000). Entretanto)so de analogos da monensina, tal
como a lasalocida, ainda causa efeitos contrad#dma producédo e composicdo de leite.
Quando foram comparadas primiparas e multiparasereéram-se resultados divergentes
apos a introducdo da lasalocida. Nas primeirasdaumento da producao de leite enquanto
gue nas ultimas foi observada diminuicdo da proa@g&flOWLTON; ALLEN; ERICKSON,
1996) Ainda assim, observa-se também poucos relatos feito eda administracdo de
lasalocida sobre os componentes do leite.

Outro estudo com vacas em lactacdo testou a awlds 24 mg monensina/kg de MS
em dietas basais de grdo de soja integral ou tostaddo foram observados efeitos na
producao de leite bem como nas concentracdes deirgoiproteina e lactose (ABDI et al.,
2013). Algumas discrepancias entre estudos podetar eslacionadas a esses fatores
variaveis como fase de lactacao, dieta basal, &éardo experimento. Além disso, Sauer et
al. (1998) sugeriram que os microrganismos do rumpedem se adaptar quando sao
submetidos a monensina, e assim 0s animais seraréa-responsiveis a um novo periodo

de suplementagdo. A genética também pode influeaciasposta para a suplementacdo de
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monensina quanto aos efeitos sobre producéo ée meitqual vacas de maior mérito genético
podem responder melhor & suplementacdo (VAN DER WBERNKER; OLDENBROEK,
1998).

Os efeitos observados para producdo e composieateitt também podem ser
originados da combinacdo de mais de um tipo dévaditilizado nas dietas dos ruminantes.
Quando sao utilizados na mesma dieta um principimdforos e um nao-ionéforo pode-se
encontrar maximizacdo do efeito positivo da produgde leite. Em estudo com
suplementacdo combinada de virginiamicina (ndofmod e monensina sodica observou-se
aumento da producgao de leite corrigida para gorduamdo comparada com a administracédo
Unica de cada suplemento. Assim € possivel queelf@if@ positivo quando ha a juncdo dos
dois aditivos, melhorando o balanco de energisabéstando o CMS e a fermentacao
ruminal, além dos efeitos pos-rimen observadosa@oiso da virginiamicina (ERASMUS et
al., 2008).

Sobre os efeitos da administracdo de monensirsavgaras em periodo de transicao,
pode-se dizer que depende da manipulacdo do campamto ingestivo nessa fase,
consequentemente na resposta do pH ruminal e efjprele genes ligados ao metabolismo
como um todo. Para tanto, foram utilizadas vacaamhées durante o periodo de transi¢cdo que
recebiam 400 mg/vaca dia de monensina 21 dias alstedata prevista do parto, como
também nos 21 dias do pos-parto. Entretanto, emtsmrham sido observados efeitos
benéficos diretamente no metabolismo, néo forarerghdos efeitos diretos na producao de
leite (MULLINS et al., 2012).

A otimizacdo do CMS durante o periodo de trans&ghastante importante para suprir
a energia suficiente para a producéo de leite gulest¢e. Em estudo com administracao de
monensina no pré-parto sob dieta ‘close-up’ e rogadto sob diferentes teores de amido da
dieta (26,2% versus 21,5%) mostrou que os anim@e@tados com monensina durante o
periodo pré-parto tiveram maior propensdo em coewv@ropionato em glicose, bem como
demonstraram aumento na concentracao de glicosa@i@a e reducédo nas concentracoes de
corpos cetodnicos, resultando em menores aparighestdse subclinica. Assim, animais que
se alimentam de dietas mais propiogénicas no imiaitactacdo pelo aumento de amido ou
inclusdo de monensina tém o status energético s@ado melhorado (MCCARTHY et al.,
2015b).

Com relacéo ao perfil de acidos graxos no leitessgperiodo de suplementacdo com
monensina, vacas multiparas foram suplementadadiedas fontes de 6mega 3 e avaliadas

quanto a produgcdo e composicao de leite, CMS, tilijetade, pardmetros sanguineos e
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perfil de acidos graxos do leite. Ndo foram obsdsgavariacbes no CMS, entretanto a
suplementacdo com monensina aumentou as concesdrdedcis-9, trans-11 e diminuiu as

concentracdes de acidos graxos saturados norfetbprando assim o perfil de acidos graxos
presentes no leite. Ademais, a inclusdo de monarsgidica diminuiu a biohidrogenacao dos

acidos graxos no rumen, possibilitando maiores emnacdes de acidos graxos insaturados
no leite (DA SILVA et al., 2007).

Em doses eficientes, a administracdo de ionofososagas leiteiras ndo afeta ou
diminui ligeiramente o CMS. Este, combinado conumanto do fornecimento de nutrientes,
como o propionato, causa o aumento da eficiénc@atiucao de leite e da resposta imune do
animal. A magnitude destes efeitos, no entantog st determinada por varios fatores,
muitos ainda ndo compreendidos. Os efeitos positt&m comumente observados quando a
dose de monensina varia de 240 a 335 mg/vacaRHARRAGUERRE; CLARK, 2003).

2.1.1.4 Prevencao de disturbios metabdlicos

Outro beneficio do uso de iondforos na alimentad@auminantes € sobre a saude
animal, visto que h4 modulacdo do pH ruminal. Eetadi baseadas em forragens, o pH
ruminal mantém-se préximo da neutralidade, enqugatoem dietas mais energéticas, com
maior inclusdo de concentrados, ocorre a diminug@gH ruminal. Em razdo da menor
producdo de &cido latico pela diminuicdo da atdédas bactérias Gram positivas, ocorre
manutenc¢do do pH ruminal em niveis mais altos (NRBAA et al., 1982).

Tém se sugerido que o controle do pH ruminal segchmente por dois mecanismos
distintos. O primeiro é sobre a inibicdo &treptococcus bovigue, em conjunto com o
Lactobacillus produzem &cido lactico e contribuem para a dinggmido pH e quadro
acidético. O segundo mecanismo estd associado calteracdo da dinamica alimentar de
bovinos, adaptando-os em dietas de alto teor de gréonsequentemente altos niveis de
carboidratos prontamente digestiveis no rumen @dwdtos nado fibrosos — CNF)
(MCGUFFEY; RICHARDSON; WILKINSON, 2001).

Alguns trabalhos evidenciam o efeito da monensphare alguns parametros
sanguineos. Em meta-analise, Duffield; Rabbieen(@@08a) observaram que bovinos de
leite em lactacdo sob suplementacdo com monenpiegentaram menores concentracdes

sanguineas de BHBA, acetoacetato e AGNE. O mesimob&ervado por Mullins et al.
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(2012b) na diminuicéo do pico de BHBA plasmétiom.emtanto os valores de glicose, AGNE
e insulina no pos-parto de vacas leiteiras naonfoadterados. Ja McCarthy et al. (2015)
observaram valores diminuidos para AGNE, BHBA entuas valores de glicose e insulina
se mostraram aumentados.

Essas alteragBes sdo benéficas para a vacaaelirdo a todos os requerimentos
energeéticos que o animal precisa no inicio da ¢actaEntretanto, ainda assim € possivel
observar variacbes dos efeitos de acordo com adtseatamento e o periodo de lactacdo
para estes parametros sanguineos (DUFFIELD; RABLEEN, 2008a).

E possivel também correlacionarmos a diminuicdmdaéncia de algumas doencas
apos um periodo de suplementagdo com monensinguiB&s europeias foram conduzidas
através de 12 experimentos nos quais a monensinaferecida para vacas leiteiras em
variadas doses (150, 300 ou 450 mg/vaca/dia) niqmempré-parto até as 32 semanas de
lactacdo. Os resultados mostraram que a monendiméiatrada no pés-parto reduziu a
incidéncia de mastite clinica (4%), enquanto queaiministracdo no pré-parto foi possivel
observar reducdo da mastite na primeira lactacamanthas em até 13% (HEUER et al.,
2001).

A oferta de monensina sob capsulas de liberagéa também se mostrou efetiva no
combate de timpanismo (LOWE et al., 1991) e cesobelinica, sendo que a gravidade desta
altima foi associada com o grau de déficit enecgépelo qual o animal se encontrava
(MCGUFFEY; RICHARDSON; WILKINSON, 2001). A cetoseoge acontecer como um
episodio Unico ou em associacdo com outras doempgaspredispor o animal a outras
condigdes, como deslocamento de abomaso, metriteis® ovariano (GROHN;
SALONIEMI; SYVAJARVI, 1986) Em grupos de novilhos, onde o pH ruminal era
mensurado continuamente durante 24 horas a momaensdstrou impacto na reducdo da
acidose ruminal, associado com um consumo de maéca menos erratico (COOPER et al.,
1997).

2.1.2 Moléculas alternativas a monensina

Os produtos naturais tém sido identificados coma fonmte de compostos bioativos
que podem desempenhar atividade antibidtica ou iatéfora. Actinobactérias sé&o

microrganismos capazes de produzir extratos bfatmsacologicamente ativos empregados
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como agentes antifingicos, imunossupressores,eaplésicos, anticancerigenos e também
antibacterianos. Alguns microorganismos séo prathsza partir de varios ambientes, como o
solo, arvores e mangue, compostos em extratos sbiistdados, por exemplo o AMC
(CREVELIN et al., 2014) e o Caat (isolado pela Eaplar Cerrado). Algumas pesquisas tém
identificado metabdlitos ativos por meio de mickir@cdo e cromatografia liquida
(SMEDSGAARD, 1997) e alguns apresentam atividadéfmra semelhantes a monensina.

Os extratos AMC e Caat foram escolhidos para oeptesestudo por sua maior
capacidade de produzir compostos com atividaddiétitia e ionofora. Alguns tém sido
utilizados como moduladores de ions em algumasagdies, seja como cotransportadores em
membranas humanas ou animais, para carreamentatidascentre 0s meios intra e extra
celular. A dinactina, encontrada no AMC por exempém sido isolada também de uma
variedade de espécies &treptomycese apresenta atividade antibacteriana, antifingica,
acaricida, inseticida, além de efeitos coccidiastéte anti-helminticos (REZANKA et al.,
2004; KUSCHE et al., 2009).

A valinomicina, também encontrada no AMC, carggiggas positivas quando ligada a
cations e é uniporte, ou seja, transporfapéla membrana através de um gradiente de
concentracdo sem que haja qualquer movimento edersd (RAMOS; KABACK, 1977).
Tém sido estudada quanto a inibicdo parcial daidiiopenacdo em ruminantes, com
consequente aumento de &cidos graxos essenciamnjegados (FELLNER; SAUER;
KRAMER, 1997). Além disso, estudos relatam que itagaindria, a valinomicina pode, sob
algumas condicfes, agir como um desacoplador darifagdo oxidativa (HARRIS et al.,
1966; DE CESPEDES; CHRISTENSEN, 1974).

A actinomicina D, presente com maior atividade nvato Caat, também conhecida
como actinomicina IV, dactinomicina e actinomici@4 é um antibidtico produzido pela
actinobactéria Streptomyces antibioticu® reconhecidamente um potente inibidor de
transcricdo e replicacdo (BAYONA-BAFALUY; MANFREDNORAES, 2003). Sua acao é
primariamente mediada pela inibicdo da formacaofaagiilnas de transcricdo e replicacao
mediada pelas DNA e RNA polimerases, respectivaen@®BELL, 1985). A actinomicina
D é um método alternativo de enucleacao quimicavdeitos maturadom vitro destinados a
transferéncia nuclear (MOURA, 2007).

No entanto, alguns estudos descrevem que o ustngorde determinado ionoforo
pode aumentar a resisténcia das bactérias rumi@amsecanismo de resisténcia pode estar
associado com modificacbes dos polissacarideosemiebrana ou aumento da atividade da
bomba i0nica de troca (RUSSELL; STROBEL, 1989). Cmefacdo a essa resisténcia,
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culturas mistas de microrganismos ruminais adaptad@ropionato de laidlomicina eram
menos afetadas pela monensina comparados a bowviéosadaptados (DOMESCIK;
MARTIN, 1999b). Ademais, foi comprovada que a r&sisia a monensina aumentava a
resisténcia a lasalocida, ou seja, resisténcia adeuzentre ionéforos (NEWBOLD;
WALLACE; WALKER, 1993).

Entretanto, em estudo vitro ndo foi comprovada resisténcia cruzada entredeisk
e monensina, somente diante das populacdes bae®nmaminais. Isso pode ser devido a
diferencas no modo de acéo visto que a lasaloeiapredilecio por Ke a monensina tem
maior afinidade com o N{PRESSMAN, 1976).Com relacéo a populagdo de poarizs, 0s
ionoforos causam efeito transitério na populacéoreducdo do numero de protozodrios
mediante administracdo da monensina em curtos dueyi@entretanto eles retornavam seu
crescimento apos trés semanas de fornecimento (GaiAaN, 2006).

A adaptacdo da microbiota ruminal pode ser tamiodiorenciada pelo tipo de dieta,
quando a base da alimentacdo € forragens ocorr@rnsfaptacdo para a monensina
(BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2011). De acordo coRussell e Houlihan (2003), a
ideia mais provavel € que seria uma selecdo fapafipa que 0s genes que causariam
resisténcia da microbiota ruminal ndo tém sidotifileados, diminuindo as chances também

de transferéncia de resisténcia a antibiéticosadosais para os humanos.

2.2 UTILIZACAO DE TECNICAS IN VITRO PARA AVALIACAO DE EFICIENCIA DE
FERMENTAGCAO RUMINAL

Para que o estudo da fermentacdo ruminal seja mekecutado e apresente
resultados fiéis aos dadosvivo, diferentes sistemas vitro tém sido realizados para que a
fermentacdo continue em condicbes de laboratégguisdo as mesmas exigéncias do
organismo do animal (LOPEZ, 2005).

As técnicasin vitro para determinacdo da eficiéncia da fermentacaanalnsao
vantajosas quando analisamos sua uniformidaderdemacdo, a rapidez das andlises e a
conveniéncia de se manter poucos animais fistulpdos utilizagdo do in6culo. Para isso, a
técnica procura simular as condicbes naturais dastio do animal, de variados tipos de
alimentos fornecidos. Assim, € importante que eddpa seja a mais representativa possivel,

aumentando a confianga dos resultados. Visto essaticOes adequadas de simulagdo do
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ambiente ruminal, podemos observar formagdo de AGEU®, CH, e producdo de massa
microbiana (BLUMMEL; GIVENS; MOSS, 2005).

2.2.1 Digestibilidade in vitro

A digestibilidade pode ser derivada do desaparetdimnda matéria seca (TILLEY;
TERRY, 1963) como também da producédo total de gléeda a avaliagdo da cinética de
digestdo na qual as amostras sdo submetidas a tiod@ele incubacdo (MENKE et al.,
1979). Dentre as principais vantagens dos métodos detitidjesde in vitro, citam-se o
custo reduzido, a rapidez na obtencéo de resultaftfrm da possibilidade de trabalhar com
alto nimero de tratamentos e pequenas quantidadesastra (ARAUJO, 2010).

Inicialmente os métodos de digestibilidaite vitro eram utilizados somente para
avaliacdo da degradacdo de alimentos. Entretantoalnr@nte com o0 avanco e
aperfeicoamento da técnica, tém sido possivelavedimo a fermentacdo microbiana atua no
alimento, bem como estudar o efeito da inclusdeupdementos alimentares ou até da agéo
de fatores antinutricionais presentes na amosta DANN et al., 2006).

2.2.2 Producéo de gases

Para realizar a técnica de producdo de igasitro € necesséaria a incubacdo de
amostras de alimentos em garrafas de vidro, nds gpas serem vedadas a producdo de gas
€ realizada com um medidor de pressdo acoplado a seringa plastica graduada. A
quantidade de gases produzida durante o procestrmentacdo € medida de tempos em
tempos, a fim de se obter uma curva de degradagdanibstra e producdo de gas
(THEODOROWU et al., 1994).

Esse método de producéo de gas tem como prirugpeficio a determinacdo nao so
da producédo de gas total, mas da cinética de feag@m para cada amostra. Com pouca
guantidade de amostra por garrafa se torna possiaéibr maiores quantidades de amostra

(garrafas) ao mesmo tempo, possibilitando o redolide varias observacdes que seriam
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realizadas caso 0 ensaio fogse&ivoou in situ (BLUMMEL; @RSKOV, 1993). Além disso,
permite estimar a digestibilidade vitro da matéria seca (DIVMS) e da matéria organica
(DIVMO) como também mensurar gases liberados coratamo (CH) e acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) (BUENO et al., 2005).

2.2.3 Producéo de acidos graxos de cadeia curta (8G)

Os AGCC sdo os principais acidos produzidos durantéermentacdo ruminal,
destancando-se o acético, o propiénico e o butilcdretanto, segundo Kozloski et al.
(2012), suas taxas de producado variam com o te@® aingestdo e com o tipo de alimento
ingerido. A0 mesmo passo, a emissao de metandamedata com a produtividade do animal
irA depender da eficiéncia de fermentacdo e d&efia de conversdo dos nutrientes, esta
ultima dependente do balancgo nutricional em queima se encontra (NEVES, 2008).

A producdo de gases reflete quantitativamente adugéo de AGCC e essa
mensuragdo se torna muito importante dada a immdat@los AGCC como fonte energética
dos ruminantes. Entretanto, embora a producédo sesgastime a quantidade de substrato
utilizado para a producdo de AGCC, também é pdssdiacionar positivamente a producéo
de gases com o consumo de concentrado (BLU'MMELSKIBV, 1993) e com a sintese de
proteina microbiana (KRISHNAMOORTHY; STEINGASS; MER, 1991).

2.2.4 Producéo de gas metano

As técnicas de mensuragdo da producdo do metdéncenatravés da producao de
gasesin vitro tém refletido com acuracia os resultados obtidosvivo, sendo assim,
adequadas para predizer o potencial de producauetieno em diferentes formulacdes de
dietas para ruminantes; como também servir de frsea criacdo de estratégias para mitigar
suas emissdes (GETACHEW et al., 2005; BHATTA et 2006). Alguns estudos tém sido
realizados a fim de comparar a técnica do trachewafluoreto de enxofre (gka técnica da

simulacao ruminal (RUSITEC) e a técnicavitro para estimativa da producdo de metano; e
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tém-se estabelecido uma alta correlagdo entreimatista in vivo com a do tragador SF6
(JOHNSON et al., 1994).

O meétodain vitro quando comparado aos outros métodos tem a vantdgeer mais
barato, com menor tempo de execucdo, aléem de meroitdicbes experimentais mais
precisas do que ensaimsvivo. Tém sido considerado um método de rotina naagé&di dos
alimentos, visto sua alta correlacdo entre a p@ade gases vitro e a digestibilidade
aparente, podendo ser utilizado assim para estimeglidas de mitigacdo de metano pelos
ruminantes (BHATTA et al., 2006). Em funcdo desezcigdo de analise e seu baixo custo
(BUENO et al., 2005), a técnica tem sido utilizagtan mais frequéncia em estudos de
producao ruminal de metano (LOVETT et al., 2003).

Entretanto, a mensuracdo de metanwitro sofre influéncia de alguns fatores, como
por exemplo a atividade do in6culo (liquido rum)nglCONE; VAN GELDER,;
BACHMANN, 2002). Na grande maioria dos ensaiovitro, o indculo é obtido a partir de
animais alimentados com uma dieta diferente deatih como substrato para a incubagéo.
Assim, as caracteristicas de fermentacdo do stibstra quantidade de metano produzido
irdo depender dessas caracteristicas propriasdaemaculo, da atividade microbiana de cada
um e das varia¢des das dietas (MARTINEZ et al.p0p01

2.2.5 Quantificacdo de nitrogénio amoniacal (N-N§)

A quantidade de N-Nkdisponivel no rimen sofre variacdes e dependegmdacao
de compostos nitrogenados proteicos e ndo-proteioaso também da ureia reciclada atraves
da saliva. A manutencdo de sua concentracdo entesimadequados, entretanto, é
indispensavel para garantir crescimento bacterighgue quase a totalidade de nitrogénio
formador de bactéria é oriundo do N-N(STERN; HOOVER, 1979).

A digestao da celulose também € dependente daniligjtade de N-NH e da adeséo
de bactérias a superficie do alimento, pois alguoigcsorganismos responsaveis pela digestao
de carboidratos utilizam o N-NHcomo Unica fonte proteica. Apesar disso, um aument
demasiado da quantidade de N-NKHo rumen é indicativo de perdas proteicas e,
consequentemente, perdas econdémicas para o produtor

Os ensaio$ vitro entdo, sao baseados na quantificacdo da conceminagénal de

N-NH3 como estimativa da degradacéo proteica. Por sesaoutaveis em curto prazo, 0s
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ensaios permitem avaliar a utilizacdo de proteiaen mliferentes dietas utilizadas, como
também sob suplementacdo de aditivos como os im&f®s primeiros estudas vitro
realizados para estimar a de degradacao protefeanfeeitos com amostras de alimentos
incubados em indculos em 1963 (CALSAMIGLIA; STERBACH, 2000).

Alguns ensaios ja foram realizados com ion6foreadse que, com o fornecimento da
dieta com monensina a concentracdo de nitrogémiinad foi menor quando comparada as
outras dietas utilizadas, o que pode ser relacmicath a menor degradacao da proteina no
ramen, diminuicdo da atividade das bactérias fetatgemas de aminoacidos, e diminuicdo da
desaminacgéo (LANA; RUSSELL, 2001).
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3 PADRAO DOSE-RESPOSTA DE EXTRATOS BRUTOS PRODUZIDGS POR
ACTINOBACTERIAS SOBRE A FERMENTACAO RUMINAL INVITR O

RESUMO

Compostos bioativos produzidos por actinobactéripggdem apresentar atividade
antimicrobiana e iondfora; e podem ser utilizadoma aditivos de dietas para aumentar a
eficiéncia da fermentag&o ruminal. Sendo assim, &suido objetivou avaliar o efeito de dois
extratos brutos (AMC e Caat) produzidos por actaotérias sobre varidveis de fermentagéo
in vitro, tais como digestibilidade da matéria seca (DIVM@&@pestibilidade da matéria
organica (DIVMO), producéo de acidos graxos de ieadarta (AGCC) e gases acumulados
totais. O extrato AMC foi composto por mistura aesdonéforos, dinactina e valinomicina;
enquanto que o extrato Caat apresentou como compastipal a actinomicina. Amostras
de fluido ruminal foram coletadas de trés vacasahlbdsas em lactacdo, multiparas e
portadoras de fistula ruminal alimentadas com siatdase de silagem de milho, farelo de
soja, ureia, milho moido e suplemento mineral. @uho foi incubado em frascos de vidro
(garrafas) com 1 g da dieta seca e moida, juntamemin os extratos brutos e solucao
tampdo. Para cada extrato bruto foram avaliadasajdases de suplementacao (0,3; 0,6; 0,9
e 1,20 mg) em delineamento experimental inteiraeneasualizado. Apds 72 h de incubacéo,
os residuos de fermentacéo foram utilizados panmasa DIVMS e DIVMO, producéo de
AGCC e gases acumulados totais. Com a inclusédo ali Bouve diminuicdo linear da
DIVMO apdés as 72 h de incubagdo. Além disso, coimclusdo do Caat foi observada
reducdo da concentracdo de acido isovalérico eidmi da relacdo acetato:propionato e
reducdo da producdo de gas acumulado por 24, 28he Ror outro lado, ndo foi observado
efeito da inclusdo de AMC sobre a modulacéo dadatat&o ruminal, independentemente da
dose utilizada. Pode-se concluir que o extrato €Eaajpaz de modular a fermentagéwitro;

no entanto, reduz linearmente a DIVMO com o aumdatdose.
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ABSTRACT

Dose-response effect of raw extracts produced bytawbacteria on in vitro rumen
fermentation

Bioactive compounds produced by actinobacteria inaye antimicrobial and ionophore
activity; and can be used as dietary additivesitoeiase the efficiency of rumen fermentation.
Thus, this study aimed to evaluate the effect af tnude extracts produced by actinobacteria
(AMC and Caat) on in vitro fermentation, such asvitro digestibility of dry matter
(IVDDM), of organic matter (IVDOM), short chain tgtacids production (SCFA) and total
accumulated gases. The AMC extract was made bynmikvo ionophores, dynactin and
valinomycin; while Caat extract showed actinomyoimpound. Ruminal fluid samples were
collected from three Holstein dairy cows, multipassavith ruminal fistula fed diets based on
corn silage, soybean meal, urea, ground corn amerali supplement. The inoculum was
incubated in glass bottles with 1 g of dried andledidiet with the crude extracts and buffer
solution. For each crude extract were evaluated $applementation doses (0.3, 0.6, 0.9 and
1.20 mg) in a completely randomized design. Aftem7of incubation, fermentation residues
was used to estimate the IVDDM and IVDOM, SCFA proitbn and total accumulated
gases. With the Caat inclusion there was a linearedse in IVDOM after 72 h of incubation.
Furthermore, the Caat inclusion showed reducedriouand isovaleric acid concentration and
acetate: propionate ratio and reduction of cumgagias production by 24, 48 and 72 h. On
the other hand, there was no effect of AMC inclosom ruminal fermentation, regardless of
the dose used. It can be concluded that the Caedcéxs able to modulate the in vitro

fermentation; however, it reduces IVDOM with incsegay dose.
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3.1 INTRODUCAO

Os ionoéforos séo aditivos utilizados na nutricAawiainantes com a finalidade de
modular a fermentacao ruminal por meio da selegadh®ao de grupos de microrganismos
da microbiota ruminal. Os principais efeitos da mustracdo de ionéforos na dieta de
ruminantes foram avaliados com o uso da monengidi&eas dentre os quais destacam-se a
reducdo da producdo de metano (NARVAEZ; WANG; MCARILER, 2013) e da
desaminagdo proteica (DINIUS; SIMPSON; MARSH, 197HARVAEZ; WANG,;
MCALLISTER, 2013), e o aumento da producdo de &@dupibnico, o que favorece o
metabolismo energético e aumenta eficiéncia dedetagao.

Estes aditivos tém sido utilizados amplamente erndse rebanhos leiteiros
alimentados com dietas ricas com concentrados qarentar eficiéncia da fermentagéo no
rumen, e consequentemente, a producdo de leitenimto, embora tenham amplo uso em
dietas de ruminantes, alguns estudos sugerem ussvpbresisténcia dos microrganismos
ruminais a alguns compostos, principalmente a ngnansédica que € mais utilizada;
decorrente de uma relacdo cruzada entre outrosbéiiédes (NEWBOLD; WALLACE;
WALKER, 1993) ou diminui¢do do potencial de atuaci#és ionéforos quando os indculos
advém de animais ja suplementadovivo (DOMESCIK; MARTIN, 1999a). Desta forma,
novas alternativas de aditivos se tornam necessaria

Os metabolitos naturais produzidos por actinobastéfungos e cianobactérias tém
sido identificados como uma fonte de compostostiviog que podem desempenhar atividade
antimicrobiana e ionofora. Recentemente, extratagob produzidos por actinobactérias
foram isolados a partir de varios ambientes, consolo, arvores e mangue, dentre os quais
extratos AMC (CREVELIN et al., 2014) e o Caat (concacdo pessodlforam descritos por
espectrometria de massas por apresentarem compmstosatividade ionofora, com alta
afinidade para céations. A identificacdo dos meidmdlativos presentes nesses extratos
produzidos por actinobactérias foi feita por megondicro-extracdo e cromatografia liquida
segundo Smedsgaard (1997), dentre os quais algtrasos apresentaram atividade ionofora
semelhantes a monensina.

Desta forma, a hipotese do presente estudo é gertrasos AMC e Caat, produzidos

por actinobactérias apresentam atividade ionéfenaethante a da monensina sédica para a

! Comunicacio pessoal cedida pelo professor Dr. Alligrto Beraldo de Moares - LEMAPN
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modulagéo da fermentagdo ruminal. Para testarhgsfiéese, os extratos AMC e Caat serdo
avaliados em diferentes doses em um ensaio fertivenita vitro de 72 horas, sob inoculo de
vacas leiteiras. A producdo acumulada de gas,dupéo de acidos graxos de cadeia curta e a

digestibilidaden vitro da matéria seca e da matéria organica serao @deslia

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Selecao de metabdlitos e caracterizacdo qudmni

O protocolo experimental foi aprovado pelo ComigéKtica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia davésgsidade de S&o Paulo (n°
2038140514). Os metabdlitos ativos utilizados nesente estudo foram fornecidos pelo
Laboratério de Espectometria de Massas Aplicadarau®os Naturais (LEMAPN) do
Departamento de Quimica da Universidade de SaocoP&s actinobactérias produtoras
desses metabdlitos foram previamente isoladasGmelaapa Meio Ambiente (Jaguariina-SP)
em estudo da biodiversidade microbiana do biomanggae de solos de reflorestamento do
estado de S&o Paulo. Nestes estudos foram caradesi cerca de 500 isolados de
actinobactérias de 10 géneros diferentes que fetdymetidos a processos fermentativos em
meios liquidos para obtencdo de extratos brutosnpeio de técnica de micro extracdo
(SMEDSGAARD, 1997) e estes submetidos a cromatizgidifeta para identificacdo de
possiveis metabdlitos com atividade antibiéticaomdfora.

Para obtencdo do extrato bruto, os isolados deddetctérias foram cultivados em
placas de Petri com meio batata-dextrose-agar (Blbdante 10 dias a uma temperatura de
27°C. Apos este periodo foram recortados 3 diseagpdoximadamente 6 mm de diametro, e
colocados em microtubo de polietileno contendo ldalmistura metanol/cloroformio 1:1. A
amostra foi centrifugada e o sobrenadante tradsf@ara outro microtubo; e entdo submetida
a espectrometria de massas e ensaios de bioaiaadjrafa (SMEDSGAARD, 1997) (Figura
1).
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Figural-  Esquema ilustrativo do procedimento d@erextracao do extrato bruto

Homogeneizagio Centrifugagio
Recorte — —
3 plugs :
MeOHICHCI,
Separagao do
sobrenadante
Secagem do
sobrenadante
Amostra pronta
para bioensaios
~ 100 L Ressuspenso
em DMSO

Fonte: Moraes (2013)

Os espectros de massa foram submetidos a um esiogmarativo no banco de dados
Chemical Abstract (CAS) e Dictionary of Natural @uwots (DNP) e assim as massas
moleculares dos compostos analisados foram coiwakatas com os compostos catalogados
nestes bancos de dados, no caso do estudo asactérias de diferentes géneros (Figura 2).

Figura 2 - Sistema de cromatografia liquida (HPL&Zpplado a espectrébmetro de massas utilizado na
identificacao e caracterizacao quimica de metaisitierivados de actinobactérias

Fonte: Moraes (2016).
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De um total de 74 isolados de actinobactériaspésisivel identificar os principais
compostos presentes nos extratos brutos com ntaima@le como pertencentes a classe dos
macrotetrolideos (JANI; EMMERT; WOHLGEMUTH, 2008)rmo por exemplo a nonactina,
monactina, dinactina, trinactina, valinomicina éremmicina. Foram selecionados 2 extratos
brutos (AMC e Caat) que apresentaram maior proddedmetabdlitos ativos com atividade
antibidtica e alguns com capacidade de transparétions, de forma semelhante aos
iondforos. O extrato AMC apresentou maiores espectte dinactina e valinomicina,
enquanto o extrato Caat apresentou maior atividadantibiotico actinomicina. Entretanto,
ambos os extratos foram identificados por sua ddgde de transportar cations, de forma

similar & da monensina sodica.

3.2.2 Coleta de liguido ruminal para fermentacao preparo do meio de cultura

Trés vacas da raca Holandesa, multiparas em teéglionde lactacdo, com 542 +
32,25 kg de peso corporal e portadoras de fistutanal foram utilizadas como doadoras de
liquido e massa ruminal (in6culo). As vacas fordojadas em baias individuais com controle
individual de consumo de alimento e submetidasas dudenhas diarias. A dieta das vacas
foi fornecida em duas refeicbes (manhd e tardejndtadas de forma a atenderem as
exigéncias nutricionais de vacas em lactacdo caoxepadamente 600 kg de peso corporal,
com producao diéria de leite de 32,0 kg e com 3J8%jordura, conforme recomendacdes do
NRC (2001); a base de silagem de milho como volumfaselo de soja, ureia, milho moido e

suplemento mineral, em relacdo 60:40 na dieta (Bigura 3).
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Figura 3 - Vacas utilizadas para coleta de liquidoinal

gt B L

Fonte: Alves (2015)

Foi feita a analise bromatoldgica da dieta parardgéhacédo da proteina bruta (PB; N
x 6,25; método 990.03; AOAC, 2000); extrato etéfler; método 920.39; AOAC, 2000),
fibora em detergente neutro (FDN), utilizand@amilase sem adicdo de sulfito de sédio ao
detergente; fibra em detergente acido (FDA), dedacaom Mertens (2002) e lignina em
detergente acido (LDA) conforme Van Soest; Robarttewis (1991). Os carboidratos ndo
fibrosos foram calculados conforme metodologia datbhs (1997), conforme metodologia
descrita no NRC, (2001). A partir desta dieta &iabelecido o substrato para a fermentacao

in vitro (Tabela 1).

Tabela 1l - Composi¢do quimica do substrato utitizad fermenta¢d vitro sob in6culo de vacas em

lactacéo
Composigdo quimica (o/ Kg MS)
Proteina Bruta 92,09
Extrato Etéreo 30,87
FDN! 288,29
FDA? 169,01
Lignina 33,15
CNF 561,23

'FDN - Fibra em Detergente Neutd®=DA — Fibra em Detergente AciddCNF — Carboidratos Digestiveis

Totais

Para a realizagcdo do ensdio vitro, foram utilizadas garrafas de vidro para a
incubacdo das amostras e indculo. Cada vaca dodddiguido ruminal foi considerada uma
repeticdo, e todos os tratamentos (extratos e Jeses garrafas de controles negativos

‘brancos’ foram feitos em triplicata. Foram utiliiees 102 garrafas (3 repeticoes x 34 garrafas
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por repeticdo) com capacidade de 160 mL, que fopmaviamente lavadas, secas e
identificadas. Cada repeticdo foi constituida pérgarrafas dos tratamentos (4 doses x 2
extratos x triplicata) e 10 garrafas ‘brancos’.gesrafas ‘brancos’ ndo receberam o substrato
(dieta), entretanto, foram utilizadas para correg@s producbes de gases oriundas da
fermentacdo do in6culo em resposta a dieta ofedadtamente as vacas doadoras, além da
influéncia dos extratos sobre o in6culo separadsr(@culo + extratos) (Figura 4).

Figura 4 - Preparacdo dos frascos de vidro (gayafara producdo de giwsvitro

Fonte: Alves (2015).

Foram avaliados dois extratos brutos (AMC e Caat)cencentracdo de 10 mg por
mL, diluidos em dimetil-sulfoxido (DMSO) e organilces em quatro doses: 0,30, 0,60, 0,90 e
1,20 mg. Assim, nas garrafas foram adicionados:d& gubstrato moido a 1 mm, 90 mL de
solucdo tampédo, 10mL de in6culo e as diferenteesda®s extratos. A solucdo tampao
utilizada segundo metodologia de Theodorou et 18194) foi composta por solugbes de
macrominerais, microminerais, tampéo e resazufinbdla 2).

Tabela 2 - Composicao das solu¢bes utilizadasgpraparo do tampéo do meio de cultura final

Solucdes Reagentes Unidade Quantidade
Tampao NHHCO, g/L 4,00
NaHCQ, g/L 35,00
Macrominerais N#HPO, o/L 3,75
KH,PO, g/L 3,32
MgSQ,.7H,O g/L 0,60
Microminerais CaGl2H,0 g/L 132,00
MnCl,.4H,0O g/L 100,00
CoCL.6H,0 g/L 10,00
FeCk.6H,0O g/L 80,00
Meio B Cisteina HClI  un/100mL 625,00

Agua Destilada un/100mL 95,00
NAOH 1M un/100mL 4,00
N&SO; un/100mL 328,13
Rezasurina Rezasurim g/L 0,10
Fonte: Lana/Cena (2012)
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Na composicdo do inoculo, a fase liquida e a fadidssdo conteudo ruminal das
vacas foram coletadas separadamente por meio debabale vacuo e kitassato; e
imediatamente acondicionadas em garrafas e caiasicas livres de oxigénio até a
realizacdo das andlises. Foram utilizados voluguegis das duas fases do conteado ruminal,
0os quais foram agitados em liquidificador durant® segundos para recuperagdo dos
microrganismos celuloliticos aderidos a fracaodsoliApOs a agitacdo, o material resultante
foi filtrado em duas camadas de tecido de algoftatilas) e mantido a 39 ° C até ao final do
preparo do in6culo e submetidos a analise de pHimopotenciémetro. A inoculacdo (adigdo
do in6culo as garrafas) foi realizada por meio @ltnga de plastico graduada de 10 mL e as
garrafas foram posteriormente seladas com rolhadodeacha, agitadas e, em seguida,
incubadas em estufa de circulacéo forcada de 8fr@ @empo zero de fermentacéo) (Figura
5).

Figura 5 - Preparacdo das garrafas com os indilitaslos
o

Fonte: Alves (2015)

3.2.3 Fermentag&o ruminal in vitro

3.2.3.1 Producao de gases

As leituras de pressao dos gases acumulados engaadda de fermentacdo foram
feitas utilizando um transdutor de pressédo e una“ttegger” (PDL800, LANA/CENA/USP,
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Piracicaba/SP, Brasil), nos tempos 4, 8, 12, 18,224 30, 36, 48, 60 e 72 horas apds a
inoculacao (Figura 6). Ap6s cada leitura, o rdstalos gases foi liberado até que a presséo
lida pelo transdutor fosse zero e rapidamente,assafgs foram agitadas e colocadas em
estufa novamente. Esse procedimento foi adotado gatar acimulo de pressdo excessiva
no interior das garrafas, porque, de acordo Abdgllal. (2012), pode ocorrer inibicdo da
fermentacdo por microrganismos do rimen quandessfo no interior ultrapassa 7 psi.

O volume de gas foi estimado de acordo com Mauedtal. (1999) e para descrever a
dindmica da producédo de gas ao longo do tempaplaado o seguinte modelo exponencial

proposto pela France et al. (1993):
Vt=A{l-exp[PtD-exq-bly

onde: Vt representa o volume final do gas acumutexditempo t (mL), A é a producao
assintética de gas (ml), L é o tempo de colonizgédse lag) e b () e ¢ (W) = taxas

fracionais constantes.

Figura 6 - Sequéncia de avaliacdo da presséo de gas

-----

Fonte: Alves (2015)

Legenda: |. Aparelho de avaliacdo da pressGoAOGGER.
II. Mensuragéo de presséo avaliada durante 7Zhora
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3.2.3.2 Producéo de acidos graxos de cadeia A®@&C)

As concentracbes de AGCC no fluido ruminal foramdit@&s por cromatografia
gasosa (GC-2014, Shimadzu, Japéao) utilizando catapaar (Stabilwax ®, Restek, EUA) a
145 ° C (isotérmico) e um injetsplitlesse detector dual FID a 250 ° C utilizando o método
descrito por Erwin; Marco e Emery (1961), adaptpdoGetachew et al. (2004). As amostras
foram descongeladas a temperatura ambiente efagattas a 14500 x g durante 10 min. O
sobrenadante (800 pL) foi transferido para um &dsopo e seco com 200 puL de acido
formico a 98-100% PA ACS e 100 pL de padréo inteflcdo 2-etil-butirico 100 puM,
Chemservice, EUA). O padrdo externo foi preparadm ©®s &cidos acético, propibnico,
isobutirico, butirico, valérico e isovalérico (Sesv Chem, EUA). O software GCSolution®
(Shimadzu, Japéo) foi utilizado para os calculasabamcentracdes de AGCC.

3.2.3.3 Digestibilidade da MS e MO

Os coeficientes de DIVMS e DIVMO foram determinadesacordo com Menke et al.
(1979). O residuo da fermentacdo ap6s 72 horastiiio por filtracdo das garrafas em
cadinhos de vidro com placa porosa com peso vaxibexido (Figura 7). Os residuos foram
secos a 105°C durante 24 horas e pesados paraosgent calculados os coeficientes de
DIVMS com base na diferenca do cadinho vazio. A Y foi estimada pela diferenca dos
residuos de cinzas obtidos em mufla (400°C).

Fonte: Alves (2015)
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3.2.4 Anaélises Estatisticas

Os resultados foram analisados pelo programa caucipntl Statistical Analysis
System ® (SAS, 2001) como delineamento experimemiékiramente casualizado.
Inicialmente, foram verificadas a normalidade desiduos e a homogeneidade das variancias
pelo PROC UNIVARIATE. Os graus de liberdade foraamtalados de acordo com o método
Satterthwaite (DDFM = Satterth). As variaveis regpoda fermentacdo ruminal vitro
foram avaliadas pelo procedimento MIXED do SASdeeque foram avaliados como efeitos
fixos a inclusdo dos extratos e as doses, enquaEn@nimais (repeticdes) foram adotados
como efeito aleatério. Os tratamentos foram orgatug em arranjo fatorial 4 x 2 (dois
extratos e 4 doses) totalizando 8 tratamentos eodelm avaliou os efeitos principais dos
extratos, das doses e suas interacdes. A estdgueao escolhida para cada variavel foi feita
de acordo com o critério de informacdo bayesian@€)BAs variaveis AGCC, DIVMS e

DIVMO foram analisadas de acordo com o seguinteaiood
Yij:“+E+Dj+Eixq+ej’

onde Yij = é o valor observadai;= média geral; Ei = efeito fixo do extrato i; Dj =
efeito fixo da dose j; Ei x Dj= efeito fixo da inég&o entre o extrato e dose; e eijk = erro
aleatorio associado a cada observagdo. As prodaegiesuladas de gases em 24, 48 e 72
horas foram analisadas como medidas repetidas mpotee a estrutura de erro também
escolhida de acordo com o critério de informacagesano (BIC) para avaliacdo de cada

variavel, segundo o modelo:
Yijkzlvl+E+Dj+Eixq+Tk+TkxE+TkxDj+TkxDij+ejk)

onde Yijk = € o valor observadaqi;= média geral; Ei = efeito fixo do extrato i; Dj =
efeito fixo da dose j; Ei*Dj= efeito fixo da integ@o entre o extrato e dose; Tk = efeito fixo de
tempo k; Tk*Ei = efeito fixo da interacdo entre fmme extrato; Tk*Dj = efeito fixo da
interacéo entre tempo e dose; Tk*Dj*Ei = efeitoofida interacdo tempo, dose e extrato; eijk
= erro aleatdrio associado a cada observacdo. Allam@justadas foram calculadas e
comparadas pela opc¢ao DIFF do ‘statement’ LSMEAD &feito de dose de cada extrato foi
decomposto em trés contrastes ortogonais polinenfiaear, quadratico e cubico). Os
interceptos e os coeficientes angulares foram adbtidtiizando a opcéo “estimate” do
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procedimento MIXED. Para todas as analises estat$stoi utilizada o nivel de significancia
de R0.05 e tendéncia deg®.10.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Producéo de Gases

A producao cumulativa de gases em 24, 48 e 72 htwascubacdo, bem como o
potencial de producdo de gases (assindota A), foegluzidos com a inclusdo do extrato
Caat, quando comparado ao AMC. Houve aumento derti@#%alores de A quando houve a
inclusdo de AMC, enquanto que as producdes acuemildd gas para 24, 48 e 72 horas
foram 28%, 14% e 15,4% menores com a inclusdo dg @spectivamente (Tabela 3).

A cinética de producéo total de gasvitro de ambos os extratos de acordo com as
quatro doses e ao longo dos 11 tempos de obsersaff@o efeito isolado de extrato e dose,
ou seja, reducdo da producdo de gases totais amdmsutom a adicdo do Caat quando
comparados com a inclusdo do extrato AMC (P = <lp0€endo que essa reducdo também
foi explicada pelo efeito isolado de dose incluigh = 0.021). Entretanto, ndo foram
observados efeitos de interacdo do extrato conse, @ ainda dessas variaveis com o tempo
(Figura 8).



Producéo cumulativa de gas @/l potencial de producéo de gas (assintoticalA,gne MS) e tempo de colonizacao (L, horas)xdeatos brutos (Caat e

Tabela 3 -
AMC) derivados de actinobacterias em fermentagadtro sob indculo de vacas leiteiras
Extratos Brutos P-Valor
Caat (mg) AMC (mg) EPM
Extrato Dose Int.
0,30 0,60 0,90 1,20 Média 0,30 0,60 0,90 1,20 Média
A (ml/g) 24293 239,10 228,77 222,53 233,33 264,07 260,20 261,77 268,63 263,67 6,12 <0,0001 0,566 0,223
L (horas) 5,56 6,11 7,08 5,51 6,06 9,65 2,74 3,57 3,59 4,89 1,05 0,625 0,715 0,603
Horas Producéo de Gas Acumulada (ml / g)
24 145,12 124,46 121,01 119,62 127,59 170,47 164,22 159,16 161,73 163,96 6,43 <0,0001 0,095 0,669
48 222,63 214,80 204,99 199,48 210,47 242,73 237,28 237,36 242,61 239,99 586  <0,0001 0,078 0,094

€S



72 244,55 237,32 226,89 220,29 232,26 272,84 265,93 265,41 267,97 268,03

6,27

<0,0001

0,090

0,306

Legenda: A: producgéo potencial de gases; L: tedgpoolonizacdo; EPM: erro-padrdo da média; iimeracao extrato-dose
*média seguidas por letras diferentes, nas lintifer,em entre si (P < 0,05).

12°]
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Figura 8 - Produgdo acumulada de gasegitro de acordo com a inclusdo de dois extratos brutdsQ/le
Caat) em quatro doses (0,30, 0,60, 0,90 e 1,2GsoigE substrato e inéculo ruminal de vacas legeira
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Fonte: Alves (2015)

De acordo com a andlise de regressdo da producgas#s, a assindota A reduziu
linearmente de acordo com a inclusdo de extratd €aa.23 vezes [Y = 251.22 - 0.2384 x
Caat (mg) ](P = 0.040). Foi observado que para cada unidadeiato Caat incluida houve
reducdo da producdo cumulativa de gas em 1.06,60(880 vezes para 24 (P = 0.0296), 48
(P = 0.0003) e 72 horas (P = 0.008), respectivaend&e forma semelhante, com a incluséao
de extrato de AMC a producdo acumulada de gas eho de fermentacao foi reduzida
linearmente em 0.47 vezes [Y = 182.74 - 0.4718 xCAfvhg) ] (P = 0.010) (Figuras 9 e 10).



56

Figura 9 - Potencial da producaovitro de gas (A, ml/g MS) e tempo de colonizacéo (Lakpde substrato
adicionado de dois extratos brutos (Caat e AMC)ratro doses (0,30, 0,60, 0,90 e 1,20 mg)
produzidos por actinobacterias em inéculo rumimalaicas leiteiras
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Figura 10 - Producdo acumulada de gas (24, 48hmi&s) de substrato com dois extratos brutos (€&aiC)
em quatro doses (0,30, 0,60, 0,90 e 1,20 mg) piddsipor actinobacterias em indculo ruminal de
vacas leiteiras
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3.3.2 Digestibilidade in vitro da matéria seca e méria organica

N&o houve efeito isolado de ambos extratos, doda ateracdo sobre a DIVMS.
Entretanto, para a DIVMO foi observado houve efatdado de dose (P = 0.005) ap6s os 11
tempos de observacgéo (4, 8, 12, 18, 24, 27, 30}&860 e 72) mediante inclusdo do extrato
Caat (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito de dois extratos brutos (CaatMeECAe quatro doses (0,30, 0,60, 0,90 e 1,20 mgiyridos
por actinobactérias sobre a DIVMS e DIVMO de inéculminal de vacas leiteiras

Extratos Brutos o Probabilidade
Caat AMC Media o
Geral

0,30 060 09 0,120 030 0,60 09 0,120 Extrato Dose Inter.

Variaveis

DIVMS 0,737 0,737 0,744 0,736 0,728 0,741 0,739 39,7 0,737 0,0021 0,4884 0,3789 0,6468

DIVMO 0,786 0,784 0,769 0,759 0,773 0,783 0,760 59,7 0,771 0,0041 0,2597 0,0051 0,8077

'DIVMS - Digestibilidade da Matéria Sec®IVMO - Digestibilidade da matéria organic££PM - erro padréo da média.

De acordo com a analise de regressdo da DIVMOglieervado apés 72 horas de
incubagédo, que para cada unidade de aumento nsdoctio extrato Caat, a DIVMO reduziu
linearmente em 0.00011 vezes [Y = 0,747 — 0,000Chat (mg) ] (P = 0,028); ao passo que
a DIVMO diminuiu com o aumento proporcional da usdio de Caat, embora a inclusdo do
AMC nao alterou os valores de DIVMS e DIVMO (Figurd).
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Figura 11 - Digestibilidade vitro da matéria seca e matéria organica de substratiorstio de dois extratos
brutos (Caat e AMC) em quatro doses (0,30, 0,81 6,1,20 mg) derivados de actinobactérias em
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3.3.3 Producéo de acidos graxos de cadeia curta (8G)

A inclusédo do extrato Caat aumentou a concentrde&@xido propidénico em 28% (em

mM) e 27% (% do total de acidos produzidos) em amaghio com a inclusdo do AMC.

Adicionalmente, a inclusdo do Caat reduziu a camagédo em % de &cido isobutirico

(0.96%) em comparagdo com a inclusdo de AMC (1.126)m disso a inclusdo do extrato

Caat diminuiu em 59% e 11% as concentracoes em mMcdlo butirico e isovalérico,

respectivamente; e reducéo da relacdo acetatoomaipi em 22% em relacdo a inclusdo do
AMC (Tabela 5).
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De acordo com a analise de regressdo, a inclusad@ade reduziu linearmente a
concentragdo de acido isobutirico de acordo cowmsa,dendo que as menores concentragdes
foram observadas na dose de maior inclusdo do Ess¢. mesmo efeito do tratamento Caat
foi observado sobre as concentracbes em mM e %ide Autirico, sendo que para cada
unidade incluida do extrato Caat houve diminuicd®®3 e 0.04 vezes, respectivamente [Y
= 12.3992 - 0.03859 x Caat (mg); Y = 15.3844 - 01® x Caat (mg) ]. Além disso a
inclusédo de Caat também diminuiu linearmente (P.03M4) a concentracdo (%) de acido

isovalérico de acordo com o aumento da dose irzluid



Tabela 5 - Efeito da inclusao de dois extratosdsr¢Caat e AMC) em quatro doses (0,30, 0,60, 0,B2@ mg) derivados de actinobactérias sobre aecragao (mM e %)
in vitro de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sob indewhinal de vacas leiteiras

Extratos Brutos P-Valor
EPM
Caat (mg) Média AMC (mg) Média Extrato Dose Ext*Dose Caat AMC
AGCC 0,30 0,60 0,90 1,20 0,30 0,60 0,90 1,20 L Q L Q
mM

Acético 35,18 33,91 34,57 34,21 34,47 34,02 35,40 32,65 35,02 3427 067 0855 0,872 0,633 0,809 0,783 0,85000
Propidnico 28,25 27,34 28,16 28,93 28,17 22,33 23,16 20,81 21,29 21,90 096 <0001 0,950 0,681 0,563 0,482 0,476,929
Iso Butirico 0,90 0,75 0,67 0,62 0,74 096 0,79 0,73 0,89 0,8507 00,0716 0,0530 0,401 0,0057 0,381 0,5570,154
Butiico 11,60 9,71 862 8,10 9,31 1561 15,06 14,83 15,32 1520 1,03 <,0001 0,0542 0,176 0,002 0,216 0,7400,501
Isovalérico 1,25 1,11 1,09 1,04 112 123 127 121 1,30 125010 0,0078 0,485 0,162 0,0833 0,552 0,6420,676
valérico 147 141 133 129 138 144 152 147 152 149070 0,301 0,953 0,832 0,220 0,920 0,60809
Relacio AP 129 1,26 1,23 120 124 160 1,61 159 1,65 161007 0,001 0991 0921 0,297 0,989 0,7480,783

%

Acético 44,66 45,69 46,41 46,24 45,75 44,95 4581 4552 46,54 4571 0,40 0,961 0,655 0,959 0,130 0,425 0,1170,881
Propionico 36,51 37,11 38,32 39,02 37,74 29,80 30,18 29,41 28,58 29,49 1,50 <0001 0,946 0,462 0,080 0,960 0,5120,694
Iso Butirico 1,12 1,00 0,87 0,83 0086 1,27 1,02 0,98 1,17 131 0,08 0,0471 0,0888 0,468 0,001 0,399 0,5860,165
Butirico 14,35 12,84 11,24 10,77 12,30 20,47 19,38 20,41 20,02 20,07 1,23 <,0001 0,1005 0,119 <,000f 0,0798 0,970 0,723
lsoValérico 1,54 1,47 141 1,39 185161 1,63 1,64 1,67 184011 <0001 0,722 0,123 0,0374 0,594 0,2040,999
valérico 1,83 1,88 1,74 174 180189 1,97 204 202 1,98008 0,193 0990 0,887 0,380 0,826 0,316,595
TY = 0,9737 (SE = 0,2365) -0,00309 (SE = 0,000676pat (Mg)

2y = 12,3992 (SE = 2,7313) - 0,03859 (SE = 0,007322hat (mg)

3Y = 1,2060 (SE = 0,2789) - 0,00332 (SE = 0,000588)aat (mg)

4Y = 15,3844 (SE = 3,1487) - 0,04110 (SE = 0,004418}at (mg)

5y = 1,5783 (SE = 0,3827) - 0,00166 (SE = 0,000556pat (mg)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferesgaificativa das médias de producdo de AGCC ptatxbruto

T9
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3.4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam que @texbruto Caat derivado de
actinobactérias foi capaz de modular a fermentagéwnal in vitro, pois houve diminui¢cao
da producdo acumulada de gases e da digestibilidadmatéria organica e alteracdo da
concentracdo de AGGC's produzidos.

Com a inclusdo do extrato Caat, foi observado atonea concentracdo do acido
propidnico; principal precursor da via gliconeog@@né responsavel pela maior rota de sintese
de glicose dos ruminantes. Duffield et al. (20080 meta-analise sobre os efeitos da
administracdo da monensina sodica para ruminaofeservaram efeito semelhante da
inclusdo de monensina sobre as concentracdes gemato, pois animais suplementados
apresentaram maior fluxo hepatico da producéoidesg (gliconeogénese). Adicionalmente,
a inclusdo do Caat reduziu a concentracdo dos sa¢ibutirico, butirico e isovalérico,
sugerindo que o metabdlito actinomicina possa ¢&ecgnado bactérias Gram-positivas
(produtoras destes acidos) em detrimento das Geaativas produtoras de propionato,
semelhante ao modo de acao da monensina (RUSSHEF).1

O presente estudo também observou que a inclus&atdiio Caat alterou a relacdo
acetato:propionato (A:P), de forma que a relacdocéoca de 30% menor (1,24) quando
comparada a da inclusédo do extrato AMC (1,61). Beaiin vitro de 24 h, Castro-Montoya
et al. (2012) analisaram a incubacédo de 5 e 8 pkhagensina sobre substrato com 70% de
volumoso e descreveram diminui¢do da relacdo AsBa Eiminuicdo também foi observada
em estudan vivo com a administragdo de 33 mg/kg de monensina parghos da raca
Holandesa (KHORRAMI et al., 2015). Em contrapartieia outro estudm vivo, 350 mg/kg
de monensina foi oferecida a 4 vacas em lactacé relacdo A:P ndo foi afetada
(BENCHAAR et al., 2006). Essa diferenca de efestoBre a relagdo A:l vivo é atribuida
as possiveis interagbes da monensina com as dié&ascidas ou diferencas quanto a
categoria de animais em estudo (BENCHAAR et aD620

Schelling (1984) relatam mudancas na fermentagdonal diante da suplementacao
com monensinan vivo, seja sobre a mudanca da producéo de AGCC, consurpmoducao
de gés. Para a producdo cumulativa de gases denfeesstudo, verificou-se que os valores
assindota A, bem como a producdo de gases acunpdada?4, 48 e 72 horas reduziram
linearmente mediante o aumento da dose do exti@db Sugere-se que essa menor producao

de gases, observados com a adicdo do Caat possgoieada pela acdo do composto sobre
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as bactérias ruminais, selecionando as menos predutde gases metano e L£O
(NAGARAJA et al., 1997).

Semelhante ao encontrado no presente estudo,dtaia(2008) observaram reducéo
da producdo acumulada de gases das 12 as 96 hdmseenpo de colonizacdo (L) (1,08
horas) em ensaitn vitro com a adicdo de propilenoglicol e monensina. Roizada a
silagem de milho como substrato e a producdo desgagliada com duas, quatro, seis, 12,
24, 48 e 96 horas.

Para a DIVMS e DIVMO, foi observado menores coefites de DIVMO com a
inclusdo de extrato bruto Caat quando comparadaslasdo do AMC. Lemenager et al.
(1978) realizaram ensaia vitro com in6culo de animais previamente adaptados ouando
monensina, e observaram reducdo da digestibilidadecaso da MS, nos animais nao
adaptados. Ao contrario do que ocoimevivo, 0s sistemas de producdo de gawitro
segundo Nisa et al. (1999) podem permitir uma at¢agdo excessiva dos produtos finais da
fermentacdo, o que pode interferir na atividaderohiana e até inibi-la, resultando menor
DIVMS.

Russell e Strobel (1988) incubaram uma misturaat#ébias ruminais em ensaio de
24 horas e observaram que com a adicdo de monemsine diminuicdo da digestdo da
celulose pelos microrganismos ruminais, provavetmenplicada pela selecdo das bactérias
Gram-positivas no rimen; o que pode ter ocorridoensaioin vitro do presente estudo,
diminuindo a digestibilidade da matéria organica.

O presente estudo utilizou extratos brutos, qustdaem em mistura com mais de um
metabdlito ativo. No caso do extrato AMC foi caesiada acdo de principalmente dois
metabolitos, a dinactina e a valinomicina, enquantGaat apresentou maior atividade do
composto actinomicina. Sugere-se para estudosoBiigue os metabdlitos ativos presentes
nos extratos utilizados no presente estudo sejaladiss de modo que um novo testeritro

com base na dose do principio ativo seja possévekdrealizado.

3.5 CONCLUSAO

O extrato Caat foi capaz de alterar a fermentagé&unal in vitro, pois aumenta a
concentracdo de propionato, reduz a concentracadutieato, isobutirato e a relacéo

acetato:propionato e reduz a producdo cumulativgades por 24, 48 e 72 horas. Porém a
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inclusdo de Caat reduz a digestibilidade da mat&ganica. De outra forma, o uso de AMC
apenas reduz a produgdo cumulativa de gas por 2% lde incubacdo. De acordo com 0s

resultados obtidos a dose de melhor atividadeddi,d0 mg.
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4 ATIVIDADE DE EXTRATOS BRUTOS DE ACTINOBACTERIAS S OBRE A
FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO

RESUMO
Compostos bioativos presentes em extratos brutmdupidos por actinobactérias tém sido
utilizados como agentes antibidticos e alguns aptasn atividade ionofora semelhante a
monensina sodica. A hipotese deste estudo foi gseseextratos brutos de actinobactérias
tem efeito similar ao da monensina na modulacddedaentacdo ruminal em dietas de
ruminantes. Dessa forma, o0 objetivo foi avaimvitro o efeito de dois extratos brutos (AMC
e Caat) sobre as variaveis: digestibilidade da maatgeca (DIVMS), digestibilidade da
matéria organica (DIVMO), producéo de acidos grad®sadeia curta (AGCC), gases totais,
metano (CH) e nitrogénio amoniacal (N-Ng1 O extrato AMC foi composto por dois
ionéforos, dinactina e valinomicina e o extrato tCaamposto por um antibiético, a
actinomicina. Amostras de fluido ruminal foram ¢atias de trés vacas em lactacédo da raca
Holandesa, multiparas e portadoras de fistula ralmits vacas foram alimentadas com dietas
a base de silagem de milho, farelo de soja, urdéilno moido e suplemento mineral. Os
tratamentos consistiram da inclusdo de: a) controlg; b) monensina — MON (5uM
Bovensin® - Phibro); ¢) AMC (1,20 mg) e d) Caat2(,mg). A dieta foi seca, moida e
incubada em garrafas juntamente com os tratamemosylo (fluido ruminal) e solucéo
tampéo. O delineamento experimental adotado feirarnente casualizado (DIC). Apés 24
horas de incubacéo, os residuos foram usados gtareea DIVMS e a DIVMO. N&o foram
observados efeitos de tratamento sobre os par&radrequacéo de producao de gases (A, b,
c e L). Houve efeito de tratamento sobre a produlgigases acumulada em 24 horas, sendo
que a producédo de gases da MON foi menor do quexticstos AMC e Caat e entre estes, 0
Caat se destacou com a menor producdo de gasesdehor@s. Observou-se que o0s
tratamentos monensina e Caat aumentaram a corg@ntide propionato (mM e %),
diminuiram a concentracdo de butirato e acetatdymidos; o que resultou em menor relacéo
acetato:propionato. A concentracdo de NsN&éi menor nos tratamentos Caat e monensina,
enquanto a concentracdo de Lptoduzida (mL) foi maior para ambos extratos qoand
comparados a monensina, entretanto ndo foi maiogu#oa concentragdo do tratamento
controle. Com os resultados do presente estud@-g®adoncluir que o extrato Caat é capaz
de modular a fermentacéo vitro de forma semelhante a monensina sddica, mas teda al
digestibilidade da fibra.
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ABSTRACT

Actinobacteria crude extracts activity on in vitro ruminal fermentation

Bioactive compounds in crude extracts produced byn@bacteria have been used as
antibiotic agents and some have ionophore actsiitylar to monensin. Our hypothesis was
that these crude extracts has a similar effectdnansin on ruminal fermentation in ruminant
diets. Thus, the objective was to evaluate theitio effect of two crude extracts (AMC and
Caat) on the variables: digestibility of dry mat{g¢vDDM), organic matter digestibility
(IVDOM), short chain fatty acids production (SCFAptal gases, methane (@Hand
ammonia nitrogen (N-NgJ. The AMC extract was composed of two ionophorbgiactin
and valinomycin and Caat extract had mainly actipgmantibiotic. Ruminal fluid samples
were collected from three multiparous lactatingdteih cows with ruminal fistula. The cows
were fed diets based on corn silage, soybean mea, ground corn and mineral supplement.
The treatments consisted of: a) control - C; b) emsm - MON (M Bovensin® - Phibro);

c) AMC (1,20 mg) and d) Caat (1,20 mg). The diesweded, ground and incubated in bottles
with treatments, inoculum (ruminal fluid) and buffolution. The experimental design was
completely randomized (DIC). After 24 hours of ibation, the residues were used to
estimate the IVDDM and IVDOM. There were no treatineffects on parameters of gas
production equation (A, B, C and U). There waseatment effect on the cumulative gas
production in 24 hours, and the gas production ofi@msin was lower than in AMC and Caat
treatments and among these, the Caat showed tlestigas production in 24 hours. It was
observed that monensin and Caat treatments incrgaspionate concentration, decreased
the butyrate and acetate concentration; which teguh a lower acetate:propionate ratio. The
NH3s-N concentration was lower in Caat and monensetrnent, while the Cliconcentration
was higher in both extracts compared to monensiwekier was not greater than the control.
The results of this study, it can be conclude thatCaat extract is able to change the in vitro

fermentation similarly to monensin, but does nécifthe fiber digestibility.
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4.1 INTRODUCAO

Aditivos alimentares da classe dos ionoforos séi@ados na nutricdo de ruminantes
com a finalidade da modulacdo da fermentacéo rdmhanecanismo de ac¢édo dos ionoforos
ocorre pela sele¢do de microrganismos ruminaigo&&o do crescimento de bactérias Gram-
positivas. A atividade dos ionoforos sobre a memdbraelular das bactérias permite
selecionar aquelas produtoras de propionato, qumdaem o aumento do metabolismo de
energia, em detrimento das produtoras de acet@ttatd e metano. Assim, 0s principais
efeitos de administracdo dos iondforos sdo o awmdat concentracdo de propionato e
consequentemente da disponibilidade de glicose,indigio da producdo de metano
(NARVAEZ; WANG; MCALLISTER, 2013), reducdo da degacédo e desaminacdo da
proteina dietética (DINIUS; SIMPSON; MARSH, 1976; ARVAEZ, WANG;
MCALLISTER, 2013) e aumento da digestibilidade dbsentos.

Atualmente, ja foram descritos cerca de 120 iom&omrentretanto a monensina
sbdica é um dos principais ionéforos usados na dietrebanhos leiteiros a fim de aumentar a
producdo de leite em consequéncia do aumento diérefla da fermentacdo no ramen. A
monensina é produzida pelo microrganisiieptomyces cinnamonesigpresenta atividade
na membrana celular dos microrganismos ruminaigitéeco o movimento dos cétions
através dessa membrana, com preferéncia de cam@arde sédio. Dessa maneira, as
bactérias, principalmente as Gram positivas maissigeis, morrem por esgotamento
energético na tentativa de restabelecer o gradidateoncentracdo do meio e acabam
perdendo sua atividade ruminal.

Entretanto, mesmo com o elevado uso da monensineeleamhos leiteiros e seus
efeitos sobre o padréo de fermentacdo ruminal segm conhecidos, alguns estudos tém
buscado responder a falta de resultados mediaptensentacdo, seja por erro de dosagem,
por tempo prolongado de uso ou por resisténcisbdergrias ao composto apdés um periodo.
Foi sugerido que o0 uso continuo de monensina pageemtar a resisténcia dos
microrganismos ruminais e entdo nao causar ostadsgl esperados. Alguns estudos
observaram que animais que foram suplementadosiaprente com ionéforo néo
apresentavam efeitos tdo nitidos quando compadognais ndo adaptados (DOMESCIK;
MARTIN, 1999b). Além disso, outros estudos aindgyesam uma possivel resisténcia
cruzada entre ionoforos (NEWBOLD; WALLACE; WALKER993) que pode ser explicada

por um longo periodo de suplementacao.
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Diante disso, € necessario que novas alternati@aslitivos com eficiéncia similar &
monensina sodica sejam desenvolvidos. Neste contprbdutos naturais produzidos por
actinobactérias tém sido avaliados como fontesodgpostos anti-inflamatorios, antibioticos
ou até com atividade semelhante aos ionoforos.sEss@postos bioativos sdo geralmente
produzidos por biomas naturais, por actinobactédasmobactérias e fungos. Recentemente,
isolados de actinobactérias foram colhidas de amtgsenaturais como mangues e arvores, e a
partir destes isolados foram obtidos extratos Bfudomo o AMC (CREVELIN et al., 2014) e
o Caat (comunicacdo pesséalcapazes de produzir esses metabdlitos ativos.s Apd
isolamento, cultivo, micro-extracdo e cromatogrdfguida (SMEDSGAARD, 1997), os
metabolitos foram identificados quanto a classtepeente e quanto a atividade bioldgica.

Assim, para avaliar novas alternativas de aditiveste a monensina soédica, este
estudo tem como objetivo avaliam,vitro, dois extratos brutos (AMC e Caat) produzidos por
actinobactérias sobre a fermentagédo ruminal, sobnearametros de digestibilidaotevitro
da matéria seca (DIVMS) e matéria organica (DIVM@pducdo de gases totais, producéo
de gas metano (G} producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGE@)oducdo de

nitrogénio amoniacal (N-N§).

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Selecao de metabdlitos e caracterizacdo qudmni

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comigéktica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia davésgsidade de Séo Paulo (n°
2038140514). Os extratos brutos isolados de acittéhias utilizados foram fornecidos pelo
Laboratério de Espectometria de Massas Aplicadarau®os Naturais (LEMAPN) do
Departamento de Quimica/FFCLRP da Universidade #@e Baulo. As actinobactérias
produtoras desses extratos foram inicialmente dsslapela Embrapa Meio Ambiente
(Jaguaritna-SP) num estudo da biodiversidade mamabdo bioma caatinga e de solos de

reflorestamento do estado de Sao Paulo. Nestestgsdjoram caracterizados mais de 500

2 Comunicacao pessoal cedida pelo professor Dr. Allnierto Beraldo de Moares - LEMAPN
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isolados de actinobactérias de 10 géneros difereqe foram submetidos a processos
fermentativos em meios liquidos para obtencédo deates brutos por meio da técnica de
micro extracdo (SMEDSGAARD, 1997) e estes submstidocromatografia direta para

identificacdo de possiveis metabdlitos com ativedauitibiotica ou ionofora.

Para obtencdo do extrato bruto, os isolados deadbetctérias foram cultivados em
placas de Petri com meio batata-dextrose-agar (BiAante 10 dias a 27°C. Apds este
periodo, foram recortados 3 discos de aproximadsar@mm de diametro, e colocados em
microtubo de polietileno contendo 1 mL da misturatanol/cloroférmio 1:1. A amostra foi
centrifugada e o sobrenadante transferido parao omoticrotubo; e entdo submetida a
espectrometria de massas e ensaios de bioautogiiedta (SMEDSGAARD, 1997). Os
espectros de massa foram submetidos a um estudmacatio no banco de dados Chemical
Abstract (CAS) e Dictionary of Natural Products (BNe assim as massas moleculares dos
compostos analisados foram correlacionadas cormoraopastos catalogados nestes bancos de
dados, no caso do estudo as actinobactérias dentde géneros.

De um total de 74 isolados de actinobactériasniosalecionados 2 extratos brutos
(AMC e Caat) que apresentaram maior producdo deabdktbs ativos com atividade
antibidtica e alguns com capacidade de transparétions, de forma semelhante aos
ionoforos. Os principais compostos presentes neoatextoruto foram identificados como
pertencentes a classe dos macrotetrolideos isoldelaactinobactérias (JANI; EMMERT,;
WOHLGEMUTH, 2008) como por exemplo a nonactina, awima, dinactina, trinactina,
valinomicina e actinomicina. O extrato AMC apreseniaiores espectros para dinactina e
valinomicina, enquanto o extrato Caat apresentaormatividade do antibiotico actinomicina.
Entretanto, ambos os extratos foram identificadwsspia capacidade de transportar céations,

assim como a monensina sodica.

4.2.2 Coleta de liquido ruminal para fermentacéo preparo do meio de cultura

Trés vacas da raca Holandesa, multiparas em teéglionde lactacdo, com 542 +
32,25 kg de peso corporal e portadoras de fistutanal foram utilizadas como doadoras de
liguido e massa ruminal (indculo). As vacas fordojadas em baias individuais com controle
individual de consumo de alimento e submetidasas @dudenhas diarias. A dieta das vacas
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foi fornecida em duas refeicbes (manhd e tardejndtadas de forma a atenderem as
exigéncias nutricionais de vacas em lactacdo caoxepadamente 600 kg de peso corporal,
com producao diaria de leite de 32,0 kg e com 3J8%jordura, conforme recomendacdes do
NRC, (2001); a base de silagem de milho como volantarelo de soja, ureia, milho moido
e suplemento mineral, em relagcéo 60:40 na died tot

Foi feita a analise bromatoldgica da dieta parardéhacédo da proteina bruta (PB; N
x 6,25; método 990.03; AOAC, 2000); extrato etéfier; méetodo 920.39; AOAC, 2000),
fibora em detergente neutro (FDN), utilizand@milase sem adicdo de sulfito de sédio ao
detergente; fibra em detergente acido (FDA), dedacaom Mertens (2002) e lignina em
detergente acido (LDA) conforme Van Soest; Robarsaewis (1991). Os carboidratos néo
fibrosos foram calculados conforme metodologia datdhs (1997), conforme metodologia
descrita no NRC (2001).

Para a realizacdo do ensdio vitro, foram utilizadas garrafas de vidro para a
incubagcdo das amostras e inéculo. Foram avaliadigsedtratos brutos (AMC e Caat) numa
concentracdo de 10 mg por mL, diluidos em dimetiiégsido (DMSO) e utilizados na dose
de 1,20 mg. Os tratamentos foram: Controle (senivajli Monensina (0,0017g Bovensin®
200 — Phibro), AMC e Caat, ambos na dose de 1,20 Asgim, nas garrafas foram
adicionados: 0,5 g de substrato moido a 1 mm, 5@ensolucdo tampéo, 25 mL de indculo,
1,20 mg dos extratos e 0,0017g de monensina. Ac¢&oliuampédo utilizada segundo
metodologia de Theodorou et al. (1994) foi compgstet solucbes de macrominerais,
microminerais, tampao e resazurina.

Cada vaca doadora de liquido ruminal foi consideratha repeticdo, e todos os
tratamentos (controle, monensina, AMC e Caat) gaasafas de ‘brancos’ foram feitos em
triplicata. Foram utilizadas 72 garrafas (3 refes; x 24 garrafas por repeticdo) com
capacidade de 160 mL, que foram previamente layadaas e identificadas. Cada repeticéo
foi constituida por 12 garrafas de tratamento édamentos x triplicata) e 12 garrafas do
‘branco’. As garrafas ‘brancos’ ndo receberam ssablo (dieta), entretanto, foram utilizadas
para correcdo das producdes de gas oriundas derfxgdo do indculo em resposta a dieta
ofertada diretamente as vacas doadoras, além henofa dos extratos sobre o inoculo
separadamente (indculo + extratos).

Na composicdo do inoculo, a fase liquida e a fadidssdo conteudo ruminal das
vacas foram coletadas separadamente por meio debabale vacuo e kitassato; e
imediatamente acondicionadas em garrafas e caiasichs livres de oxigénio até a

realizacdo das andlises. Foram utilizados voluguesis das duas fases do contetdo ruminal,



74

0os quais foram agitados em liquidificador durant® segundos para recuperacdo dos
microrganismos celuloliticos aderidos a fracaodsoliApOs a agitacdo, o material resultante
foi filtrado em filtro de nylon e mantido a 39 ° @&é ao final do preparo do inéculo e
submetidos a analise de pH por um potencibmetranosulacdo (adicdo do inéculo as
garrafas) foi realizada por meio de seringa detipthgraduada de 10 mL e as garrafas foram
posteriormente seladas com rolhas de borrachadagite, em seguida, incubadas em estufa

de circulacao forcada de ar a 39°C (tempo zereuaedntacao).

4.2.3 Fermentacao ruminal in vitro

4.2.3.1 Producao de gases

As leituras de pressao dos gases acumulados engaadda de fermentacédo foram
feitas utilizando um transdutor de pressao e una“ttayger” (PDL800, LANA/CENA/USP,
Piracicaba/SP, Brasil), nos tempos 4, 8, 12, 16e ZB horas ap0s a inoculacdo. Apos a
leitura, o restante do gas foi liberado até queesgdo lida pelo transdutor fosse zero e
rapidamente, as garrafas foram agitadas e colo@dasstufa novamente (Figura 12). Esse
procedimento foi adotado para evitar acimulo degédt@ excessiva no interior das garrafas,
porque, de acordo Abdalla et al. (2012), pode ecoinibicido da fermentacdo por
microorganismos do rimen quando a pressao nodntdtrapassa 7 psi.

O volume de gas foi estimado de acordo com Maugtal. (1999) e para descrever a
dindmica da producao de gas ao longo do tempaplaado o seguinte modelo exponencial

proposto pela France et al. (1993):
Vt=A{l-exp[Pt-D-ex§-ybl
onde: Vt representa o volume final do gas acumutedtmpo t (mL), A € a producao

assintética de gas (ml), L é o tempo de colonizgédse lag) e b (H) e ¢ (K*°) = taxas

fracionais constantes.
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Figura 12 - Liberacdo dos gases produzidos na faem@o apds as leituras de pressdo em cada tempo co
auxilio de seringas

-
=

i s

Fonte: Alves (2015)

4.2.3.2 Producéao de acidos graxos de cadeia A@&C)

As concentragcdes de AGCC no fluido ruminal foramditi@s por cromatografia
gasosa (GC-2014, Shimadzu, Japéao) utilizando catapadar (Stabilwax ®, Restek, EUA) a
145 ° C (isotérmico) e um injetaplitlesse detector dual FID a 250 ° C utilizando o método
descrito por Erwin; Marco e Emery (1961), adaptpdoGetachew et al. (2004). As amostras
foram descongeladas a temperatura ambiente efagattas a 14500 x g durante 10 min. O
sobrenadante (800 pL) foi transferido para um &dsopo e seco com 200 puL de acido
formico a 98-100% PA ACS e 100 pL de padréo intefdcdo 2-etil-butirico 100 puM,
Chemservice, EUA). O padrdo externo foi preparadm ©®s &cidos acético, propibnico,
isobutirico, butirico, valérico e isovalérico (Seev Chem, EUA). O software GCSolution®
(Shimadzu, Japao) foi utilizado para os calculasabamcentracdes de AGCC.

4.2.3.3 Digestibilidade da MS e MO

Os coeficientes de DIVMS e DIVMO foram determinadesacordo com Menke et al.

(1979). O residuo da fermentagdo apds 24 horashibio por filtracdo das garrafas em
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cadinhos de vidro com placa porosa com peso vamberido. Os residuos foram secos a
105°C durante 24 horas e pesados para que fosseutadas os coeficientes de DIVMS com
base na diferenca do cadinho vazio. A DIVMO foireatla pela diferenca dos residuos de

cinzas obtidos em mufla (400°C).

4.2.3.4 Producao de nitrogénio amoniacal (N-NH3)

A determinagd@o do nitrogénio amoniacal foi realzgelo método colorimétrico do
acido salicilico (CHANEY; MARBACH, 1962). Foram &tados 2 mL do conteudo de cada
garrafa e armazenados juntamente com 1 mL de sotle&SQ, 1N em tubos de vidro com
tampas de borracha e congeladas a -20°C, atéizaggal das andlises. As amostras foram
descongeladas e adicionadas de tungstato de sddl&oae posteriormente centrifugadas a
3000 rpm durante 15 minutos.

Em seguida, foram pipetados 20 pul do sobrenadantm dubo de vidro limpo e
identificado, onde foram adicionados 1mL do tamgé&adacido salicilico e 1mL da solucao
oxidante de hipoclorito de soédio. Os tubos forarmbgeneizados e colocados em banho-
maria a 37°C durante 20 minutos, onde adquiriraloragdo esverdeada. Apos resfriamento

as amostras foram analisadas em espectrofotémetro.

4.2.3.5 Producao de metano

A concentracdo de metano no liquido ruminal foi isk@gor cromatografia em fase
gasosa (GC-2014, Shimadzu, Japao) segundo recogdesdde Abdalla et al. (2008). Para
analise do metano, foram coletados 2,5 mL do gédugido em cada garrafa de fermentacéo
durante cada leitura da producdo de gas com awdliseringas descartaveis, totalizando ao
final do periodo de incubacgéo 15 mL. O géas foi aenado em tubos de vidro, previamente
identificados e com vacuo e tampados com rolhaodatha.

Das amostras totais colhidas durante a incubagaotifizado cerca de 1 mL para
quantificacdo do Clde a ultima leitura e coleta de Cféi feita 24 horas apds o inicio da

incubagcdo das amostras. Na cromatografia gasosatiiagado o gas Heélio como gés de
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arraste, injetor a 100°C e coluna MicroempacotadghinCarbon/a 60°C com detector de
ionizacao de chama (FID) 120°C. A calibracao falafeom 200 pL de padréo e a curva foi
estabelecida no software GCSolution ® (Shimadzpadp A concentracdo de metano em

cada garrafa de fermentacao foi expressa em pagemte em mL.

4.2.4 Andlises Estatisticas

Os resultados foram analisados pelo programa caucipntl Statistical Analysis
System ® (SAS, 2001) como delineamento experimelmdiramente casualizado.
Inicialmente, foram verificadas a normalidade desiduos e a homogeneidade das variancias
pelo PROC UNIVARIATE. Os graus de liberdade foraamtalados de acordo com o método
Satterthwaite (DDFM = Satterth). As variaveis regpode fermentacdo ruminal vitro
foram avaliadas pelo procedimento MIXED do SAS. Godistribuicdo normal dos dados, o
procedimento estatistico avaliou os efeitos priaisipdos tratamentos (controle - CO,
monensina - MO, AMC e Caat). Diversas estruturasrdes foram investigadas, e a estrutura
escolhida para cada variavel avaliada foi de acooo o critério de informacao bayesiano
(BIC). As variaveis AGCC, DIVMS, DIVMO, Ckle N-NH; foram analisadas de acordo com

0 seguinte modelo:

Yi=pu+Ti+e,

onde Yi = é o valor observad@ = média geral; Ti = efeito fixo do tratamentoe &
erro aleatério associado a cada observacdo. Asamégjustadas foram calculadas e
comparadas pela opcao DIFF do ‘statement’ LSMEARNS.testes para as diferencas de
meédias foram realizados por meio de contrastesgamiis definidos previamente. Os
contrastes avaliados foram: cl (contrelersus demais); c2 (monensingersus extratos
brutos) e c3 (CaatersusAMC). Os interceptos e os coeficientes angulaoceani obtidos
utilizando a opcéo “estimate” do procedimento MIXHEara todas as analises estatisticas foi

utilizada o nivel de significancia deB,05 e tendéncia deg®,10.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Producéo de Gases

Nao foram observados efeito dos tratamentos sobrpacdmetros da equacao de
producao de gases (A, b, ¢ e L). Entretanto foenlzxlo efeito dos aditivos sobre a producao
de gas acumulada em 24 horas (P = 0,0005), serada onclusdo de monensina resultou em
menor producdo de gés (122,13 ml/g) que o AMC {®6nl/g) e o Caat (142,89 ml/g).
Embora a producéo de gas do controle nédo tenhaldgetente da producao dos extratos e da
monensina, a monensina reduziu a producéao de gapeximadamente 28% e 17% menor
do que para a inclusdo de AMC e Caat, respectivimr(€igura 13). Além disso, a inclusao
de Caat reduziu a producéo de gés (P = 0,0064)oemparacdo com o a inclusdo do extrato
AMC (Tabela 6).

Figura 13 - Producdo acumulada de gasewitro de dois extratos brutos (Caat e AMC) produzidos po
actinobactérias e monensina sédica sobre substiaticulo ruminal de vacas leiteiras
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Tabela 6 - Produgdo acumulada de gas em 24 hotasgjmproducéo de gés assintotica (A, ml / g d8)M

taxas fracionais b e ¢ e tempo de colonizacdo (irad) de extratos brutos produzidos por
actinobactérias utilizando inéculo de vacas leteir

B Tratamentos Media Efeitos
Variavel Geral EPM
Controle Monensina AMC Caat Tratamento Cl C2 C3
T
A(mg,)g 249,10 206,07 267,03229,33 237,88 9,183 0,097 0,397 0,047 0,105
b(h'l) 0,058 0,059 0,058 0,063 0,060 0,001 0,524 0,480 0,630 0,236
c (W3 0,109 0,094 0,114 0,106 0,106 0,005 0,188 0,654 0,143 0,501
L (h) 0,903 0,707 0,973 0,701 0,821 0,097 0,541 0,586 0,540 0,283

Acum., 24 143,90 122,13 156,7042,89 141,40 3,889  0,0005 0,294 <0,0001 0,006

A: volume final ou producéo potencial de gasescbanstantes do modelo; L: tempo de colonizad&am.:
producdo acumulada em 24 horas; EPM: erro-padranédlia; C1: contraste contralersusdemais; C2: contraste
monensinazersusextratos brutos; C3: contraste AM@rsusCaat.

4.3.2 Digestibilidade in vitro da matéria seca e méria organica

Houve efeito de tratamento sobre a DIVMS, sendoajgaupo controle apresentou o
maior coeficiente. Quando comparada aos extratagpdr(AMC e Caat), a monensina
resultou em menores coeficientes de DIVMS (P =@/Plaproximadamente 30% menor do
gue ambos os extratos brutos. Entretanto, néo fotmervadas diferencas com a incluséo de

ambos extratos sobre a DIVMS. Sobre a variavel DO/Mao foi observado efeito de
tratamento (Tabela 7).

Tabela 7 - Efeito da inclusdo de monensina e @gratutos produzidos por actinobactérias sobre\éM3l e
DIVMO de in6culos de vacas leiteiras

Tratamentos s P valor
L Média
Variaveis ]

Controle Monensina AMC Caat Geral Tratamento C1 C2 C3
DIVMS 0,620 0,463 0,607 0,616 0,576 0,025 0,048 0,192 0,010 0,868
DIVMO 0,705 0,796 0,817 0,802 0,780 0,034 0,507 49,20,873 0,886

DIVMS: digestibilidadein vitro da matéria seca; DIVMO: digestibilidadgtevitro da matéria organica; EPM:
erro-padrao da média; C1: contraste contvelsusdemais; C2: contraste monensuggisusextratos brutos; C3:
contraste AMGrersusCaat.
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4.3.3 Producéo de acidos graxos de cadeia curta (8G)

Foram observados efeitos de tratamento sobre agmwacdes de AGCC tanto para a
concentracdo em mM quanto em %. Foi observadmedeittratamento sobre a concentracéo
em mM para todos os &cidos analisados, com excdgagsobutirico. A inclusdo de
monensina e Caat resultaram nas maiores conceesralg propionato (34,18 mM e 30,00
mM, respectivamente); correspondendo a um aumeatapdoximadamente 30% para a
inclusdo de monensina e de 16% para a de Caatlagdgeao controle. Em contrapartida, a
concentracdo de acido acético foi menor quandaonfduida a monensina em comparagao
extratos AMC e Caat (P = 0,0108). Ademais, a irimusdo extrato Caat resultou em menores
concentracdes de acido acético quando comparacian&ole (Tabela 8).

Os acidos butirico, isovalérico e valérico apreme@mh menores concentra¢cdes com a
inclusdo de monensina, quando comparados a ambrasosx O 4cido butirico foi cerca de
50% menor para a monensina quando comparada amlepmrt cerca de 30% menor para o
Caat em relac&o ao controle. A concentracdo dm asialérico ndo diferiu entre o controle
para os demais aditivos (P = 0,8956), embora aisdd de monensina tenha reduzido a
concentracdo de acido isovalérico em relagdo assedtratos brutos. Observou-se a maior
concentracdo de 4cido valérico para o controle (R0229), entretanto com concentracdes
menores com a inclusdo de monensina em comparagaexratos Caat e AMC. A relacéo
acetato:propionato foi maior para o controle e AM@quanto que foi aproximadamente 45 e
17% menor com a inclusdo de monensina e Caat,atespaente.

As concentracbes em porcentagens dos AGCC produZatam menores com a
inclusdo de monensina para os acidos acético,idauté isovalérico, enquanto que a
concentracdo (%) de isobutirico ndo foi alteradaaR concentracdo de acido acético, nédo
houve diferencgas significativas do controle aos asraditivos, entretanto com a monensina
as concentracdes de acido acético foram menoreguecambos extratos (P = <0,0001).
Ademais, a inclusdo de Caat diminuiu cerca de la3%oncentracdo deste acido quando
comparado a concentracdo do AMC (P = 0,0134).

Assim como em mM, a concentragcdo em % de &cidoifuimo foi maior com a
inclusdo de monensina (28,88 %) em comparacaoerosaid, e Caat (24,15 %) aumentou a
concentracdo de propionato em relacio ao AMC (19%3 (P = <0,0001).
Proporcionalmente, os valores de acido butiricayraos foram também menores com a

inclusdo de monensina e Caat, sendo aproximadaméfteo e 31 % menores,
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respectivamente. O acido isovalérico apresentouwrasnconcentracdes apds a inclusao de
monensina em comparacado ao controle ou aos ext(AldS€ e Caat). Por fim, houve
diferenca na concentracéo de acido valérico daaentontra os demais aditivos, sendo que

as concentracdes foram maiores no controle.

Tabela 8 - Efeito da incluséo de monensina e egratutos produzidos por actinobactérias sobreadugéaon
vitro de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Tratamentos Média Probabilidade

AGCC (mM) _
Controle Monensina AMC Caat Geral Tratamento C1 C2 C3

mM
Acético 69,59 62,67 72,3668,31 68,23 1,32 0,037 0,501 0,010 0,222
Propibnico 25,76 34,18 24,830,00 28,69 0,97 <0,0001 0,002 <0,0001 0,001
IsoButirico 2,31 1,90 2,30 2,25 2,19 0,13 0,679 10,6 0,279 0,883
Butirico 23,46 14,93 24,2717,16 19,95 0,83 <0,0001 0,0004 <0,000k0,0001
IsoValérico 3,49 2,66 3,54 4,37 3,51 0,17 <0,0001 0,895 0,0002 0,025
Valérico 2,06 1,47 1,98 1,66 1,79 0,07 <0,0001 0,022 0,031 0,091
Relacéo A/P 2,71 1,86 2,95 2,30 2,45 0,08<0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001

%
Acético 54,90 53,19 55,985,22 54,82 0,21 <0,0001 0,648 <0,0001 0,013
Propibnico 20,50 28,88 19,124,15 23,16 0,75 <0,0001 <0,0001<0,0001 <0,0001
IsoButirico 1,81 1,62 1,77 1,82 1,76 0,10 0,894 60,7 0,499 0,880
Butirico 18,43 12,73 18,8413,97 16 0,54 <0,0001 <0,0001<0,0001 <0,0001
IsoValérico 2,72 2,30 2,72 3,48 2,80 0,11<0,0001 0,563 (0005 0,003
Valérico 1,60 1,26 1,53 1,33 1,43 0,04 <0,0001 0,028 0,131 0,122

EPM: erro-padréo da média; C1: contraste contreteusdemais; C2: contraste monensugsusextratos brutos; C3:
contraste AMGrersusCaat.

4.3.4 Producédo de Nitrogénio Amoniacal (N-Nkj

Houve efeito de tratamento sobre a producédo degéitio amoniacal no inéculo das
garrafas de fermentacdo; sendo que a menor prodo¢ambservada com a inclusao de
monensina (24,46 mg/dL), 19% menor do que o cantaom diferenca significativa para os
extratos brutos (P = 0,0009). Nao foram observaifasencas do controle para os demais
aditivos (P = 0,1873) nem entre os extratos br(Ros 0,7297) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Efeito da inclusdo de monensina e e@srdirutos produzidos por actinobactérias sobre a
concentragam vitro de nitrogénio amoniacal (N-NJHe metano (Ch) de inéculo de vacas leiteiras

. Tratamentos Média P valor
Variaveis Geral EPM
Controle Monensina AMC Caat era Tratamento C1 Cc2 C3
N-NH3(mg/dL) 29,20 24,46 29,76 26,07 27,37 0,65 <.0001 0,187 0,0009 0,729
Metano (mL) 13,87 8,31 9,47 9,02 10,17 0,5316 <.0001 0,0723 0,0006 0,0001
(%) 9,67 6,79 6,36 6,68 7,37 0,3233 <.0001 0,0799 0,0307 <.0001

EPM: erro-padrdo da média; C1: contraste contrelsusdemais; C2: contraste monensiugsusextratos brutos; C3:
contraste AMGrersusCaat.

4.3.5 Producéo de Metano (Ch)

Diante da mensuracdo de metano nas garrafas derfexgdo, foi possivel observar
efeito de tratamento sobre a concentracdo de meiamuizida, a0 passo que a inclusdo de
monensina causou reducdo na concentracdo de metah@uando comparada aos extratos
brutos AMC e Caat (P = 0,0006). Foi possivel olmetambém que entre os extratos, o Caat
resultou em menor concentracdo de metano quand@arado ao AMC (9,02 e 9,47,
respectivamente). Foi observada somente uma teadgaa a porcentagem de metano do
controle comparado aos demais aditivos. Entretaputando comparados aos extratos brutos,
a monensina obteve maiores valores de metano pdad(? = 0,0307). Para os extratos
brutos, no entanto, a concentracdo (%) de metasdupida foi menor no grupo AMC (P =
<0,0001) (Tabela 9).

4.4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam que atextruto Caat, derivados de
actinobactérias, apresentou atividade semelhamta #onensina sédica na modulacdo da
fermentacdo ruminah vitro, diminuindo a producdo cumulativa de gases emazdshsem
afetar DIVMS. Adicionalmente, foi capaz de modutaproducédo de AGCC e diminuir a
producao de metano e N-NHroduzido.
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Em relacdo a producdo acumulada de gases em 2¢| bbservou-se que a inclusédo
de monensina resultou em reducao da producéo ée gzais. Embora o controle ndo tenha
se diferido dos demais grupos de aditivos, a pradude gases mediante a inclusdo de
monensina foi cerca de 28% menor do que o AMC e nor do que o Caat. Quando
comparados os dois extratos AMC e Caat, este Ultemsou menor producédo de gases totais
em comparac¢ao ao AMC. Com resultado similar, Kimale{2014), avaliaram a inclusao de
monensina, acido laurico e 6leo de palma em ernpauitro de 24 horas com inéculo de
novilhas da raca Holandesa e observaram diminwedoroducéo total de gases e do tempo
de colonizagéo (L) mediante inclusdo da monensina.

Em estudo com vacas em lactacdo como doadoragudddiruminal, foi avaliada a
incluséo de lasalocida, propolis ou monensina ssbbstratos anteriormente ja adicionados
de monensina e 6leo de soja, e foi observado geeieslusdo causou reducao da producédo
total de gases, sendo que as menores producOevaideseforam para o tratamento propolis
seguido dos ionoforos (lasalocida e monensina) @RBCDINO et al., 2007).

Foi observado reducéao da DIVMS com a inclusdo daemsina, embora ndo se tenha
observado mudancas na DIVMS com a incluséo de aeticstos (AMC e Caat). Weimer et
al. (2011) incubaram culturas mistas em ensaioco?dshcom forragens mistas e concentrados,
e observaram que para os indculos adaptados a sioaer@o houve alteracdo da DIVMS
guando comparadas a indculos de animais nédo adaptad

Em avaliacdo da DIVMS de substratos concentradegpéementados ou ndo com
aditivos (probidtico ou monensina) sob inéculo bove bubalino, foi observado que para o
in6culo bovino independentemente do nivel de cangéa do substrato, a adicdo da
monensina causou diminuicdo dos coeficientes deM3I(BELEZE et al., 2008), assim
como demonstrado no presente estudo. Essa diminde&g®IVMS difere de outro estudo de
Beleze (2005), que em experimento vivo com bovinos e bubalinos alimentados com
50:50% de volumoso:concentrado, a adicdo de mamensbdica causou aumento dos
coeficientes de DIVMS.

Com a inclusdo dos aditivos do presente estudavenmnodulacédo na producao de
AGCC’s de forma que os grupos monensina e Caat ranaen as concentracbes de
propionato, assim como descrito por Wischer et(2013) que avaliaram os efeitos da
monensina sobre a producédo de gas total, metan@@CAe observaram que a monensina
aumentou a producdo de propionato, além de redueamcentracdo de acetato. O presente

estudo também observou menor concentracdo de acéo para a inclusdo de monensina
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quando comparados aos extratos, e menor concemtacnesmo 4cido com a inclusdo de
ambos extratos (AMC e Caat) quando comparadosraoote

Ponce et al. (2012) avaliaram o tipo de ionéfadermentacam vitro e observaram
influéncia de tipo para as propor¢cées molares dpi@nato, acetato e butirato, sendo que as
concentracfes foram maiores para O propionato eomeenpara acetato e relagao
acetato:propionato; sendo esta Ultima também rag@ro presente estudo. Em contrapartida,
um estudoin vivo com quatro vacas da raca Holandesa em lactacdiowaws efeitos da
incluséo do grédo de soja e 24 mg monensina/ kg M$Slieta total, constituida por 40% de
volumoso e 60% de concentrado e nao foi observiaio elas dietas sobre as concentragoes
de acetato e butirato.

No presente estudo, a relacdo acetato:propionatmdmr para o controle e AMC,
enquanto que houve reducdo de cerca de 45 e 17%rmana a monensina e Caat,
respectivamente. Essa reducgéo na relacao acetgtiompato com a inclusdo de monensina foi
semelhante a observada por Markantonatos et d@9)28m estudo com oito vacas da raga
Holandesa em periodo de transicdo suplementadag8@dmmg/dia de monensina. A relacéo
acetato:propionato foi reduzida de 2,66 para 2@8 a inclusdo da monensina durante o
periodo.

Foi observada reducdo da porcentagem de metanazxadcom a inclusédo de
monensina em relacdo aos extratos, e destes taimidve reducdo quando comparados ao
controle. Com resultado semelhante, Castro-MontMakkar e Becker (2012) incubaram
duas doses de monensina (5 e 8 uM), a primeiralsante a utilizada neste ensaio; com
substrato de 70% de feno e 30% de concentrado4pboias em um sistema de producéo de
gasin vitro e observaram reducdo de aproximadamente 30% dagé@o de metano com a
inclusdo de monensina quando comparado ao controle.

Também foi observada diminuicdo das concentradéesitrogénio amoniacal, com
menor valor observado mediante inclusdo de monemsinrelacédo a ambos extratos (AMC e
Caat), entretanto, nenhum efeito da inclusdo dostes pdde ser identificado. Em estudo
vitro com inoculo de novilhos alimentados com dieta @@eho:concentrado e incluséo de 33
ppm de monensina, 0 metabolismo de nitrogénio Yali@do e a inclusdo de monensina
diminuiu linearmente a concentracdo de nitrogémoraacal e microbiano (WHETSTONE;
DAVIS; BRYANT, 1981). Benchaar et al. (2006) e Maeiau et al. (2007), em estudins
Vivo com vacas leiteiras encontraram menor concemtragaitrogénio amoniacal em dietas

suplementadas com 350 mg/d e 24 mg/ kg MS de mmamespectivamente.
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Embora os resultados esperados diante da ferndenitacvitro ainda sejam mais
pronunciados com a inclusdo da monensina sodigarooEitos naturais de actinobactérias se
mostraram efetivos diante das variaveis respostisadas. Entretanto, apesar dos extratos
brutos serem isolados da mesma bactéria apresaentiferencas quanto a modulacdo da
fermentacao ruminal. Os compostos dinactina e ealiaina presentes no AMC apresentam
férmulas estruturais similares a da monensina agéittretanto no composto Caat a molécula
de actinomicina ndo se encontrava em mistura corns manhum composto, 0 que
provavelmente explica os resultados mais evidetésse ultimo (Caat) em comparacao a
monensina. Adicionalmente, por serem extratos bret;mdo metabdlitos puros, os efeitos
podem ter sido diminuidos pela quantidade de mktabgolado no extrato, como também

pela dose utilizada do composto bruto.

4.5 CONCLUSAO

O extrato Caat foi capaz de modular a fermentagénalin vitro, de forma similar a
monensina sédica, uma vez que diminui a producdmalada de gas em 24 horas, aumenta a
concentracdo de propionato, reduz a concentracaobuleato, acetato e a relacao
acetato:propionato e reduz a producédo de N-8lBH,. No entanto, o extrato Caat n&o altera
a DIVMS ou DIVMO. A inclusdo do extrato AMC causanthuicdo da producédo de GH
sem alterar a DIVMS ou DIVMO.



86

REFERENCIAS

ABDALLA, A. L.; LOUVANDINI, H.; SALLAM, S. M. A. H. ; BUENO, I. C. S.; TSAI, S.
M.; FIGUEIRA, A. V. O. In vitro evaluation, in vivquantification, and microbial diversity
studies of nutritional strategies for reducing eontmethane productiof.ropical Animal
Health and Production, v. 44, n. 5, p. 953-64, jun. 2012. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22083272>. Aseem: 18 dez. 2015.

ABDALLA, A. L.; SILVA FILHO, J. C. da; GODOI, A. Rde; CARMO, C. A.; EDUARDO,
J. L. P. Utilizac&o de subprodutos da industrididdiesel na alimentacdo de ruminantes.
Revista Brasileira de Zootecniav. 37, n. NUmero especial, p. 260-268, jul. 2008.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.phpgtrsci_arttext&pid=S1516-
35982008001300030&Ing=en&nrm=iso&ting=pt>. Acessa &5 fev. 2016.

BELEZE, J. F.Digestibilidade e parametros ruminais de racdes comeores de
concentrado e adi¢cao de ionoforo ou probidtico paraovinos e bubalinos2005. xx p.

Tese ou Dissertacdo (Doutorado ou Mestrado) - Usiede Estadual de Maringa, Maringa,
2005.

BELEZE, J. R. F.; ZEOULA, L. M.; JACOBI, G.; CANDEBILHO, S. L.; KAZAMA, R.;
PAULA, M. C. de. Aditivos vs teores de concentradoracao de bubalinos e bovinos:
digestibilidade <em>in vitro</em> da matéria séteta Scientiarum. Animal Sciencesv.
29, n. 4, p. 417-424, 2008. Disponivel em:
<http://eduem.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAnimSticée/view/1008>. Acesso em:

BENCHAAR, C.; PETIT, H. V; BERTHIAUME, R.; WHYTE, TD.; CHOUINARD, P. Y.
Effects of addition of essential oils and monems®mix on digestion, ruminal fermentation,
milk production, and milk composition in dairy cowleurnal of Dairy Science v. 89, n. 11,
p. 4352—-4364, 2006. Disponivel em: <http://dx.doi90.3168/jds.S0022-0302(06)72482-
1>. Acesso em:

CASTRO-MONTOYA, J. M.; MAKKAR, H. P. S.; BECKER, Keffects of monensin on the
chemical composition of the liquid associated mbabfraction in an in vitro rumen
fermentation systenbivestock Sciencev. 150, n. 1-3, p. 414-418, dez. 2012. Disponivel
em: <http://www.sciencedirect.com/science/artialé187114131200385X>. Acesso em: 12
mar. 2015.

CHANEY, A. L.; MARBACH, E. P. Modified reagents faletermination of urea and
ammoniaClinical Chemistry, v. 8, p. 130-2, abr. 1962. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13878063>. Aseem: 25 fev. 2016.

CREVELIN, E. J.; CROTTI, A. E. M.; ZUCCHI, T. D.; ELO, I. S.; MORAES, L. a. B.
Dereplication ofStreptomycesp. AMC 23 polyether ionophore antibiotics by aete-mass
electrospray tandem mass spectroméyrnal of Mass Spectrometry v. 49, n. 11, p.
1117-1126, 2014. Disponivel em: <http://doi.wileyn¢10.1002/jms.3432>. Acesso em:

DINIUS, D. A.; SIMPSON, M. E.; MARSH, P. B. Effeof Monensin Fed with Forage on
Digestion and the Ruminal Ecosystem of Ste#warnal of Animal Science v. 42, n. 1, p.
229-234, 1 jan. 1976. Disponivel em:
<https://dl.sciencesocieties.org/publications/jastiacts/42/1/JAN0420010229>. Acesso em:



87

15 jan. 2016.

DOMESCIK, E. J.; MARTIN, S. A. Effects of laidlomytpropionate and monensin on the in
vitro mixed ruminal microorganism fermentatidournal of Animal Science v. 77, n. 8, p.
2305-12, ago. 1999. Disponivel em: <http://www.ndi.nih.gov/pubmed/10462011>.
Acesso em: 26 mar. 2015.

ERWIN, E. S.; MARCO, G. J.; EMERY, E. M. Volatileaiy Acid Analyses of Blood and
Rumen Fluid by Gas Chromatograpligurnal of Dairy Science v. 44, n. 9, p. 1768-1771,
9 set. 1961. Disponivel em:
<http://www.journalofdairyscience.org/article/S003D261899566/fulltext>. Acesso em: 18
dez. 2015.

FRANCE, J.; DHANOA, M. S.; THEODOROU, M. K.; LISTEFS. J.; DAVIES, D. R.;

ISAC, D. A Model to Interpret Gas Accumulation Ries Associated with In Vitro
Degradation of Ruminant Feed®urnal of Theoretical Biology, v. 163, n. 1, p. 99-111, jul.
1993. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/@i022519383711094>. Acesso em: 18 dez.
2015.

GETACHEW, G.; ROBINSON, P. H.; DEPETERS, E. J.; TAOR, S. J. Relationships
between chemical composition, dry matter degradatmal in vitro gas production of several
ruminant feedsAnimal Feed Science and Technology. 111, n. 1-4, p. 57-71, jan. 2004.
Disponivel em: <http://www.sciencedirect.com/sciacticle/pii/S0377840103002177>.
Acesso em: 9 set. 2015.

JANI, P.; EMMERT, J.; WOHLGEMUTH, R. Process anaysf macrotetrolide biosynthesis
during fermentation by means of direct infusion MS. Biotechnology Journal v. 3, n. 2,

p. 202-8, fev. 2008. Disponivel em: <http://www.ieln.nih.gov/pubmed/18064609>.
Acesso em: 2 fev. 2016.

KIM, D. H.; MIZINGA, K. M.; KUBE, J. C.; FRIESEN, KG.; MCLEOD, K. R;;

HARMON, D. L. Influence of monensin and lauric adigtillate or palm oil on in vitro
fermentation kinetics and metabolites producedgufinage and high concentrate substrates.
Animal Feed Science and Technology. 189, p. 19-29, mar. 2014. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/@i837840114000078>. Acesso em: 1 mar.
2015.

LEOPOLDINO, W. M.; LANA, R. P.; EIFERT, E. C.; AR(RI, P. B.; MANTOVANI, H.

C.; MARTINS, R. G. R. Avaliacao de ionéforos pedartica da perda do potassio celular e
producédo de gaseArquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootemia, v. 59, p.
1516-1522, 2007.

MARKANTONATOS, X.; AHARONI, Y.; RICHARDSON, L. F.VARGA, G. a. Effects of
monensin on volatile fatty acid metabolism in partprient dairy cows using compartmental
analysisAnimal Feed Science and Technology. 153, n. 1-2, p. 11-27, 2009.

MARTINEAU, R.; BENCHAAR, C.; PETIT, H. V; LAPIERREH.; OUELLET, D. R.;
PELLERIN, D.; BERTHIAUME, R. Effects of lasalocid smonensin supplementation on
digestion, ruminal fermentation, blood metabolitas] milk production of lactating dairy



88

cows.Journal of Dairy Science v. 90, n. 12, p. 5714-25, dez. 2007. Disponiuel e
<http://www.sciencedirect.com/science/article/@i022030207720465>. Acesso em: 12 mar.
2015.

MAURICIO, R. M.; MOULD, F. L.; DHANOA, M. S.; OWENE.; CHANNA, K. S.;
THEODOROU, M. K. A semi-automated in vitro gas puotion technique for ruminant
feedstuff evaluationAnimal Feed Science and Technology. 79, n. 4, p. 321-330, jun.
1999. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/@i837840199000334>. Acesso em: 27 ago.
2015.

MENKE, K. H.; RAAB, L.; SALEWSKI, A.; STEINGASS, H.FRITZ, D.; SCHNEIDER,

W. The Estimation of the Digestibility and Metalzalble Energy Content of Ruminant
Feedingstuffs from the Gas Production When TheylAcebated with Rumen Liquor in

Vitro. The Journal of Agricultural Science, v. 93, n. 01, p. 217, 27 mar. 1979. Disponivel
em: <http://journals.cambridge.org/abstract S002688086305>. Acesso em: 10 set. 2015.

MERTENS, D. R. Creating a system for meeting tberfrequirements of dairy cows.
Journal of Dairy Science v. 80, n. 7, p. 1463-81, jul. 1997. Disponivet em
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9241608>. Aaesm: 19 jan. 2016.

NARVAEZ, N.; WANG, Y.; MCALLISTER, T. Effects of etxacts of Humulus lupulus
(hops) and Yucca schidigera applied alone or inlmoation with monensin on rumen
fermentation and microbial populations in vitdournal of the Science of Food and
Agriculture , v. 93, n. 10, p. 2517-22, 15 ago. 2013. Dispdrene
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23483574>. Aseem: 15 jan. 2016.

NEWBOLD, C. J.; WALLACE, R. J.; WALKER, N. D. Thefect of tetronasin and
monensin on fermentation, microbial numbers anddthelopment of ionophore-resistant
bacteria in the rumefhe Journal of Applied Bacteriology, v. 75, n. 2, p. 129-34, ago.
1993. Disponivel em: <http://www.ncbi.nim.nih.goulpmed/8407673>. Acesso em: 10 set.
2015.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL (NRC)Nutrient requirements of dairy cattle. 7. ed.
rev. [s.l: s.n.]: 2001.

PONCE, C. H.; SMITH, D. R.; BRANINE, M. E.; HUBBERM. E.; GALYEAN, M. L.
Effects of type of ionophore and carrier on inituminal dry matter disappearance, gas
production, and fermentation end products of a entrate substrat&nimal Feed Science
and Technology v. 171, n. 2-4, p. 223-229, fev. 2012. Disponéarat
<http://www.sciencedirect.com/science/article/@i337840111004639>. Acesso em: 21 jan.
2016.

SMEDSGAARD, J. Micro-scale extraction proceduredtandardized screening of fungal
metabolite production in culture¥ournal of Chromatography. A, v. 760, n. 2, p. 264-70,
31 jan. 1997. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlimh.gov/pubmed/9062989>. Acesso em:
18 dez. 2015.

THEODOROU, M. K.; WILLIAMS, B. A.; DHANOA, M. S.; MCALLAN, A. B.; FRANCE,
J. A simple gas production method using a pressansducer to determine the fermentation



89

kinetics of ruminant feed&nimal Feed Science and Technology. 48, n. 3-4, p. 185-197,
ago. 1994. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/[8i7d840194901716>. Acesso em: 10 set.
2015.

VAN SOEST, P. J.; ROBERTSON, J. B.; LEWIS, B. A.tkeds for dietary fiber, neutral
detergent fiber, and nonstarch polysaccharideslation to animal nutritionJournal of
Dairy Science v. 74, n. 10, p. 3583-97, out. 1991. Disponivei e
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1660498>. Aaes: 24 ago. 2014.

WEIMER, P. J.; STEVENSON, D. M.; MERTENS, D. R.; HA M. B. Fiber digestion,

VFA production, and microbial population changesmyin vitro ruminal fermentations of
mixed rations by monensin-adapted and unadapteab@s.Animal Feed Science and
Technology, v. 169, n. 1-2, p. 68-78, out. 2011. Disponivel e
<http://www.sciencedirect.com/science/article/@i837840111002793>. Acesso em: 12 mar.
2015.

WHETSTONE, H. D.; DAVIS, C. L.; BRYANT, M. P. Efféeof monensin on breakdown of
protein by ruminal microorganisms in vitrdournal of Animal Science v. 53, n. 3, p. 803—

9, set. 1981. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlih.gov/pubmed/7319956>. Acesso em: 9
set. 2015.

WISCHER, G.; BOGUHN, J.; STEINGAS, H.; SCHOLLENBEER, M.; HARTUNG, K;
RODEHUTSCORD, M. Effect of monensin on in vitrorfentation of silages and microbial
protein synthesisArchives of Animal Nutrition , v. 67, n. 3, p. 219-34, jun. 2013.
Disponivel em: <http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubm28679006>. Acesso em: 15 out. 2015.



90

5 CONSIDERACOES FINAIS

As aplicacdes dos extratos brutos derivados denddxctérias, principalmente do
Caat, na modulacéo da fermentag@witro foram benéficas, ja que nas duas fases do estudo
foi possivel observar aumento da concentracdo dgigerato ruminal, fundamental para o
aporte energético do animal, diminuicdo da cone€étr de butirato e acetato e da relacéo
acetato:propionato. Também, houve diminuicdo dalyy@o de gases totais em ambos 0s
ensaios, representados também pela. @HDIVMO foi afetada somente na primeira fase do
estudo, e a concentracdo de NJ\N& CH, produzidos foram menores com a inclusdo do

extrato Caat e da monensina soédica.
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