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1 INTRODUCAO

As vantagens, em termos de producdo animal, da inclusdo de leguminosas em pastagens
tém sido descritas em inimeros trabalhos. Esses incluem o aumento na produgdo animal, como
resultado do incremento nos niveis proteicos e/ou energéticos, na digestibilidade e no consumo
da forragem disponivel; melhoria na distribuicdo da producdo da pastagem ao longo do ano;
maior concentracdo de minerais, especialmente de célcio, e aumento na fertilidade do solo pela
adicdo de nitrogénio ao sistema solo-planta-animal. Recentemente, varios trabalhos tém
abordado a importancia das leguminosas, especialmente, as tropicais, e da sua utilizacdo na
alimentacéo animal em regi6es quentes (ou tropicais).

Segundo Schultze-Kraft e t"Mannetje (2000), a avaliacdo de leguminosas tropicais é
distinta das espécies temperadas, uma vez que as primeiras representam espécies essencialmente
ndo domesticadas, selecionadas a partir de populacdes silvestres, sobre as quais pouco se
conhece ao nivel taxondmico, ecoldgico, reprodutivo e, principalmente, nutricional. A
diversidade de leguminosas tropicais aptas a serem usadas como forrageiras ¢ muito maior do
gue de leguminosas temperadas.

Em regides semiaridas, a condicdo de estacdo seca se caracteriza pelo fato desta
condicdo perdurar praticamente todo o ano, isso, juntamente com a exploracdo indiscriminada
dos recursos forrageiros nativos e/ou introduzidos, sdo fatores responsaveis pelo baixo
desempenho dos rebanhos (PEDREIRA e PRIMAVESI, 2008). Logo, o uso de leguminosas
como fonte de nutrientes durante a estacao seca tem resultado em aumentos de producgédo animal,
estimulando sua utilizagdo, principalmente, as espécies perenes e nativas.

Leguminosas nativas ou adaptadas, utilizadas pelos rebanhos nas areas mais secas do
Nordeste Brasileiro, ndo deixam ddvida acerca do potencial produtivo e econémico da pecudria
na regido. Diversas pesquisas tém relatado uma resposta positiva do uso de leguminosas na
alimentacdo de ruminantes (MAHGOUB et al., 2005a; MAHGOUB et al., 2005b; BABAYEMI
e BAMIKOLE, 2006; BABAYEMI et al., 2006; ARGOLO et al., 2010; BABAYEMI et al.,
2010; ALMEIDA et al., 2012), principalmente associando-se alguma espécie leguminosa ao
concentrado.

Estudos de espécies leguminosas também vém despertando a atencdo para a pesquisa,
tendo em vista a producdo de vagens e a procura dessas por¢des das plantas pelos animais, além
da conservacdo dos recursos naturais de producdo e preservacdo da natureza, assim como a
valorizacdo da agricultura familiar. Este é o caso das espécies Prosopis juliflora, Samanea
saman e Samanea tubulosa, plantas forrageiras produtoras de alimento de alto valor energético,
com teor proteico que supera as gramineas (LORENZI, 1998; BATISTA et al., 2002).
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Leguminosas apresentam alto teor de proteina, em geral, maior do que o das gramineas.
Porém, o valor nutritivo das leguminosas forrageiras é prejudicado devido a presenga de toxinas
e fatores antinutricionais, como polifendlicos (taninos), aminoacidos nao-proteicos, alcaloides,
saponinas ou outros compostos que limita sua utilizacdo como alimento para animais (KAITHO
et al., 1998; SATISH et al., 1999; BHATTA et al., 2007). Dessa forma, além dos estudos sobre
os efeitos desta fonte de alimento sobre a producdo de leite e de carne, é muito importante
também avaliar seus efeitos sobre a microbiota ruminal, a qual pode interferir na satude do
rebanho, uma vez que estas plantas apresentam varias classes de substancias toxicas capazes de
induzir toxicidade sistémica em animais. Entretanto, faltam informacdes cientificas sobre os
microrganismos ruminais capazes de metabolizar estes compostos e reduzir seus efeitos toxicos.

Diversas técnicas foram desenvolvidas ao longo dos anos, surgindo a possibilidade de
que bactérias, estritamente anaerébicas, fossem cultivadas. Entretanto, os métodos de cultivo
sdo geralmente laboriosos, requerem tempo e selecionam somente uma pequena fracdo da
diversidade microbiana total presente no trato gastrintestinal (COUTINHO et al., 1999).

O estudo da diversidade genética de comunidades microbianas tem se baseado,
primeiramente, em analises de &cidos nucleicos da comunidade microbiana total, e para estes
acidos nucleicos serem obtidos, necessita-se de uma estratégia eficaz para analise, extracdo e
purificacdo (COUTINHO et al., 1999). Entretanto, a extracdo de DNA de diferentes materiais
heterogéneos ndo € simples, ndo existindo protocolo universalmente aplicavel para a extracdo de
DNA no estudo de comunidades microbianas complexas.

As técnicas moleculares podem ser empregadas no estudo da diversidade microbiana, a
partir da analise do gene que codifica 0 RNA ou DNA ribossomal (rRNA ou rDNA). No
entanto, os métodos moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém a
vantagem de fornecer informacdes diretas da estrutura e composicdo da comunidade
microbiana, sendo uma eficiente estratégia para descrever a biodiversidade microbiana dentro
das amostras ambientais. Dentre as técnicas mais utilizadas, a DGGE (Denaturing Gradient Gel
Eletrophoresis) tem sido amplamente empregada (i) no estudo da ecologia microbiana
molecular, aliada a extragdo direta de DNA da comunidade, (ii) em estudos filogenéticos dos
membros das comunidades e (iii) no estudo da dindmica de populagdes especificas em fungao
de variagGes ambientais ou das condi¢cGes operacionais de um sistema (COUTINHO et al.,
1999; TESKE et al, 1996; MUYZER et al., 1993).

Diante da necessidade de estudos sobre a utilizagcdo da vagem de P. juliflora, S. saman,
S. tubulosa como recursos alimentares para animais e do conhecimento da microbiota ruminal,

0s objetivos deste trabalho foram:
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CAPITULO I:

Avaliar o potencial de utilizagdo dos extratos etandlicos de farelos de vagens
das leguminosas P. juliflora (Sw.) D.C., S. saman e S. tubulosa (Benth.)
Barneby & Grimes como aditivo natural para manipulacdo da microbiota do
rumen, visando a reducdo de perda de energia e/ou proteina do sistema ruminal

e estabelecer uma concentragdo mais adequada para estudos posteriores.

CAPITULO II:

Avaliar os parametros da cinética de degradacdo ruminal das fracGes de
carboidratos fibrosos e ndo fibrosos sobre a diversidade de argueas
metanogénicas no ramen e sobre a degradacdo in vitro da matéria seca,
utilizando extratos etandlicos obtidos de farelo de vagem de P. juliflora, S.

saman e S. tubulosacomo aditivos alimentares.

CAPITULO III:

Avaliar a utilizacdo de extratos etandlicos de P. juliflora, S. saman e S. tubulosa
sobre pardmetros ruminais (pH, concentracdo de nitrogénio amoniacal e AGV)
e sobre a diversidade bacteriana ruminal, utilizando o método de fermentacéo in

vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Diversas pesquisas em nutricdo de ruminantes tém enfocado os microrganismos do
rumen, os quais sdo 0s principais responsaveis pelo processo de digestdo de alimentos, além da
funcdo protetora que exercem, agindo no controle de populacdes de microrganismos
patogénicos. O grande desafio, no entanto, é fornecer as condigdes necessarias para 0
desenvolvimento da populacdo microbiana no ramen, potencializando as habilidades de classes
especificas de microrganismos, que poderdo contribuir para o aumento da eficiéncia alimentar.

A microbiologia ruminal é extremamente diversificada, devido ao grande nimero de
organismos presentes. [Estes microrganismos, predominantemente bactérias, arqueas,
protozoarios e fungos, dependem do ruminante para disponibilizar as condicdes fisiologicas
necessarias para sua existéncia. Por sua vez, oS mesmos sSdo essenciais para digestdo e
fermentacdo de grandes quantidades de alimentos fibrosos que sdo consumidos pelos
ruminantes que, de outro modo, ndo poderiam utilizar tais alimentos de forma mais eficaz
(KRAUSE et al., 1999). A hidrolise da fibra dietética, por intermédio da microbiota, dentro da
camara ruminal leva a fermentacdo de carboidratos sollveis a acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), mais notadamente acetato, propionato e butirato (DALY et al., 2001), que sdo
utilizados pelo ruminante para cobrir suas préprias necessidades energéticas, ao proporcionar
um ambiente adequado a estes microrganismos (YOKOYAMA e JOHNSON, 1993).

Além disso, os microrganismos do rumen sdo fonte de proteina de excelente qualidade.
A proteina microbiana sintetizada no ramen fornece uma fonte proteica barata, principalmente
em locais onde a suplementacao proteica é mais escassa. Portanto, a maximizacao da producéo
de proteina microbiana €é uma forma efetiva e sustentavel para um melhor desempenho
produtivo de ruminantes. Logo, o aumento da eficiéncia bioldgica da sintese de proteina
microbiana no rimen é uma maneira para melhorar o custo de producao (TIMMERMANS Jr. et
al., 2000).

A concentracdo de proteina bruta e o valor energético de residuos de safra de gréos e
gramineas de baixa qualidade estdo abaixo do requerimento animal e os brotos de leguminosas,
que servem de alimentacdo para o rebanho, tém sido incorporados nos sistemas nutricionais
para melhorar o estado nutricional de ruminantes. As folhas e frutos de leguminosas podem ser
usados como suplementos proteicos para ruminantes e sdo comumente usados como alimentos
em muitos sistemas agricolas. Para tanto, é de suma importancia conhecer o potencial de plantas
nativas ou introduzidas e que sdo adaptadas ao clima da regido do Nordeste, com o intuito de
aproveitar o seu potencial para alimentacdo humana ou dos animais. O desenvolvimento da

pecuaria no semidrido tem uma estreita relagdo com o crescimento e disponibilidade de plantas
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forrageiras, tanto em relacdo a porcdo vegetativa como das vagens, quando se trata de
leguminosas.

O Nordeste Brasileiro tem por caracteristica ser um ecossistema ndo equilibrado, por
isso, apresenta escassez de forragem, em quantidade e em qualidade, nas épocas secas, sendo
isso um fator limitante da produtividade dos rebanhos dessa regiéo.

A vegetacdo nativa é rica em espécies forrageiras em seus trés estratos: arboreo,
arbustivo e herbaceo. Estudos mostram que mais de 70% das espécies botanicas da caatinga
participam significativamente da dieta dos ruminantes domeésticos. No entanto, diversas dessas
plantas ainda ndo foram efetivamente estudadas quanto aos seus potenciais e limitagdes para uso
na alimentacio animal (SOUZA e ESPINDOLA, 2000; ZANINE et al., 2005). As leguminosas
arbdreas e arbustivas tém se destacado em nivel mundial como uma fonte econémica de
proteina para a producdo animal. No semidrido nordestino tem-se destacado o uso de
leguminosas em cultivo isolado como forma de reduzir a escassez de forragem nas épocas secas
do ano.

A algarobeira (Prosopis juliflora (SW) D.C.) é uma planta arborea, ndo oleaginosa,
também da familia Leguminoseae, subfamilia Mimosoideae (PIRES, 1985; QUINTANS, 2001),
nativa do Peru, Chile e Argentina. Tem sido disseminada pela América Central e do Norte,
introduzida em areas aridas onde os indices pluviométricos estdo em torno de 200 mm/ ano. E
utilizada no combate a desertificacdo como um fixador de nitrogénio e para alimentacdo de
rebanhos (MAHGOUB et al., 2005b). Foi introduzida no Brasil em 1942, na regido Nordeste,
onde se apresenta bastante promissora tanto para fins madeireiros como forrageiros (PIRES,
1985), tornando-se uma importante produtora de alimento de alto valor nutritivo, existindo
cerca de 150.000 ha de area plantada (QUINTANS, 2001).

A algarobeira produz grande quantidade de vagens de excelente palatabilidade e boa
digestibilidade, esta producdo pode variar até valores acima de 400 kg por arvore (BATISTA et
al., 2002). A algaroba apresenta, em sua composi¢do quimica, 25-28% de glicose, 11-17% de
amido, 7-11% de proteinas e 14-20% de acidos organicos, pectinas e demais substancias
(SILVA et al., 2001). Além disso, o farelo da vagem de algaroba apresenta 40,2% de FDN,
50,0-64,0% de carboidratos soltveis em detergente neutro (CSDN), sendo que agUcares solUveis
e amido perfazem 43% da matéria seca (MS) total (SILVA et al., 2001; MAHGOUB et al.,
2005a), consistindo, dessa forma, uma fonte importante de CSDN para formulacdo de dietas
para cabras leiteiras mais especializadas.

Os extratos das sementes e folhas de Prosopis juliflora tém demonstrado diversos
efeitos farmacoldgicos in vitro como propriedade antibacteriana (AQEEL et al., 1989; SATISH
et al., 1999), antifungica (AHMAD et al., 1989; KAUSHIK et al., 2002) e antiinflamatéria
(AHMAD et al., 1989). Estas propriedades foram atribuidas a presenca dos alcaloides
(AHMAD et al., 1989). Em estudo realizado por Mazzuca et al. (2003), avaliando o extrato de
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trés espécies de Prosopis, verificaram que todos os extratos obtidos com éter apresentavam
atividade antibacteriana, e a atividade antifungica foi percebida quando a extracédo foi realizada
com metanol e &gua.

Em estudos realizados por Arg6lo et al. (2010), alguns pardmetros de fermentagéo
ruminal (pH, nitrogénio amoniacal e relacdo acetato:propionato) foram avaliados em cabras
leiteiras alimentadas com farelo da vagem de algaroba (FVA) (Prosopis juliflora). Evidenciou-
se que houve reducdo da relacdo acetato:propionato no liquido ruminal e que o fluxo intestinal
de compostos nitrogenados microbianos decresceram linearmente com o aumento dos teores de
FVA nas dietas, sem que houvesse alteragdo no consumo de matéria seca dos animais.

Outras espécies leguminosas vém despertando a atencdo para sua utilizacdo na
alimentagdo animal, é o caso da Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & Grimes (sinonimia
boténica Calliandra tubulosa; Pithecellobium saman var. acutifolium; Pithecellobium venosum)
comumente chamada de alfarobo, samaneiro, abobreira, ou farinha-seca, e da Samanea saman
(Jacg.) Merr. (Albizia saman; Mimosa saman Jacqg.; Inga saman Willd.; Pithecolobium saman
Benth.; Enterolobium saman Prain.) conhecidas como saman, acacia, arvore de chuva, esse
género é conhecido popularmente como sete-cascas, borddo-de-velho e do inglés “macaco pod”
(UKOHA et al., 2011). Séo plantas leguminosas pertencentes a familia Fabaceae, subfamilia
Mimosoideae, e estdo globalmente distribuidas em regides tropicais, cuja ocorréncia, no Brasil,
abrange a Bahia e se mostra bastante adaptada a regido. Ocorre preferencialmente em capoeiras
e areas abertas como colonizadoras em varzeas aluviais e beira de rios, onde o solo é bem
suprido de agua e de boa fertilidade. Segundo Lorenzi (1998), produzem anualmente moderada
quantidade de sementes viaveis, disseminadas por animais domésticos. Sdo promissoras devido
ao crescimento rapido no campo e producdo anual de vagens com elevado valor
energético/proteico, que coincide com o periodo de estiagem. Em algumas regides, sdo as
arvores preferidas dos fazendeiros, pois além de fornecer sombreamento nas pastagens, as vacas
apreciam muito seus frutos que contém uma espécie de mel amargo.

O valor nutritivo das leguminosas forrageiras é prejudicado devido a presenca de
toxinas e fatores antinutricionais, como polifenélicos (taninos), aminoacidos ndo proteicos,
alcaloides, saponinas ou outros compostos que limitam sua utilizagdo como alimento para
animais (KAITHO et al., 1998; SATISH et al., 1999; BHATTA et al., 2007). Apesar da falta de
informacGes cientificas sobre os efeitos toxicos que estes compostos podem ter sobre os
microrganismos ruminais e como estes sdo capazes de metaboliza-los. Sabe-se, no entanto, que
0 tanino forma um complexo com a proteina da dieta e enzimas enddgenas, reduzindo o
suprimento de nitrogénio (N) ao animal (GETACHEW et al., 2000).

De acordo com Sawal et al. (2004), as vagens de algaroba apresentam baixos niveis de
tanino téxico ao animal. No entanto, substincias alcaloides foram isoladas como 3’-0XO-

juliprosopina, secojuliprosopinal, uma mistura de 3-oxo- e 3’-oxo-juliprosina (NAKANO et al.,
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2004a), além da juliprosina e juliprosopina, que sdo inibidoras de crescimento de plantas
(NAKANO et al., 2004b). Outro alcaloide isolado da P. juliflora, denominado julifloricina,
exerce atividade antimicrobiana significante, principalmente sobre bactérias Gram positivas.
Este efeito foi comparado a acdo da benzil penicilina, gentamicina e trimetropina (AQEEL et
al., 1989; NAKANO et al., 2004b). Intoxicacdopor algaroba, conhecida popularmente como
“cara torta”, ja foi relatada em ruminantes nos Estados Unidos, Peru e no Brasil, esta doenca é
caracterizada por alteragbes neuromusculares, observada principalmente durante a ruminacao
(TABOSA et al., 2000; HUGHES et al., 2006). A ingestéo a longo prazo de algaroba em dietas
de gado pode resultar em morte (COOK et al., 2008). No entanto, Mahgoub et al. (2005b) nao
observaram manifestacdes da doenca em caprinos, possivelmente devido ao curto periodo de
alimentacdo e/ou a utilizacdo de menor proporcdo da vagem na dieta, que foi no maximo de 300
0/ kg, logo a intoxicagdo pode ser evitada.

Ao mesmo tempo, Choudhary et al. (2005) mostraram que o alcaloide juliflorina é um
inibidor ndo competitivo da acetilcolinesterase e também apresenta atividade bloqueadora dos
canais de Ca* que poderia envolver espasmos neuromusculares observados em animais
intoxicados por P. juliflora. No entanto, ndo existe conhecimento sobre a agdo que estes
alcaloides exercem sobre a microbiota ruminal.

Na prética folclorica na Jamaica, da folha de S. saman é feita uma infusdo para o
tratamento de pressdo arterial e também como laxante, e as sementes sio mastigadas na Africa
tropical para tratar a inflamacdo da gengiva e garganta. Além disso, outras partes da arvore de
chuva séo utilizadas como remeédio para o resfriado, diarreia, dor de cabega, doencas intestinais,
dor de estdmago e até mesmo cancer (UKOHA et al., 2011).

Os extratos das folhas e cascas de S. saman tém demonstrado efeitos toxicos in vitro
contra o agente causador da malédria Plasmodium falciparum (KOHLER et al., 2002),
antidiarreico e contra a disenteria (BATUGAL et al., 2004), antimicrobiana e antifungica (ALI
et al.,, 2001; GRAHAM et al., 2003; NAVEEN PRASAD et al., 2008; AZHAR et al., 2009;
UKOHA et al., 2011). Estas propriedades foram atribuidas a presenca de terpenos (KOHLER et
al., 2002), & presenca de saponinas (VARSHNEY e VYAS, 1985) e de taninos (UKOHA et al.,
2011).

McSweeney et al. (2001), ao estudarem os efeitos da leguminosa Calliandra
calothyrsus sobre a sintese e diversidade microbiana no rimen, concluiram que esta fonte de
alimento causou alteragdes significativas na populagdo microbiana, sem afetar a eficiéncia de
sintese de proteina ruminal.

Krause et al. (2004), avaliando os efeitos de Acacia angustissima, também uma
leguminosa, sobre a diversidade microbiana no rimen de ovinos, observaram que as populagdes
fibroliticas de Fibrobacter e Ruminococcus aumentaram com a utilizagdo de acécia na dieta. As

cepas de Selenomonas tenderam a ser resistentes ao tanino presente nesta leguminosa e
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Butyrivibrio fibrisolvens foi sensivel. Por outro lado, cepas de Streptococcus bovis foram
sensiveis, enquanto Streptococcus gallolyticus foi resistente.

O metabolismo microbiano pode ser explorado para assegurar que os nutrientes dos
alimentos sejam utilizados eficientemente pelo animal e/ou que as substancias toxicas sejam
eliminadas e/ou seus efeitos sobre o animal, reduzidos. Para tanto, existe a necessidade de um
diagndstico para monitorar a adequacdo da nutricdo para otimizar a eficiéncia da utilizacao de

nitrogénio e carboidratos pelo animal.

2.1 Potencialidades do uso de extratos vegetais como aditivos no arragcoamento de ruminantes

A Unido Europeia aboliu a utilizacdo de todos os antibi6ticos empregados na
alimentacdo animal como fatores de crescimento, essa atitude estimulou a pesquisa por outros
agentes antimicrobianos que pudessem afetar a fermentacdo ruminal.

Os extratos de plantas obtidos por métodos de vaporizacdo e solventes organicos
contém um grupo de substancias aromaticas denominadas “Oleos essenciais” (a exemplo do
euginol e limoneno). Os 6leos essenciais apresentam atividade antimicrobiana e sdao fornecidos
para aves, suinos e ruminantes como uma alternativa aos antibiéticos (RUSSELL, 2002).

Quando culturas mistas de bactérias do rdmen e bactérias que fermentam
exclusivamente aminodacidos (hiper-produtoras de aménia) foram tratadas com 6leos essenciais,
a producio de amédnia diminuiu. Oleos essenciais também reduziram a habilidade de
Ruminobacter amylophilus colonizar alimentos e degradar proteinas. No entanto, experimentos
adicionais serdo necessarios para avaliar se efeitos similares poderdo ser demonstrados in vivo
(RUSSELL, 2002).

Além disso, as plantas produzem metabolitos secundarios que, muitas vezes, servem
como mecanismos de defesa contra microrganismos, insetos e herbivoros. Estes compostos sdo
classificados em categorias de acordo com sua estrutura e propriedades quimicas: fenois e
acidos fendlicos, quinonas, flavonoides, taninos, alcaloides, polipeptideos, terpenoides. Estes
metabolitos tém demonstrado atividade antimicrobiana in vitro e pesquisas vém sendo
realizadas na Medicina Humana e Veterinaria para comprovar sua eficacia in vivo (COWAN,
1999).

Para modificar a fermentagdo ruminal, os compostos secundarios de plantas compdem
em possibilidades naturais. Saponinas e taninos, por exemplo, presentes em algumas plantas
tropicais podem atuar nesse processo. Entretanto, quando fornecidos em altos niveis,esses
compostos podem ter efeitos adversos na populagdo microbiana ruminal e na saudeanimal,
enquanto em baixos niveis apresentam potencial para melhorar a fermentacdoruminal. Esses
compostos podem ser fornecidos aos animais diretamente pelo alimento ou por extratos

retirados industrialmente desses alimentos e adicionados a dieta dos animais.
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A presenca de baixos niveis de taninos na dieta pode ser usada como potencial
modulador da fermentacdo ruminal. Geralmente, a sintese de proteina microbiana é elevada na
presenca de taninos (MAKKAR, 2003). Um decréscimo na taxa de digestdo ruminal, acarretada
pelos taninos, pode contribuir para uma melhor sincronizagdo da liberagdo dos nutrientes e,
consequente aumento na eficiéncia da sintese de proteina microbiana (GETACHEW et al.,
2000). Além disso, a presenca de taninos favorece uma reducdo na producédo de gases, podendo
ser uma ferramenta para diminuir a incidéncia de timpanismo (KAHN e DIAZ-HERNANDEZ,
2000) e, ainda, na capacidade de reduzir a producdo de metano (WOODWARD et al., 2001),
além da acdo anti-helmintica no trato gastrintestinal de ovinos contaminados por nematoides
(ATHANASIADOQOU et al., 2000).

Cardoso et al. (2005) testaram a fermentacdo microbiana in vitro em pH 7,0 e 5,5 de
seis extratos de plantas naturais e trés metabolitos secundarios vegetais em cinco doses (0; 0,3;
3; 30 e 300 mg/L) em liquido ruminal de novilhas alimentadas com dietas de alto concentrado.
Os efeitos dos extratos e metabolitos foram pH-dependente. Em pH 5,5, a concentracéo total de
acidos graxos de cadeia curta ndo alterou ou aumentou e a relacdo acetato:propionato diminuiu,
0 que nao ocorreu quando o pH do meio foi 7,0.

Devant et al. (2007) avaliaram uma mistura de extratos de plantas no desempenho e
fermentacdo ruminal de touros da raca Holandesa, alimentados com dietas de terminacao de alto
concentrado. Tanto a suplementacdo com monensina como com extratos de plantas ndo afetou o
consumo e a eficiéncia alimentar. Aos 63 dias de experimento, o pH ruminal foi menor para o0s
tratamentos monensina (6,08) e extrato de plantas (6,12), quando comparado ao grupo controle
(6,52). A suplementacdo com monensina e com extrato de plantas aumentou a proporcdo molar
de propionato, quando comparados ao controle.

A manipulacdo da fermentacdo ruminal tem como principais objetivos aumentar a
formacdo de acido propio6nico, diminuir a formacdo de metano (responsavel pela perda de 2% a
12% da energia do alimento) e reduzir a protetlise e deaminagdo da proteina alimentar no

ramen. Alguns aditivos podem alcancar parte desses efeitos, aumentando a eficiéncia produtiva.

2.2Microbiota gastrintestinal de animais: limitagGes, técnicas moleculares de identificagéo e
estudo de microrganismos de comunidades complexas

Sabe-se que as técnicas convencionais de cultivo ndo sdo aceitaveis para avaliar todos
0s membros de uma comunidade microbiana natural, além disso, sdo laboriosas e consomem
tempo. O estudo da ecologia ruminal tem sido confusa, porque os meios seletivos ndo sdo
eficazes para a maioria dos microrganismos anaerébios (VAUGHAN et al., 2000; KAMRA,

2005) ou requerem isolamento individual, andlises dos produtos finais de fermentacdo em
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culturas puras, e também pelo lento crescimento, a identificacdo de um simples microrganismo
pode levar semanas (VAUGHAN et al., 2000; RUSSELL e RYCHLIK, 2001). Também pelo
fato da maioria das bactérias serem Gram-varidveis e apresentarem morfologias semelhantes, o
que torna dificil uma rapida identificacdo (RUSSELL e RYCHLIK, 2001). O sucesso do cultivo
em laboratério se deve, particularmente, por aqueles microrganismos dominantes ou
especializados. Como consequéncia, os estudos de dindmica da microflora sdo limitados por se
tratar de uma comunidade microbiana complexa.

Entende-se por comunidades microbianas complexas ao conjunto de populacdes de
micrébios que interagem entre si e com o ambiente no qual esta inserido. Mudancas em fatores
como pH, temperatura, salinidade, pressdo osmética, presenca ou auséncia de oxigénio, e
variacBes nos subprodutos do metabolismo dos microrganismos presentes no meio sdo alguns
dos elementos que podem causar sucessdes microbioldgicas nesses ambientes, ou matar
completamente a comunidade (FRANK e PACE, 2008).

As relacBes de interdependéncia estabelecida entre os elementos supracitados e 0s
microrganismos fazem com que estes sejam de dificil identificacdo, pois os meios seletivos
tradicionais ndo sdo capazes de mimetizar as condi¢cBes que microrganismos particulares
requerem para sua proliferagdo em seu ambiente natural. A grande parte de bactérias em
amostras ambientais ndo pode ser detectada através da microscopia convencional, pois elas
aderem-se as particulas de solo e sedimentos tornando-se invisiveis (PACE, 1997; FRANK e
PACE, 2008). Portanto, a compreensao da diversidade microbiana de comunidades complexas €
bastante limitada. Segundo Amann et al. (1995), cerca de 95 a 99% dos microrganismos
presentes em comunidades complexas sdo de dificil cultivo em laboratorio, restringindo, assim,
0 conhecimento sobre sua biologia, por conseguinte, a maior propor¢do dos microrganismos
ruminais é ndo-cultivavel, mas é ativo no processo fermentativo no rimen (KAMRA, 2005;
MCSWEENEY et al., 2009).

Como alternativa para solucionar esse problema, técnicas da biologia molecular, como
extracdo do DNA total da comunidade, PCR, DGGE e sequenciamento, surgem como
mecanismos eficazes na identificacdo e estudos desses microrganismos (MAED et al., 1991).

Os métodos moleculares apresentam vantagens em relagdo aos métodos tradicionais de
cultivo, pois sdo altamente especificos para detectar um gene ou sequéncias de acidos nucleicos
de um organismo particular, ou de um grupo de organismos; sdo usados para detectar e
identificar organismos sem a necessidade de cultivo e isolamento em cultura pura, descartando a
subjetividade dos testes microbiol6gicos; sdo muito sensiveis, permitindo a identificagdo de um
maior nimero de microrganismos; sdo usados para detectar organismos especificos ou grupos
taxondmicos amplificados, como é o caso de provas de regides alvo da molécula de RNA
ribossdmico (rRNA) com diferentes niveis de variabilidade; e em geral, 0 genoma bacteriano é

altamente estavel e ndo é afetado pelas condigoes de crescimento (COUTINHO et al., 1999).
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Os acidos nucleicos (DNA e/ou RNA) constituem o material bioldgico através do qual
sdo realizadas analises filogenéticas (taxonémicas), tipagens de espécies/linhagens e andlise da
diversidade de organismos em amostras complexas. No entanto, para que tais analises possam
ser realizadas, os &cidos nucleicos precisam ser isolados dos outros constituintes celulares, e
ressuspensos em solugdo aquosa. Muitas vezes, essas suspensdes necessitam ainda passar por
processo de purificacdo para que contaminantes, como proteinas e polissacarideos, sejam
retirados da solucdo. Essa descontaminacdo se faz necessaria quando os contaminantes
interferem em reacdes posteriores, como amplificagbes por PCR, hibridizagdes, digestdes com
enzimas de restricdo e outras (TSAI e OLSON, 1992; AABO et al., 1993; VAUGHAN et al.,
2000; ROOSE-AMSALEG et al., 2001).

Vérios protocolos de isolamento de &cidos nucleicos estdo descritos na literatura,
porém, nenhum método € universalmente aplicavel para o estudo de bactérias autoctones, pois
cada tipo de amostra, devido a sua propria natureza, requer a otimizacdo de um método de
extracdo préprio (ZHOU et al., 1996). Esses protocolos sdo compostos por alguns poucos
procedimentos basicos, necessarios a desintegracdo e homogeneizacdo de tecidos e células, a
solubilizacdo de acidos nucleicos, a separacdo dos acidos nucleicos dos outros constituintes
celulares e a precipitacdo dos acidos nucleicos. Sdo protocolos que apresentam pequenas
variacGes e podem ser mais ou menos convenientes a determinados propositos em funcdo do
tempo gasto, da quantidade e pureza dos &cidos nucleicos obtidos, do nivel de degradacdo dos
acidos nucleicos resultantes e da eficiéncia da lise das células-alvo (JACOBSEN, 1995; TSAIl e
OLSON, 1991).

Varias técnicas que envolvem a amplificacdo baseada em PCR de regides dentro do
gene de rRNA foram desenvolvidos especificamente para a analise da diversidade abundancia
de microrganismos no rumen, incluindo protozodarios, fungos, bactérias emetanogénicas. Estes
métodos tém sido descritos e a sua aplicacdo é abrangente (MCSWEENEY et al., 2006;
MACKIE et al., 2007).

O principio basico da PCR estd na capacidade de replicar exponencialmente uma
determinada sequéncia de DNA, a partir de quantidades minimas, de modo gue esta se torne
majoritaria na amostra. O material inicial para analise, através da técnica de PCR, pode ser
obtido a partir de diferentes amostras. Numa reacdo de PCR, o fragmento de DNA que
desejamos multiplicar (ou amplificar) é chamado de fragmento alvo ou DNA molde. A
capacidade de replicacdo esta baseada na aptiddo que os iniciadores especificos, que séo
pequenos fragmentos de DNA, tém em anelar somente com a sequéncia desejada através da
complementariedade de bases para determinada regido do DNA de um organismo. A Taq DNA
polimerase (enzima responsavel pela extensdo do DNA alvo) distingue o complexo formado
pelo iniciador e a fita do DNA molde, que resulta na copia simultanea de ambos os sentidos do

segmento do DNA entre os dois iniciadores anelados. Os passos de desnaturacdo, anelamento e
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extensdo acontecem de forma ciclica, gracas a termoestabilidade da Tag DNA polimerase, até
que a sequéncia alvo se encontre em quantidades detectaveis (OSTE, 1988; AABO et al., 1993;
VAN DER ZEE e HUIS, 1997; KREUZER e MASSEY, 2002).

Quando sdo usados iniciadores especificos em uma reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), fragmentos especificos no genoma do organismo s&o amplificados. E por este tipo de
analise que podemos observar diferencas entre individuos. De acordo com o numero de
repeticdes das sequéncias que sdo observadas, ou seja, das bandas de diferentes tamanhos
visualizadas em gel de agarose (ou poliacrilamida), podemos identificar o grau de parentesco ou
até a origem da amostra em analise.

No entanto, a grande sensibilidade desta técnica apresenta também desvantagens, pois o
risco de contaminagdo por uma molécula de DNA ndo presente na amostra de interesse se torna
grande, sendo recomendado bastante cuidado em todos os estudos moleculares.

A fim de melhorar a caracterizacdo e a andlise de comunidades complexas,
independentemente do cultivo das espécies que as compdem, tem sido focado o interesse no
desenvolvimento de técnicas da biologia molecular, capazes de permitir o estudo da
comunidade desses ambientes. A analise do gene 16S rRNA tem sido utilizada no estudo de
microrganismos do ambiente (AMANN et al., 1995, EDWARDS et al., 2004; RODICIO e
MENDOZA, 2004; SOKOL et al., 2006), porque este gene: estd presente em todos 0s
organismos; apresenta regides conservadas, assim como regides variadas, o que torna possivel o
desenho de iniciadores e sondas com diferentes niveis de especificidade; tem informacdes de
sequéncias suficiente para inferéncia filogenética; e esta presente em grande nimero nas células,
o que facilita sua deteccio (RODICIO e MENDOZA, 2004).

Diversas técnicas tém sido criadas para a analise do 16S rRNA (RODICIO e
MENDOZA, 2004), dentre elas a mais utilizada é a técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis). Esta técnica identifica diferencas estabelecidas no comportamento de
desnaturacdo da dupla fita de DNA que, submetida a um gradiente crescente de concentracao de
agentes desnaturantes (ureia e formamida), se separam em fragmentos discretos, chamados de
dominios de desnaturacdo, ou seja, amplicons de DNA com mesmo tamanho, mas com
composicdo diferente, em pelo menos um par de bases, migrardo para posi¢oes diferentes no
gel, gerando, assim, um perfil genotipico da comunidade (MUYZER et al., 1993).

O conhecimento sobre a diversidade microbiana dos diferentes ecossistemas do trato
digestivo de algumas espécies é incompleto e fragmentado. Isso devido as limitagdes nas
técnicas tradicionais de cultivo e microscopia. No entanto, técnicas moleculares como PCR e
DGGE vém complementando as informagdes acerca da diversidade microbiana de comunidades
complexas.

A avaliagdo da composicdo e diversidade de populagfes microbianas complexas que

habitam o trato gastrintestinal de ruminantes, especialmente no rimen, tem sido dificultada pelo
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vasto nimero de espécies residentes, e ainda correlacionando as repostas do hospedeiro aos
fatores externos como a dieta (MCCRACKEN et al., 2001).

A DGGE tem sido utilizada na anélise direta de DNA gendmico de organismos com
genomas de milhGes de pares de bases, através da transferéncia de padrdes de separacdo para
membranas de hibridizacdo, seguido por analise com sondas de DNA (MUYZER e SMALLA,
1998). Alternativamente, a PCR pode ser usada para amplificar seletivamente a sequéncia de
interesse antes de a DGGE ser empregada. Estas sequéncias podem ser amplificadas a partir de
um gene, ou parte deste, utilizando-se iniciadores gene-especifico de microrganismos de
interesse.

A DGGE é normalmente utilizada para determinar o nimero ou diferencas entre
géneros ou espécies de bactérias presentes na amostra. A nitidez dos padrdes de bandas ndo é
dependente somente do gradiente desnaturante proposto, mas também da qualidade de
preparacdo do gel e das condicdes eletroforéticas (SIMPSON et al., 1999).

Varios sdo os trabalhos que validam a importancia de tais técnicas moleculares para
analise de diversidade, por exemplo, foi possivel avaliagdo por meio da DGGE dascomunidades
complexas da microbiota do trato gastrointestinal em funcéo das dietas fornecidas para diversos
animais domésticos, como ruminantes (KOCHERGINSKAYA et al., 2001; FREITAS et al.,
2008; SUN et al., 2008; CHENG et al., 2009; LODGE-IVEY et al., 2009; VINH et al., 2011) e
selvagens com finalidades diversas (MACKIE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009; SUNDSET
et al., 2009;).

Argblo (2007), estudando a diversidade microbiana do raGmen de cabras Saanen, em
lactacdo, alimentadas com niveis crescentes de substituicdo do milho pelo farelo da vagem de
algaroba no concentrado (0, 33, 67 e 100%), utilizaram a regido variavel V3 de 16S rDNA por
ser uma regido conservada de bactérias comumente encontradas no trato gastrintestinal. A
regido V3 do DNA total isolado do liquido ruminal de cabras leiteiras alimentadas com farelo
da vagem de algaroba foi amplificada na PCR de todas as amostras analisadas, cuja
amplificacdo resultou em produtos de aproximadamente 200 pb. Foi possivel observar
diferencas entre os padrdes de bandas dos produtos de PCR para cabras lactantes que receberam
dietas em que o milho foi substituido por farelo da vagem de algaroba, demonstrado pelo
namero e intensidades diferentes de bandas, e que, provavelmente, houve influéncia dos niveis
do farelo da vagem de algaroba na dieta sobre a diversidade bacteriana ruminal, devido as
mudangas observadas.

Estudos moleculares prévios sobre as mudancas na populagéo ruminal tenderam sempre
a focalizar nas alteragdes na composicdo da dieta (TAJIMA et al., 2001). Muitas caracteristicas
morfoldgicas, bioguimicas e genéticas tém sido utilizadas para identificar os constituintes de
uma comunidade complexa de microrganismos. A sequéncia de 16S rDNA, que é diferente

entre as diversas espécies bacterianas, tem sido empregada como um indicador de diversidade.
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No entanto, autilizacdo de técnicas moleculares é apenas uma ferramenta que pode fornecer
informagBes para maiores analises das técnicas microbioldgicas tradicionais e sobre aspectos

nutricionais.

2.3 Técnica semiautomatica in vitro de producao de gases

A produtividade dos ruminantes depende da adequada nutricdo com respeito,
principalmente, a composicgdo e a qualidade nutricional dos alimentos fornecidos, que se reflete
no consumo voluntario e na digestibilidade (GETACHEW et al., 2005). A avaliagdo da
digestibilidade dos alimentos e suas potencialidades como nutrientes é importante ndo so para
estimar com maior exatiddo o desempenho animal e maximizar a eficiéncia de utilizacdo dos
nutrientes (FOX et al., 1992; RUSSELL et al., 1992; SNIFFEN et al., 1992), mas também para a
conservacdo do ambiente, desde a excrecdo de alimentos ndo digeridos, bem como a emissao de
gases, que afetam o ambiente (GETACHEW et al., 2005). Numa tentativa de aumentar a
eficiéncia de utilizacdo dos alimentos, o particionamento de substratos digeridos entre produtos
Uteis e residuos é considerado importante na avaliacdo da forragem. Atualmente, ha uma
necessidade por alimentos que sejam altamente digeriveis e tenham uma alta proporcdo de
nutrientes digeridos convertidos a produtos utilizaveis. Para completar a avaliacdo da qualidade
de tais alimentos, é necessaria uma ferramenta que produza resultados reflexivos da digestdo em
animais (GETACHEW et al., 2005).

Muitos métodos estimam a digestibilidade ou degradabilidade para predizer o valor
nutritivo dos alimentos, comumente utilizam-se ensaios in vivo, que Sd0 mais precisos,
entretanto, requerem grandes quantidades de animais e alimentos, mao-de-obra, tempos e
recursos financeiros, além de avaliar um ndmero limitado de substratos, dificultando sua
aplicabilidade (MAURICIO et al., 1999; MAURICIO et al., 2003; GETACHEW et al., 2005).

Uma alternativa que permita estimar a qualidade nutricional dos alimentos e que a
demanda animal se restrinja a um Unico doador de indculo € a técnica de producdo de gases in
vitro, que apresenta alta correlacdo entre o consumo e digestibilidade in vivo.

A técnica in vitro de produgdo de gases desenvolvida por Theodorou et al. (1994)
caracteriza-se pela leitura manual do volume de gases produzidos através de uma seringa
plastica graduada. O uso da seringa restringe onlmero de amostras analisadas por experimento,
diminui o numero de leituras e, consequentemente, compromete descricdo da curva de
fermentacdo, principalmente, durante o periodo inicial de fermentacdo (lag-phase) e muitas
vezes comprometem a acuracia das leituras devido a erros cometidos pelo operador.

A técnica in vitro semiautomatica de producdo de gases (MAURICIO et al., 1999)

apresenta comprovado potencial em descrever a cinética da fermentagcdo no rimen, fornecer a
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taxa e a extensdo da degradacdo das forrageiras (GETACHEW et al., 1998), bem como medir
produtos da fermentacdo de partes sollveis e insoliveis de substratos (PELL e SCHOFIELD,
1993). Essa técnica permite avaliar grande niumero de substratos por experimento, apresentando
alta exatiddo nas medicOes, simplicidade no manuseio de equipamentos e baixo custo na
implantacdo e por amostra analisada. A técnica in vitro semiautomética de produgdo de gases
(MAURICIO et al., 1999) utiliza um transdutor digital de pressdo para mensuracdo dos gases
produzidos em frascos de fermentacdo com ambientes anaerébicos, acrescidos do substrato a ser
testado, meio de cultura e indculo microbiano ruminal. Através de uma equacdo desenvolvida
especificamente para determinados laboratérios, transforma pressao em volume.

A técnica de producdo de gases considera a conversao de todas as principais fontes,
ricas de energia metabolizavel, como pectinas, amido, celulose e hemicelulose, em CO, e
metano. Assim, essa técnica pode ser utilizada tanto para determinar a importancia de algumas
dessas diferentes fragcOes do alimento quanto para fornecer energia para 0S microrganismos
(PELL e SCHOFIELD, 1993). Logo, a producdo de gases € influenciada pela composicdo dos
alimentos, de forma que a fermentacdo de alimentos ricos em fibra, celulose e hemicelulose
resultam em maior producdo de gases em relacdo aqueles ricos em amido, devido a diferente
relacdo acetato:propionato entre estes substratos. A producdo de propionato pode consumir
H.do meio, diminuindo a producdo de gases (PG) dentro dos frascos. Por outro lado, a produgéo
de acetato gera excedentes de H,, que sdo utilizados em associacdo com CO, para a producao de
CH,, aumentando a pressdo interna dos frascos e, consequentemente, a producdo de gases
(RUSSELL, 2002). Ainda, em relacdo a digestdo da fibra e ao crescimento microbiano, assume
que a producdo de massa celular bacteriana e de gases é proporcional a quantidade de substrato
digerido (SCHOFIELD et al., 1994).

Segundo Nogueira et al. (2006), a avaliagdo de alimentos exclusivamente pela producao
total de gases pode acarretar em erros, uma vez que alimentos potencialmente menos
degradaveis, como forragens, podem ser considerados nutricionalmente superiores aos
concentrados ou outros alimentos de maior degradabilidade. Por esta razdo, tornar-se provada a
importancia da avaliacdo simultanea da degradabilidade da matéria seca (DMS) e da PG para a

avaliacdo nutricional dos alimentos.
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CAPITULO 1
EXPERIMENTO PILOTO: Fermentacdo in vitro com Extratos

Fermentacao in vitro por Microbiota Ruminal de Bovinos
com Niveis de Extratos Etanolicos obtidos de
Farelos de VVagens de Leguminosas Tropicais

In Vitro Fermentation of Cattle Ruminal Microbes with Levels of
Ethanol Extracts Obtained from the Brans Pods Tropical Legumes
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RESUMO

ARGOLO, L.S. Fermentagéo in vitro por Microbiota Ruminal de Bovinos com Niveis de
Extratos Etandlicos obtidos de Farelos de Vagens de Leguminosas Tropicais. Itapetinga-
BA: UESB, 2012. (Tese - Doutorado em Zootecnia - Producdo de Ruminantes).*

A utilizacdo de extratos vegetais como aditivos tem sido difundido como possiveis
modificadores da fermentacdo ruminal. O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial dos
extratos etanolicos de Prosopis juliflora, Samanea saman e de Samanea tubulosa como aditivo
natural, visando a reducdo de perda de energia e/ou proteina do sistema ruminal e estabelecer
uma concentracdao mais adequada para estudos posteriores. Os extratos etanélicos foram obtidos
por percolagcdo com etanol a partir dos farelos das leguminosas arbéreas tropicais. As analises in
vitro consistiram no efeito desses extratos sobre o metabolismo da microbiota ruminal de vacas
da raca Holandesa. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e regressao a significancia de 5% de probabilidade. As
equacBes de regressao para a degradabilidade verdadeira da matéria seca (DVMS) em funcdo da
producdo de gases (PG) apresentou efeito quadratico negativo para todos os tratamentos. A
diversidade genética de arqueas foi determinada por meio da DGGE dos produtos de PCR da
regido 1100-1400 do 16S rDNA, obtidos de primers universais para procariotos. O protocolo
desenvolvido incluiu a otimizagdo de: procedimentos na extracdo do DNA, amplificacdo pela
PCR e, otimizacdo de preparacdo do gel de DGGE. Observaram-se variagdes nos padrfes de
bandas do gel, indicando alteracfes das populacdes estudadas em funcdo dos tratamentos. Os
extratos etandlicos de Prosopis juliflora, Samanea saman e Samanea tubulosa apresentaram
potencial para mitigacdo de metano.

Palavras-chave: fermentacdo in vitro, metano, PCR-DGGE, Prosopis juliflora, Samanea
saman, Samanea tubulosa.

*Qrientadora: Prof2. Dr2, Mara Lucia Albuquerque Pereira, UESB e Co-orientadores: Prof. Dr.
Jodo Carlos Teixeira Dias, UESC, Prof. Dr. Mauro Pereira de Figueiredo, UESB e Prof. Dr.
Ronan Batista, UESB.
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ABSTRACT

ARGOLO, L.S. In Vitro Fermentation of Cattle Ruminal Microbes with Levels of Ethanol
Extracts Obtained from the Brans Pods Tropical Legumes. Itapetinga-BA: UESB, 2012.
(Thesis — Doctor Degree in Animal Science — Production of Ruminant).*

The use of plant extracts as additives have been disseminated as possible modifiers
ofrumen fermentation. The objective of this study was to evaluate the potential of
ethanol extracts of Prosopis juliflora, Samanea saman and Samanea tubulosa as natural
additive, in order to reduce energy loss and/or protein system ruminal and establish
amoresuitable concentration for further studies. The ethanol extracts were obtained by
percolation with ethanol from the crumbs of tropical legume trees. The analysis
consisted in vitro effect of these extracts on ruminal microbial metabolism of Holstein
cows. The experimental design was completely randomized. Data were subjected to
analysis of variance and regression significance level of 5% probability. The regression
equations for the true degradability of dry matter (TDDM) as a function of gas
production (GP) showed negative quadratic effect for all treatments. The genetic
diversity of archaea was determined by DGGE of PCR products in the region 1100-
1400 of the 16S rDNA obtained from universal primers for prokaryotes.The protocol
developed included optimization: procedures in DNA extraction, PCR amplification and
optimization of DGGE gel preparation. A variation in band patterns of the gel,
indicating changes in the populations studied as a function of treatments. The ethanol
extracts of Prosopis juliflora, Samanea saman and Samanea tubulosa showed potential
for mitigation of methane.

Keywords: degradation rate, in vitro fermentation, methane, PCR-DGGE, Prosopis
juliflora, Samanea saman, Samanea tubulosa.

* Adviser: Mara Lucia Albuquerque Pereira, D. Sc., UESB and Co-advisers: Jodo Carlos
Teixeira Dias, D. Sc., UESC, Mauro Pereira de Figueiredo D. Sc., UESB and Ronan Batista,
PhD., UESB
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1 INTRODUCAO

O uso de leguminosas como fonte de nutrientes durante a estacdo seca tem resultado em
aumentos de producdo animal, como ganhos de peso e producdo de leite nos animais avaliados
(SILVA, 1981; NOBRE, 1981; OLIVEIRA, 2009; ALMEIDA et al. 2012), estimulando sua
utilizacdo, principalmente as espécies perenes e nativas. Algumas leguminosas sdo utilizadas
como fonte alternativa de alimento por animais e populacdes pobres em muitas regides aridas e
semiaridas do mundo, no entanto, a utilizacdo dessas leguminosas torna-se limitada devido a
pouca informag&o dos seus valores nutricionais.

A diversidade de leguminosas tropicais aptas a serem usadas como forrageiras é muito
maior do que de leguminosas temperadas, no entanto, 0 seu uso ainda € restrito, comparado com
essas Ultimas. A procura dos rebanhos por leguminosas nativas ou adaptadas as areas secas do
Nordeste Brasileiro e ainda a grande producdo de vagens por parte dessas leguminosas tem
incitado sua utilizacdo como potenciais ingredientes de suplementos e desenvolvimento de
aditivos naturais para racBes de ruminantes, além disso, movimentando economicamente a
pecuaria na regido e, ainda, estimulando a utilizacdo e a conservacdo dos recursos ambientais
disponiveis.

Pesquisas desenvolvidas com ovinos e caprinos (BUZO et al., 1972; MAHGOUB et al.,
2005a; MAHGOUSB et al., 2005b; ARGOLO et al., 2010) alimentados com farelo da vagem de
algaroba (Prosopis juliflora) tém confirmado estas expectativas de exploracdo de espécies
leguminosas com potencial forrageiro. Este é o caso dos géneros Prosopis e Samanea, plantas
forrageiras produtoras de alimento de alto valor energético, com teor proteico que supera as
gramineas, e gue apresentam boa digestibilidade e palatabilidade (LORENZI, 1998; BATISTA
et al., 2002).

Estas plantas contém, frequentemente, metabolitos secundarios bioativos e
antimicrobianos, entre eles saponinas, taninos, alcaloides e lectinas (AHMAD et al., 1989;
AQEEL et al., 1989; KAITHO et al., 1998; SATISH et al., 1999; ALI et al., 2001; KAUSHIK et
al., 2002; GRAHAM et al., 2003;BATUGAL et al., 2004; BHATTA et al., 2007; NAVEEN
PRASAD et al., 2008; AZHAR et al., 2009; UKOHA et al., 2011), que sdo uma limitacdo
importante do ponto de vista nutricional (KAITHO et al., 1998), mas também representam um
potencial em termos de mitigacdo de metano (CH,;) (CARULLA et al., 2005; HU et al., 2006;
SOLIVA et al., 2008). Como varios metabdlitos secundarios tém demonstrado atividade
antimicrobiana, j& se tem sugerido utiliz&-los como aditivos alternativos na alimentacéo animal
(GREATHEAD, 2003), pelo fato de serem possiveis modificadores da fermentacdo ruminal,
aumentando a eficiéncia de utilizacdo da energia dos alimentos e reduzindo as emissdes de
gases (GARCIA-GONZALEZ et al., 2006).
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Os ruminantes sdo os maiores responsaveis pela formacdo biogénica de metano. Séo
estimadas que 80 milhdes de toneladas das emissGes globais de metano, produzidas por ano, sdo
oriundas de processos entéricos (US EPA, 2000). As emissdes entéricas de CH, surgem da
fermentacdo do alimento no rimen e intestino grosso. As emissdes de CH,representam uma
perda significativa de energia da dieta que poderiam ser redirecionados para a producdode leite
e carne(ECKARD etal.2010) e depende, por exemplo, do tipo da dieta, nivel de alimentagdo, e
caracteristicas dos ruminantes como tamanho, idade e espécie (ABDALLA et al., 2012).

Uma grande diversidade de microrganismos esta envolvida no processo fermentativo
que produz H, e CO,, que, por sua vez, sdo utilizados como substrato para a formacdo de CHy,,
reduzindo o hidrogénio do meio e tornando o ambiente mais adequado para o0 ecossistema
microbiano do ramen. Apesar deste efeito benéfico, a producdo de CH,; é um processo de
desperdicio energético (ANDERSON et al., 2003) e sua emissao pelos ruminantes tem recebido
consideravel atencdo devido a sua contribuicdo para o aquecimentoglobal (LASSEY, 2007).
Portanto, estratégias que visam a reducdona emissdo de gases que interferem sobre o efeito
estufa e melhore a eficiéncia da producdo dos ruminantes séo de fundamental importancia para a
producdo animal.

O controle na emissdo de CH, pode ser realizada por meio de intervencdo ruminal direta
(JOBLIN, 1999), porque oCH, é produzido por arqueas metanogénicas, que é um grupo distinto
de microrganismos que compde, normalmente, o ecossistema microbiano do rdmen
(TAVENDALE et al.,2005). O H, e CO;sdo os substratos para as metanogénicas ruminais, logo
a utilizacdo de compostos que inibem a atividadede metanogénicas susceptiveis reduzira ou
eliminard a producéo de CH,. Outras estratégias de manipulacdo da fermentacdo ruminal podem
contribuir para a reduc¢do na producdo desse gas, como composi¢do da dieta, pode-se introduzir
amido, pois é um promotor para a formacdo de propionato, interferindo na metanogénese
(HOOK et al., 2010); utilizacdo de fontes de lipidios; tratamentos de alimentos; utilizacdo de
aditivos alimentares, entre eles os ionéforos, a monensina é a mais amplamente utilizada no
Brasil, ela seleciona microrganismos Gram negativos, causando modifica¢fes na producdo de
propionato, por esta razdo, atribui-se que a monensina ndo afeta diretamente a producdo de
metano, mas inibe as metanogénicas, por impedir o crescimento de bactérias que provem o
substratos para metanogénese (RUSSELL e STROBEL, 1989; HOOK et al., 2009; HOOK et
al., 2010); e utilizacdo de aditivos fitogénicos que tém sido pesquisados quanto suas
potencialidades como manipuladores da fermentagdo ruminal (BROUDISCOU et al., 2002;
SLIWINSKI et al., 2002; GOEL et al., 2008; JAYANEGARA et al., 2010; SIHORI et al.,
2012).

Diante da possibilidade de utilizacdo de extratos etanolicos de farelos das vagens de
Prosopis juliflora (Sw.) D.C., de Samanea saman e de Samanea tubulosa (Benth.), Barneby &

Grimes como modificadores da fermentacdo ruminal, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
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potencial dos extratos etandlicos dessas leguminosas como aditivo natural, visando a reducédo de
perda de energia e/ou proteina do sistema ruminal e estabelecer uma concentracdo mais

adequada para estudos posteriores.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacdo do Extrato Etandlico Bruto

As vagens de Samanea saman (Anexo B) e Samanea tubulosa (Anexo C) foram
adquiridas no municipio de Itapetinga-Bahia-Brasil e as vagens de Prosopis juliflora (Anexo A)
foram obtidas no municipio de Brumado-Bahia-Brasil. Uma exsicata de cada material encontra-
se depositada no Herbario da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), llhéus-Bahia-
Brasil.

Os farelos de vagens das leguminosas foram produzidos na Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), Itapetinga-Bahia-Brasil. As vagens coletadas foram secas ao sol
durante trés dias. Em seguida, foram processadas em um triturador e moidas com peneira de 2
mm para obtencdo do farelo. Apds a moagem, as amostras, entdo, foram destinadas a estufa de
ventilagdo forgada, por 72 horas, a 60 = 5°C, em seguida, foram trituradas novamente em
moinho tipo facas, com peneira de malha de 1 mm, e, finalmente, acondicionadas
individualmente em recipientes plasticos, para posteriores analises. As composicGes quimicas
dos farelos utilizados para a obtencdo dos extratos etandlicos, bem como do farelo de trigo,

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢do quimica (% matéria seca) dos Farelos de Vagem de Prosopis
juliflora, Samanea saman, Samanea tubulosa e do farelo de trigo.

Prosopis Samanea Samanea Farelo de
Item . .

Juliflora saman tubulosa Trigo
Matéria Seca 92,2 85,8 90,9 89,8
Matéria Mineral 3,8 4.0 3,6 7,1
Matéria Organica 95,8 96,0 96,4 83,9
Proteina Bruta 7,2 17,7 12,4 17,4
Fibra Detergente 26,7 32.2 44.4 51,1
Neutro
Fibra Detergente Acido 23,5 24,9 37,4 7,1
Carboidratos Totais 87,4 77,9 83,9 73,1
C_arbmdratos Nao 60.7 45,7 395 22,0
Fibrosos
Hemicelulose 3,4 7.3 7,0 44,0
Celulose 18,6 12,6 13,3 3,5
Lignina 49 12,3 24,1 3,6
NIDA! 0,1 0,2 0,4 -
NIDN? 0,2 0,3 0,3 -
Extrato Etéreo 1,6 0,4 0,1 2,4

Tnitrogénio insoldvel em detergente acido (NIDA); Znitrogénio insoltvel em detergente neutro (NIDN).
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Aproximadamente 2 kg de cada farelo foram submetidos a extragao por percola¢do com
etanol a 95%, em seguida, esta solugdo foi concentrada a vacuo, a uma temperatura em torno de
70°C, em evaporador rotatério, obtendo, assim, os extratos etanolicos brutos (222g, 230,29 e
381,69 para farelo de vagem de P. juliflora, S. saman e S. tubulosa, respectivamente). O aspecto
desses extratos era viscoso de coloracdo castanho-escuro.

2.2 Delineamento Experimental

As analises in vitro consistiram no estudo dos efeitos dos extratos etanolicos dos farelos
das vagens de Prosopis juliflora, Samanea saman e Samanea tubulosa sobre 0 metabolismo da
microbiota ruminal em fluido coletado do rimen de vacas da raca Holandesa fistuladas e
incubado em estufa sob temperatura constante (39°C). Foram realizadas duas rodadas com trés
brancos e trés repeticdes por tratamento. Para este ensaio de producédo de gases, utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3x3, tendo como tratamentos a
adicdo de 10 mL de uma solucdo de dimetilsulféxido (1% v/v) como controle e trés extratos
etandlicos diluidos em agua, utilizando como solvente o dimetilsulfoxido, perfazendo 1% do

volume total da solucéo, como descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Tratamentos utilizando farelo de trigo associado aos extratos etanélicos obtidos
do farelo de vagem de Prosopis juliflora (P), farelo de vagem de Samanea saman
(S) e do farelo de vagem de Samanea tubulosa (T).

Item Concentragdo 1 Concentracgdo 2 Concentragdo 3
Extrato de P Controle 1 e 2 300mg/10mL 1200mg/10mL
Extrato de S Controle 1 e 2 300mg/10mL 1200mg/10mL
Extratode T Controle 1 e 2 300mg/10mL 1200mg/10mL
Controle 1 10mL de Solu¢do DMSO* 1%

Controle 2 10 mL de Agua Destilada

*DMSO — Dimetilsufoxido.

2.3 Producdo de gases

A técnica de producdo de gases in vitro foi realizada no Laboratorio de Nutricdo Animal
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Vitéria da Conguista-Bahia-Brasil,
conforme o protocolo de analise descrita por Mauricio et al. (1999), considerando o volume de
gés produzido a partir da medi¢do da pressdo gerada pelo acimulo de gas durante o processo
fermentativo das amostras incubadas.

A cada frasco de 160 mL foi adicionado 80 mL de meio tamponante contendo micro e
macrominerais e tamponantes (THEODOROU et al., 1994), saturados com CO,, 10 mL de
solucdo de extrato (Tabela 2) e 1 g de farelo de trigo, com 3 réplicas para cada extrato, além
destes foram incluidos 3 frascos contendo fluido ruminal e meio nutriente, que serviu como

controle.
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O meio nutriente foi obtido misturando uma Solucgéo-tamp&o (200 mL), que continha
NH;HCO;3 (4,5 ¢/ L), e NaHCO3 (39,49/ L) foi misturado com &gua destilada (500 mL), solugdo
de macrominerais (200mL; Na,HPO,4.12H,0, 10,69/ L; KH,P04,7,0g/ L; MgS0,.7H,0, 0,7 g/
L), solugdo micromineral (0,1 mL; CaCl,.2H,O, 148,5¢g/ L; MnCl,.4H,0,112,59/ L;
CoCl,.6H,0, 11,3¢/ L; FeCl;.6H,0,90,0g/ L;), solu¢do de meio B (60 mL; cisteina HCI,7,0g/L;
Na,S.9H,0, 7,0g/ L; NaOH,1,8g/ml) e solucéo de resazurina (1,0mL; 0,019/ L).

O fluido ruminal utilizado nas inocula¢des foi composto por uma mistura de fluidos de
trés vacas fistuladas cirurgicamente no rumen, ndo lactantes, mesticas, mantidas em
confinamento, cuja dieta era exclusiva de volumoso (Brachiaria spp.).

As vacas foram mantidas em jejum hidrico e alimentar nas 12 horas que antecederam a
coleta do fluido ruminal. Apés a coleta, o fluido ruminal de cada vaca foi armazenado em
garrafas térmicas pré-aquecidas a temperatura de 39°C para o transporte até o laboratério, onde
foram filtrados em tecido de nylon com porosidade de 100 micras, misturados nas mesmas
proporcoes e saturados com CO,, e mantidos em banho-maria a 39°C.

O fluido ruminal (10 mL) foi inoculado nos frascos contendo as amostras, como
substratos e meio de cultura, vedados com tampa de borracha expansiva e mantidos em estufa a

39°C até 0 momento das leituras. Os frascos de vidro atingiram um volume final de 100 mL.

2.4 Horérios de leitura

As leituras de pressdo dos gases produzidos durante as fermentacdes foram realizadas as
2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20 e 24 horas ap6s o inicio das incubacgdes. As leituras de pressdo dos
gases (psi — pressdo por polegada quadrada) foram realizadas de forma semiautomatica por
intermédio de um transdutor de pressdo (Tipo T443A, Bailey e Mackey, Inglaterra) com uma
agulha acoplada a sua extremidade. As medidas de pressdo obtidas foram ajustadas para o
volume de gases, conforme a equacdo proposta por Figueiredo et al. (2003), para a altitude

local:

V =-0,02 + 4,30p + 0,07p?
Em que V é o volume dos gases (mL) e p é a pressdo dos gases dentro dos frascos de

fermentacéo (psi).

2.5 Degradabilidade in vitro e pH ruminal

As degradacdes in vitro dos substratos foram determinadas as 8; 16 e 24 horas apos a
inoculacdo. A degradabilidade ruminal foi estimada como a diferenca entre a quantidade de
amostra colocada para fermentar em cada frasco e a quantidade de residuo recuperado por

filtracdo em cadinho de porosidade n° 1 (Vidrotec®), de pesos previamente conhecidos.
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Para estimar o efeito dos extratos etandlicos sobre o pH do meio ruminal, determinou-se
0 pH, por meio de potenciémetro digital, no conteido dos frascos a cada tempo de degradacao,
antes da filtracdo das amostras. Este procedimento objetivou acompanhar a evolugdo deste
parametro ao longo do processo de fermentagéo, a fim de garantir que este se mantivesse dentro

da faixa bioldgica in vivo.

2.6 Producédo de biomassa microbiana

A producdo de biomassa microbiana foi estimada a partir da diferenca obtida entre a
degradabilidade verdadeira e aparente da matéria seca.

Em uma das réplicas foi determinada a degradabilidade aparente da MS através da
filtracdo direta do residuo obtido, ap6s a fermentacdo da amostra em cadinho de vidro n° 1, e
posterior secagem em estufa a 105°C, durante 24 horas (MAURICIO et al., 1999). Para
determinacdo da degradabilidade verdadeira da MS, a outra réplica da mesma amostra foi
submetida a digestdo com solucdo detergente neutro por 1 hora, em seguida, filtrada em cadinho
de vidro n° 1 e seca em estufa a 105°C, por 24 horas (GOERING e VAN SOEST, 1970). As
degradabilidades foram determinadas em cada tempo de degradacdo (8; 16 e 24h de incubacdo).

A biomassa microbiana (mg.100 mg“de MS digestivel) foi obtida de acordo com
Blimmel et al. (1997):

Biomassa microbiana (mg. 100 mg™) = DVMS (mg. 100 mg™) - DAMS (mg. 100 mg™)

Em que DVMS corresponde a degradabilidade verdadeira in vitro da MS e DAMS a

degradabilidade aparente in vitro da MS.

2.7 Analise Molecular da Populacéo de Microrganismos (Bacteria, Archaea)

Amostras do liquido ruminal dos frascos de incubacdo foram coletadas nos tempos 6;
12; 24;36 e 96 horas de incubacdo. As amostras coletadas foram imediatamente armazenadas
em congelador a 20°C negativos.

Posteriormente, 1,5 mL de cada amostra foram colocados em tubos com capacidade de
2 mL e centrifugados por 5 minutos a 1800 x g e realizado quadruplicatas das amostras. As
amostras foram submetidas a um processo de lavagem com PBS 1x (Solugdo Salina
Tamponada) e centrifugagdes a 7 000 x g por 15 minutos. Foi adicionado ao pélete, 600 uL de
TESC (10 M Tris-base, 1 M EDTA, 0,1 M NaCl, pH 8,3) juntamente com 30 pL de Tween 80
(Merck) e homogeneizado. A amostra foi submetida ao banho ultrassdénico Magiclean 1600
(Unique®) por 2 minutos, para que houvesse desfloculagdo das particulas bacterianas que,

possivelmente, poderiam estar aderidas a matéria organica.
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Apo6s o banho ultrassonico, as amostras foram novamente centrifugadas por 3 minutos a
50 x g e, coletou-se o sobrenadante que, por sua vez, foi centrifugado a 7 000 x g por 5 minutos.
Desta vez, o sobrenadante foi desprezado e o pélete foi ressuspenso em 700 uL de Tampao de
Lise (50mM:50mM:500mM), 12 pL de proteinase K (20 mg mL™) (Promega) e 12 pL de SDS
10% (Dodecil Sulfato de Sddio) foram adicionados as amostras e homogeneizou-se pela
inversdo dos tubos. As amostras foram incubadas a uma temperatura de 65°C, por 30 minutos,
homogeneizando a cada 10 minutos.

A lise fisica das células bacterianas foi realizada por meio de choque térmico, em trés
ciclos, 10 minutos em ultra freezer (80°C negativos) e 5 minutos em banho-maria a uma
temperatura de 80°C. Um volume equivalente de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1)
foi adicionado, e a mistura foi gentilmente homogeneizada. A mistura foi centrifugada por 10
minutos a 1 800 x g e a fase aquosa foi recuperada. O DNA foi precipitado pela adi¢do de 0,7
volume de isopropanol gelado (J.T. Barker) e 0,1 volume de acetato de sédio 3 M. A solugdo foi
misturada suavemente (5-10 vezes) e mantido a 20°C negativos por 16 h. Foi obtido o pélete das
amostras por centrifugacdo durante 5 minutos a 10 000 x g, o pélete foi lavado com etanol 70%
gelado e ressuspenso em 50-100 pL de TE classico (10 M Tris-HCI, 0,1 M EDTA, pH 8,0).

Quando necessario, 0 DNA extraido foi purificado em mini-colunas, empacotadas com
matriz de gel Sephadex G-200, equilibradas com TE classico, segundo (TSAI e OLSON, 1992).
Um volume de 250 pL do eluente foi adicionado as colunas juntamente com o DNA de cada
amostra, e posteriormente incubadas em banho-maria (50-60°C) por 10 minutos, sendo, em
seguida, centrifugadas por 2 minutos a 1 800 x g.

As analises da diversidade microbiana foram efetuadas através de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE). Na amplificacdo
dos fragmentos do DNA, foram utilizadasas sequéncias de nucleotideos dos iniciadores para o
Dominio Bacteria: 357F (5' - CAC GGG GTA CGG GAG GCAGCAG-3)eb18R (5'- ATT
ACC GCG GCT GCT GG-3’) (Integrated DNA Technologies, Inc.), com o grampo de GC na
terminagdo 5’ do iniciador forward (5' - CGC CCG CCG CGC CGC GCG GCG GGC GGG
GCG GGG - 3') (MUYZER et al., 1993; MCEWAN et al., 2005). A regido variavel V3 de 16S
rDNA foi utilizada por ser uma regido conservada de bactérias comumente encontradas no trato
gastrintestinal e amplificam aproximadamente 200 bp do gene bacteriano. Para o Dominio
Archaea, foi utilizado o par de iniciadores 1100F (5' - AAC CGT CGA CAG TCA GGY AAC
GAG CGA G - 3"), junto com o grampo de GC e 1400 R (5' - CGG CGA ATT CGT CGT AGG
AGC AGG GAC -3'), descritos por Kudo et al. (1997). A utilizagdo do grampo de GC acoplado
a um dos iniciadores impede a completa separacdo das fitas do DNA, aumentando a
sensibilidade da Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturacdo (DGGE) (SHEFFIELD et
al., 1989).
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A mistura para reacdo da PCR (25 pL) para o Dominio Bacteria consistiu de: 17,65 pL
de Agua Milli-Q estéril, 1 x do Tampéao da Taq polimerase, 2,5 mM de MgCl,, 10 pmol de cada
iniciador (357F com grampo de GC e 518R), 200 uM de cada um dos dNTP e 0,5 U da
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e 2 pL de DNA (c. 20 ng) em um volume final de
25 pL. A amplificacdo foi obtida seguindo o programa: desnaturagcdo a 95°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de 95°C por 60s, 55°C por 60s, 72°C por 60s, e a PCR foi finalizada pela
extensdo a 72°C por 30 minutos. Para o Dominio Archaea, foi realizada a PCR, usando uma
mistura de 16,85 pL de Agua Milli-Q estéril, 1 x do Tampao da Taq polimerase, 2,1 mM de
MgCl,, 280 uM de cada iniciador (1100F com grampo de GC e 1400R), 280 UM de cada um
dos dNTP e 2,5 U da Platinum Tagq DNA Polimerase (Invitrogen) e 2 L de DNA (c. 20ng) em
um volume final de 25 puL. A amplificacdo foi obtida seguindo o programa: desnaturacao a 94°C
por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 90s, e extensdo
final a 72°C por 3 minutos. As reaces foram analisadas em gel de agarose a 2% (m/v) corado
com brometo de etidio, com transiluminador de luz ultravioleta (KODAK).

A DGGE foi realizada utilizando o Sistema para Analise de Mutacfes CDC 20 x 20 cm
(Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK), sendo 20 uL dos produtos de PCR colocados em gel de
poliacrilamida a 8% em 0,5 mmol L™ com gradiente desnaturante de 25% a 60% em tamp&o 1x
Tris-Acetato-EDTA e 25% a 55% em tampdo 0,5x Tris-Acetato-EDTA para analise da
diversidade bacteriana e de arqueas, respectivamente, ambas em uma corrida a voltagem de 85V
por 20 minutos e, em seguida, de 200 V por 5h a 60°C. As bandas de DNA foram visualizadas

por coloragdo com prata.

2.8 Andlises Estatisticas

A regressdo da producdo para os parametros fermentativos, consumo e comportamento
ingestivo utilizou-se o Proc MIXED do SAS (LITTEL et al., 1996). O modelo estatistico de
regressdo linear multipla com duas variaveis independentes (ou seja, 0s niveis de substituicao e
tempo de coleta de dados), repeti¢Ges por tratamento, foi:

Yii = fo + puiTr + BoTr% + BT + BiT? + BsTrxT + erig

Em que: Yy € o valor observado de Y resposta variavel nos niveis Tr e T, na repeti¢do
k; Bn € 0 coeficiente de regressdo associado com o fator de interesse (Xy;, Xy, Xz, Xz,-z, X1iX2);
Xii € o valor do nivel Xy do X; variavel independente; X, € o valor do nivel de Xy do X;
variavel independente; erj € 0 efeito do residuo da regresséo associado com cada Y valor
observado, sendo € ~ NID (0, 082). Em um delineamento inteiramente casualizado, erjj = €jjx +
f.ij, em que faj; = pyij - S?ij, em que fa;; é a falta de ajuste do modelo para o Yj; ponto.

A anélise dos dados foi realizada pelo procedimento MIXED do SAS (LITTELL et al.,
1996). Os efeitos dos tratamentos e os tempos foram decompostos em contrastes polinomiais

lineares a 4° grau. Além disso, a interagdo dos tratamentos ao longo do tempo foi examinada,
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usando a opcdo de fatia de MIXED e contrastes. A configuragdo mais baixa da informagéo
Akaike critério (AIC) foi obtida utilizando o componente de variancia (VC):

Yixk = + Tri + T; + TrT; + &3 ; NID (0; &)

Em que: Tr = extratos (0, 300 e 1200 mg/ 10 mL) e T =tempo (8, 16 e 24 h).

Para escolher a melhor equacéo, os fatores Tr e T e as interagbes ndo significativas em
P<0,05 foram retiradas do modelo. Os contrastes da interacdo foram utilizados para comparar o
efeito dos niveis de extratos e interacfes ao longo do tempo (8, 16 e 24 h) em pH, producédo de
gases ndo acumulada, degradabilidade verdadeira da matéria seca, producdo da biomassa. A
partir dos dados gerados, obteve-se uma resposta de superficie para a produgdo de gases para
cada extrato estudado.

As técnicas estatisticas multivariadas foram realizadas para avaliar a estrutura
multivariada contida nos dados originais. A partir dos perfis de bandas dos géis de DGGE,
foram elaboradas matrizes binarias de presenca e auséncia de bandas para cada uma das
repeticdes, em cada coleta, em funcdo da posicdo que as bandas ocupavam no gel. Para
identificar a presenca ou ndo de bandas, codificadas por 1 e 0, respectivamente (KOZDROJ e
ELSAS, 2001). A partir dessa matriz de dados foi feita a analise de agrupamento por
dendograma, para a qual foi utilizado, para o calculo da similaridade entre os individuos e pelo
método de agrupamento UPGMA (método das médias das distancias) com o indice de
semelhanca Jaccard (1901), por meio do programa estatistico Past.

A analise Biplot aplicada as Componentes Principais (CP) foi utilizada para verificar a
correlacdo entre as varidveis analisadas e identificar quais variaveis sofreram maior influéncia
das dietas. Para esta andlise, foi utilizado o programa Past. Para a confeccdo do gréfico de
rigueza de espécies e os diagramas de Venn, foram utilizadas a Microsoft Excel 2010 e a
Microsoft Power Point 2010, utilizando o padrdo de bandas geradas no perfil do DGGE,

considerando apenas 0s niveis de substituicdo do milho pelo farelo da vagem de algaroba.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sobre o pH ruminal, observou-se, para cada extrato etanolico avaliado, influéncia da
interacdo niveis de extrato vs tempo de incubacdo(P<0,001). O comportamento do pH da
fermentacdo in vitro sem utilizacdo dos extratos, farelo de trigo associado com DMSO, foi
quadratico, reduzindo em 0,20 pontos das 8 as 16 horas ap6s a incubagdo (Tabela 3). Os
menores valores observados foi com a utilizacdo do farelo de trigo associado ao extrato de
Samanea saman com 16 e 24 horas de incubagdo, na concentracdo de 1200 mg/10 mL, os
maiores valores de pH foram encontrados utilizando-se o farelo de trigo associado ao extrato de
Samanea tubulosa na concentracdo de 1200 mg/10 mL, em 8 horas ap6s incubagao (Tabela 3).

Os valores encontrados localizam-se dentro do limite ideal para proporcionar a digestao
da fibra, exceto para o tratamento que foi utilizado extrato de S. saman na concentracao de 1200
mg/ 10 mL, as 24h de incubacdo. Experimentos tém comprovado que a efetividade do
crescimento das bactérias predominantes no rimen se altera consideravelmente com o pH. As
bactérias celuloliticas e as bactérias metanogénicas sdo afetadas intensamente, uma vez que o
pH do ramen decresce para abaixo de 6,2 (JRSKOV, 1988; CECAVA et al., 1990).Valores
inferiores a 6,0 inibem a taxa de digestdo e aumentam o tempo de colonizagdo para degradacéo
da parede celular (STROBEL e RUSSELL 1986; OWENS e GOETSCH, 1988; MERTENS,
1992). Quando o pH decresce, ocorre o favorecimento de bactérias amiloliticas e resistentes a
acidez, enquanto microrganismos celuloliticos diminuem, assim, a atividade relativa da amilase
em relacdo a celulase aumenta, isso explica a relacdo inversa entre biomassa e degradabilidade
verdadeira da matéria seca (DVMS) (LOPEZ et al., 1998), observada com a adicdo dos extratos
etandlicos (Figural), ja que microrganismos amiloliticos apresentam maior taxa de crescimento,
guando comparados com os fibroliticos. Essa inversdo, possivelmente, corresponde a
fermentacdo da fracdo de digestdo rapida, que é a principal fonte de energia para 0s

microrganismos ruminais, sustentando seu crescimento inicial.
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Tabela 3 — pH de fermentacdo in vitro de farelo de trigo associado a niveis crescentes de extrato etandlico, 0; 300 e 1200 mg/10 mL deProsopis
juliflora (P), Samanea saman (S) e Samanea tubulosa (T) apés 8, 16 e 24 horas de incubacéo.

Tempo de incubacéo (horas)

Efeito de Interacio*

Tratamento 3 16 2 EPM 0 300 1200

pH L Q L Q L Q
Prosopis juliflora
PO 6,91 6,71 6,71 0,020
P300 6,70 6,58 6,64 0,014 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,7706 0,1352
P1200 6,19 6,05 6,25 0,072
Samanea saman
SO 6,91 6,71 6,71 0,020
S300 6,62 6,55 6,58 0,016 <0,0001 <0,0001 0,3008 0,0739 <0,0001 0,1038
S1200 6,03 5,81 5,68 0,047
Samanea tubulosa
TO 6,91 6,71 6,71 0,020
T300 6,91 6,74 6,66 0,031 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
T1200 7,09 6,69 6,60 0,064

*L, Q — efeito linear e quadratico;
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Os comportamentos para a producdo de gases para cada extrato etandlico utilizado
nesse experimento encontram-se na Figura 4, Figura 5 e Figura 6. A producdo de gases ndo
cumulada foi afetada pelo tempo (8; 16 e 24 horas), levando a uma interacdo significativa entre
as concentracdes de extrato etandlico e os tempos de incubagao.

O extrato de P. juliflora apresentou um comportamento cibico em funcdo do tempo, a
maior producdo de gases ocorreu no intervalo de tempo de 15 a 20 horas de incubacdo, quando
se utilizou concentracdo abaixo de 600 mg/ 10 mL, e redugfes na producdo de gases foram
estimadas quando se utilizou concentragdo acima de 1200 mg/ 10 mL 2h, ap6s a incubagéo ou
acima de 24h de incubacdo (Figura 4). Similarmente, ocorreu para o tratamento utilizando o
extrato de S. tubulosa (Figura 6), estimando-se que a utilizagdo de concentracGes abaixo de 100
mg/ 10 mL desse extrato proporciona maior producdo de gases ap6s 12h de incubacéo. Ja para o
extrato de S. saman, o comportamento apresentou-se quadratico em funcdo do tempo,
observando-se maiores valores apés as 20 horas de incubacéo na concentracdo de 1200 mg/ 10
mL e menor producdo de gases abaixo da concentragdo de 300 mg/ 10 mL (Figura 5). As
menores taxas de producdo de gases foram observadas no tratamento com extrato etanélico de
S. tubulosa, o que pode ser atribuida a retencdo de carbono no meio, o que em linhas gerais,
possivelmente decorrente da modificacdo da relacdo acetato:propionato, com aumento da

propor¢do molar do propionato.
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Figura 1 — Degradabilidade verdadeira da matéria seca (DVMS; %) e biomassa microbiana (mg/g de
MS) de amostras contendo niveis crescentes de extrato etandlico, 0; 300 e 1200 mg/10 mL
de Prosopis juliflora (P), Samanea saman (S) e Samanea tubulosa (T) ap6s 8; 16 e 24 horas
de incubacao.
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Figura 2 — Producdo de gases cumulativa da fermentacgéo in vitro de farelo de trigo associado a concentragdes crescentes (300 e 1200 mg/ 10 mL) de
extrato etanolico de Prosopis juliflora (P), de extrato etandlico de Samanea saman (S) e de extrato etandlico de Samanea tubulosa (S) e
tratamentos controle com dimetilsulféxido (C/DMSO) e sem dimetilsufoxido (S/DMSO) até 24 horas de incubacao.
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Figura 3 — Produc¢do ndo cumulativa de gases da fermentagdo in vitro de farelo de trigo associado a concentragdes crescentes (300 e 1200 mg/ 10 mL) de
extrato etandlico de de Prosopis juliflora (P), de extrato etandlico de Samanea saman (S) e de extrato etandlico de Samanea tubulosa (S) e
tratamentos controle com dimetilsulféxido (C/DMSO) e sem dimetilsufoxido (S/DMSO) até 24 horas de incubagdo.

58




Produgao de Gas (mL/ 100 mg)

Produgao de Gas (mL/ 100 mg)

2
S ——— O o
12 10|

24 18 \15\
™S \1

:
o\

Tempo de Incubagao (h)

CEE (mg/ 10 mL)

Figura 4 — Superficie de resposta e curva de contorno para produgdo ndo cumulativa de gases (mL/h)

15,5

15,0

14,5

14,0

13,5

13,0

12,5

12,0

durante a fermentacdo de amostras contendo concentracBes crescentes extrato de Prosopis
juliflora. CEE — concentracdo de extrato etanolico.

Y =5,36% —0,00024Tr x T* + 0,16 T>* — 0,006 T>*,

*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade.

T T T T3

145 150, gl
140 \ \
20 \ 145 15'0\
140, \
= 145
= 135 \ g
0 \ 140
I
g s 5 \
13,
.g 140\
2 135
- N &
130
3 \135
o 10 ]
2 130
E \13,0
1200 e
1000 Q) Taad
& 5
800 \s
600 @Q I
10 400 q,\ 400 600 800 1000 1200
15 &
2 o CEE (mg/ 10 mL)

Tempo de Incubagzo (h)

Figura 5 — Superficie de resposta e curva de contorno para produgdo ndo cumulativa de gases (mL/h)

durante a fermentacdo de amostras contendo concentragdes crescentes extrato de Samanea
saman. CEE — concentracdo de extrato etandlico.

¥ = 12,41* + 0,000075Tr X T***+ 0,0021T2****,

*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade; **significativo ao nivel de 0,001 de probabilidade;
***significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade; ****significativo ao nivel de 0,05 de probabilidade.
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durante a fermentacdo de amostras contendo concentragdes crescentes extrato de Samanea
tubulosa. CEE — concentragdo de extrato etandlico.

Y =2,2281* - 0,00035Tr x T*+ 0,06747T>* - 0,00202T3*,
*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade.

O farelo de trigo, associado ao extrato etandlico de S. tubulosa, proporcionou menor
producdo de gases em relacdo aos demais extratos, possivelmente, esse extrato contribui para
elevacdo do pH ruminal observado pelo aumento linear crescente do pH, influenciado pelos
niveis de concentracdo desse extrato. Em situacdes de pH abaixo de 6,2, ocorre reducdo na
digestdo de fibra, ja que as bactérias celuloliticas sdo sensiveis a pH inferior a 6,2 (JRSKOV,
1988; CECAVA et al., 1990), ocorrendo na faixa de 6,7 a 7,1 o ponto étimo para a digestdo da
fibra, faixa encontrada para a adicdo desse extrato (Tabela 3).

Além disso, o pH ruminal é um fator “ambiental” importante na distribuicdo dos
organismos, exercendo um papel regulador na definicio do ambiente e diversidade de
microrganismos, e estando correlacionado positivamente com o nitrogénio amoniacal e relagdo
acetato:propionato. O pH elevado estimula o crescimento microbiano, podendo ser observado
gue a medida em que se aumentou o nivel de extrato etanélico de S. tubulosa houve um
aumento no numero de bandas observadas para o dominio Bacteria (Figura 7) (Figura 10).
Entretanto, 0 mesmo nédo foi notado para o dominio Archaea, em que se observa 0s menores
resultados (T300 e T1200) (Figura 7) (Figura 11) para os tratamentos em que houve menor
producdo de gases. Sugerindo duas hipoteses, que este extrato possua atividade seletiva de
microrganismos, com provavel acdo inibidora de metanogénicos ou que uma reducdo na
comunidade de protozoarios possa ter ocorrido neste tratamento, o que levou a uma reducédo das

metanogénicas associadas a estes microrganismos por aderéncia ou endossimbiose (NEWBOLD
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et al., 1995; TOKURA et al, 1999; HEGARTY et al.,, 2008). Sabe-se, ainda, que 0s
protozoarios ciliados sdo responsaveis por 9 a 37% da producdo de metano no rimen (HOOK et
al., 2010).

Em estudos realizados com métodos de producdo de gases in vitro, utilizando plantas
tropicais, foram observadas reducGes nas produgdes de gases, bem como na DVMS, alguns
desses efeitos tém sido atribuidos a presenca de taninos e saponinas (GETACHEW et al., 2002;
NGAMSAENG et al., 2006; BABAYEMI et al., 2009; BUNGLAVAN et al., 2010).

Neste trabalho foi possivel observar diferencas entre os padroes de bandas dos produtos
de PCR, tanto para o dominio Bacteria quanto Archaea, demonstrado pelo nimero e
intensidades diferentes de bandas que, possivelmente, trata-se de espécies distintas. Esta
variacdo no padrdo de bandas é notada entre os tratamentos e também em fungdo do tempo de
incubacéo (Figura 8) (Figura 9). Os resultados obtidos mediante a PCR-DGGE foram utilizados
para construir 0s dendogramas, bem como os diagramas de Venn, que se apresentam na Figura
10 e Figura 11.

A DGGE demonstrou eficiéncia na separagéo das bandas dos produtos de PCR gerados
pelo par de iniciadores para ambos os dominios estudados, possivelmente devido ao tempo de
corrida da DGGE e ao gradiente desnaturante utilizado. Concordando com Sigler et al. (2004), o
tempo de 5 horas a 200V foi 0 mais adequado para a obten¢do de uma melhor separacdo das
bandas no gel. Esses mesmos autores perceberam que longos periodos de eletroforese acabam
por instabilizar o gradiente desnaturante, causando a perda da capacidade em separar as bandas
no gel, de acordo com sua sequéncia nucleotidica e evidenciando claramente populagdes
predominantes.

O dendograma Jaccard (Figura 10) (Figura 11), gerado a partir de DGGE, para bactérias
e arqueas ruminais, apresentou aproximadamente 10% de similaridade entre todos os grupos
avaliados. Observa-se que houve agrupamento bem definido para cada extrato etandlico
avaliado, ainda podendo notar, quando se compara a distribuicdo de bandas entre os
tratamentos, gque existem variacdes, algumas bandas sdo reduzidas ou desaparecem, porém,

torna-se evidente a presenca de novas bandas (Figura 8) (Figura 9).
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Figura 7 — Riqueza de bandas para os dominios Bacteria e Archaea, considerando os niveis de
concentracdo, 300; 600 e 1200 mg/10 mL, dos extratos etandlicos de Prosopis juliflora (P);
Samanea saman (S) e Samanea tubulosa (T).

Figura 8 — Perfil de bandas da eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) a partir de PCR
amplificado com V3-16S DNAr da comunidade bacteriana com base na adi¢éo de farelo de
trigo, associado com diferentes niveis (1-3: 300; 600 e 1200 mg/10 mL) de extratos
etandlicos de Prosopis juliflora (P), Samanea saman (S) e Samanea tubulosa (T), ap6s
incubacdo (6, 12, 24, 36 e 96 h). C — controle.
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Figura 9 — Perfil de bandas da eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) a partir de PCR
amplificado para a comunidade de arqueas metanogénicas com base na adi¢do de farelo de
trigo, associado com diferentes niveis (1-3: 300; 600 e 1200 mg/10 mL) de extratos
etandlicos de Prosopis juliflora (P), Samanea saman (S) e Samanea tubulosa (T), ap6s
incubagdo (6, 12, 24, 36 e 96 h). C — controle.

O diagrama de Venn demonstra claramente o agrupamento de bandas (espécies) que
podem ser compartilhadas ou especificas de cada “grupo amostrado” (Figura 10C) (Figura
11C). Na avaliacdo das comunidades microbianas, pode-se observar que houve uma redugdo no
nimero de bandas para a populacdo bacteriana, quando houve a incubacdo de farelo de trigo
associado com 1200 mg/ 10 mL tanto com extrato etanolico de P. juliflora quanto de S. saman
(Figura 7) (Figura 10C). Isso se deve, provavelmente, ao pH mais baixo (Tabela 3), refletindo
principalmente sobre as bactérias celuloliticas que sdo mais sensiveis a esta redugéo, além das
metanogénicas e protozoarios, que também sdo afetados com a redugdo do pH ruminal
(YOKOYAMA e JOHNSON, 1988). Entretanto, isto ndo é visualizado com a adi¢&o do extrato
de S. tubulosa.

Para a comunidade de arqueas, observou-se uma acentuada redugdo no numero de
bandas, quando se incubou farelo de trigo associado aos diferentes niveis de concentragdo dos
extratos etandlicos de P. juliflora e de S. saman e verificou-se aumento no nimero de bandas
desta populacdo de microrganismo na utilizagdo do extrato de S. tubulosa. Um dos fatores que
pode ter interferido sobre esta populagdo foi o pH do meio que reduziu ou aumentou com
aadicdo dos niveis de extrato. Outro fator pode ser a reducdo na comunidade de protozoarios, o
que levou a uma reducdo das metanogénicas associadas a estes microrganismos (NEWBOLD et
al., 1995; TOKURA et al., 1999; HEGARTY et al., 2008). Contudo, ndo se observou reducao

na producdo de gases com a adicdo dos extratos etandlicos de P. juliflora e de S. saman (Figura
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2) (Figura 3), pressupondo que tenha havido reducdo na producdo de metano, mas ndo na
producéo de CO,.

E possivel que, neste estudo, com a inclusio de niveis de concentracdo de extratos
etandlicos de P. juliflora e de S. saman, tenha ocorrido maior taxa de fermentacdo.
Provavelmente, o extrato bruto obtido por percolacdo com etanol contenha oligossacarideos,
principalmente sacarose, aumentando o teor de carboidratos ndo fibrosos nos extratos obtidos,
consequentemente, elevando a producdo de acetil-CoA a partir da descarboxilagdo do piruvato,
que é o processo que liga a via glicolitica para a producéo de acetato e butirato, sendo esta a
fonte primaria de CO, no ramen e também do H, (RUSSELL, 2002) que, por sua vez, sdo
utilizados como substrato para a formacdo de metano, reduzindo o hidrogénio do meio e
tornando o ambiente mais apropriado para o ecossistema microbiano.

A sacarose como substrato é utilizada especialmente por Butyribrio sp., que é o
principal género na producédo de butirato (STEWART et al., 1997; RUSSELL, 2002). Algumas
cepas de Butyrivibrio precisam de acetato no meio para seu crescimento. Se o acetato ndo esta
disponivel ndo havera a formacdo de butirato. No entanto, algumas cepas possuem a butirato
quinase, que ndo necessita de acetato para produzir butirato (RUSSELL, 2002). Logo, propde-se
que, havendo a reducdo de metanogénicas, tenha ocorrido excesso de CO, no meio, e ainda
sugere-se permuta da rota de producdo de metano para a producdo de propionato como
sumidouro de hidrogénio e alteracdo do perfil microbiano ruminal demonstrado por diferencas

nos grupos avaliados.
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4 CONCLUSAO

O extrato bruto etandlico da vagem da leguminosa Samanea tubulosa apresenta efeito
bioativo com potencial para utilizacdo como aditivo em dietas para ruminantes, uma vez que
aumenta a producdo de biomassa microbiana com menor producdo de gases, entretanto, ha
necessidade de estudos com animais.

A utilizacdo dos extratos etandlicos dessas leguminosas tropicais podem alterar a
populagdo bacteriana e de arqueas no rumen de bovinos, contribuindo para reducdo na
metanogénese.

Para os experimentos posteriores de fermentacao in vitro, sugere-se as concentracées de
1200, 300 e 100 mg/ 10 mL para os extratos etandlicos de Prosopis juliflora, Samanea saman e

Samanea tubulosa, respectivamente.
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CAPITULO 2
EXPERIMENTO in vitro“EXTRATOS”

Efeito do Extrato Etanodlico de Vagens de Leguminosas Tropicais sobre
os Parametros Ruminais e Diversidade Bacteriana Ruminal

Effect of ethanol extract of Tropical Legume podson Ruminal
Parameters and Ruminal Bacterial Diversity
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RESUMO

ARGOLO, L.S. Efeito do Extrato Etanélico de Vagens de Leguminosas Tropicais sobre os
Parametros Ruminais e Diversidade Bacteriana Ruminal. Itapetinga-BA: UESB, 2012.
(Tese - Doutorado em Zootecnia - Producdo de Ruminantes).*

Objetivou-se avaliar a utilizacdo de extratos etandlicos de Prosopis juliflora, Samanea saman e
Samanea tubulosa sobre pardmetros ruminais (pH, concentracdo de nitrogénio amoniacal e
AGV) e sobre a diversidade bacteriana ruminal utilizando o método de fermentacdo in vitro.
Foram realizadas determinacGes de teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente
acido (FDA), nitrogénio insollvel em detergente neutro (NIDN), nitrogénio insollvel em
detergente acido (NIDA), lignina, carboidratos totais (CT) e carboidratos ndo fibrosos (CNF)
dos farelos de Prosopis juliflora, Samanea saman e Samanea tubulosa, que foram percolados
por etanol para obtencdo dos extratos. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e regressdo a significancia de 5% de
probabilidade. Houve interacdo entre os extratos etandlicos e o tempo de incubacédo sobre o pH,
cujos valores manteve-se em faixa adequada. Para a concentracdo de amdnia ruminal, observou-
se efeito da interacdo (extratos etanélicos x tempo de incubacgdo). A utilizacdo de farelo de trigo
associado aos extratos de P. juliflora, S. saman e S. tubulosa reduziram a relacdo
acetato:propionato no liquido ruminal. A diversidade genética bacteriana foi determinada por
meio da DGGE dos produtos de PCR da regido V3 do 16S rDNA, obtidos de primers universais
para procariotos. O protocolo desenvolvido incluiu a otimizacgdo de: procedimentos na extracdo
do DNA, amplificacdo pela PCR e otimizacdo de preparacdo do gel de DGGE. Observaram-se
variacBes nos padrdes de bandas do gel, indicando alteracGes das populacdes estudadas em
funcdo dos tratamentos.

Palavras-chave: DGGE, pardmetros ruminais, PCR, Prosopis juliflora, Samanea saman,
Samanea tubulosa.

*QOrientadora: Prof. Dr®. Mara Llcia Albuquerque Pereira, UESB; e Coorientadores: Prof. Dr. Jodo
Carlos Teixeira Dias, UESC; Prof. Dr. Mauro Pereira de Figueiredo, UESB; e Prof. Dr. Ronan Batista,
UESB.
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ABSTRACT

ARGOLO, L.S. Effect of ethanol extract of Tropical Legume podson Ruminal Parameters
and Ruminal Bacterial Diversity. Itapetinga-BA: UESB, 2012. (Thesis — Doctor Degree in
Animal Science — Production of Ruminant).*

The objective was to evaluate the use of ethanol extracts of Prosopis juliflora, Samanea saman
and Samanea tubulosa on ruminal parameters (pH, ammonia concentration and VFA) and the
rumen bacterial diversity using the method of fermentation in vitro. Determinations were carried
out in dry matter (DM), organic matter (OM), crude protein (CP), ether extract (EE), neutral
detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF) detergent insoluble nitrogen neutral (NDIN),
acid detergent insoluble nitrogen (ADIN), lignin, total carbohydrates (TC) and non-fiber
carbohydrates (NFC) of Prosopis juliflora, Samanea saman and Samanea tubulosa brans were
percolated with ethanol to obtain the extracts. The experimental design was completely
randomized. The data were subjected to analysis of variance and regression significance of 5%
probability. The average pH values were 6.95, 6.21, 6.35 and 7.09 for treatments that were
incubated in wheat bran associated with DMSO and ethanol extracts of P. juliflora, S. saman
and S. tubulosa, respectively, these valuesare maintained in proper range. For ruminal ammonia
concentration was observed interaction effect (time vs ethanol extracts of incubation). The use
of wheat bran associated with extracts of P. juliflora, S. samanand S. tubulosa reduced the
acetate:propionate ratio in rumen fluid. The diversity of bacterial gene was determined by
DGGE of PCR products of the V3 region of the 16S rDNA universal primers obtained from
prokaryotes. The protocol developed included the optimization:procedures in DNA extraction,
PCR amplification and optimization of preparation of the DGGE gel. A variation in the pattern
of bands from the gel, indicating changes in the population studied in function of the treatment.

Keywords: DGGE, PCR, Prosopis juliflora, ruminal metabolism, Samanea saman, Samanea
tubulosa.

* Adviser: Mara Lucia Albuquerque Pereira, D. Sc., UESB; and Co-advisers: Jodo Carlos Teixeira Dias,
D. Sc., UESC; Mauro Pereira de Figueiredo D. Sc., UESB; and Ronan Batista, PhD.,UESB.
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo ruminal é caracterizada quantitativamente pelas concentracdes e
propor¢des relativas dos produtos gerados pela fermentacdo. A digestdo de carboidratos
estruturais é realizada especialmente por bactérias celuloliticas que, além de degradarem
celulose, formando o acetato, também fornecem substrato para arqueas metanogénicas que
utilizam H, e CO, para a formacdo de metano. As bactérias amiloliticas degradam,
principalmente, amido formando o propionato, que € o principal precursor gliconeogénico nos
ruminantes. Existem ainda bactérias que hidrolisam lipideos, bem como as proteoliticas que
fornecem a principal fonte de nitrogénio para as bactérias celuloliticas, o nitrogénio em forma
de amdnia e &cidos graxos volateis de cadeia ramificada (RUSSELL, 2002).

Em sintese, os microrganismos ruminais degradam carboidratos estruturais e ndo-
estruturais e proteinas até acidos graxos volateis (acetato, propionato e butirato) e amonia, os
quais serdo utilizados pelos ruminantes em varias rotas metabdlicas, ou estes nutrientes serdo
fermentados pelos microrganismos com vistas a utilizarem o0s compostos carbénicos
intermediarios , mais amonia para a sintese de aminoacidos ou energia, para a multiplicacdo da
massa microbiana. Esta serd utilizada pelo animal como seu principal suprimento de proteina
(VAN SOEST, 1994).

Por esse motivo, é indispensavel conhecer as intera¢fes entre 0s microrganismos, seus
produtos metabédlicos (AGV) e o hospedeiro, para que se possa maximizar a producdo dos
acidos graxos benéficos (acetato, propionato e butirato) ao animal e minimizar a producdo de
produtos em gue ha perdas de nitrogénio e de energia, como o0 nitrogénio amoniacal e metano.
A producdo de acetato pelas bactérias celuloliticas gera quantidades significativas de H, que,
juntamente com o CO; (que se localiza no meio), é utilizado por arqueas metanogénicas para a
formacédo de metano. Devido a isso, procura-se diminuir a razdo acetato:propionato no rimen do
animal.

Os extratos de plantas leguminosas apresentam potencialidades de serem explorados
como agentes manipuladores do rdmen. Leguminosas forrageiras como Prosopis juliflora e
Samanea saman tém sido bastante estudadas sobre suas propriedades antimicrobianas,
atribuidas a presenca de fatores antinutricionais como taninos, alcaloides, terpenos, saponinas e
glicosideos (TABOSA et al., 2000; SAWAL et al., 2004; AZHAR et al., 2009; UKOHA et al.,
2011). Estudos com estas leguminosas tém se concentrado na avaliagdo do seu potencial
nutritivo.

Os efeitos da manipulacdo das atividades e numeros das populagfes de bactérias,
protozoarios, fungos e arqueas sdo variados e, muitas vezes, contraditérios, pois existem

diferengas nos extratos de plantas utilizadas (a concentracdo e natureza do ingrediente ativo
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pode variar mesmo dentro das mesmas espécies cultivadas em locais diferentes e ainda mais
amplamente entre espécies de plantas, mesmo intimamente relacionada) (HART et al., 2008).
Com o avanco das técnicas de perfis moleculares, inicia-se uma melhor descri¢do das alteracoes
nas populagdes microbianas do rimen, quando extratos vegetais sao fornecidos.

Objetivou-se avaliar a utilizacdo de extratos etandlicos de farelos de vagens de Prosopis
juliflora, Samanea saman e Samanea tubulosa sobre pardmetros ruminais (pH, concentracéo de
nitrogénio amoniacal e &cidos graxos volateis) e sobre a diversidade bacteriana ruminal,

utilizando o método de fermentagdo in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacdo do Extrato Etanolico Bruto (EE)

As vagens de Samanea saman e Samanea tubulosa foram adquiridas no municipio de
Itapetinga-Bahia-Brasil e as vagens de Prosopis juliflora foram obtidas no municipio de
Brumado-Bahia-Brasil. Uma exsicata de cada um desse material encontra-se depositada no
Herbério da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), IIhéus-Bahia-Brasil.

Os farelos das vagens das leguminosas foram produzidos na Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), Itapetinga-Bahia-Brasil. As vagens coletadas foram secas ao sol
durante trés dias. Em seguida, foram processadas em um triturador e moidas com peneira de 2
mm para obtengdo do farelo. Apés a moagem, as amostras foram destinadas a estufa de
ventilagdo forgada, por 72 horas, a 60 + 5°C, em seguida, foram trituradas novamente em
moinho tipo facas, com peneira de malha de 1 mm e, finalmente, acondicionadas
individualmente em recipientes plasticos, para posteriores analises. As composicdes quimicas
dos farelos utilizados para a obtencdo dos extratos etandlicos, bem como do farelo de trigo,
encontram-se na Tabela 1.

Aproximadamente 2 kg de cada farelo foram submetidos a extracédo por percolacdo com
etanol a 95%, em seguida, este percolado foi concentrado a vacuo a uma temperatura em torno
de 50°C até secura, em evaporador rotatdrio, obtendo, assim, os extratos etanolicos brutos
(2229, 230,2g, 381,69 para farelo da vagem de P. juliflora, de S. saman e de S. tubulosa,

respectivamente). O aspecto desses extratos era viscoso de coloragdo castanho-escuro.

Tabela 1 — Composicdo quimica (% matéria seca) dos farelos de vagem de Prosopis
juliflora, Samanea saman, Samanea tubulosa e de farelo de trigo.

Prosopis Samanea Samanea Farelo de
Item -~ h

juliflora saman tubulosa Trigo
Matéria Seca 92,2 85,8 90,9 89,8
Matéria Mineral 3,8 4.0 3,6 7,1
Matéria Organica 95,8 96,0 96,4 83,9
Proteina Bruta 7,2 17,7 12,4 17,4
Fibra Detergente 26.7 32.2 44.4 51,1
Neutro
Fibra Detergente Acido 23,5 24,9 37,4 7,1
Carboidratos Totais 87,4 77,9 83,9 73,1
C_arbmdratos Nao 60.7 45,7 395 22,0
Fibrosos
Hemicelulose 3,4 7.3 7,0 440
Celulose 18,6 12,6 13,3 3,5
Lignina 49 12,3 24,1 3,6
NIDA! 0,1 0,2 0,4 -
NIDN? 0,2 0,3 0,3 -
Extrato Etéreo 1,6 0,4 0,1 2,4
Tanino® 0,45 17,58 145,06 nd’
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'nitrogénio insolGvel em detergente 4cido (NIDA), Znitrogénio insoltvel em detergente neutro (NIDN), 3valores
expressos em equivalente-grama de leucocianidina/ kg de matéria seca, “néo detectado.

2.2 Ensaio in vitro

As fermentacOes in vitro foram realizadas no Laboratorio de Nutricio Animal da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Vitéria da Conquista-Bahia-Brasil e consistiram
na incubacdo dos extratos etandlicos brutos, obtidos do farelo de vagens de P. juliflora (P), S.
saman (S) e S. tubulosa (T), sobre os pardmetros ruminais pela microbiota ruminal em inéculo
de bovinos fistulados, em estufa sob temperatura constante (39°C), tendo o farelo de trigo como
substrato.

Para este ensaio, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, tendo como
tratamentos a adicdo de 10 mL de uma solucdo de dimetilsulféxido (DMSO; 1% v/v) como
controle e as solugBes dos extratos etandlicos brutos diluidos em agua, utilizando como solvente
0 DMSO, perfazendo 1% do volume total da solucdo, a uma concentragdo de 1200 mg/ 10 mL.
Realizaram-se trés rodadas de incubacdo, com trés repeticdes por tratamento.

A cada frasco de 160 mL foi adicionado 80 mL de solucdo tamponante, contendo micro
e macrominerais e tamponantes (THEODOROU et al., 1994), saturados com CO,, 1 g de farelo
de trigo (1 mm), 10 mL de cada extrato etanélico diluido em DMSO e 10 mL do indculo, além
destes foram incluidos 3 frascos contendo meio nutriente, 10 mL de DMSO (1%) e fluido
ruminal como controle.

O meio nutriente foi feito misturando uma Solucdo-tampdo (200 mL), que continha
NH4HCO; (4,5 g/L) e NaHCO; (39,4¢/L) misturados com &gua destilada (500 mL), solucdo de
macrominerais (200mL; Na,HPO,.12H,0, 10,6g/L; KH,PO,, 7,0g/L; MgS0,.7H,0, 0,7 g/L),
solucdo micromineral (0,1 mL; CaCl,.2H,0, 148,5¢g/L; MnCl,.4H,0, 112,5¢/L; CoCl,.6H,0,
11,3g/L; FeCl;3.6H,0, 90,0g/L), solucdo de meio B (60 mL; cisteina HCI, 7,0 g/L; Na,S.9H,0,
7,0¢g/L; NaOH, 1,8 g/mL) e solucéo de resazurina (1,0 mL; 0,01 g/L).

2.3 Coleta e Preparo do Inoculo

O fluido ruminal utilizado nas inoculag¢Ges foi composto por uma mistura de fluidos de
trés vacas fistuladas cirurgicamente no rimen, mantidas em confinamento, cuja dieta era
exclusiva de volumoso (Brachiaria spp.).

As vacas foram mantidas em jejum hidrico e alimentar nas 12 horas que antecederam a
coleta do fluido ruminal. Apoés a coleta, estes foram armazenados em garrafas térmicas para o
transporte até o laboratério, onde foram filtrados em tecido de nylon com porosidade de 100
micras, misturados nas mesmas proporgdes e saturados com CO,, mantidos em banho-maria a
39°C.

O fluido ruminal (10 mL) foi inoculado nos frascos contendo as amostras e meio de

cultura, vedados com tampa de borracha expansiva e mantidos em estufa a 39°C até o momento
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das coletas para avaliacdo dos pardmetros fermentativos. A mistura de fermentacéo atingiu um

volume final de 100 mL.

2.4 Parametros de fermentacdo (Concentragdo hidrogenidnica, nitrogénio amoniacal, acidos
graxos volateis)

Amostras do liquido ruminal dos frascos de incubacdo foram coletadas nos tempos 0, 6,
12, 24 e 36 horas de incubacéo para mensuracdo do pH e determinacéo de nitrogénio amoniacal
e acidos graxos volateis (AGV). O pH foi medido imediatamente ap6s a coleta, por meio de
potenciémetro digital, no contetdo dos frascos a cada tempo, antes da filtracdo das amostras.

Para determinagdo da concentracdo de amonia (N-NHs) e &cidos graxos volateis (AGV),
as amostras foram acidificadas com &cido sulfurico 20% e &cido fosforico 25%,
respectivamente, imediatamente ap6s a coleta (1 mL de &cido: 10 mL fluido) e, em seguida,
congeladas.

Ao final do experimento, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 5000 rpm
(rotagdo por minuto), durante 10 minutos, e retirada 2 mL do sobrenadante para determinar a
concentracdo de N-NH; obtida ap6s destilacdo com 5 mL de KOH 2N, conforme técnica
modificada de Vieira (1980) (Anexo E).

Nas amostras destinadas a determinacdo de AGV, foi realizada a filtracdo e adi¢do de
1mL de 4cido metafosforico para cada 10mL do filtrado e foram imediatamente armazenadas a
20°C negativos. No Laboratério de Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de
Santa Cruz, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 800 x g por 15 minutos. A
determinacdo e a quantificacdo de &cidos graxos volateis foram realizadas por cromatografia
gasosa (GC), segundo metodo preconizado por Erwin et al. (1961). Para tal, foi utilizado um
cromatdgrafo a gas modelo GC-2010 da Shimadzu Corporation, equipado com coluna Rtx-Wax
30m x 0,25mm x 0,25mm. As temperaturas utilizadas para operacdo do injetor, coluna de
separacao e detector de ionizacdo de chamas foram de 210, 90 a 170 e 230°C, respectivamente.
Foram preparadas solucdes na concentracdo de 20 mM dos &cidos acético, propiénico e butirico
de forma a produzir uma solu¢do padrdo de AGV de concentragcdo conhecida. Para cada
determinacdo, foram injetados 1,0 pL de amostra, sendo o resultado obtido através de um
integrador que utilizou a solugdo padrdo como base para o célculo das concentracfes de AGV

da amostra.

2.5 Extracao de DNA, Amplificacdo por PCR e Anélise de DGGE

Nos Laboratérios de Monitoramento Ambiental e Biotecnologia Microbiana da
Universidade Estadual de Santa Cruz (llhéus-Bahia-Brasil), o DNA microbiano total foi
extraido do contetdo ruminal dos frascos de incubacéo, coletado nos tempos 6, 12, 24, 36 e 96

horas de incubacédo e imediatamente armazenados em congelador a -20°C. Posteriormente, essas
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amostras foram descongeladas e submetidas a um processo de lavagem com PBS 1x (Solucdo
Salina Tamponada). Foi adicionado ao pellet, 600 uL. de TESC (10 M Tris-base, 1 M EDTA,
0,1 M NaCl, pH 8,3) juntamente com 30 pL de Tween 80 (Merck) e homogeneizado. A amostra
foi submetida ao banho ultrassénico Magiclean 1600 (Unique®) por 2 minutos, para que
houvesse desfloculacdo das particulas bacterianas, que possivelmente poderiam estar aderidas a
matéria organica.

Apo6s o banho ultrassonico, as amostras foram novamente centrifugadas por 3 minutos a
50 x g e coletou-se o sobrenadante que, por sua vez, foi centrifugado a 7 000 x g por 5 minutos.
Dessa vez, o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspenso em 700 pul. de Tampao de
Lise (50mM:50mM:500mM), 12 pL de proteinase K (20 mg mL™) (Promega) e 12 pL de SDS
10% (Dodecil Sulfato de Sddio) e adicionados as amostras, homogeneizando pela inversao dos
tubos. As amostras foram incubadas a uma temperatura de 65°C, por 30 minutos,
homogeneizando a cada 10 minutos.

A lise fisica das células bacterianas foi realizada por meio de choque térmico, em trés
ciclos, 10 minutos em ultra freezer (80°C negativos) e 5 minutos em banho-maria a uma
temperatura de 80°C. Um volume equivalente de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1)
foi adicionado, e a mistura foi gentilmente homogeneizada. A mistura foi centrifugada por 10
minutos a 1 800 x g e a fase aquosa foi recuperada. O DNA foi precipitado pela adicao de 0,7
volume de isopropanol gelado (J.T. Barker) e 0,1 volume de acetato de sddio 3 M. A solucéo foi
misturada suavemente (5-10 vezes) e mantido a 20°C negativos por 16 h. Foi obtido o pellet das
amostras por centrifugacdo durante 5 minutos a 10 000 x g, o pellet foi lavado com etanol 70%
gelado e ressuspenso em 50-100 pL de TE classico (10 M Tris-HCI, 0,1 M EDTA, pH 8,0).

Quando necessario, 0 DNA extraido foi purificado em mini colunas empacotadas com
matriz de gel Sephadex G-200, equilibradas com TE classico, segundo Tsai e Olson (1992). Um
volume de 250 uL do eluente foi adicionado as colunas juntamente com o DNA de cada amostra
e, posteriormente, incubadas em banho-maria (50-60°C) por 10 minutos, sendo, em seguida,
centrifugadas por 2 minutos a 1 800 x g.

As andlises da diversidade microbiana foram efetuadas através de reagdo em cadeia da
polimerizacdo (PCR) e eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE). Na
amplificacdo dos fragmentos do DNA, foi utilizado o set de primers 357F (5' - CAC GGG GTA
CGG GAG GCA GCA G - 3, junto com o0 GC clamp (5' - CGC CCG CCG CGC CGC GCG
GCG GGC GGG GCG GGG - 3") e 518R (5' - ATT ACC GCG GCT GCT GG-3°) (Integrated
DNA Technologies, Inc.) (MUYZER et al., 1993; MCEWAN et al., 2005). A regido variavel
V3 de 16S rDNA foi utilizada por ser uma regido conservada de bactérias comumente
encontradas no trato gastrintestinal e amplificam aproximadamente 200 bp do gene bacteriano.

A utilizacdo do grampo de GC, acoplado a um dos iniciadores, impede a completa separagdo
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das fitas do DNA, aumentando a sensibilidade da Eletroforese em Gel com Gradiente de
Desnaturacdo (DGGE) (SHEFFIELD et al., 1989).

A mistura para rea¢do da PCR (25 pL) para o Dominio Bacteria consistiu de: 17,65 pL
de Agua Milli-Q estéril, 1 x do Tampéao da Taq polimerase, 2,5 mM de MgCl,, 10 pmol de cada
iniciador (357F com grampo de GC e 518R), 200 uM de cada um dos dNTP e 0,5 U da
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e 2 pL de DNA (c. 20 ng) em um volume final de
25 pL. A amplificacdo foi obtida seguindo o programa: desnaturacdo a 95°C, por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de 95°C por 60s, 55°C por 60s, 72°C por 60s, e a PCR foi finalizada pela
extensdo a 72°C por 30 minutos. As reagdes foram analisadas em gel de agarose a 2% (m/v),
corado com brometo de etidio, com transiluminador de luz ultravioleta (KODAK).

A DGGE foi realizada utilizando o Sistema para Analise de Mutagdes CDC 20 x 20 cm
(Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK), sendo 20 uL dos produtos de PCR colocados em gel de
poliacrilamida a 8% em 0,5 mmol L™ com gradiente desnaturante de 25% a 55% em tamp&o 1x
Tris-Acetato-EDTA em uma corrida a voltagem de 85 V por 30 minutos e, em seguida, de 200

V por 4 ha 60°C. As bandas de DNA foram visualizadas por coloracdo com prata.

2.6 Andlises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia com auxilio do programa Statistical
Analyses System — SAS (SAS, 2006).

A andlise de variancia da producdo de gases utilizado foi o Proc MIXED do SAS
(LITTEL et al., 2006). O modelo estatistico de regressdo linear maltipla com duas variaveis
independentes (ou seja, 0s extratos etanolicos na concentragdo 1200 mg/10 mL e tempo de
incubacdo) e repeti¢bes por tratamento foi:

Yik = fo + puTr + BoTr% + BaT + BaT? + BsTrxT + EFijk

Em que: Yij € o valor observado de Y, resposta variavel nos niveis Tr e T, na repeti¢do
k; Bn € o coeficiente de regressdo associado com o fator de interesse (Xg;, Xii2, X3, Xz,-z, X1iX2);
Xii € o valor do nivel Xy do X, variavel independente; X, € o valor do nivel de Xy do X,
variavel independente; erj € 0 efeito do residuo da regressédo associado com cada Y valor
observado, sendo € ~ NID (0, 082). Em um delineamento inteiramente casualizado, erj = €ijx +
f.ij, em que faj; = pyjj - ‘f(ij, em que fa;; é a falta de ajuste do modelo para o Yj; ponto.

A andlise dos dados foi pelo procedimento MIXED do SAS (LITTELL et al., 1996). Os
efeitos dos tratamentos e os tempos foram decompostos em contrastes polinomiais lineares a 4°
grau. Além disso, a interacdo dos tratamentos ao longo do tempo foi examinada, usando a opgéo
de fatia de MIXED e contrastes. A configuracdo mais baixa da informagdo Akaike critério
(AIC) foi obtida utilizando o componente de variancia (VC):

Yixk = + Tri + T; + TrT; + &;c; NID (0; &)

Em que: Tr = nivel de substituicdo(1200 mg/10 mL) e T =tempo (6; 12; 24; 36; 96 h).
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Para escolher a melhor equacéo, os fatores Tr e T e as interagdes ndo significativas em
P<0,05 foram retiradas do modelo. Os contrastes da interacdo foram utilizados para comparar o
efeito dos niveis de extratos e interagbes ao longo do tempo em pH, N-NHz, AGV.

Trés métodos de analise multivariada foram aplicados aos resultados: 1. Analise de
agrupamento em cluster; 2. A analise de agrupamento precedido pela principal analise de
componentes (PCA); 3. Diagrama de Venn.

No primeiro método, analise de agrupamento, a partir dos perfis de bandas dos géis de
DGGE, foram elaboradas matrizes binarias de presenca e auséncia de bandas para cada uma das
repeticdes, em cada coleta, para identificar a presenca ou ndo de bandas, codificadas por 1 e 0,
respectivamente (KOZDROJ e ELSAS, 2001). A partir dessa matriz de dados, foi feita a analise
de agrupamento por dendograma, para a qual foi utilizado para o célculo da similaridade entre
os individuos e pelo método de agrupamento UPGMA (método das médias das distancias) com
o coeficiente de Jaccard (1901). No segundo método, PCA, foi aplicado para reduzir a dimensao
das variaveis originais. No terceiro método, os diagramas de Venn foram construidos

manualmente, tendo em conta as interseccdes, obtidas das bandas DGGE.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos etandlicos de leguminosas tém potencial como manipulador da fermentacéo
ruminal. Sobre o pH ruminal, observou-se influéncia da interagdo dos extratos etandlicos vs
tempo de incubacéo (P<0,0001), como apresentado na Figura 1. Quando submetida a analise de
regressdo, verificou-se que, para os tratamentos em que foi incubado o farelo de trigo, associado
ao extrato etandlico de Samanea saman e de Samanea tubulosa, verificou-se equacao cubica e
quadratica, respectivamente (Figura 1), considerando o ponto de minimo de 5,88 em 24,1 h ap6s
a incubacdo com extrato etandlico de S. saman. Ja para o farelo de trigo incubado com extrato
de S. tubulosa, observou-se regressao quadratica com ponto de minimo estimado de 5,23 apds
aproximadamente 65 h de incubagéo.

Os valores encontrados localizam-se dentro do limite ideal para proporcionar a digestao
da fibra. Experimentos tém comprovado que a efetividade do crescimento das bactérias
predominantes no rumen se altera consideravelmente com o pH. As bactérias celuloliticas sdo
afetadas intensamente, uma vez que o pH do rimen decresce para abaixo de 6,0 (YOKOYAMA
e JOHNSON, 1988). Quando o pH decresce, ocorre o favorecimento de bactérias amiloliticas e
resistentes, a acidez aumenta, enquanto microrganismos celuloliticos diminuem, assim, a
atividade relativa da amilase em relagdo a celulase aumenta, isso explica a relacdo inversa entre
biomassa e degradabilidade verdadeira da matéria seca (DVMS) (LOPEZ et al., 1998),
observada com a adicdo dos extratos etandlicos, ja que microrganismos amiloliticos apresentam
maior taxa de crescimento quando comparados com os fibroliticos. Essa inversao,
possivelmente, corresponde a fermentacao da fracdo de digestdo rapida, que € a principal fonte
de energia para 0s microrganismos ruminais, sustentando seu crescimento inicial.

Alguns trabalhos avaliando aditivos fitogénicos (BODAS et al.,, 2008) e extrato
metanolico de leguminosa observaram que ndo houve efeito dos tratamentos sobre o pH ruminal
(BUNGLAVAN et al., 2010).
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Figura 1 — pH ruminal em funcdo do tempo de incubac¢do do farelo de trigo associado ao: DMSO
(Controle); extrato etanolico de P. juliflora (P); extrato etandlico de S. saman (S); extrato
etanolico de S. tubulosa (T).
*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade; **significativo ao nivel de 0,001 de
probabilidade; *** significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade; ****significativo ao nivel de
0,05 de probabilidade.

Houve efeito da interacdo (extratos etandlicos vs tempo de incubacdo) sobre a
concentracdo de amoénia ruminal. As concentracdes de amdnia ruminal (Figura 2), em fungéo do
periodo de incubacdo, apresentou comportamento linear crescente para o farelo de trigo em
associacdo ao DMSO (controle), corroborando com Simko et al. (2010), que avaliou o farelo de
trigo sobre a fermentacdo ruminal de bovinos fistulados. Por outro lado, houve um
comportamento guadratico com minimos estimados de 11,96 mmol/ L, 14h apds incubacéo, e
de 4,46 mmol/ L, 20h apds a incubacdo, para o farelo de trigo em associacdo aos extratos
etandlicos de Prosopis juliflora e S. saman e com ponto de maximo de 17,38 mmol/ L, estimado
12h apos incubagéo para o farelo de trigo associado ao extrato de S. tubulosa.

Muitos autores defendem a existéncia de concentragcbes minimas de N-NH; para que
ndo limite a fermentacédo e a adequada degradagao da fibra seja capaz de garantir a manutengdo
das func¢Bes normais do ramen. N&o existe, porém, consenso sobre um valor comum, possuindo
grande variacdo entre os distintos autores, Satter e Slyter (1974), os quais sugeriram entre 2 ¢ 5
mg/ 100 mL de liquido ruminal, enquanto Mehrez et al. (1977) recomendaram de 19 a 23 mg/
100 mL e Preston e Leng (1987), em torno de 20 mg/ 100 mL.
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Figura 2 — Concentracdes de nitrogénio amoniacal em funcdo do tempo de incubacdo do farelo de
trigo associado ao: DMSO (Controle); extrato etandlico de P. juliflora (P); extrato
etanodlico de S. saman (S); extrato etandlico de S. tubulosa (T).
*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade; **significativo ao nivel de 0,001 de
probabilidade; *** significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade; ****significativo ao nivel de
0,05 de probabilidade.

As concentragdes relativas de acetato em mM encontram-se na Figura 3A, e indicam
gue houve interacdo (extratos etanélicos vs tempo de incubacdo) sobre essa variavel, verificando
efeito clbico do tempo para os tratamentos que continham farelo de trigo incubado com DMSO
(controle) e com extrato etandlico de P. juliflora e efeito linear crescente para o tratamento com
extrato de S. tubulosa. Este acido é sempre produzido em maior quantidade que os outros AGV
do rumen independente da espécie vegetal utilizada na dieta. Para a producdo de acetato, sdo
estimuladas, especialmente, as bactérias celuloliticas e sacaroliticas, que sdo responsaveis pela
intensa digestdo da celulose e pela fermentagcdo dos carboidratos soltveis (OWENS e
GOETSCH, 1988).

Ao contrario, com dietas ricas em amido, a populacdo bacteriana é principalmente
amilolitica. Os microrganismos amiloliticos competem pelos carboidratos sollveis e pelos
produtos da hidrélise do amido e da hemicelulose, especialmente com um pH mais baixo, e
produzem maiores quantidades de propionato (OWENS e GOETSCH, 1988). No entanto, pouco
se sabe sobre a composi¢do quimica das espécies estudadas. Sobre a P. juliflora, sabe-se que
possui 11 a 17% de amido e que este ndo é seu principal componente energético, mas sim 0s

mono e oligossacarideos, 28%. O farelo de trigo incubado, juntamente com o DMSO e os
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extratos etanolicos, aumentaram, individualmente, a concentracdo de propionato em funcdo do
tempo de incubacédo, sendo 0 aumento mais evidente nos tratamentos em que continham extrato
de P. juliflora e S. saman (Figura 3B).

Para o butirato, também houve diferengas significativas na interagdo (extratos etanolicos
vs tempo de incubacdo), apresentando efeito linear em funcdo do tempo, embora as equacGes de
analise de regressdao ndo foram significativas para os tratamentos contendo farelo de trigo
associado ao DMSO e ao extrato etandlico de S. tubulosa (Figura 3C). Na literatura tem sido
comentada a elevada participacdo de leguminosas, apesar de ndo existirem grandes diferencas
entre os valores de acetato, ha uma tendéncia a ocorrer um aumento na concentragdo de butirato
com sua inclusdo. A alta produ¢do ruminal de butirato, no entanto, parece ser indesejavel do
ponto de vista de integridade e atividade metabdlica da parede ruminal, em razdo dos efeitos
diretos indesejaveis desse acido sobre a proliferacdo e a queratinizacdo das células epiteliais
(GALFI et al., 1993).

Houve efeito significativo do tempo de incubacdo sobre a relagdo acetato:propionato,
apresentando, por meio da analise de variancia, efeito linear decrescente para o tratamento
controle e efeito cubico para os demais tratamentos (Figura 3D).

Ngamsaeng et al. (2006) relataram que houve diferengas nas concentragdes de AGV,
qguando comparou diversas plantas tropicais, € observou um aumento do propionato e reducdo
da relacdo acetato:propionato para aguelas plantas com maiores taxas de taninos condensados,
esta mesma condicdo foi observada por Bhatta et al. (2009). A respeito de taninos, tém sido
relatado seus efeitos sobre as proporcdes molares de AGV e observado conjuntamente uma
reducdo na populacdo de protozoarios e um aumento na populacdo bacteriana; sabe-se, ainda,
que acetato e butirato também sdo produtos finais da fermentacédo realizada por protozoarios
(JOUANY, 1994; GETACHEW e MAKKAR, 2002). Bodas et al. (2008), avaliando aditivos
fitogénicos, ndo observaram qualquer modificacdo substancial sobre os parametros
fermentativos. Corroborando com esta informacdo, Sliwinski et al. (2002) observaram que,
utilizando extratos vegetais, ndo houve efeito sobre a concentracdo de AGV total.

A proporcdo molar dos diferentes AGV depende da composigdo da dieta e da relagéo
forragem:concentrado que, consequentemente, influenciam os microrganismos ruminais e o
padrdo de fermentacdo. Apesar de variacbes da populagdo microbiana e de diferencas na
ingestdo, a propor¢do ruminal varia muito pouco por razdes molares (moles de acetato:
propionato: butirato), geralmente, sendo préxima a 65: 25: 10, para dietas com altas propor¢oes
de forragem, e 50: 40: 10, para dietas com altas propor¢des de concentrado, dependendo do pH
(OWENS e GOESTSCH, 1993). Neste estudo, a proporg¢do dos AGV encontrada foi, em média,
avaliando apenas os tratamentos que receberam os extratos etandlicos, 49: 17: 34, revelando o

padrdo de fermentacdo para producdo de butirato (Figura 4).
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Figura 3 — Concentracbes de acetato (A), propionato (B), butirato (C) e relacdo acetato:propionato(D) em mM. *significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade;
**significativo ao nivel de 0,001 de probabilidade; *** significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade; ****significativo ao nivel de 0,05 de probabilidade.
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Figura 4 — Proporc¢des molares da fermentacédo in vitro do farelo de trigo associado ao: DMSO (1) e aos
extratos etanolicos de P. juliflora (2); S. saman (3) e S. tubulosa (4).

Provavelmente, o extrato bruto obtido por percolagio com etanol continha
oligossacarideos, principalmente sacarose, aumentando o teor de carboidratos ndo fibrosos nos
extratos obtidos. A sacarose serve de substrato, especialmente para Butyribrio sp., que é o
principal género na producdo de butirato (STEWART et al., 1997; RUSSELL, 2002).
Entretanto, ao observar o tratamento controle, percebe-se que também houve aumento de
butirato; é possivel que tenha ocorrido algum tipo de selecdo que favoreceu esses
microrganismos produtores de butirato por meio do DMSO utilizado, pois se sabe que este
produto apresenta toxicidade sobre algumas bacteérias.

A andlise de componentes principais (PCA) e a analise de agrupamento hierarquico sdo
técnicas de analise multivariada com fundamentos teéricos bem diferentes, podendo ser
aplicadas independentemente. Estas técnicas podem ser complementares na informagao sobre o
conjunto de dados analisados. Ambas fornecem uma visdo mais global das amostras dentro do
conjunto de dados, conforme as variaveis usadas. A analise de componentes principais reduz a
guantidade de variaveis originais num conjunto menor, preservando o maximo da variabilidade
original (CAZAR, 2003). Cada vetor aponta para a dire¢do de aumento para uma dada varidvel
e 0 seu comprimento indica a forga da correlacdo entre as variaveis (ABDALLA et al., 2012).

As anélises realizadas evidenciaram confiabilidade na interpretacdo dos dados,
explicando 99,2% da variacdo dos dados. O primeiro eixo (CP 1), gerado para cada analise de

ordenacdo, explicaa maior parte da distribuicdo dos dados. Observa-se que ocorreu um
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deslocamento dos tratamentos com farelo de trigo associado ao DMSO (Cont) e ao extrato
etandlico de S. tubulosa (T) para a parte negativa do grafico em CP 1, indicando que estes
tratamentos apresentam diferencas em relacdo aos demais. As variaveis com correlagdes
positivas que mais influenciaram a discriminagéo dos tratamentos (farelo de trigo associado aos
extratos etanolicos de P. juliflora (P) e S. saman (S)) a direita do grafico em CP 1 foram, nesta
ordem, Bt, Pr, Ac e A:P. Esta forte correlacdo evidenciada nesta analise pode explicar a questdo
da selecdo microbiana para microrganismos produtores de butirato.

Aquelas com correlagdes negativas foram responsaveis pela discriminacéo a esquerda
em CP 1, quais foram, pH e N-NHs, na ordem (Figura 5)(Tabela 9). Os tratamentos com farelo
de trigo associado ao DMSO (Cont) e ao extrato etandlico de P. juliflora (P) aparece afastado,
deslocando-se positivamente, enquanto os demais tratamentos deslocam-se em sentido oposto.
O CP 2 foi responsavel em 22,8% da variacdo dos dados para o tratamento controle e com
extrato de P. juliflora, influenciados pelas varidveis com correlagdo positiva, A:P e N-NH3, na

ordem.

.
Cont

CP 2 (22,8%)

24

CP 1(76.4%)

Figura 5 — Gréfico Biplot resultante da andlise de componentes principais (CP) mostrando a distribuicéo
dos tratamentos e dos pardmetros de fermentacéo.
Em que: P — Extrato Etandlico de Prosopis juliflora; S — Extrato Etandlico de Samanea saman; T —
Extrato Etandlico de Samanea tubulosa; Cont — Farelo de Trigo associado ao DMSO. N-NH3 —
nitrogénio amoniacal; Ac — acetato; Pr — propionato; Bt — butirato; A:P — relagdo acetato: propionato.

Tabela 2 — Correlacdo entre variaveis de parametros fermentativos e cada componente
principal (CP).

pH N-NH3 Ac Pr Bt AP
CpP1 -0,98 -0,77 0,97 0,99 1,00 0,32
CpP2 -0,08 0,63 0,20 -0,14 0,04 0,94

N-NH3 — nitrogénio amoniacal; Ac — acetato; Pr — propionato; Bt — butirato; A:P — relacdo acetato: propionato.
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A DGGE é normalmente utilizada para determinar o nimero ou diferencas entre
géneros ou espécies de bactérias presentes na amostra. Neste trabalho foi possivel observar
diferencas entre os padrdes de bandas dos produtos de PCR, com os iniciadores utilizados para a
regido V3 do 16S do rRNA para o dominio Bacteria, demonstrado pelo nimero e intensidades
diferentes de bandas que, possivelmente, se trata de espécies distintas e predominantes.Os
padrGes de bandas obtidos mediante a DGGE foram utilizados para auxiliar na analise da
estrutura das comunidades de microrganismos. A estimativa foi realizada pela analise de
agrupamento do tipo cluster, a partir de uma matriz de dados de presenca e auséncia das bandas
verificadas em cada amostra (Figura 6).

O dendograma Jaccard gerado dividiu-se em sete grupos, utilizando-se 50% como
similaridade maxima, o ponto de unido de todos os grupos apresenta 10% de similaridade.
Observa-se que houve trés agrupamentos bem definidos em fungdo dos tratamentos em que
foram inoculados extratos etandlicos de P. juliflora (P1 a P5), S. saman (S1 a S5) e S. tubulosa
(T1 a T5). A inclusdo dos extratos etandlicos causaram alteracdes na ecologia microbiana
ruminal de bovinos por avalia¢do in vitro.

Essas alteracGes podem ser melhor visualizadas na Figura 7, onde observa-se a riqueza
de bandas (espécies) para cada tratamento com inclusdo dos extratos etanélicos em fungdo do
tempo de incubacgdo. Tais modificacdes coincidem com as proporc¢des dos produtos finais da
fermentacdo ruminal, que mudam de acordo com o substrato e com o tempo de incubagéo,
caracterizado pelo padrao diferenciado de bandas (Figura 6 e Figura 7).

Inicialmente, percebe-se que houve uma reducdo no nimero de bandas para o farelo de
trigo associado ao extrato etandlico de P. juliflora, de 6 a 36h apds a incubacdo. Esta
observacdo fica mais clara ao associarmos ao aumento nas concentracdes de AGV no inicio do
processo, provocando com isso a reducdo de pH, que foi menor que o controle, no entanto, o pH
foi mantido estavel durante todo o periodo de incuba¢do (Figura 1). Outro fator que tem sido
fortemente afetado neste caso é o N-NHz, como mostrou a PCA (Figura 5). Conforme aumenta
a concentracdo de N-NH; (Figura 2), reduz-se o numero de bactérias, possivelmente isso se
deva a presenca de compostos antibacteriano ou bacteriostaticos nesse extrato, como taninos,
promovendo o acumulo de N-NHs. Segundo Getachew et al. (2000), na fermentacgdo in vitro,
como nao ha reciclagem ou absorcdo de N-NH; pelo animal, a quantidade de amdnia in vitro é
resultado do balanco entre degradacéo, utilizagdo pelos microrganismos e morte bacteriana que
libera amonia.

A presenca do tanino reduz algumas populacdes de bactérias celuloliticas e favorece o
desenvolvimento de outras, devido & reducdo na competigdo, como sugerido por McSweeney et
al. (2001), que verificaram um aumento nas populagdes de bactérias predominantemente
proteoliticas, tais como Prevotella, Megasphaera e Selenomonas, que possuem atividade

importante na descarboxilagdo de succinato a propionato.
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Figura 6 — Dendograma Jaccard gerado a partir da DGGE de fragmentos amplificados com primerspara a
regido V3 do 16S do rRNA para bactérias.
Em que, P — Extrato Etandlico de Prosopis juliflora; S — Extrato Etanélico de Samanea saman; T - Extrato
Etanolico de Samanea tubulosa; 1-5 equivalem aos tempos de incubago (6, 12, 24, 36 e 96 h).
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Figura 7 — Riqueza de bandas para o dominio Bacteria considerando os tempos de incubagéo (h)
com adicdo dos extratos etanolicos de Prosopis juliflora; Samanea saman e Samanea
tubulosa.

Ao se avaliar nimero de bandas para o tratamento com farelo de trigo associado ao

extrato etandlico de S. saman, visualiza-se dois momentos, de 6 a 12h e de 24 a 36h apds a
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incubacdo (Figura 7). No primeiro momento, observa-se reducdo no nimero de espécies,
sugerindo hipotese igual a utilizada para a inclusdo do extrato de P. juliflora. No segundo
momento, de 24 a 36h ap6s a incubagdo, houve aumento no nimero de bandas. Analisando as
condigdes de fermentacdo, nota-se que, neste periodo, o pH se encontra no ponto de minimo
(5,9), percebe-se também que a concentragdo de acetato e propionato foram maiores que 0s
demais tratamento e a concentracdo de butirato foi menor em relacdo ao extrato de P. juliflora.
Nesse tratamento, também se observou diminuicdo na propor¢ao molar de acetato (Figura 4), e
uma reducdo na relacdo acetato:propionato (Figura 3D).

Na estimativa do nimero de bandas para o tratamento utilizando o extrato etanélico de
S. tubulosa, ocorreu de modo contrario ao extrato de S. saman. No inicio, de 6 a 12h ap6s
incubacdo, aconteceu aumento no nimero de espécies. Esse extrato promoveu um pH mais
elevado em relacdo aos demais tratamentos, entretanto, o pH reduziu em fungdo do tempo
(Figura 1), isso por causa da menor concentragdo de acetato e butirato, aumentando a
concentragdo de propionato (Figura 3).

Tem sido relatado que os concentrados apresentam em sua estrutura fisica menor
quantidade de carboidrato fibroso que forrageiras e a medida que aumentam na dieta eleva-se a
propor¢do de propionato e diminui-se a propor¢do de acetato produzido no processo
fermentativo, ocorrendo algumas vezes decréscimo também de butirato (JOHNSON e
JOHNSON, 1995), que se refletira em maior impacto na producao final de metano.

As mudancas que a taxa de fermentacdo sofre com dietas ricas em concentrados sdo
mais faceis de predizer, pois a microbiota é menos variada que nas dietas a base de forragem
(CHURCH, 1993), como pode ser visualizada na Figura 6 e Figura 8.

O diagrama de Venn demonstra claramente 0 agrupamento de bandas (espécies) que
podem ser compartilhadas ou especificas de cada “grupo amostrado” (Figura 8). Na avaliagdo
das comunidades microbianas, pode-se observar que houve uma redu¢do no nimero de bandas
para a populacdo bacteriana, quando houve a incubacédo de farelo de trigo associado com extrato
etandlico de S. saman (10 bandas). Este extrato também apresentou o menor nimero de bandas
raras (6 bandas), isso se deve ao menor valor de pH, seguido do extrato de S. tubulosa, com 12
bandas, e do extrato de P. juliflora, com 13 bandas. Desse modo, pode-se sugerir que 0s extratos
etandlicos utilizados promovem uma diversidade diferenciada para cada um, devido as
diferencas observadas no nimero de bandas raras e as poucas bandas compartilhadas entre os

tratamentos, sendo fatores decisivos na sele¢do da comunidade bacteriana do rimen.
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Figura 8 — Diagrama de Venn gerado a partir do perfil de bandas da DGGE para bactérias.
Em que, CM — fluido ruminal utilizado na incubagéo.
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4 CONCLUSAO

A utilizacdo de farelo de trigo associado a extratos etanélicos de Prosopis juliflora,
Samanea saman e Samanea tubulosa promoveu melhor padrdo de fermentacdo por meio da
técnica in vitro, reduziu a relacdo acetato: propionato no liquido ruminal e alterou a populacéo

bacteriana ruminal, confirmando que a mudanca na composicdo da dieta altera as populacdes
microbianas.
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CAPITULO 3
EXPERIMENTO in vitro“EXTRATOS — PRODUCAO DE GASES”

Fermentacao in vitro por Microbiota Ruminal de Bovinos com
Extratos Etandlicos obtidos de Farelos de Vagens de Leguminosas
Tropicais

In vitro Fermentation by Ruminal Microbes of Cattle with Ethanol
Extract sobtained from theBrans Pods Tropical Legumes
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RESUMO

ARGOLO, L.S. Fermentagdo in vitro por Microbiota Ruminal de Bovinos com Extratos
Etandlicos obtidos de Farelos de Vagens de Leguminosas Tropicais. Itapetinga-BA: UESB,
2012. (Tese - Doutorado em Zootecnia - Producdo de Ruminantes).*

O objetivo do trabalho foi avaliar os parametros da cinética de degradacdo ruminal das fracfes
de carboidratos fibrosos e ndo fibrosos sobre a diversidade de arqueas metanogénicas no rimen
e sobre a degradacdo in vitro da matéria seca utilizando extratos etandlicos de Prosopis
juliflora, Samanea saman e Samanea tubulosa. Foram realizadas determinagfes de teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), nitrogénio insoltvel em detergente
neutro (NIDN), nitrogénio insolivel em detergente acido (NIDA), lignina, carboidratos totais
(CT) e carboidratos ndo fibrosos (CNF) dos farelos de Prosopis juliflora, Samanea saman e
Samanea tubulosa, que foram percolados por etanol para obtencdo dos extratos. Os dados da
producdo de gases foram ajustados ao modelo logistico bicompartimental. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
regressdao a significancia de 5% de probabilidade. As equacBes de regressdo para a
degradabilidade da MS (DMS) em funcdo da producdo de gases (PG) apresentou efeito
quadratico negativo para todos os tratamentos. Houve efeito da interacdo niveis de extratos vs
tempo de incubacdo para a quantidade de metano produzida. A diversidade genética de arqueas
foi determinada por meio da DGGE dos produtos de PCR da regido 1100-1400 do 16S rDNA,
obtidos de primers universais para procariotos. O protocolo desenvolvido incluiu a otimizagéo
de: procedimentos na extracdo do DNA, amplificacdo pela PCR e otimizacdo de preparacdo do
gel de DGGE. Observou-se varia¢fes nos padrées de bandas do gel, indicando alteracdes das
populacdes estudadas em funcdo dos tratamentos. Os extratos etandlicos de Prosopis juliflora e
Samanea tubulosa apresentaram potencial para mitigagdo de metano.

Palavras-chave: fermentacdo in vitro, metano, PCR-DGGE, Prosopis juliflora, Samanea
saman, Samanea tubulosa, taxa de degradacéo.

*QOrientadora: Prof. Dr% Mara Llcia Albuquerque Pereira, UESB; e Coorientadores: Prof. Dr. Jodo
Carlos Teixeira Dias, UESC; Prof. Dr. Mauro Pereira Figueiredo, UESB; e Prof. Dr. Ronan Batista,
UESB.
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ABSTRACT

ARGOLO, L.S. In vitro Fermentation by Ruminal Microbes of Cattle with Ethanol
Extracts obtained from the Brans Pods Tropical Legumes.ltapetinga-BA: UESB, 2012.
(Thesis — Doctor Degree in Animal Science — Production of Ruminant).*

The objective of this study was to evaluate the parameters of ruminal degradation kinetics of
carbohydrate fractions of fibrous and non-fibrous on the diversity of methanogenic archaea in
the rumen and on the in vitro degradation of dry matter using ethanol extracts of Prosopis
juliflora, Samanea saman and Samanea tubulosa. Determinations were carried out in dry matter
(DM), organic matter (OM), crude protein (CP), ether extract (EE), neutral detergent fiber
(NDF), acid detergent fiber (ADF) detergent insoluble nitrogen neutral (NDIN), acid detergent
insoluble nitrogen (ADIN), lignin, total carbohydrates (TC) and non-fiber carbohydrates (NFC)
of P. juliflora, S. saman and S. tubulosa brans were percolated with ethanol to obtain the
extracts. The gas production data were fitted to the logistic model bicompartmental. The
experimental design was completely randomized. The data were subjected to analysis of
variance and regression significance of 5% probability. The regression equations for the DM
degradability (DMD) as a function of gas production (GP) showed negative quadratic effect for
all treatments. A significant interaction extracts levels versus incubation time for the amount of
methane produced. Genetic diversity of archaea was determined by DGGE of PCR products in
the region 1100-1400 of 16S rDNA obtained from universal primers for prokaryotes. The
protocol developed included the optimization: procedures in DNA extraction, PCR
amplification, and optimization of preparation of the DGGE gel. A variation in the pattern of
bands from the gel, indicating changes in the population studied in function of the treatment.
The ethanol extracts of P. juliflora, S. saman and S. tubulosa showed potential for mitigation of
methane.

Keywords: degradation rate, in vitro fermentation, methane, PCR-DGGE, Prosopis juliflora,
Samanea saman, Samanea tubulosa.

* Adviser: Mara Lucia Albuquerque Pereira, D. Sc., UESB; and Co-advisers: Jodo Carlos Teixeira Dias,
D. Sc., UESC; Mauro Pereira Figueiredo D. Sc., UESB; and Ronan Batista, PhD.,UESB.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento dos diversos fatores que afetam e determinam a emissdo de metano é
de fundamental importancia ao processo de minimizacdo do impacto ambiental gerado pelos
sistemas de producdo animal. As emissdes globais de metano, provocadas a partir dos processos
entéricos, sdo estimadas em 80 milhdes de toneladas por ano (US EPA, 2000). Por meio do
processo digestivo de fermentacdo entérica, os ruminantes sdo reconhecidos como os principais
responsaveis, contribuindo com cerca de 15% do total das emissdes de metano (JOHNSON e
JOHNSON, 1995). A taxa de emissdo de metano é também afetada pela qualidade do alimento,
logo, a importancia da manipulacédo da dieta para os ruminantes, em detrimento de uma reducao
nas emissdes de metano, é essencial.

A produtividade dos ruminantes depende, sobretudo, da adequada nutricdo com respeito
principalmente a composicdo e a qualidade dos ingredientes da dieta, que ira interferir na
ingestdo voluntaria e na digestibilidade. Logo, a determinacdo do valor nutricional dos
alimentos torna-se indispensdvel e os novos programas de avaliagdo de racdes requerem
informacGes sobre a cinética de fermentacdo que, por sua vez, é dependente da taxa de
passagem e da taxa de degradacéo.

A taxa e a extensdo de fermentacdo da matéria seca no rimen sao determinantes cruciais
dos nutrientes utilizados pelos ruminantes (JANCIK et al., 2010). A relevancia de avaliar o
valor nutricional das forragens é particularmente importante em regifes semiaridas, onde a
disponibilidade de forragem de qualidade pode ser severamente limitada durante a estacéo seca.
Estas avaliacdes também sdo importantes numa perspectiva ambiental, visto que os produtos da
fermentacdo ruminal, excrecdo de nutrientes nao digeridos, bem como a emissdo de gases
entéricos de efeito estufa, afetam o ambiente (GETACHEW et al., 2005; MAKKAR, 2005).

No entanto, a determinacdo da ingestdo e digestibilidade dos ingredientes por métodos
in vivo sdo demoradas, laboriosas, caras e requerem grandes quantidades de alimento, além de
serem inadequadas para avaliacdo de alimentos em larga escala (FRANCE et al., 2005;
GETACHEW et al., 2005). O método in vitro de producéode gases, por sua vez, tem numerosas
vantagens sobre os outros meétodos, a principal € que a cinética de fermentacdo pode ser
estudada com uma Unica amostra e, consequentemente, uma quantidade relativamente pequena
de amostra é suficiente, permitindo, assim, que grande nimero de amostras seja avaliado
simultaneamente, tornando o método mais apropriado para caracterizar alimentos, inclusive
particulas sollveis ou pequenas, e pode ser automatizado, reduzindo, assim, a interferéncia
humana (ADESOGAN, 2005; GETACHEW et al., 2005; MAKKAR, 2005). Esta técnica simula

0s processos digestivos gerados pela atividade microbiana que nos ajudam a compreender a
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fermentacdo e degradabilidade alimentar como uma funcdo da qualidade nutricional e
disponibilidade de nutrientes para as bactérias.

As pesquisas tém avancado no sentido de propor ingredientes facilmente disponiveis
localmente. Para as regifes semiaridas, a introducdo de leguminosas lenhosas de multiplo
proposito tem sido bastante difundida. A utilizacdo de leguminosas vem apresentando bons
resultados de ganho de peso e producéo de leite em diversas espécies, por exemplo.

Entretanto, o valor nutritivo das leguminosas é prejudicado, devido a presenca de
fatores antinutricionais, como taninos, terpenos, alcaloides, saponinas, lectinas, que limitam a
utilizacdo como alimento para 0s animais, pois alguns desses tem efeito toxico (SATISH et al.,
1999; BHATTA et al., 2007; HART et al., 2008), mas tem sido estudados na manipulacdo da
funcdo ruminal (GREATHEAD, 2003; HART et al., 2008), sendo explorados como aditivos
alimentares, uma vez que muitos compostos apresentam acdes antimicrobianas (JOUANY e
MORGAVI, 2007; HART et al., 2008; PEN et al, 2008), desde a introducdo na Unido Europeia
da legislacdo 1831/2003 (EC, 2003), que proibe o uso de antibiéticos como promotores de
crescimento na alimentacdo animal, preocupados com os risco de resisténcia a antibiéticos em
humanos (CASEWELL et al., 2003) e a ocorréncia de residuos em alimentos de origem animal
(YANG e CARLSON, 2004; JOUANY e MORGAVI, 2007).

Extratos de plantas tém o potencial de serem explorados como agentes manipuladores
do rimen. Substancias antimicrobianas ja foram identificadas e podem manipular as atividades
e 0s numeros das populacbes de bactérias, protozoarios, fungos e arqueas. Os efeitos sdo
variados e, muitas vezes, contraditorios, acontece provavelmente porque ha diferencas nos
extratos de plantas utilizadas (a concentracdo e natureza do ingrediente ativo pode variar
mesmo dentro das mesmas espécies cultivadas em locais diferentes e ainda mais amplamente
entre espécies de plantas, mesmo intimamente relacionada), concentracdes e, possivelmente,
também na dieta basal (HART et al., 2008). As modernas técnicas de perfis moleculares estdo
comecando a ser empregadas para melhor descrever as alteracGes nas populacdes microbianas
do rimen, guando extratos vegetais sdo ingeridos.

Objetivou-se avaliar os parametros da cinética de degradacdo ruminal das fracbes de
carboidratos fibrosos e ndo fibrosos sobre a diversidade de arqueas metanogénicas no rimen e
sobre a degradacdo in vitro da matéria seca, utilizando extratos etanolicos obtidos de farelo de

vagem de Prosopis juliflora, Samanea saman e Samanea tubulosa como aditivos alimentares.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacéo do Extrato Etandlico Bruto (EE)

As vagens de Samanea saman e Samanea tubulosa foram adquiridas no municipio de
Itapetinga-Bahia-Brasil e as vagens de Prosopis juliflora foram obtidas no municipio de
Brumado-Bahia-Brasil. Uma exsicata de cada material encontra-se depositada no Herbario da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), IIhéus-Bahia-Brasil.

Os farelos de vagens das leguminosas foram produzidos na Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), Itapetinga-Bahia-Brasil. As vagens coletadas foram secas ao sol
durante trés dias. Em seguida, foram processadas em um triturador e moidas com peneira de 2
mm para obtencdo do farelo. Ap6s a moagem, as amostras, entdo, foram destinadas a estufa de
ventilagdo forcada, por 72 horas a 60 + 5°C, em seguida, foram trituradas novamente em
moinho tipo facas, com peneira de malha de 1 mm e, finalmente, acondicionadas
individualmente em recipientes plasticos, para posteriores analises. As composicdes quimicas
dos farelos utilizados para a obtencdo dos extratos etandlicos, bem como do farelo de trigo,

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo quimica dos Farelos de Vagem de Prosopis juliflora, Samanea
saman, Samanea tubulosa e do farelo de trigo.

Prosopis Samanea Samanea Farelo de
Item - .

juliflora saman tubulosa Trigo
Matéria Seca 92,2 85,8 90,9 89,8
Matéria Mineral 3,8 4.0 3,6 7,1
Matéria Organica 95,8 96,0 96,4 83,9
Proteina Bruta 7,2 17,7 12,4 17,4
Fibra Detergente Neutro 26,7 32,2 44 4 51,1
Fibra Detergente Acido 23,5 24,9 37,4 7.1
Carboidratos Totais 87,4 77,9 83,9 73,1
C_arb0|dratos Nao 60.7 45,7 395 22,0
Fibrosos
Hemicelulose 3,4 7.3 7,0 44,0
Celulose 18,6 12,6 13,3 3,5
Lignina 4.9 12,3 24,1 3,6
NIDA! 0,1 0,2 0,4 -
NIDN? 0,2 0,3 0,3 --
Extrato Etéreo 1,6 0,4 0,1 2,4
Tanino® 0,45 17,58 145,06 nd*

Tnitrogénio insoltvel em detergente &cido (NIDA), “nitrogénio insoldvel em detergente neutro (NIDN), *valores
expressos em equivalente-grama de leucocianidina/ kg de matéria seca, “néo detectado.

Aproximadamente 2 kg de cada farelo foram submetidos & extragao por percolagdo com

etanol a 95%, em seguida, esta solugdo foi concentrada a vacuo a uma temperatura em torno de
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70°C, em evaporador rotatdrio, obtendo, assim, os extratos etandlicos brutos (222 g, 230,2 g e
381,6 g para farelo de vagem de P. juliflora, S. saman e S. tubulosa, respectivamente). O
aspecto desses extratos era viscoso de coloracdo castanho-escuro.

2.2 Producéo de gases

O experimento foi conduzido no Campus da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, Laboratério de Nutrigdo Animal, Vitéria da Conquista-Bahia-Brasil, situada as
coordenadas geograficas 40° 50° 54” LS e 14° 51° 04” LO.

A producéo de gases in vitro foi realizada conforme o protocolo de analise descrita por
Mauricio et al. (1999), considerando o volume de gases produzido a partir da medicdo da
pressdo gerada pelo acimulo de gases durante o processo fermentativo das amostras incubadas.
Realizaram-se trés rodadas de incubacdo, com trés repeticbes por tratamento e trés frascos
contendo apenas meio nutriente e fluido ruminal, que serviu como os brancos da técnica. A
producdo de gases destes Ultimos foi descontada das obtidas nos frascos que continham
amostras.

A cada frasco de 160 mL foi adicionado 80 mL de meio nutriente (THEODOROU et
al.,, 1994), CO,, 1 g de farelo de trigo (1 mm), 10 mL das amostras, de acordo com o0s
tratamentos: 1) extrato etandlico de P. juliflora, 2) extrato etandlico de S. saman, 3) extrato
etandlico de S. tubulosa e 4) controle (10 mL de uma solu¢do DMSO; 1% v/v), além del0 mL
do inb6culo. Os extratos etanolicos foram previamente diluidos em &gua, utilizando como
solvente o dimetilsulféxido (DMSO), perfazendo 1% do volume total da solugéo.

O meio nutriente foi preparado misturando uma Solug¢do-tampdo (200 mL), que
continha NH;,HCO3 (4,5 g/L) e NaHCO; (39,4 ¢g/L) que foi misturado com &gua destilada (500
mL), solucdo de macrominerais (200 mL; Na,HPO,12H,0, 10,6 g/L; KH,PO, 7,0 g/L;
MgSQ,.7H,0, 0,7 g/L), solu¢do micromineral (0,1 mL; CaCl,.2H,0, 148,5 ¢g/L; MnCl,.4H,0,
112,5 g/L; CoCl,.6H,0, 11,3 g¢/L; FeCl;.6H,0, 90,0 g/L), solucdo de meio B (60 mL; cisteina
HCI, 7,0 g/L; Na,S.9H,0, 7,0 g/L; NaOH, 1,8 g/mL) e resazurina solucdo (1,0 mL; 0,01 g/L).

2.3 Coleta e Preparo do Indculo

O fluido ruminal utilizado nas inoculacGes foi obtido de trés vacas mesticas Holandesas
fistuladas cirurgicamente no rimen, mantidas em confinamento, cuja dieta era exclusiva de
volumoso (Brachiaria spp.), cada vaca representou uma rodada de incubagdo. As vacas foram
mantidas em jejum hidrico e alimentar nas 12 horas que antecederam a coleta do fluido ruminal.
Apos a coleta, estes foram armazenados em garrafas térmicas para o transporte até o laboratorio,
onde foram filtrados em tecido de nylon com porosidade de 100 micras, misturados nas mesmas

proporcdes e saturados com CO,, mantidos em banho-maria a 39°C.
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O fluido ruminal (10 mL) foi inoculado nos frascos contendo as amostras e meio de
cultura, vedados com tampa de borracha expansiva e mantidos em estufa a 39°C até o momento
das coletas para avaliacdo dos parametros fermentativos. O meio de fermentacdo nos frascos de

vidro atingiu um volume final de 100 mL.

2.4 Horérios de Leitura

As leituras de pressdo dos gases produzidos durante os ensaios foram realizadas as 2; 4;
6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 30; 36; 48; 72 e 96 horas ap6s o inicio das incubagdes. As leituras de
pressdo dos gases (psi — pressdo por polegada gquadrada) foram realizadas de forma
semiautomatica, por intermédio de um transdutor de pressdo (Tipo T443A, Bailey e Mackey,
Inglaterra), com uma agulha (25 x 7 mm) acoplada a sua extremidade. As medidas de pressdo
obtidas foram ajustadas para o volume de gases, conforme a equagao proposta por Figueiredo et
al. (2003), para a altitude local:

V =-0,02 + 4,30p + 0,07p?
Em que V é o volume dos gases (mL) e p é a pressao dos gases dentro dos frascos de

fermentacéo (psi).

2.5 Degradabilidade in vitro e Producao de Biomassa Microbiana

As degradacdes in vitro das amostras foram determinadas as 6; 12; 24; 36 e 96 horas
apos a inoculagdo. A degradabilidade ruminal foi estimada como a diferenca entre a quantidade
de amostra colocada para fermentar em cada frasco e a quantidade de residuo recuperado por
filtracdo em cadinho de porosidade n° 1 (Vidrotec®) de pesos previamente conhecidos.

A producdo de biomassa microbiana foi estimada a partir da diferenca obtida entre a
degradabilidade verdadeira e aparente da matéria seca (MS).

Em uma das réplicas, foi determinada a degradabilidade aparente da MS atraves da
filtracdo direta do residuo obtido ap6s a fermentacdo da amostra em cadinho de vidro n°® 1, e
posterior secagem em estufa a 105°C durante 24 horas (MAURICIO et al., 1999). Para
determinacdo da degradabilidade verdadeira da MS, a outra réplica da mesma amostra foi
submetida & digestdo com solugao detergente neutro por 1 hora, em seguida, filtrada em cadinho
de vidro n°® 1 e seca em estufa a 105°C por 24 horas (GOERING e VAN SOEST, 1970). As
degradabilidades foram determinadas em cada tempo de degradagé&o.

A biomassa microbiana (mg 100 mg® de MS digestivel) foi obtida de acordo com
Blummel et al. (1997):

Biomassa microbiana (mg 100 mg™) = DVI (mg 100 mg™) — DA (mg 100 mg™)
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Em que: DVI corresponde a degradabilidade verdadeira in vitro da MS e DA a
degradabilidade aparente in vitro da MS.

2.6 Fator de Particéo

Fator de particdo (FP) é definido como a relacdo entre o substrato verdadeiramente
degradado in vitro e o volume de gases (mL) produzido pela mesma amostra em determinado
tempo de incubacdo (BLUMMEL et al., 1997).

FP = mg de MS verdadeiramente degradada
Producéo de gases (mL)

2.7 Quantificacdo do Metano

Ao final das incubagdes, em cada tempo proposto, 6; 12; 24; 36 e 96 horas apds a
inoculagdo, uma seringa com capacidade de 10 mL, bem graduada e contendo 4,0 mL de
hidréxido de sodio (NaOH; 10 M), foi ligada a extremidade inferior de uma outra seringa por
meio de uma valvula de 3 bicos, a qual foi introduzida aos frascos de incubagdo com auxilio de
uma agulha (25 x 7 mm) acoplada a sua extremidade, de forma que evitasse, assim, escape do
gas e preenchido 4,0 mL de gas. A mistura do conteddo com NaOH permite a absorcdo de CO,,

entdo, o volume de gas remanescente na seringa é considerado CH,4 (FIEVEZ et al., 2005).

2.8 Extracao de DNA, Amplificacdo por PCR

Nos Laboratorios de Monitoramento Ambiental e Biotecnologia Microbiana da
Universidade Estadual de Santa Cruz (llhéus-Bahia-Brasil), o DNA microbiano total foi
extraido do contetdo ruminal dos frascos de incubacéo, coletado nos tempos 6; 12; 24;36 e 96
horas de incubacdo e, imediatamente, armazenados em congelador a -20°C. Posteriormente,
essas amostras foram descongeladas e submetidas a um processo de lavagem com PBS 1x
(Solucdo Salina Tamponada) e centrifugacdes a 7 000 x g por 15 minutos. Foi adicionado ao
pélete, 600 pL de TESC (10 M Tris-base, 1 M EDTA, 0,1 M NaCl, pH 8,3) juntamente com 30
pL de Tween 80 (Merck) e homogeneizado. A amostra foi submetida ao banho ultrassonico
Magiclean 1600 (Unique®) por 2 minutos, para que houvesse desfloculagdo das particulas
bacterianas, que possivelmente poderiam estar aderidas a matéria organica.

Ap06s o banho ultrassénico, as amostras foram novamente centrifugadas por 3 minutos a
50 x g e. Coletou-se o sobrenadante que, por sua vez, foi centrifugado a 7 000 x g por 5
minutos. Desta vez, o sobrenadante foi desprezado e o pélete foi ressuspenso em 700 uL de
Tampio de Lise (50mM:50mM:500mM), 12 pL de proteinase K (20 mg mL™) (Promega) e 12
uL de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio) foram adicionados as amostras, homogeneizando
pela inversdo dos tubos. As amostras foram incubadas a uma temperatura de 65°C, por 30

minutos, homogeneizando a cada 10 minutos.
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A lise fisica das células bacterianas foi realizada por meio de choque térmico, em trés
ciclos, 10 minutos em ultra freezer (80°C negativos) e 5 minutos em banho-maria a uma
temperatura de 80°C. Um volume equivalente de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1)
foi adicionado, e a mistura foi gentilmente homogeneizada. A mistura foi centrifugada por 10
minutos a 1 800 x g e a fase aquosa foi recuperada. O DNA foi precipitado pela adi¢do de 0,7
volume de isopropanol gelado (J.T. Barker) e 0,1 volume de acetato de sédio 3 M. A solugdo foi
misturada suavemente (5-10 vezes) e mantido a 20°C negativos por 16 h. Foi obtido o pélete das
amostras por centrifugagdo durante 5 minutos a 10 000 x g, o pélete foi lavado com etanol 70%
gelado e ressuspenso em 50-100 pL de TE classico (10 M Tris-HCI, 0,1 M EDTA, pH 8,0).

Quando necessario, 0 DNA extraido foi purificado em mini-colunas empacotadas com
matriz de gel Sephadex G-200 equilibradas com TE classico segundo (TSAI e OLSON, 1992).
Um volume de 250 pL do eluente foi adicionado as colunas juntamente com o DNA de cada
amostra, e posteriormente incubadas em banho-maria (50-60°C) por 10 minutos, sendo em
seguida centrifugadas por 2 minutos a 1 800 x g.

As analises da diversidade microbiana foram efetuadas através de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE). Na amplificagéo
dos fragmentos do DNA, foi utilizado o par de iniciadores especificos para identificacdo de
arqueas metanogénicas 1100F (5' - AAC CGT CGA CAG TCA GGY AAC GAG CGA G - 3),
junto com o grampo de GC e 1400 R (5' - CGG CGA ATT CGT CGT AGG AGC AGG GAC -
3"), descritos por Kudo et al. (1997). A utilizagdo do grampo de GC, acoplado a um dos
iniciadores, impede a completa separacdo das fitas do DNA, aumentando a sensibilidade da
Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturacdo (DGGE) (SHEFFIELD et al., 1989).

A mistura para reacdo da PCR (25 pL) consistiu de: 16,85 uL de Agua Milli-Q estéril,
1x do Tampdo da Taqg polimerase, 2,1 mM de MgCl,, 280 UM de cada iniciador (1100F com
grampo de GC e 1400R), 280 uM de cada um dos dNTP e 2,5 U da Platinum Tag DNA
Polimerase (Invitrogen) e 2 uL de DNA (c. 20ng) em um volume final de 25 pL. A
amplificacdo foi obtida seguindo o programa: deshaturacdo a 94°C por 2 minutos, seguida de 35
ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 90s, e extensdo final a 72°C por 3 minutos. As
reacOes foram analisadas em gel de agarose a 2% (m/v), corado com brometo de etidio, com
transiluminador de luz ultravioleta (KODAK).

A DGGE foi realizada utilizando o Sistema para Analise de Mutag¢ées CDC 20 x 20 cm
(Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK), sendo 20 pL dos produtos de PCR colocados em gel de
poliacrilamida a 8% em 0,5 mmol L™ com gradiente desnaturante de 25% a 60% em tamp&o
0,5x Tris-Acetato-EDTA para analise da diversidade de arqueas, em uma corrida a voltagem,
primeiramente, de 85 V por 15 minutos e, em seguida, de 200 V por 4 horas e 45 minutos a

60°C constante. As bandas de DNA foram visualizadas por coloragdo com prata.
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2.9 Andlises Estatisticas
A cinética da produgdo cumulativa de gases foi analisada empregando-se 0 modelo
logistico bicompartimental (SCHOFIELD et al., 1994):
CT(t) = (VFCNF/(1+exp(2-4*KACNF*(T-L)))) + (VFCF/(1+exp(2-4*KdCF*(T-L))))

Em que CT (t) é o volume acumulado no tempo t; VFCNF, o volume de gas oriundo da
fracdo de rapida digestdo (CNF); KACNF (h?), a taxa de degradacdo da fracdo de rapida
digestdo (CNF); L, laténcia ou tempo de colonizacdo em horas (Lag time); T, o tempo (h);
VFCF, o volume de gés da fracdo de lenta degradacéo (B2); KACF (h), taxa de degradaco da
fracdo B2.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e de regressdo com auxilio do
programa Statistical Analyses System — SAS (SAS, 2006).

A regressdo da producdo para os parametros fermentativos, consumo e comportamento
ingestivo utilizou-se o Proc MIXED do SAS (LITTEL et al., 1996). O modelo estatistico de
regressao linear maltipla com duas variaveis independentes (ou seja, 0s niveis de substituicdo e
tempo de coleta de dados) repetices por tratamento foi:

Yii = po + prTr + BoTr% + BT + BaT? + BsTrxT + ETijk

Em que: Yy € o valor observado de Y resposta variavel nos niveis Tr e T, na repeti¢do
k; Bn € o coeficiente de regressdo associado com o fator de interesse (Xg;, Xii2, Xz, Xz,-z, X1iX2);
Xii € o valor do nivel Xy do X; variavel independente; X, € o valor do nivel de Xy do X;
variavel independente; erj € 0 efeito do residuo da regressdo associado com cada Y valor
observado, sendo € ~ NID (0, ng). Em um delineamento inteiramente casualizado, erj = €ijx +
f.ij, em que faj; = pyij - S?ij, em que fa;; é a falta de ajuste do modelo para o Yj; ponto.

A andlise dos dados foi pelo procedimento MIXED do SAS (LITTELL et al., 1996). Os
efeitos dos tratamentos e os tempos foram decompostos em contrastes polinomiais lineares a 4°
graus. Além disso, a interacdo dos tratamentos ao longo do tempo foi examinada, usando a
opgdo de fatia de MIXED e contrastes. A configuracdo mais baixa da informacdo Akaike
critério (AIC) foi obtida utilizando o componente de variancia (VC):

Yik = u + Tri + T+ TriT; + gy ; NID (0; &%)

Em que: Tr = niveis de substituicdo (0; 33,3; 66,7 € 100%) e T = tempo (0; 2; 4; 6 e 8
h).

Para escolher a melhor equacéo, os fatores Tr e T e as interacGes ndo significativas em
P<0,05 foram retiradas do modelo. Os contrastes da interacdo foram utilizados para comparar o

efeito dos niveis de extratos e interagbes ao longo do tempo em pH, N-NH3, AGV.
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As técnicas estatisticas multivariadas foram realizadas para avaliar a estrutura
multivariada contida nos dados originais. A partir dos perfis de bandas dos géis de DGGE,
foram elaboradas matrizes binérias de presenca e auséncia de bandas para cada uma das
repeticdes, em cada coleta, em fungdo da posicdo que as bandas ocupavam no gel. Para
identificar a presenca ou ndo de bandas, codificadas por 1 e 0, respectivamente (KOZDROJ e
ELSAS, 2001). A partir dessa matriz de dados foi feita a analise de agrupamento por
dendograma para a qual foi utilizado, para o calculo da similaridade entre os individuos e pelo
método de agrupamento UPGMA (método das meédias das distancias) com o coeficiente de
Jaccard (1901) por meio do programa estatistico Past.

A anélise Biplot aplicada as Componentes Principais (CP) foi utilizada para verificar a
correlagdo entre as variaveis analisadas e identificar quais variaveis sofreram maior influéncia
das dietas. Para esta analise, foi utilizado o programa Past. Para a confeccdo do grafico de
riqueza de espécies e os diagramas de Venn, foram utilizadas a Microsoft Excel 2010 e a
Microsoft Power Point 2010, utilizando o padrdo de bandas geradas no perfil do DGGE,

considerando apenas os niveis de substituicdo do milho pelo farelo da vagem de algaroba.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s 96 horas de incubacdo, o extrato etandlico de S. saman foi aquele que apresentou
maior volume final da producéo de gases (PG) cumulativa. O menor valor de producdo de gases
foi apresentado pela utilizacdo de farelo de trigo associado ao extrato etandlico de S. tubulosa
(Tabela 2) (Figura 1).

Tabela 2 — Producdo de gases (PG; mL), degradacdo da matéria seca (DMS; %) e fator de
particdo (FP; PG DMS™) do farelo de trigo com diferentes extratos etanélicos
de farelo de vagens de Prosopis juliflora, Samanea saman, Samanea tubulosa e
controle (DMSO; 1% v/v) durante 96 h de incubac&o.

Extratos de Farelo de Vagens de Leguminosas

Hora Controle’ Prosopis juliflora® Samanea saman’ Samanea tubulosa’

PG DMS FP PG DMS FP PG DMS FP PG DMS FP

96 185,08 76,85 2,41 413,86 86,30 4,79 473,42 68,23 6,93 142,12 76,84 1,85
36 161,28 75,87 2,12 387,31 92,19 4,20 441,38 8538 5,17 110,53 88,72 1,24
24 136,86 73,24 1,87 363,86 91,66 3,97 40457 90,02 4,49 73,75 87,85 084
12 79,42 66,35 120 293,11 87,18 3,36 30811 91,82 335 1517 8835 0,17
6 25,04 6090 0,41 207,00 68,19 3,03 206,99 86,99 2,38 0,61 70,31 0,009

Equacoes de Regressdes da DMS em funcéo de PG:

W = (57,7601£1,054)* + (0,7289+0,05952)T* — (0,00553+0,000536) T**

29 = (67,8483+6,3552)* + (1,1314+0,3874) T**** _ (0,00981+0,003565) T2****

3¢ = (67,709145,6623)* + (1,065620,3198) T*** — (0,00903+0,002878) T?****

4 = (71,5398+6,0729)* + (0,8515+0,3711)T* — (0,00833+0,003472) T**

*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade; **significativo ao nivel de 0,001 de probabilidade; ***
significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade; ****significativo ao nivel de 0,05 de probabilidade.

Houve efeito tanto do tempo de incubacdo quanto dos tratamentos sobre a
degradabilidade da matéria seca (DMS) (P<0,001). Observou-se um maior potencial de
producdo de gases para o farelo de trigo associado ao extrato etandlico de S. saman e a maior
DMS ocorreu para o extrato etanolico de P. juliflora apds 36 horas de incubacdo (Tabela 1).

Acredita-se que o0 extrato bruto, obtido por percolacio com etanol, continha
oligossacarideos, principalmente sacarose, aumentando o teor de carboidratos ndo fibrosos
(CNF) nos extratos obtidos. Os menores valores de PG e DMS, encontrados para extrato
etandlico de S. tubulosa, podem ser explicados pelas menores taxas de CNF presente no extrato.

O fator de partigdo (FP) foi continuamente maior no extrato etandlico de S. saman em
relagdo aos demais tratamentos avaliados, demonstrando haver maior PG e menor DMS. Fato
esse que ocorreu devido a retirada da maioria dos compostos sollveis, o que resultou em
aumento na concentracédo de fibras (NOGUEIRA et al., 2006).

Segundo Menke et al. (1979), o fator de particdo mede a eficiéncia da producdo da
massa microbiana ou eficiéncia de producdo de proteina microbiana, logo, quanto maior o fator

de particdo maior ¢ a eficiéncia.
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Uma melhor proporcéo com relacéo a esta variacdo, na PG e DMS, pode ser atribuida as
diferencas na composicdo das trés espécies avaliadas, particularmente, seu teor de fibra,
nitrogénio, natureza e concentracdo de compostos fendlicos e possibilidade da presenca de
outros fatores antinutricionais. Por exemplo, em estudos com métodos de produgdo de gases in
vitro, tm demonstrado que os efeitos de taninos sobre a fermentacdo ruminal séo refletidos na
producéo de gases (GETACHEW et al., 2002).

Tem sido relatado que algumas plantas que contém inibidores de metano podem
apresentar efeitos adversos sobre o metabolismo ruminal ou fisiologia animal, como reducéo na
digestibilidade (BEAUCHEMIN e MCGINN, 2006). A falha de efeito sobre a degradagédo de
nutrientes em resposta a algumas plantas que reduziram a producgdo de metano foi relatado por
Sliwinski et al. (2002). Bodas et al. (2009) e Bunglavan et al. (2010) ndo observaram qualquer
alteracdo sobre a degradabilidade da MS nem sobre a producéo total de gases, apenas reducdo
na producdo de metano, quando utilizaram aditivos fitogénicos e extratos metandlicos de
plantas. No presente estudo, também ndo se observou efeito negativo sobre a DMS, pelo
contrério, a inclusdo dos extratos resultou em uma melhor digestibilidade (Tabela 2).

Pode-se verificar que houve variacdo significativa para os parametros cinéticos de
degradacdo in vitro dos extratos avaliados obtidos por meio do modelo de Schofield et al.
(1994), apresentados na Tabela 3. Esta variacdo confere diferencas importantes entre os extratos
etandlicos, resultando em maior ou menor digestibilidade.

O extrato de P. juliflora apresentou maior taxa de degradacdo de CNF, quando
comparada aos demais extratos, isso, consequentemente, resultou em um maior volume final de
gases. O extrato etandlico de S. saman apresentou volume da produgdo cumulativa de gases
representados pelo CNF (VFCNF) similar ao do extrato de P. juliflora. O VfCNF corresponde
ao volume de gases oriundos da fermentacdo da fracdo de digestdo rapida que, por sua vez, é a
principal fonte de energia para 0s microrganismos ruminais, sustentando seu crescimento

inicial.

Tabela 3 — Comparagio média dos parametros da cinética da digestdo (mL g™ de MS)
dos extratos etandlicos de farelo de vagens de Prosopis juliflora, Samanea
saman, Samanea tubulosa e controle (DMSO;1% v/v) durante 96 horas de

incubacéo.
Extratos Etandlicos Parametros da Cinética de Digestdo®
VECNF  KACNF L VfCF KdCF CT
Controle 73,242 0,142 5,658 105,46 0,03 176,372
P. juliflora 127,55° 0,802 1,32°  124,50° 0,04° 252,052
S. saman 113,93 0,232 2,83°  132,17° 0,04  246,10°
S. tubulosa 51,45° 0,07 14,15° 25,81°  0,02° 77,27°

T'Volume total de gases (mL); VFCNF e VfCF — volume de gases (mL) da degradacéo da fracdo rapida e lenta,
respectivamente; KACNF e KACF — taxas de degradacdes da frag6es rapida e lenta (% h™), respectivamente; L —
lag time (h); CT — producdo total de gas (mL). Médias, na mesma coluna, seguidas de mesmas letras ndo diferem
(P> 0,05) pelo teste de Tukey.
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O lag time (L), ou seja, o tempo de colonizacdo € um pardmetro pertinente e esta
intimamente relacionado a degradacédo da fracdo fibrosa (RUSSELL e WALLACE, 1997). Os
resultados que demonstram um tempo maior para colonizagdo das bactérias tém sido atribuidos
ao tipo de in6culo, alimentacdo do animal doador, ambiente ruminal e manipulagéo do liquido.
O maior tempo para colonizacdo da fracdo fibrosa foi requerido pelo extrato etanélico de S.
tubulosa e os menores tempos para 0s extratos de P. juliflora e S. saman.

Quanto as taxas de degradacdo dos carboidratos fibrosos, observou-se diferenca
significativa (P<0,05) (Tabela 3) entre os tratamentos. N&o foi encontrado na literatura qualquer
estudo semelhante a este, em termos de utilizacdo de extratos etanolicos para alimentacao
animal, impedindo uma discussdo melhor embasada. No entanto, foi utilizado o farelo de trigo
como substrato associado a todos os extratos, sabe-se que o farelo de trigo € um ingrediente que
apresenta aproximadamente 23% de CNF e 53% de CF (SOARES et al., 2004), e baixos niveis
de lignina, esse baixo teor de lignina facilita 0 acesso de microrganismos aos carboidratos
fibrosos, que podem ter sido favorecido, ainda pela utilizagdo dos extratos, especialmente os
extratos etandlicos de P. juliflora e S. saman (P<0,05), que apresentaram as maiores taxas de
degradacéo.

A maior producdo de gases proveniente da degradacdo de CF foi obtida pelo farelo de
trigo associado ao extrato etandlico de S. saman, podendo sugerir que a fracdo B2 apresenta boa
fermentacdo ruminal. Por outro lado, a menor producdo de gases na degradagdo de CF (VfCF)
foi no tratamento utilizando extrato de S. tubulosa, que pode estd associado ao alto teor de
lignina presente no farelo do qual se obteve o extrato (Tabela 1). Esta estrutura esta inteiramente
correlacionada a digestibilidade do alimento e, neste caso, possivelmente 0s microrganismos
colonizaram particulas do alimento, mas foram detidos por uma estrutura lignificada, reduzindo
a taxa de degradacdo e, por conseguinte, a producédo de gases.

As diferencas na producdo de gases, decorrentes das degradacdes de CNF e CF, podem
ser visualizadas individualmente para cada tratamento na Figura 1.

A curva de producdo de gases da matéria seca de cada tratamento estd apresentada na
Figura 2, podem-se verificar diferencas dos tratamentos sobre o volume final total de gases. O
tratamento com farelo de trigo, associado ao extrato etandlico de S. tubulosa, mostrou-se
eficiente em inibir a producdo final de gases, enquanto os tratamentos com extrato de P.
juliflora e S. saman ndo resultaram em menores valores em relagdo ao controle. Isso
possivelmente se deve ao fato desses extratos apresentarem diferentes teores de CNF,
fornecendo inicialmente carboidratos sollveis prontamente disponiveis para 0S processos
digestivos. Sabe-se, ainda, que os CF sdo capazes de gerar mais gases que CNF por unidade
metabolizada (JOHNSON e JOHNSON, 1995).
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Figura 1 — Producdo de gases oriunda da degradacdo de CNF e CF do farelo de trigo associado ao: (A)

DMSQO; (B) extrato etandlico de P. juliflora; (C) extrato etandlico de S. saman; (D) extrato
etandlico de S. tubulosa em func¢éo do tempo de incubacéo.
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Figura 2 — Producdo total de gases em funcéo do tempo de incubacéo do farelo de trigo associado ao:
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As guantidades de metano (CH,4) produzidas pelo animal podem estar relacionadas com
a qualidade do alimento ingerido, em geral, animais que consomem alimentos altamente
digestiveis reduzem a emissao de metano, porque o alimento permanece pouco tempo no rimen
(AAFC, 2003; PEDREIRA e PRIMAVESI, 2011). As taxas de passagem aumentando podem,
possivelmente, definir eventuais reduces de metano ruminal (HINDRICHSEN et al., 2006).
Além disso, a fermentagdo anaerdbia no rumen de carboidratos rapidamente fermentaveis,
efetuado pela populacdo microbiana, pode aumentar a producdo de AGV. Se a producdo de
AGV ¢é maior do que a absorc¢do, o pH no rimen vai cair, levando a perturbacdo da microbiota
ruminal (PLAIZIER et al., 2008). E, ainda nesse processo fermentativo, sdo produzidos dioxido
de carbono e metano, em maior ou menor quantidade, dependendo da concentracdo e
proporcdes relativas dos acidos produzidos.

Houve efeito da interacdo (horas de incubacdo vs extratos etandlicos de leguminosas
tropicais) sobre a quantificacdo de metano. Quando submetida a analise de regressdo, verificou-

se efeito quadratico em funcdo do tempo de incubagdo (Figura 3).

300 ANOVA
Ir T TrxT
<0,0001  <0,0001 0,0003

Contrastes do Tempo
L Q C 4°
<0,0001 <0,0001 0,6330 0,9206

Equacoes de Regressao
Va = (268,43+27,72)* - (8,2946+1,29)T**+ (0,06830,0155) T2**
Ya = (79,44+10,68)* - (0,64=0,22)T****
Yo = (82,74+10,86) - (0,48+0,23)T****
Ve = (182,16£10,95)* - (6,50+0,67)T* + (0,050:0,0061) T*

[}
=1
S

Metano (mL/100g MS)

Controle

gty
50 + . ’ ’  —

Tempo de Incubacio (h)

Figura 3 — Comportamento da producdo de metano, expressa em mL/ 100g de matéria seca
verdadeiramente degradada, em funcdo do tempo de incubacdo do farelo de trigo associado
ao: DMSO (Controle); extrato etandlico de P. juliflora (P); extrato etandlico de S. saman
(S); extrato etandlico de S. tubulosa (T).

*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade; **significativo ao nivel de 0,001 de probabilidade;
*** gsignificativo ao nivel de 0,01 de probabilidade; ****significativo ao nivel de 0,05 de
probabilidade.
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A reducdo na producdo de metano (mL/ 100g de matéria seca verdadeiramente
degradada) foi induzida por todos os tratamentos. Em comparacdo com o tratamento controle
(farelo de trigo associado ao DMSOQ), a inclusdo dos extratos etandlicos de P. juliflora e S.
tubulosa contribuiram para uma melhor redugdo na propor¢do de metano do contetdo ruminal
até as 36h apds incubacdo. Contudo, é possivel observar que a adigdo do extrato etandlico de P.
juliflora, como substrato associado ao farelo de trigo, resultou em producdo de gases com
menor propor¢do de metano e, consequentemente, maior producéo de CO,, 0 que pode sugerir
gue, mesmo havendo disponibilidade de CO,, ndo houve transformacao acentuada em CH,.

O extrato etandlico de S. saman também proporcionou menor producdo de metano,
entretanto, entre os tratamentos em que foram adicionados extratos, observou-se que o extrato
de S. saman foi 0 que menos contribuiu para a redugéo da producdo de metano. Este fato pode
ser explicado pelo dendograma Jaccard, gerado a partir dos perfis de bandas dos géis de DGGE
(Figura 5), em que as amostras referentes ao tratamento com o mencionado extrato apresentam
alta similaridade (maior que 50%), concluindo que ndo houve muitas modificacGes sobre a
diversidade dessa populacdo durante o periodo de incubacao.

Bunglavan et al. (2010), analisando extratos metandlicos de diversas plantas,
observaram que o extrato de Acacia concinna, leguminosa da subfamilia Mimosoideae, foi a
planta que mais reduziu a producdo de metano entre as espécies avaliadas. Sihori et al. (2012),
avaliando extratos metandlicos de trés plantas, Lawsonia inermis (urucum), Myristica fragans
(noz moscada) e Capsicum annuum (pimenta), referiram-se ao extrato de Myristica fragans
como sendo a mais eficiente na reducdo de metano, quando comparado ao controle. Igualmente,
Patra et al. (2006) também relataram que extrato metandlico de sementes de Terminalia chebula
e extratos metandlico, etanolico e aquoso de Allium satium (alho) reduziram significativamente
a producdo de metano no liquido ruminal de bufalos.

A analise de Componentes Principais (PCA) permitiu redimensionar o espaco das
informacg6es originais em um novo espaco formado por duas variaveis latentes denominadas de
Componentes Principais (CP1 e CP2), criadas por combinacGes lineares das variaveis originais
na regido que deteve a maior concentragdo da varidncia original. Essas duas novas variaveis,
colocadas ortogonalmente, geraram uma distribui¢cdo bidimensional das amostras, conforme se
observa na Figura 4.

A andlise Biplot, aplicada as Componentes Principais, explicou 99,1% (CP 1 = 69,8% e
CP 2 = 29,3%) da variabilidade total observada nos dados de consumo de nutrientes (Figura 4).
Na Tabela 4 estdo apresentadas as correlagbes entre cada variavel e seus respectivos
componentes principais, indicando aquelas variaveis que mais discriminaram em cada eixo. A
CP 1 (eixo horizontal ou eixo X) explicou 69,8% da variacdo total, mostrando uma clara
discriminagdo dos tratamentos em que foram incluidos extrato de P. juliflora e S. saman em

relacdo aos demais tratamentos.
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As variaveis com correlacGes positivas foram responsaveis pela discriminacdo de
objetos ou amostras a direita em CP1 e aquelas com correlagdes negativas foram responsaveis
pela discriminacdo de objetos ou amostras a esquerda em CP1 (Figura 4) (Tabela 4). Assim, as
variaveis VFCNF, CT, FP, VfCF e DMS, nessa ordem, foram responsaveis pela discriminagao
dos tratamentos com farelo de trigo associado aos extratos de P. juliflora e S. saman, enquanto
que as variaveis Lag e CH4 foram responsaveis pela discriminacgdo dos tratamentos com farelo
de trigo associado ao DMSO (Controle) e ao extrato etanolico de S. tubulosa. Essas informagdes
confirmam o que foi discutido anteriormente, que os extratos alteraram a fermentacdo do farelo
de trigo, sendo essas diferencas mais acentuadas com a adicdo dos extratos etandlicos de P.
juliflora e S. saman, em CP 1.

Quanto a CP 2 (eixo vertical ou eixo Y), as varidveis com correlagdes positivas foram
responsaveis pela discriminacdo de objetos ou amostras acima do zero em CP2 e aquelas com
correlagBes negativas foram responsaveis pela discriminacdo de objetos ou amostras abaixo do
zero em CP2. Assim, as variaveis CH4 e VfCF foram responsaveis pela discriminacdo do
tratamento controle enquanto que as variaveis DMS e Lag, nessa ordem, foram discriminantes

para os tratamentos com farelo de trigo associado aos extratos etanélicos.

"Cont 24

"H4

VICF
CT

CP 2 (29,3%)

DMS

2]
CP 1 (69,8%)

Figura 4 — Gréfico Biplot resultante da anélise de componentes principais (CP) mostrando a distribuicao

dos tratamentos e dos pardmetros de cinética da digestdo, degradabilidade verdadeira da
matéria seca (DMS) e metano (CH4).
Em que: P — Extrato Etandlico de Prosopis juliflora; S — Extrato Etandlico de Samanea saman; T —
Extrato Etanolico de Samanea tubulosa; Cont — Farelo de Trigo associado ao DMSO. VfCNF e VfCF —
volume de gases (mL) da degradacéo da fragdo réapida e lenta, respectivamente; Lag — lag time (h); CT
— produgdo total de gas (mL); FP — fator de particéo.
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Tabela 4 - Correlagdo entre variaveis dos parametros de cinética da digestéo,
degradabilidade verdadeira da matéria seca (DMS) e metano (CH4) e cada
componente principal (CP).

DMS CH4 VICNF VICF Lag CT FP
Cp1 0,45 -0,22 0,99 0,91 -0,94 0,98 0,97
CpP2 -0,89 0,97 -0,07 0,39 -0,31 0,18 -0,14

VfCNF e VfCF — volume de gases (mL) da degradacdo da fragdo rapida e lenta, respectivamente; Lag — lag time (h);
CT - produgcdo total de gas (mL); FP — fator de particao.

Johnson e Johnson (1995) afirmaram que a digestdo de fibra de parede celular aumenta
a producdo de metano, aumentando a quantidade de acetato produzida, em relacdo ao
propionato. O aumento da producdo de metano € devido a fermentagdo de acetato, que fornece
um grupo metila para metanogénese (FERRY, 1992). Isso é percebido na PCA, principalmente
em CP 2, que houve correlagdo entre o0 volume de gases da degradacédo da fracdo lenta (VfCF) e
a producdo de metano, que demonstrou maiores teores no tratamento controle.

O que pode ter acontecido foi, justamente, os extratos terem fornecido oligossacarideos
para a fermentagdo, principalmente sacarose, e isso ter promovido formacdo de propionato e
butirato, que servem como dissipadores de hidrogénio (NAGARAJA et al., 1997), contribuindo
para uma redugdo no pH do rdmen, elevando a uma diminui¢do da metanogénese, percebido
isso mais notadamente para os tratamentos com extratos etandlicos de P. juliflora e S. saman.

Producdo total de gases sob condi¢fes in vitro por conta prépria ndo reflete o grau de
utilizacdo eficiente do substrato. A producdo alta de gases total indica que a maioria do
substrato foi para a producdo de gases, reduzindo, desse modo, a producdo de AGV e outros
produtos finais benéficos. A producdo de gases pode igualmente ser baixa, devido a
fermentacdo inadequada de substrato ou ao fato de que a fermentacéo ocorreu em favor de AGV
em vez de gases (CZERKAWSKI e BRECKENRIDGE, 1977). Assim, avaliar a producéo total
de gases sozinho realmente ndo indica a poténcia do extrato utilizado em trazer uma mudanca
na fermentacdo, como mencionou Bunglavan et al. (2010).

A Figura 5 mostra o perfil da comunidade de arqueas, obtido por PCR-DGGE, ap0s
incubacdo de fluido ruminal bovino, tendo como substrato o farelo de trigo associado aos
extratos etanolicos de P. juliflora, S. saman e S. tubulosa. Pode-se observar que houve
diferencas entre os padrGes de bandas dos produtos de PCR para os diferentes extratos
etandlicos (Figura 5), existindo apenas uma banda compartilhada entre todos os tratamentos e
tempos de incubacdo (Figura 5) (Figura 7). Os padrdes de bandas, obtidos mediante a DGGE,
foram utilizados para auxiliar na analise da estrutura das comunidades de microrganismos. A
estimativa foi realizada pela analise de agrupamento do tipo cluster, a partir de uma matriz de

dados de presenca e auséncia das bandas verificadas em cada amostra (Figura 5).
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Essas alteracfes podem ser melhor visualizadas nas Figura 6 e Figura 7, nas quais se
observam a riqueza de bandas (espécies) que podem ser compartilhadas ou especificas de cada
“grupo amostrado” e as alteragdes em funcdo do tempo de incubacéo.

As arqueas metanogénicas sdo afetadas pelas mudancas na alimentacdo animal. Por
exemplo, aumento na taxa de fermentacdo, decréscimo do pH e da relacdo acetato:propionato
sdo fatores que conduzem a reducédo da quantidade de H, disponivel para a formagao de metano.
Dessa maneira, ha menor producdo de metano e, em consequéncia disso, aumenta o nivel de
energia metabolizavel disponivel para o animal.

Para o farelo de trigo associado ao extrato etandlico de P. juliflora, percebe-se,
inicialmente, de 6 as 12h ap6s a incubagdo, um nimero reduzido de bandas. Isso resultou em
producdo de gases com menor propor¢do de metano (Figura 3) e maior producdo de gas
carbonico (Tabela 2), o que pode indicar que, mesmo havendo disponibilidade de CO,, ndo
houve transformacdo acentuada deste em CH, havendo quatro hipGteses para este baixo
aproveitamento: 1) presenca de poucas arqueas metanogénicas, devido a diminuicdo do pH
ruminal em relacdo ao tratamento controle; 2) essa reducdo de pH pode ter afetado a populacédo
de bactérias (Capitulo 2), isso pode ter levado a uma indisponibilidade de H,. A pouca liberacdo
de H, no ambiente in vitro, motivado por vias estequiométricas que favorecem a producdo de
propionato e ndo de acetato; 3) presenca de compostos antimetanogénicos nesse extrato, como
taninos, saponinas ou alcaloides que, possivelmente, pode ter reduzido esta comunidade; 4)
reducdo na comunidade de protozoarios pode ter ocorrido neste tratamento, inicialmente, o que
levou a uma reducdo das metanogénicas associadas a estes microrganismos por aderéncia ou
endossimbiose (NEWBOLD et al., 1995; TOKURA et al., 1999; HEGARTY et al., 2008).

No entanto, ao avaliar a comunidade de arqueas, ap6s 12h de incubacdo (Figura 6),
nota-se elevacdo no numero de espécies, isso pode ser atribuido ao decréscimo dos fatores
antimetanogénicos no meio, porém, essas espécies ainda apresentaram inabilidade para
producdo de CHy,, visto que, nesse periodo ainda se observa reducdo nas concentracdes de
metano (Figura 3).

Sobre a populacdo de arqueas analisada, quando se forneceu extrato etanodlico de S.
saman (Figura 5) (Figura 6), percebe-se que houve uma reducdo das metanogénicas até 6h apos
a incubacgdo, provavelmente, devido a reducdo de pH e de bactérias fornecedoras de Ho,
entretanto, a producdo de metano foi a mais alta neste horario. Pode-se sugerir que este extrato
foi capaz de inibir a metanogénese (Figura 3) sem efeito direto sobre as metanogénicas, isso
pode ser comprovado pela alta similaridade (maior que 50%) encontrada pelo dendograma
Jaccard. Esta observagdo corrobora com Zeleke et al. (2006), que afirmaram que a leguminosa

S. saman ndo apresenta propriedades antimetanogénica.
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Figura 5 - Dendograma Jaccard gerado a partir da DGGE de fragmentos amplificados com iniciadores
especificos para arqueas (1100 e 1400 do 16S rRNA). Em que, P — Extrato Etandlico de Prosopis
juliflora; S — Extrato Etandlico de Samanea saman; T - Extrato Etanélico de Samanea tubulosa; 1-5 equivalem
aos tempos de incubacéo (6, 12, 24, 36 € 96 h).
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Figura 6 — Riqueza de bandas para o dominio Archaea considerando os tempos de incubacdo (h) com
adicdo dos extratos etandlicos de Prosopis juliflora; Samanea saman e Samanea tubulosa.

Ao avaliar o padrdo de bandas para o tratamento com farelo de trigo associado ao extrato
etandlico de S. tubulosa (Figura 5), observou-se baixa similaridade, aproximadamente 20%,

entre as amostras em que foi incubado esse extrato, no entanto, ndo se observou reducdo no
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nimero de bandas em funcdo do tempo. Nesse tratamento, houve uma propor¢do de metano
inferior ao tratamento controle, mas superior aos tratamentos com os extratos de P. juliflora e S.
saman (Figura 3). Sugere-se que as arqueas metanogénicas responsaveis pela alta atividade
fermentativa estavam presentes até 12 horas ap6s a incubacgdo, sendo em seguida eliminadas do
meio.

O diagrama de Venn apresentado na Figura 7 evidencia claramente o agrupamento de
bandas (espécies) que podem ser compartilhadas ou especificas para cada tratamento com
extrato etandlico. Observou-se uma menor quantidade de bandas compartilhadas entre os
tratamentos e maiores nimeros de bandas raras, confirmando que os extratos etandlicos
modificam a diversidade de arqueas metanogénicas. Os extratos de S. saman e S. tubulosa
compartilham exclusivamente 3 bandas, demonstrando, assim, similaridade em termos de
distribuicdo de espécies entre os dois extratos. O extrato etandlico de S. tubulosa apresentou o
maior nimero de espécies (18 bandas), seguido do extrato etandlico de S. saman e P. juliflora,
13 e 10 bandas, respectivamente. Isso refletiu sobre a producdo de metano, na qual a média dos
tratamentos, sem considerar o tempo de incubacdo, obedeceu a mesma sequéncia, 33,25; 26,83
e 25,00 mL/ 100g MS verdadeiramente degradada para o extrato de S. tubulosa, de S. saman e

P. juliflora, respectivamente.

Prosopis juliflora

Samanea
tubulosa

Samanea
saman

Figura 7 — Diagrama de Venn gerado a partir do perfil de bandas da DGGE para arqueas.
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4 CONCLUSAO

Este estudo sugere que os extratos etanolicos de leguminosas tropicais tém grande
potencial para serem utilizados como aditivos alimentares e foram eficientes para mitigacéo da
emissdo de metano em ruminantes.

A microbiota estudada revelou que a redugdo na producdo de metano pode ser atribuida
a diminuicao de substrato fermentavel em vez do efeito direto sobre as metanogénicas, como foi
observado para o tratamento de farelo de trigo associado ao extrato etandlico de Samanea
tubulosa.

Mais pesquisas com 0 uso de extratos de leguminosas tropicais na dieta de ruminantes
sd0 necessarias para avaliacdo do desempenho animal, analise de custo/beneficio, bem como

qualidade do produto.
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ANEXO A

Prosopis juliflora. Em destaque vagem caracteristica da espécie.
Fonte: http://www.ct.ufpb.br/laboratorios/Ipfd/index.php?option=com_content&view=article&id=50&Itemid=68
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ANEXO B

Samanea saman. Em destaque inflorescéncia caracteristica do género.

Fonte: http://www.clickmudas.com.br/mudas-de-arvore-da-chuva-isamanea-saman-i.html

Samanea saman. Em destaque vagens caracteristicas da espécie.
Fonte:htto://www.flickr.com/photos/adaduitokla/7036136659/
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ANEXO C

Samanea tubulosa. Em destaque uma exsicata mostrando algumas

caracteristicas da espécie.
Fonte:http://eol.org/data_objects/18415383
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ANEXO D
EXPERIMENTO in vivo“CABRAS FISTULADAS”

Farelo de Algaroba na Alimentacdo de Cabras Mesticas Anglo
Nubianas: Comportamento Ingestivo, Parametros Ruminais e
Diversidade Ruminal de Bactérias e Arqueas Metanogénicas

Mesquite Pod Mealin Feed Crossbred Anglo Nubian Goats:
Ingestive Behavior, Ruminal Parameters and
Molecular Diversity of Rumen Bacteria and Methanogens

132



RESUMO

ARGOLO, L.S. Farelo de Algaroba na Alimentacio de Cabras Mesticas Anglo Nubianas:
Comportamento Ingestivo, Pardmetros Ruminais e Diversidade Ruminal de Bactérias e
Arqueas Metanogénicas. ltapetinga-BA: UESB, 2012. (Tese - Doutorado em Zootecnia -
Producéo de Ruminantes).*

Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos da adicdo de farelo de vagem de algaroba
(FVA) em substituicdo ao milho grdo moido no concentrado sobre os parametros ruminais (pH,
N-NH3 e AGV) e sobre a diversidade microbiana ruminal. Para o experimento, foram utilizadas
4 cabras adultas, com aproximadamente 31 kg de PC, distribuidas em quadrado latino 4x4.
Foram utilizados niveis de FVA de 0, 33,3, 66,7 e 100% da matéria natural do concentrado, em
dietas isonitrogenadas, tendo como base volumosa a silagem de capim-elefante, na proporcao de
43%. Os consumos de MS, PB, FDN e FDA néo foram influenciados (P>0,05) pelos niveis de
FVA. Estimou-se o consumo maximo de CNF (kg/dia) e minimo de FDN (% de MS) nos
respectivos niveis de 35,4% e de 27,0% de FVA. O consumo de EE apresentou ajuste linear
decrescente para adigdo de FVA. O tempo despendido para alimentacdo ndo sofreu influéncia da
dieta, mas 0s tempos gastos para ruminacdo e 6cio reduziram linearmente com o aumento dos
niveis de FVA. Houve efeito significativo (P<0,05) dos parametros ruminais em funcdo dos
niveis de substituicdo do milho pelo FVA. O pH, de acordo com a equacdo ajustada, variou de
forma linear crescente em fungdo dos niveis de FVA e manteve-se em faixa adequada, entre
6,32 e 6,85, durante 8 horas apo6s alimentacdo. Para a concentracdo de aménia ruminal,
observou-se um pico de producdo de 14,01 mmol/L de fluido ruminal com 2 horas apds
alimentacdo da manhd, e as concentracGes de acetato, propionato e butirato ndo apresentaram
qualquer efeito, embora a adicdo de 33,6% de FVA resultou no menor valor estimado para a
razdo acetato:propionato, que foi 2,87. Para a analise molecular da diversidade microbiana, o
liguido ruminal foi coletado 4 h apds a alimentacdo matinal no 14° dia de cada periodo
experimental. A diversidade genética bacteriana e de arqueas foi determinada por meio da
DGGE dos produtos de PCR da regido V3 e 1100-1400 do 16S rDNA, respectivamente. As
analises deste experimento mostraram variagdes nos padrdes de bandas do gel, indicando
alteracGes das populacbes estudadas em funcdo dos tratamentos, havendo uma reducdo de
metanogénicas com a inclusdo de até 66,7% de FVA.

Palavras-chave: Analise multivariada, comportamento ingestivo,parametros ruminais, PCR-
DGGE, Prosopis juliflora.

*QOrientadora: Proft. Dr2. Mara Lucia Albuquerque Pereira, UESB e Coorientadores: Prof. Dr. Jodo Carlos
Teixeira Dias, UESC, Prof. Dr. Mauro Pereira de Figueiredo, UESB e Prof. Dr. Ronan Batista, UESB.
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ABSTRACT

ARGOLO, L.S. Mesquite Pod Mealin Feed Crossbred Anglo Nubian Goats: Ingestive
Behavior, Ruminal Parameters and Molecular Diversity of Rumen Bacteria and
Methanogens. Itapetinga-BA: UESB, 2012. (Thesis — Doctor Degree in Animal Science —
Production of Ruminant).*

The objective of this study was to evaluate the effects of adding mesquite pod meal (MPM)
replacing corn grain milled in concentrate on ruminal parameters (pH, NH3;-N and VFA) and on
ruminal microbial diversity. For the experiment we used four adult goats, with approximately 31
kg BW, divided into 4x4 Latin square. We used MPM levels of 0, 33.3, 66.7 and 100% natural
matter of concentrate in isonitrogenous diets, based on the massive elephant grass silage at a
ratio of 43%. The DM, CP, NDF and ADF were not affected (P>0.05) by the MPM. We
estimated the maximal non-fiber carbohydrates (kg/ day) and minimum NDF (% DM) at the
respective levels of 35.4% and 27.0% of MPM. EE intake showed a decreasing linear fit to the
addition of MPM. The time spent feeding was not affected by diet, but for the time spent
ruminating and idle declined linearly with increasing levels of MPM. Significant effects (P
<0.05) ruminal parameters depending on the levels of substitution of corn by MPM. The pH
according to the equation adjusted, varied linearly as a function of increasing levels of MPM
and remained at adequate range between 6.32 and 6.85 for 8 hours after feeding. For ruminal
ammonia concentration was observed a peak production of 14.01 mmol/ L of ruminal fluid to 2
hours after morning feeding, and the concentrations of acetate, propionate and butyrate did not
show any effect, while the addition of 33.6% of MPM resulted in lower estimated value for the
ratio acetate: propionate ratio, which was 2.87. For the molecular analysis of microbial
diversity, the rumen fluid was collected 4 h after the morning feeding on day 14 of each
experimental period. Genetic diversity of bacterial and archaeal was determined by DGGE of
PCR products of the V3 region and 1100-1400 of 16S rDNA, respectively. The analyzes of this
experiment showed variation in band patterns of the gel, indicating changes in the populations
studied as a function of treatment, with a reduction of methanogenic with the addition of up to
66.7% of MPM.

Keywords: Ingestive behavior, multivariate analysis, PCR-DGGE, Prosopis juliflora, ruminal
fermentation.

* Adviser: Mara Lucia Albuquerque Pereira, D. Sc., UESB; and Co-advisers: Jodo Carlos Teixeira Dias,
D. Sc., UESC; Mauro Pereira de Figueiredo D. Sc., UESB; and Ronan Batista, PhD., UESB.
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1 INTRODUCAO

Muitas sdo as conclusdes de que os ecossistemas microbianos sdo notavelmente
complexos e diversificados, o que limita as abordagens sobre a ecologia microbiana, incluindo o
microbioma ruminal caracterizado pela alta densidade populacional, ampla diversidade e
interacBes complexas. Esta biodiversidade, bem como o nimero total de microrganismos no
trato gastrintestinal (TGI) sdo determinados por fatores intrinsecos como o local do TGI ou
genético, e por fatores extrinsecos como a dieta e saude do animal (VAUGHAN et al., 2000),
além disso, o crescimento microbiano no rdimen € influenciado pela interacdo dos fatores
quimicos, fisiolégicos e nutricionais.

O estudo da diversidade microbiana ruminal tenta compreender as transformacfes que
ocorrem no ruamen, explicar a natureza da fermentacdo e a maneira como isso afeta a nutricao do
ruminante, além das flutuacdes no grau do fornecimento do alimento, por exemplo, mudancas
nos niveis de um concentrado. A qualidade e a quantidade dos produtos de fermentacdo sdo
dependentes do tipo e da atividade dos microrganismos que comp8em a populagéo, que, por sua
vez, dependem da dieta.

Nos aspectos nutricionais, existe a necessidade da busca de alimentos alternativos em
substituicdo aqueles comumente utilizados na dieta de ruminantes. Segundo Lima (2005), a
algarobeira [Prosopis juliflora (Sw.) D.C.], introduzida no Nordeste do Brasil na década de
1940 com a finalidade de oferecer alimentos aos animais no periodo da seca, dispde de uma alta
palatabilidade e produtividade como forragem. Produz grande quantidade de vagens de boa
digestibilidade, apresenta em sua composi¢do quimica de 25-28% de glicose, 11-17% de amido,
7-11% de proteina e 14-20% de 4cidos organicos e pectinas, entre outros. Essas qualidades
tornam a algaroba uma espécie importante e de grande potencial na alimentacdo animal no
semidarido brasileiro, principalmente, como fonte energética e proteica.

A utilizacdo da algaroba em concentrados para ruminantes é limitada devido a presenca
de toxinas e fatores antinutricionais, como polifenélicos (taninos), compostos nitrogenados
(alcaloides) e lectina (SATISH et al., 1999; BHATTA et al, 2007; ANDRADE-
MONTEMAYOR et al., 2011).

De acordo com Sawal et al. (2004), as vagens de algaroba apresentam baixos niveis de
tanino téxico ao animal. No entanto, substancias alcaloides foram isoladas como 3’-0Xxo-
juliprosopina, secojuliprosopinal, uma mistura de 3-0xo- e 3’-oxo-juliprosina (NAKANO et al.,
2004a), além da juliprosina e juliprosopina, que sdo inibidoras de crescimento de plantas
(NAKANO et al., 2004b). Outro alcaloide isolado da P. juliflora, denominado julifloricina,

exerce atividade antimicrobiana significante, principalmente sobre bactérias Gram-positivas.
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Este efeito foi comparado & acdo da benzil penicilina, gentamicina e trimetropina (AQEEL et
al., 1989; NAKANO et al., 2004b).

Em estudos realizados por Arg6lo et al. (2010), alguns pardmetros de fermentagéo
ruminal (pH, nitrogénio amoniacal e acetato:propionato) foram avaliados em cabras Saanen
lactantes, ndo fistuladas, alimentadas com niveis de farelo de vagem de algaroba (0; 33,3; 66,7 e
100% de substituicdo do milho na matéria natural do concentrado) e foi evidenciado que o fluxo
intestinal de compostos nitrogenados microbianos decresceram linearmente com o aumento dos
teores de farelo de algaroba nas dietas, sem que houvesse alteracdo no consumo de matéria seca
e producdo de leite dos animais, apesar da eficiéncia de alimentacdo avaliada ter sofrido reducéo
linear.

Objetivou-se avaliar, em cabras mesticas Anglo Nubianas fistuladas no rimen, o efeito
da substituicdo do milho pelo farelo de vagem de algaroba no concentrado sobre o consumo de
nutrientes, assim como sobre o0 comportamento ingestivo, parametros ruminais (pH,
concentragdo de nitrogénio amoniacal e AGV) e diversidade microbiana ruminal (bactérias e

arqueas).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local, Animais e Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido no setor de Caprinocultura do Departamento de
Tecnologia Rural e Animal da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Itapetinga-
Bahia-Brasil, situada as coordenadas geograficas 15° 18’ 14’ latitude sul e 40° 12’ 20>’ de
longitude Wga.

Foram utilizadas quatro cabras adultas, mesticas, Anglo Nubianas, fistuladas, nédo
lactantes e peso vivo médio de 31 kg, confinadas em baias individuais com dimensdes de 1,5 x
1,0 m com piso ripado de madeira.

Os animais foram distribuidos em quadrado latino 4 x 4 para avaliar os efeitos de niveis
de farelo de vagem de algaroba (FVA) em dietas isonitrogenadas , tendo como base volumosa a
silagem de capim-elefante na proporcdo de 43% na matéria seca. A substituicdo do milho pelo
farelo de vagem de algaroba no concentrado foi a variavel independente utilizada para
caracterizar os tratamentos, constituidos de quatro niveis de substituicdo (0; 33,3; 66,7 e 100%
na matéria natural) (Tabela 1). As fontes de proteina utilizadas foram o farelo de soja e farelo de

algodao.

Tabela 1 — Composi¢ao do concentrado em ingrediente nutricional (% MN).

Nivel de farelo de vagem de algaroba (% MN)

Ingrediente

0 33,3 66,7 100
Milho moido 78,10 52,51 26,48 0,00
Farelo de algaroba 00,00 25,42 51,28 77,60
Farelo de soja 13,30 13,24 13,19 13,13
Farelo de algodao 4,92 4,96 5,00 5,05
Mistura mineral 3,681 3,852 4,03 4,20*
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

Fosfato bicalcico 39,9%, Sal comum 20,1%, Sal mineral comercial 40,0%.
2Fosfato bicalcico 42,3%, Sal comum 19,2%, Sal mineral comercial 38,5%.
3Fosfato bicalcico 44,4%, Sal comum 18,6%, Sal mineral comercial 37,0%.
“Fosfato bicalcico 46,4%, Sal comum 17,9%, Sal mineral comercial 35,7%.

2.2 Consumo de Nutrientes

O experimento foi constituido de quatro periodos experimentais, cada um com 14 dias
de duragdo: os nove primeiros dias de adaptacdo e os cinco dias restantes de coletas de dados.
Com acesso a vontade ao alimento e a agua, as cabras foram alimentadas as 8:00 e as 16:00 h.
Foram feitas pesagens diarias da dieta fornecida e das sobras, de todos os animais, para estimar
0 consumo, sendo gue as sobras foram mantidas em torno de 10% do total ofertado.

No periodo de coleta, do 10° ao 14° dia de cada periodo experimental, amostras dos

volumosos, concentrados e das sobras de cada animal foram coletadas diariamente,
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acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer, para posteriores analises e
determinacdo do consumo de nutrientes.

A composic¢do quimica dos alimentos fornecidos (Tabela 2) e sobras foi determinada
segundo métodos descritos por Detmann et al. (2012), e na determinagdo do teor de fibra em
detergente neutro foi utilizada a-amilase termoestavel antes da realizacdo da extracdo com
detergente neutro.

Os teores de carboidratos totais (CHOT) dos alimentos fornecidos e das sobras foram
calculados segundo Sniffen et al. (1992): CHOT = 100 - (%PB + %EE + %CINZAS) e o0s teores
de carboidratos nao-fibrosos (CNF) foram estimados subtraindo as concentracbes dos
carboidratos totais e de fibra em detergente neutro (FDN), de acordo com Hall et al. (1999):
CNF = CHOT - FDN (Tabela 2).

Tabela 2 — Composicdo quimica do volumoso, dos concentrados e das dietas em
percentual da matéria seca.

Concentrado
ltem SCE! FVA? Nivel de farelo de vagem de algaroba (% MN)
0 33,3 66,7 100
Matéria Seca 28,10 92,75 72,70 84,90 84,30 83,00
Matéria Organica 90,60 95,83 95,00 93,50 93,50 92,50
Proteina Bruta 4,09 7,82 13,54 13,47 13,45 13,30
Extrato Etéreo 3,87 1,64 4,00 3,50 2,80 2,30
Fibra em Detergente Neutro 78,90 29,65 34,00 31,40 33,20 34,60
Carboidratos ndo fibrosos 10,64 56,72 46,46 49,63 48,05 45,80
Carboidratos totais 89,54 86,37 80,46 81,03 81,25 80,40
Fibra em Detergente Acido 48,85 24,15 13,30 14,10 14,80 19,10
Matéria Mineral 250 4,17 2,00 2,00 2,50 4,00
Dieta
Matéria Seca 53,52 60,48 60,13 59,39
Matéria Organica 93,11 92,25 92,25 91,68
Proteina Bruta 9,48 9,44 9,43 9,34
Extrato Etéreo 3,94 3,66 3,26 2,98
Fibra em Detergente Neutro 53,31 51,83 52,85 53,65
Carboidratos néo fibrosos 31,06 32,86 31,96 30,68
Carboidratos totais 84,36 84,69 84,81 84,33
Fibra em Detergente Acido 28,59 29,04 29,44 31,89
Matéria Mineral 2,22 2,22 2,50 3,36

ISCE: Silagem de capim-elefante; “FVA: Farelo de vagem de algaroba

2.3 Comportamento Ingestivo
Na avaliacdo do comportamento ingestivo dos animais, 0s mesmos foram submetidos a
periodos de observacédo visual durante dois dias, ao final de cada periodo experimental, sendo a

primeira observacdo no 12° dia de cada periodo experimental. Neste dia, os animais foram
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observados durante 24 horas, em intervalos de 10 minutos, para a avaliagdo dos tempos de
alimentacdo, ruminacdo e écio. Durante a observacdo noturna, o ambiente foi mantido com
iluminagé&o artificial.

Na obtencdo dos valores das variaveis comportamentais alimentacdo e ruminacgao
(min/kg MS e FDN), eficiéncia alimentar (g MS e FDN/hora), eficiéncia em ruminacdo (g de
MS e FDN/bolo e g MS e FDN/hora) e consumo médio de MS e FDN por periodo de
alimentagdo, considerou-se o consumo voluntario de MS e FDN do 12° e 13° dia de cada
periodo experimental, sendo as sobras computadas entre 0 10° ao 14° dia.

O namero de bolos ruminados diariamente foi obtido da seguinte forma: tempo total de
ruminacdo (hora) divido pelo tempo médio gasto na ruminacdo de um bolo. A concentragdo de
MS e FDN em cada bolo (g) ruminado foram obtidas a partir da divisdo quantidade de MS e
FDN consumida (g/dia) em 24 horas pelo nimero de bolos ruminados diariamente. A eficiéncia
de alimentacdo e ruminacéo foi obtida da seguinte forma:

EALMS = CMS/TAL;

EALFDN = CFDN/TAL;

Em que: EALMS (g MS consumida/h); EALFDN (g FDN consumida/hora) = eficiéncia
de alimentacdo; CMS (g) = consumo diario de matéria seca; CFDN (g) = consumo diario de
FDN; TAL (h/dia) = tempo gasto diariamente em alimentacao.

ERUMS = CMS/TRU;

ERUFDN = CFDN/TRU;

Em que: ERUMS (g MS ruminada/h); ERUFDN (g FDN ruminada/h) = eficiéncia de
ruminacdo e TRU (h/dia) = tempo de ruminacao.

TMT =TAL + TRU,;

Em que: TMT (h/dia) = tempo de mastigacao total.

Os calculos acima foram realizados conforme Carvalho et al. (2006).

O nUmero de periodos de alimentacdo, ruminacdo e 6cio foram contabilizados pelo
nimero de sequéncias de atividades observadas na planilha de anotacdes. A duragdo media
diéria desses periodos de atividades foi calculada dividindo-se a durag&o total de cada atividade

(alimentac&o, ruminagdo e 6cio em h/dia) pelo seu respectivo nimero de periodos discretos.

2.4 Parametros Ruminais

No 14° dia de cada periodo experimental, foi feita a coleta do liquido ruminal via
fistula, nos periodos de 0; 2; 4; 6 e 8 horas apds a alimentagdo da manh&, sendo que o tempo 0
(zero) foi a coleta que antecedeu o fornecimento da racdo. O fluido ruminal coletado do saco
ventral do rimen das cabras foi filtrado em quatro camadas de gaze, o pH foi mensurado

imediatamente apds a coleta do material com potencidmetro digital. Para determinagdo da
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concentracdo de aménia (N-NH3) e acidos graxos volateis (AGV) no rumen, as amostras foram
fracionadas e acidificadas com &cido sulfarico 20% e acido fosforico 25% (1 mL de &cido:10
mL fluido), respectivamente, imediatamente ap6s a coleta. Parte das amostras coletadas, 4 horas
apos a alimentacdo da manhd, foi congelada imediatamente apds a coleta em freezer a 20°C
negativos para posteriores analises de diversidade microbiana.

Ao final do experimento, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 2 000 x g,
durante 10 minutos, e retirada 2 mL do sobrenadante para determinar a concentragdo de N-NHs
obtida ap6s destilacdo com 5 mL de KOH 2N, conforme técnica modificada de Vieira (1980)
(Anexo E).

As amostras destinadas a determinacdo de AGV foram processadas no Laboratério de
Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus-Bahia-
Brasil. As amostras foram descongeladas e centrifugadas a 800 x g por 15 minutos. A
determinacdo e a quantificacdo de acidos graxos volateis foram realizadas por cromatografia
gasosa (GC), segundo método preconizado por Erwin et al. (1961). Para tal, foi utilizado um
cromatografo a gas modelo GC-2010 da Shimadzu Corporation, equipado com coluna Rtx-Wax
30m x 0,25mm x 0,25mm. As temperaturas utilizadas para operacdo do injetor, coluna de
separacao e detector de ionizacdo de chamas foram de 210, 90 a 170 e 230°C, respectivamente.
Foram preparadas solu¢Bes na concentracdo de 20 mM dos acidos acético, propiénico e butirico,
de forma a produzir uma solucdo padrdo de AGV de concentracdo conhecida. Para cada
determinacdo, foram injetados 1,0 uL de amostra, sendo o resultado obtido através de um
integrador que utilizou a solucdo padrdo como base para o céalculo das concentragdes de AGV

da amostra.

2.5 Extracao de DNA, Amplificacdo por PCR e Andlise de DGGE

Nos Laboratérios de Monitoramento Ambiental e Biotecnologia Microbiana da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) IIhéus-Bahia-Brasil, 0o DNA microbiano total foi
extraido do contetdo ruminal coletado 4 horas apds a alimentacdo matinal, no 14° dia de cada
periodo experimental, sendo as amostras submetidas a um processo de lavagem com PBS 1x
(Solugéo Salina Tamponada) e centrifugacGes a 7 000 x g por 15 minutos. Foi adicionado ao
pélete, 600 uL de TESC (10 M Tris-base, 1 M EDTA, 0,1 M NaCl, pH 8,3), juntamente com 30
pL de Tween 80 (Merck) e homogeneizado. A amostra foi submetida ao banho ultrassonico
Magiclean 1600 (Unique®), por 2 minutos, para que houvesse desfloculagdo das particulas
bacterianas que, possivelmente, poderiam estar aderidas a matéria organica.

Ap06s o banho ultrassénico, as amostras foram novamente centrifugadas por 3 minutos a
50 x g e, coletou-se o sobrenadante que, por sua vez, foi centrifugado a 7 000 x g por 5 minutos.
Desta vez, o sobrenadante foi desprezado e o péletefoi ressuspenso em 700 puL. de Tampao de
Lise (50mM:50mM:500mM), 12 pL de proteinase K (20 mg mL™) (Promega) e 12 pL de SDS
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10% (Dodecil Sulfato de Sodio), em seguida, foram adicionados as amostras e homogeneizados
pela inversdo dos tubos. As amostras foram incubadas a uma temperatura de 65°C, por 30
minutos, homogeneizando a cada 10 minutos.

A lise fisica das células bacterianas foi realizada por meio de choque térmico, em trés
ciclos, 10 minutos em ultra freezer (80°C negativos) e 5 minutos em banho-maria a uma
temperatura de 80°C. Um volume equivalente de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1)
foi adicionado, e a mistura foi gentilmente homogeneizada. A mistura foi centrifugada por 10
minutos a 1 800 x g e a fase aquosa foi recuperada. O DNA foi precipitado pela adi¢do de 0,7
volume de isopropanol gelado (J.T. Barker) e 0,1 volume de acetato de sédio 3 M. A solugdo foi
misturada suavemente (5-10 vezes) e mantida a 20°C negativos por 16 h. Foi obtido o pélete das
amostras por centrifugacdo, durante 5 minutos a 10 000 x g, e depois o pélete foi lavado com
etanol 70% gelado e ressuspenso em 50-100 uL de TE classico (10 M Tris-HCI, 0,1 M EDTA,
pH 8,0).

Quando necessario, 0 DNA extraido foi purificado em mini-colunas, empacotadas com
matriz de gel Sephadex G-200, equilibradas com TE classico, segundo Tsai e Olson, (1992).
Um volume de 250 pL do eluente foi adicionado as colunas, juntamente com o DNA de cada
amostra e, posteriormente, incubadas em banho-maria (50-60°C) por 10 minutos, sendo em
seguida centrifugadas por 2 minutos a 1 800 x g.

As analises da diversidade microbiana foram efetuadas através de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE). Na amplificacdo
dos fragmentos do DNA, foi utilizado o par de iniciadores para o0 Dominio Bacteria: 357F (5' -
CAC GGG GTA CGG GAG GCAGCAG-3)e518R (5'- ATT ACC GCG GCT GCT GG-3°)
(Integrated DNA Technologies, Inc.), com o grampo de GC na terminac¢do 5’ do iniciador
forward (5' - CGC CCG CCG CGC CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG - 3') (MUYZER et
al., 1993). A regido variavel V3 de 16S rDNA foi utilizada por ser uma regido conservada de
bactérias comumente encontradas no trato gastrintestinal e amplificam aproximadamente 200 bp
do gene bacteriano. Para 0 Dominio Archaea, foi utilizado o par de iniciadores 1100F (5' - AAC
CGT CGA CAG TCAGGY AAC GAG CGAG - 3, junto com o grampo de GC e 1400 R (5' -
CGG CGA ATT CGT CGT AGG AGC AGG GAC -3'), descritos por Kudo et al. (1997). A
utilizacdo do grampo de GC acoplado a um dos iniciadores impede a completa separacéo das
fitas do DNA, aumentando a sensibilidade da Eletroforese em Gel com Gradiente de
Desnaturacdo (DGGE) (SHEFFIELD et al., 1989).

A mistura para reacdo da PCR (25 pL) para o0 Dominio Bacteria consistiu de: 17,65 pL
de Agua Milli-Q estéril, 1 x do Tampao da Taq polimerase, 2,5 mM de MgCl,, 10 pmol de cada
iniciador (357F com grampo de GC e 518R), 200 uM de cada um dos dNTP e 0,5 U da
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e 2 uL de DNA (c. 20 ng) em um volume final de

25 pL. A amplificacdo foi obtida seguindo o programa: desnaturacdo a 95°C, por 5 minutos,
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seguida de 30 ciclos de 95°C por 60s, 55°C por 60s, 72°C por 60s, e a PCR foi finalizada pela
extensdo a 72°C por 30 minutos. Para 0 Dominio Archaea, foi realizada a PCR usando uma
mistura de 16,85 pL de Agua Milli-Q estéril, 1 x do Tampao da Taq polimerase, 2,1 mM de
MgCl,, 280 UM de cada iniciador (1100F com grampo de GC e 1400R), 280 UM de cada um
dos dNTP e 2,5 U da Platinum Tagq DNA Polimerase (Invitrogen) e 2 L de DNA (c. 20ng) em
um volume final de 25 pL. A amplificacdo foi obtida seguindo o programa: desnaturagédo a 94°C
por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 90s, e extensdo
final a 72°C por 3 minutos. As reacBes foram analisadas em gel de agarose a 2% (m/v), corado
com brometo de etidio, com transiluminador de luz ultravioleta (KODAK).

A DGGE foi realizada utilizando o Sistema para Analise de Muta¢es CDC 20 x 20 cm
(Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK), sendo 20 uL dos produtos de PCR colocados em gel de
poliacrilamida a 8% em 0,5 mmol L™ com gradiente desnaturante de 30% a 55% em tampéo 1x
Tris-Acetato-EDTA e 35% a 65% em tampdo 0,5x Tris-Acetato-EDTA para analise da
diversidade bacteriana e de arqueas, respectivamente, ambas em uma corrida a voltagem de 85
V, por 20 minutos, e em seguida de 200 V, por 5h, a 60°C. As bandas de DNA foram

visualizadas por coloracdo com prata.

2.6 Andlises Estatisticas

A regressdo da producdo para os parametros fermentativos, consumo e comportamento
ingestivo utilizou-se o Proc MIXED do SAS (LITTEL et al., 1996). O modelo estatistico de
regressdo linear multipla com duas variaveis independentes (ou seja, 0s niveis de substituicao e
tempo de coleta de dados) repeticBes por tratamento foi:

Yig = Bo + BuTr + BaTr? + BoT + BaT? + BsTrxT + erijq

Em que: Yy € o valor observado de Y resposta variavel nos niveis Tr e T, na repeti¢éo
k; Bn € o coeficiente de regressdo associado com o fator de interesse (Xg;, Xii2, X3, Xz,-z, X1iX2);
Xii € o valor do nivel Xy do X; variavel independente; X, € o valor do nivel de Xy do X;
variavel independente; erj € 0 efeito do residuo da regressédo associado com cada Y valor
observado, sendo € ~ NID (0, 082). Em um delineamento inteiramente casualizado, erj = €ijx +
f.ij, em que faj; = pyjj - ‘f(ij, em que fa;; é a falta de ajuste do modelo para o Yj; ponto.

A andlise dos dados foi pelo procedimento MIXED do SAS (LITTELL et al., 1996). Os
efeitos dos tratamentos e 0s tempos foram decompostos em contrastes polinomiais lineares a 4°
graus. Além disso, a interacdo dos tratamentos ao longo do tempo foi examinada, usando a
op¢do de fatia de MIXED e contrastes. A configuracdo mais baixa da informacdo Akaike
critério (AIC) foi obtida utilizando o componente de variancia (VC):

Yik = u + Tri + T+ TriT; + gy ; NID (0; &%)

Em que: Tr = niveis de substituicdo(0;33,3; 66,7 e 100%) e T = tempo (0; 2; 4; 6 e 8 h).
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Para escolher a melhor equacéo, os fatores Tr e T e as interagdes ndo significativas em
P<0,05 foram retiradas do modelo. Os contrastes da interacdo foram utilizados para comparar o
efeito dos niveis de extratos e intera¢fes ao longo do tempo em pH, N-NH;, AGV.

As técnicas estatisticas multivariadas foram realizadas para avaliar a estrutura
multivariada contida nos dados originais. A partir dos perfis de bandas dos géis de DGGE,
foram elaboradas matrizes binarias de presenca e auséncia de bandas para cada uma das
repeticdes, em cada coleta, em funcdo da posicdo que as bandas ocupavam no gel, para
identificar a presenca ou n&o de bandas, codificadas por 1 e 0, respectivamente (KOZDROJ e
ELSAS, 2001). A partir dessa matriz de dados, foi feita a analise de agrupamento por
dendograma para a qual foi utilizado o célculo da similaridade entre os individuos e o método
de agrupamento UPGMA (método das médias das distancias) com o indice de semelhanca
Raup-Crick (RAUP e CRICK, 1979), por meio do programaestatistico Past.

A analise Biplot, aplicada aos Componentes Principais (CP), foi utilizada para verificar
a correlacdo entre as variaveis analisadas e identificar quais variaveis sofreram maior influéncia
das dietas. Para esta analise, foi utilizado o programa Past. Para a confeccdo do grafico de
riqueza de espécies e os diagramas de Venn, foram utilizadas a Microsoft Excel 2010 e a
Microsoft Power Point 2010, utilizando o padrdo de bandas geradas no perfil do DGGE,

considerando apenas 0s hiveis de substituicdo do milho pelo farelo da vagem de algaroba.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise dos contrastes linear (L), quadratico (Q) e cubico(C) ndo se observou efeito
(P>0,05) dos niveis de substituicdo do milho pelo farelo de vagem de algaroba (FVA) sobre o
consumo de matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM), proteina bruta
(PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e carboidratos totais
(CHOT) (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias para os consumos de nutrientes em funcdo dos niveis de farelo de
vagem de algaroba em substitui¢do ao milho no concentrado para cabras.

Niveis de Farelo de Vagem de

e
Item Algaroba (% MN) EPM Efeito
0 33,3 66,7 100 L Q C
Consumo (kg/dia)
Matéria Seca 0,713 0,728 0,742 0,753 0,060 0,77 0,98 0,99

Matéria Organica 0,667 0,673 0,685 0,690 0,056 0,84 099 097
Proteina Bruta 0,072 0,074 0,077 0,077 0,005 0,62 0,87 0,9
Extrato Etéreo 0,028 0,028 0,027 0,026 0,002 0,73 0,90 0,9
Matéria Mineral 0,028 0,026 0,023 0,021 0,002 0,23 097 085

FDN 0,356 0,349 0,355 0,395 0,031 0,61 066 093
FDA 0,201 0,194 0,196 0,230 0,017 0,48 046 084
CNF 0,365 0,315 0,326 0,350 0,012 0,57 0,03* 043
FDNMS (%) 49,82 47,80 46,72 52,37 0,830 0,30 0,02° 0,36

FDN - fibra em detergente neutro; FDA — fibra em detergente &cido; CNF — carboidratos ndo fibrosos; FDNMS -
consumo de FDN como percentual da ingestdo de matéria seca.

*L, Q e C — efeito linear, quadratico e cubico.

19 =(0,032+0,0028)* - (0,00013:£0,000045) Tr=**

2¥ =(0,3761+0,0072)* - (2,818+1,31°8)Tr?*x=*

Y = (48,38+0,6)** - (0,054+0,029) Tr"™+ (0,0010+0,00028) Tr2***

™ ndo significativo; *significativo (P<0,0001); **significativo (P<0,001); ***significativo (P<0,05).

O consumo da matéria seca ndo foi influenciado pelas dietas, este resultado era
esperado pelo fato de na Tabela 2 observar-se a semelhanga entre os teores dos nutrientes.
Oliveira (2009) também observou essa semelhanca, quando avaliou os mesmos niveis de farelo
de algaroba no concentrado, fornecidos para cabras da raca Saanen em lactagdo. A explicacéo
para os resultados relatados deve-se ao fato que a substituicdo de alimentos tradicionais por
fontes alternativas de energia sem elevar os teores de FDN em niveis que restrinjam o consumo
e as dietas sendo isonitrogenadas ndo afeta 0 consumo de matéria seca dos animais.

O consumo de PB ndo foi afetado (P>0,05), quando se substituiu 0 milho pelo FVA nos
diferentes niveis, pelo fato das dietas serem isonitrogenadas. Portanto, como ndo houve varia¢éo

no consumo de MS, ndo observou-se efeito sobre essa variavel.
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O consumo de CNF apresentou efeito quadratico (P<0,05) com os niveis de FVA, em
razdo de as concentragdes de CNF terem sido alteradas pela variacdo da proporcéo dietética do
milho, estimando-se maximo consumo relativo de 0,382 kg/dia no nivel de 35,4% de
substituicdo do milho pelo FVA. De acordo com o Cornell Net Carbohydrate and Protein
System (CNCPS, 2002), os acucares e acidos organicos pertencem a fracdo A, de rapida
degradacdo ruminal. No farelo de vagem de algaroba, o amido (11-17%) ndo é o principal
componente energético, mas sim 0s mono e oligossacarideos (28%), somados aos acidos
organicos e a pectina (20%). Todavia, o amido representa 91,45% dos carboidratos ndo
estruturais do milho e pertence a fracdo B1, de degradacdo intermediaria, da mesma forma que a
pectina. Figueiredo et al. (2007) relataram valor da fracdo A + B1 (59,92%) do farelo de vagem
de algaroba inferior ao do milho (72,20%). O resultado encontrado neste trabalho diverge de
Oliveira (2009), cujos teores e consumo de CNF reduziram linearmente em fungéo dos niveis de
FVA.

Animais recebendo dietas com maiores niveis de FVA apresentaram menor consumo de
extrato etéreo (EE), este comportamento deve-se a menor concentracdo deste nutriente no FVA.
Outros autores também observaram o mesmo comportamento, Oliveira (2009), Argblo et al.
(2010) e Pereira (2012).

Houve efeito significativo das dietas (P<0,0001) com ajuste quadratico da adicdo de
FVA sobre o consumo de FDN como percentual da ingestdo de matéria seca (FDNMS),
estimando-se minimo consumo relativo de 47,7% no nivel de 26,8% de substituicdo do milho
pelo FVA. Possivelmente, isso se deve ao fato do farelo de algaroba possuir maior concentracdo
de FDN, quando comparado com o milho. Para cabras, o teor maximo de FDN nas dietas que
nao exerce efeito inibidor do consumo ndo esta bem definido, mas no nivel de consumo de fibra
das cabras deste trabalho, 0 mecanismo de controle do consumo parece nao ter sido ocasionado
pelo fator fisico de enchimento ruminal.

A analise de Componentes Principais (PCA) permitiu redimensionar o espaco das
informacg6es originais em um novo espaco formado por duas variaveis latentes denominadas de
Componentes Principais (CP1 e CP2), criadas por combinages lineares das variaveis originais
na regido que deteve a maior concentragdo da varidncia original. Essas duas novas variaveis,
colocadas ortogonalmente, geraram uma distribui¢do bidimensional das variaveis, conforme se
observa na Figura 1.

A andlise biplot, aplicada aos componentes principais, explicou 97,29% (CP 1 =
72,61% e CP 2 = 24,68%) da variabilidade total observada nos dados de consumo de nutrientes
(Figura 1). Na Tabela 4 estdo apresentadas as correlagdes entre cada variavel e seus respectivos
componentes principais, indicando aquelas variaveis que mais discriminaram em cada eixo. A

CP 1 (eixo horizontal ou eixo X) explicou 72,61% da variagdo total, mostrando uma clara
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discriminacdo dos niveis de 66,7 e 100% de substituicdo do milho pelo FVA em relagdo aos
demais: 0 e 33,3%.

As variaveis com correlacGes positivas foram responsaveis pela discriminacdo de
objetos ou amostras a direita em CP1 e aquelas com correlagdes negativas foram responsaveis
pela discriminacdo de objetos ou amostras a esquerda em CP1 (Figura 1) (Tabela 4). Assim, as
variaveis CCT, CMO, CMS, CFDN, CFDA, CPB e CFDNMS, nessa ordem, foram
responsaveis pela discriminacdo dos niveis de substituicdo de 66,7 e 100%, enquanto que a
varidvel CEE foi a responsavel pela discriminagdo dos niveis 0 e 33,3% de substituicdo do
milho pelo FVA.

CCNF
/CFDNMS

| e

CP 2 (24 88%)

CP 1(72,61%)

Figura 1 — Gréfico Biplot resultante da analise de componentes principais (CP) mostrando a distribuicdo
dos tratamentos e das varidveis de consumo de nutrientes,CMS — consumo de matéria seca;
CMO - consumo de matéria organica; CPB — consumo de proteina bruta; CEE — consumo de
extrato etéreo; CMM — consumo de matéria mineral; CFDN — consumo de fibra em detergente
neutro; CFDA — consumo de fibra em detergente acido; CCT — consumo de carboidratos
totais; CCNF — consumo de carboidratos nédo fibrosos; CFDNMS - consumo de FDN como
percentual da ingestdo de matéria seca.

Tabela 4 — Correlagdo entre variaveis de consumo de nutrientes e cada componente
principal (CP).

CMS CMO CPB CEE CMM CFDN CFDA CCT CCNF CFDNMS

CpP1 0,93 094 0,84 -0,99 -0,95 0,91 0,86 1,00 0,11 0,58
cp2 -036 -0,34 -0,53 0,01 0,30 0,40 049 005 091 0,78

CMS — consumo de matéria seca; CMO — consumo de matéria organica; CPB — consumo de proteina bruta; CEE —
consumo de extrato etéreo; CMM — consumo de matéria mineral; CFDN — consumo de fibra em detergente neutro;
CFDA — consumo de fibra em detergente acido; CCT — consumo de carboidratos totais; CCNF — consumo de
carboidratos néo fibrosos; CFDNMS - consumo de FDN como percentual da ingestdo de matéria seca.
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Quanto ao CP 2 (eixo vertical ou eixo Y), as variaveis com correlacdes positivas foram
responsaveis pela discriminacdo de objetos ou amostras acima do zero em CP2 e aquelas com
correlagBes negativas foram responsaveis pela discriminacdo de objetos ou amostras abaixo do
zero em CP2. Assim, a variavel CPB foi a responsavel pela discriminagdo do nivel de
substituicdo de 66,7% , enquanto que as variaveis CCNF e CFDNMS foram discriminantes do
nivel de 100% de substituicdo do milho pelo FVA, nessa ordem.

Né&o foi observado efeito significativo (P>0,05) para os tempos gastos com alimentacao
em funcdo dos niveis de FVVA nas dietas experimentais, apresentando valor médio de 4,29 h/dia
(Tabela 5). Esse resultado foi consistentemente semelhante aos encontrados por Oliveira (2009),
para cabras da raca Saanen, alimentadas com niveis de FVA de 4,21 h/dia, e por Church (1988),
de 4,23 h/dia.

O tempo de ruminacdo aumentou linearmente (P<0,01) (Tabela 5) com os niveis de
adicdo do FVA, devido ao aumento do consumo de FDN como percentual da ingestdo de
matéria seca (FDNMS) da dieta composta por niveis de substituicdo do milho pelo farelo de
algaroba acima de 26,8%, isso se deve a qualidade da fibra e ndo a quantidade da mesma na
dieta, provavelmente deve-se a uma maior ingestdo de FDN do volumoso. Usualmente,
alteracdes nos tempos gastos nas atividades de alimentacéo e ruminacéo estdo sendo observadas
em trabalhos nos quais as dietas experimentais apresentaram varia¢des nos teores de fibra
(CARVALHO et al., 2006; PEREIRA et al., no prelo).

Estes resultados divergem daqueles encontrados por Oliveira (2009), que ndo observou
diferenca significativa para o tempo gasto na ruminacdo, que foi em média 8,76 h/dia, em
cabras Saanen lactantes alimentadas com niveis de substituicdo (0,0; 33,3; 66,7 e 100 % da
matéria natural) do milho pelo farelo de algaroba; e diverge dos resultados encontrados por
Pereira et al. (no prelo), cuja média para o tempo gasto na ruminacdo foi de 10,08 h/dia para
ovinos Santa Inés alimentados com niveis de substituicdo de capim-elefante pelo FVA (0; 15;
30 e 45% na MS), que também ndo observaram alteracdo nos tempos disponiveis para
alimentacdo, mas, ao verificarem menor consumo de MS da dieta constituida somente de
silagem, concluiram que houve regulacdo fisica de enchimento pelo fato de o tempo de
mastigacdo ndo ter sido alterado em funcdo das dietas. Vale ressaltar que essas diferengas
indicam que o farelo de algaroba foi capaz de causar alteragdo nos tempos gastos com
ruminagdo em cabras ndo lactantes que apresentaram menor ingestdo de MS e de FDN.

Carvalho et al. (2004) descreveram que a ruminagdo € um recurso fisioldgico ativado
com a diminuicdo no tempo de alimentagdo para o melhor aproveitamento do alimento,
podendo, assim, reduzir o efeito de enchimento da dieta. Este fato se aplica neste estudo, uma
vez que os tempos disponiveis para ruminacdo aumentaram. N&o houve a regulacéo fisica por
distensdo do reticulo-ramen pelo fato de que o consumo de FDN ndo variou, uma vez que 0

tempo requerido para mastigagéo se alterou em funcdo das dietas, em que houve aumento linear
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no nimero de mastigacdes mericicas e totais com a adicao de farelo de algaroba (Tabela 5). Ja
para o numero de mastigagcdes mericicas por bolo (NMMnb; n°bolo) e o tempo de mastigagdes
por bolo (seg/ bolo) apresentaram efeito linear negativo (Tabela 5).

Tabela 5 — Médias de quadrados minimos, erro padrdo da média (EPM) e indicativos de
significancia para os efeitos dos contrastes sobre o comportamento ingestivo
em cabras alimentadas com concentrado contendo farelo de vagem de
algaroba em substituicdo ao milho.

Niveis de Farelo de Vagem de

R

Item Algaroba (% MN) EPM Efeito
0 33,3 66,7 100 L Q C

CMS (kg/ dia) 071 073 074 0,75 006 0,77 098 0,99
CFDN (kg/ dia) 0,36 0,35 0,35 0,39 0,03 0,61 0,66 0,93
CFDNMS (%) 49,81 47,79 46,73 52,38 0,83 0,30 0,02 0,37
Alimentagdo (h/ dia) 4,00 3,87 4,15 5,15 0,26 0,11 0,25 0,88
Ruminacéo (h/ dia) 417 517 6,57 1,57 0,48 0,003 1,00 0,74
Mastigacgéo
NMMnb (n% bolo) 63,35 61,85 67,05 50,80 2,52 0,10° 0,09 0,14
TRB (seg/ bolo) 49,75 50,00 50,60 4835 145 078 066 0,80
NMMnd (n% dia) 19318 23123 31113 30074 2224 0,02° 0,41 0,32
TMT (h/ dia) 8,17 9,05 10,72 12,72 0,68  0,008° 0,54 0,91
Ocio (W dia) 15,82 14,95 13,27 11,27 068 0,008’ 054 091

CMS — consumo de matéria seca; CFDN — consumo de FDN; CFDNMS — propor¢do de FDN consumida com base
na MS; NMMnb — nimero de mastigacGes mericicas por bolo; TRB — tempo de ruminagdo por bolo; NMMnd —
nimero de mastigagdes mericicas por dia; TMT — tempo de mastigacdo. ‘L, Q e C — efeito linear, quadratico e
cubico.

1Y = (48,34+0,61)* - (0,054+0,029) Tr"+ (0,0010+0,0003) Tr?**>*

2¥ = (3,1685+0,2494 )* + (0,02958+0,00399) Tr*.

3Y = (67,5444+1,5525)* — (0,1191+0,02489) Tr**,

4¥ = (51,0065+1,1680)* — (0,0517+0,01873) Tr**+,

SY = (18499+3040,54)* + (157,65+48,7537) Tr**,

¥ = (7,4655+0,8487)* + (0,04665+0,0136 1) Tr***,

7Y = (16,5345+0,8487)* — (0,04665+0,01361) Tr**+,

" ndo significativo; *significativo (P<0,0001); **significativo (P<0,001); ***significativo (P<0,01);
****gignificativo (P<0,05).

Para o tempo despendido em 6cio (Tabelab), observou-se efeito linear negativo, de
acordo com os niveis de substituicdo pelo FVA nas dietas experimentais. Certamente, isso foi
observado porque os tempos de ruminagao apresentaram respostas inversas. Diante do exposto,
a composicdo desta fibra pode ter influenciado significativamente as atividades
comportamentais, principalmente a ruminagao.

A eficiéncia de alimentagdo, expressa em gMS/h, apresentou efeito linear na analise dos
contrastes (P<0,05) pelos niveis de FVVA em substituicdo ao milho na dieta de cabras mesticas
Anglo Nubiana (Tabela 6), contudo, ndo foi possivel obter uma equacdo gque Se ajustasse aos
dados. Por outro lado, a eficiéncia de alimentacdo, expressa em gFDN/h, apresentou um

comportamento quadratico com ponto de maximo estimado no nivel de 71,5% de substituicédo,
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em funcdo do consumo de FDN como percentual da ingestdo de matéria seca (FDNMS) (Tabela
4), que apresentou 0 mesmo comportamento.

A eficiéncia de alimentagdo e ruminacédo exibe relacdo direta com os niveis de ingestao
de nutrientes dos animais. Assim, a auséncia de efeito significativo para os consumos de MS
pode ter contribuido para a falta de relagdo observada entre a eficiéncia de alimentacdo de MS e
os niveis de FVA em substituicdo ao milho.

Tabela 6 — Médias de quadrados minimos, erro padrdo da média e indicativos de
significancia para os efeitos dos contrastes das eficiéncias de alimentagéo e
ruminagdo em cabras alimentadas com concentrado contendo farelo de
vagem de algaroba em substituicdo ao milho.

. —y
ltem Niveis de FVA (% MN) EPM Efeito
0 33,3 66,7 100 L Q C
Eficiéncia de Alimentacéo
EALMS (gMS/h) 185,50 200,40 173,42 149,95 14,87 0,019 0,089 0,324

EALFDN (gFDN/h) 92,12 9552 8262 7832 721 0099 0,559 0,406

Eficiéncia de Ruminacao
Bolos (n%dia) 309,07 372,63 474,83 579,57 39,67 0,002° 0,627 0,847
ERUMS (gMS/h) 171,90 145,30 110,15 100,57 11,50 0,002 0,462 0,507
ERUFDN (gFDN/h) 85,60 69,00 5257 5262 556 0,004° 0,201 0,552

EALMS — eficiéncia de alimentacdo da MS; EALFDN - eficiéncia de alimentacdo da FDN; ERUMS — eficiéncia de
ruminacgéo da MS; ERUFDN - eficiéncia de ruminacio da FDN. *L, Q e C — efeito linear, quadratico e clibico.

! Regresséo néo significativa.

2Y = (81,6764+0,3128)* + (0,5916+0,01508) Tr* — (0,00414+0,000145) Tr?*.

3 ¥=(319,65+49,9409)* + (2,2937+0,8008) Tr***

*¥ = (185,15+6,0256)* — (0,8805+0,09662) Tr*.

Y =(89,2124+3,6603)* — (0,3852+0,05869) Tr*.

**significativo (P<0,001); ** significativo (P<0,001); ***significativo (P<0,01); ****significativo (P<0,05).

Neste estudo, os valores observados para a eficiéncia de ruminacdo, ao considerar o
namero de bolos formados, apresentaram efeito linear crescente (Tabela 6), sugerindo que o
farelo de algaroba favoreceu a frequéncia de regurgitacdo ao mesmo tempo em que reduziu a
guantidade em gramas de MS e de FDN ruminados a cada hora. Atribuem-se as eficiéncias de
ruminacgdo, verificadas neste estudo, ao teor e qualidade fisico-quimica de fibras, provenientes
da silagem de capim-elefante, associados aos de farelo de algaroba, além disso, o
comportamento inverso do nimero de bolos ruminados (n°/dia) em relacdo a eficiéncia de
ruminacdo de MS e FDN, possivelmente se devem a questdo do aumento do teor de fibra
digestivel com menor tamanho de particula, proporcionado pela adi¢do de farelo de algaroba.
Pereira et al. (no prelo) concluiram que o volumoso com baixa qualidade de fibra, como é o
caso do capim-elefante com maior propor¢do de FDA (70,9%) e de lignina (12,1%), quando
associado ao farelo de vagem de algaroba em dietas de ovinos, melhorou as eficiéncias de

alimentacdo e ruminacédo e ndo alterou os tempos gastos com alimentacdo, ruminacéo e ocio.
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Os resultados encontrados para as varidveis de comportamento ingestivo de cabras
mesticas Anglo Nubianas, alimentadas com FVA em substituicdo ao milho, corrobora com a
analise biplot aplicada aos CP, que explicou 96,78% da variabilidade total observada nos dados
(Figura 2). A CP 1 explicou 80,78% da variagdo total, mostrando uma discriminac&o dos niveis
de substituicdo de 0 e 33,3% dos demais niveis: 66,7 e 100%. Este componente apresenta um
contraste entre as varidveis do Grupo 1 (OC, ERUMS, EALFDN, EALIMS, ERUFDN,
NMMnb e TRB) vs Grupo 2 (B, TMT, RU, AL e NMMnd), ou seja, valores elevados das
variaveis do Grupo 1 e baixos valores das variareis do Grupo 2 deslocaram os niveis 0 e 33,3%
de substituicdo do milho pelo FVA para a parte positiva do grafico em CP 1, enquanto valores
elevados para o Grupo 2 e baixos para 0 Grupo 1 deslocaram os niveis de substituicdo 66,7 e
100% para a parte negativa do grafico em CP 1 (Figura 2) (Tabela 7).

Em relacdo ao CP 2, as variaveis com correlag@es positivas, TRB, NMMnb e NMMnd,
na ordem, foram responsaveis pela discriminacdo do nivel de substituicdo de 66,7% na parte
superior do grafico em CP 2, enquanto que a variavel ERUFDN foi responsavel pela
discriminacdo dos niveis 0 e 100% de substituicio do milho pelo FVA, possivelmente em
virtude dos valores de FDN na dieta serem similares.

Houve efeito significativo linear crescente (P<0,05) nos valores de pH em funcéo dos
niveis de FVA no concentrado e efeito cubico com relacdo ao tempo de coleta até 8 horas apds a
alimentacdo, como mostra a Figura 3. Os valores medios de pH foram de: 6,52; 6,60; 6,61 e
6,70 para os tratamentos de 0; 33,3; 66,7; e 100%, respectivamente, de FVA em substituicdo ao
milho. Os resultados médios de pH obtidos no fluido ruminal das cabras deste experimento, na
sua totalidade, estdo na faixa considerada normal entre 5,5 e 7,0.

Para cabras da raca Saanen em lactacdo, recebendo dieta similar, Arg6lo et al. (2010)
ndo observaram efeito significativo do tempo de coleta e niveis de substituicdo do FVA sobre o
pH ruminal, tendo encontrado média igual a 6,95. Gongalves et al. (2001), trabalhando com
cabras da raca Alpina, ndo gestantes e ndo lactantes, recebendo dietas compostas por diferentes
relagcBes volumoso: concentrado, observaram pH de 6,5 a 6,9 nos animais que receberam 40 e
20% de concentrado, respectivamente. Foi observado por esses autores que houve um
decréscimo quadratico (P>0,05) do nivel de concentrado sobre o pH e que 0 mesmo atingiu seu
ponto minimo entre 2 a 4 horas apdés cada alimentagdo. Segundo Van Soest (1994), isso
acontece devido & maior taxa de producdo de &cidos graxos volateis, provenientes da
fermentacdo da fracdo ndo fibrosa do alimento. No entanto, neste estudo, o pH ruminal
apresentou valores minimos estimados para os tratamentos de 0; 33,3; 66,7; e 100% de FVA em
substituicdo ao milhode 6,33; 6,34; 6,46 e 6,52, respectivamente, com 2,1 horas e valores
maximos de 6,68; 6,74; 6,80 e 6,86 entre 6,5 e 7 horas apds a alimentagdo. O elevado valor de
pH, observado para o tratamento de 100%, quase 7 horas ap6s a ingestdo, deve-se ao tempo de

ruminagdo, que aumentou linearmente entre as dietas, quando h& ruminacdo, consequentemente,
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existe um aumento tanto da éarea superficial quanto da taxa de fermentagdo do alimento. A
ruminagdo também eleva o fluxo de saliva, que mantém o pH favoravel para 0s microrganismos
e animais (RUSSELL e RYCHLIK, 2001).

A concentracdo de N-NH; apresentou comportamento de quarto grau (P<0,05) em
funcdo dos horérios de coleta. N&o houve influéncia das dietas sobre a concentragdo de N-NHs,
cujas médias foram de: 7,95; 7,68; 8,88 e 8,36 mmol/Lpara os tratamentos de 0; 33,3; 66,7; e
100% de FVA em substituicdo ao milho. Foi observado um pico de produgdo de nitrogénio
amoniacal 2 horas ap6s a alimentacdo (Figura 4). Os valores de N-NH3 para todos os niveis de
farelo de vagem de algaroba, foram superiores a 5 mmol/L de liquido ruminal, nivel minimo
necessario para manter as fungdes normais do rimen como sugerido por Satter e Slyter (1974).
No entanto, o nivel de amonia deve ser superior a 10 mmol/L, para que haja aumento da
digestdo ruminal da matéria seca, e superiores a 20 mmol/L, para que ocorra aumento da
ingestdo de matéria seca (LENG, 1990). Normalmente, a concentracdo de aménia ruminal varia
com o tempo decorrido da alimentacdo, o local de amostragem no rdmen, o balango entre
proteina e energia na dieta, solubilidade e o nivel de proteina da racdo (EARDMAN et al.,
1986).
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Figura 2 — Gréfico Biplot resultante da analise de componentes principais (CP) mostrando a distribui¢do dos tratamentos e das varidveis de comportamento ingestivo.
AL — alimentagdo; RU — ruminagdo; OC — 6cio; NMMnb — ndmero de mastigagcdes mericicas por bolo; TRB — tempo de ruminagdo por bolo; NMMnd — ndmero de
mastigag¢Oes mericicas por dia; TMT — tempo de mastigacdo; EALMS — eficiéncia de alimentacdo da MS; EALFDN - eficiéncia de alimenta¢do da FDN; B — nimero de
bolos; ERUMS — eficiéncia de ruminagdo da MS; ERUFDN — eficiéncia de ruminagéo da FDN.

Tabela 7 — Correlacdo entre variaveis de comportamento ingestivo e cada componente principal (CP).

AL RU oC NMMnb TRB NMMnd TMT EALMS EALFDN B ERUMS ERUFDN
CP1 -0,91 -0,98 1,00 0,67 0,60 -0,87 -1,00 0,91 0,93 -1,00 0,94 0,87
CP2 -0,40 0,17 -0,01 0,70 0,80 0,49 0,01 0,19 -0,10 0,07 -0,33 -0,45

AL — alimentacdo; RU — ruminagéo; OC — 6cio; NMMnb — nimero de mastigagBes mericicas por bolo; TRB — tempo de ruminagdo por bolo; NMMnd — ndmero de mastigacOes
mericicas por dia; TMT — tempo de mastigagdo; EALMS — eficiéncia de alimentagdo da MS; EALFDN - eficiéncia de alimentagdo da FDN; B — nimero de bolos; ERUMS — eficiéncia
de ruminacdo da MS; ERUFDN - eficiéncia de ruminagéo da FDN.
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Figura 3 — pH ruminal em cabras fistuladas, ndo lactantes, alimentadas com concentrado contendo
farelo de vagem de algaroba em substituicdo ao milho.
*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade; **significativo ao nivel de 0,001 de probabilidade;

*** significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade; ****significativo ao nivel de 0,05 de
probabilidade.
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Figura 4 — Concentracdo de N-NH;z; em cabras fistuladas, ndo lactantes, alimentadas com concentrado
contendo farelo de vagem de algaroba em substituicdo ao milho.

*significativo ao nivel de 0,0001 de probabilidade; **significativo ao nivel de 0,001 de probabilidade;
***significativo ao nivel de 0,05 de probabilidade.
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As concentragdes relativas de acetato, propionato e butirato em mM (Tabela 8) indicam
que as dietas com adicdo de FVA resultaram em maiores valores de concentracdo de acetato em
relagdo ao propionato. As concentragdes de AGV, total ou individual no rimen, sdo altamente
variaveis e dependem da frequéncia de alimentacéo, tempo ap6s a alimentagdo e composicao da
dieta. No presente trabalho, foi obtida uma proporcéo relativa dos AGV produzidos de 69: 20:
11 (moles de acetato: propionato: butirato). Essa propor¢do estd préxima a 65: 15: 10 para
dietas com altas proporcdes de forragens (OWENS e GOETSCH, 1993).

Houve efeito cubico significativo dos niveis de substituicdo de FVA sobre a relagdo
acetato: propionato, sendo a menor relagcdo encontrada para o nivel de substituicdo de 33,3%.
Este relato corrobora com a hip6tese de Argdlo et al. (2010) de que o uso de algaroba reduz a

relacdo acetato: propionato no liquido ruminal.

Tabela 8 — Médias de quadrados minimos, erro padrdo da média e indicativos de
significancia para os efeitos dos contrastes das concentracGes de acetato,
propionato, butirato em cabras alimentadas com concentrado contendo
farelo de vagem de algaroba em substitui¢do ao milho.

Niveis de Farelo de VVagem de

R

Item Algaroba (%MN) EPM Efeito
0 33,3 66,7 100 L Q C

Acetato (mM) 17,96 13,43 17,54 14,84 145 0,70 0,77 0,29
Propionato (mM) 4,52 4,66 5,27 4,35 040 098 055 0,61
Butirato (mM) 2,40 2,69 2,60 2,55 0,24 085 0,76 0,89
Relacgdo
Acetato: Propionato
(mM) 404 2,85 3,28 3,47 0,18 052 0,06 0,05

‘I:, Q e C —efeito linear, quadratico e cubico.
'Y =4,0418% — 0,07894Tr*** + 0,0016 Tr**** — 8,43 °T***
*significativo (P<0,0001); **significativo (P<0,001); ***significativo (P<0,05).

Na Figura 5, a soma dos dois primeiros componentes explica os 86,57% da variacdo dos
dados para os pardmetros fermentativos, mostrando que o eixo horizontal (CP 1) é o mais
importante para a interpretagdo dos resultados por explicar a maior parte da variacdo dos dados.
Observa-se gue ocorreu um deslocamento do tratamento 0% para a parte negativa do grafico em
CP 1, indicando que este tratamento apresenta diferengas em relagdo aos demais. O CP 1 mostra
a separacéo dos tratamentos com FVA (33,3; 66,7 e 100%) e sem FVA (0%) em substituicdo ao
milho. As varidveis com correlagdes positivas que mais influenciaram a discrimina¢do dos
tratamentos a direita do grafico em CP 1 foram, nesta ordem, Bt, pH, N-NH3 e Pr, e aquelas
com correlagdes negativas foram responsaveis pela discriminagdo do tratamento 0% a esquerda
em CP 1, quais foram, A:P, Ac, na ordem (Figura 5) (Tabela 9). O tratamento com 66,7% de
substituicdo do milho pelo FVA aparece afastado dos demais tratamentos, deslocando-se

positivamente ao longo do eixo Y, com o0s outros niveis de substituicdo (0; 33,3 e 100%),
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deslocando-se em sentido oposto. O CP 2 foi responsavel, em 33,20% da variacdo dos dados,
principalmente pelo deslocamento do tratamento 66,7% de FVA, influenciado pelas varidveis
com correlacgdo positiva, Pr, Ac, N-NH3, na ordem.

A DGGE é normalmente utilizada para determinar o nimero ou diferencas entre
géneros ou espécies de bactérias presentes na amostra. Neste trabalho, foi possivel observar
diferencas entre os padrdes de bandas dos produtos de PCR, tanto para o dominio Bacteria
quanto Archaea, demonstrado pelo nimero e intensidades diferentes de bandas que,
possivelmente, trata-se de espécies distintas. Os padrdes de bandas, obtidos mediante a DGGE,
foram utilizados para auxiliar na analise da estrutura das comunidades de microrganismos. A
estimativa foi realizada pela analise de agrupamento do tipo cluster, a partir de uma matriz de

dados de presenga e auséncia das bandas, verificadas em cada amostra (Figura 6) (Figura 9).

%66.7
1,6
R 7N-NH3
2 AR oo
% I ) T T - lpH
~ 30 2 1 'R
ELL) Bt
*100
.0‘8.4
33,3
-1 '6-
CP 1 (55,69%)

Figura 5 — Gréfico Biplot resultante da andlise de componentes principais (CP) mostrando a distribuicdo

dos tratamentos e dos pardmetros de fermentacéo.
Em que: N-NH3 — nitrogénio amoniacal; Ac — acetato; Pr — propionato; Bt — butirato; A:P — relacdo
acetato: propionato.

Tabela 9 — Correlacdo entre variaveis de parametros fermentativos e cada componente
principal (CP).

pH N-NH3 Ac Pr Bt AP
CP1 0,44 0,33 -0,35 0,20 0,52 -0,51
CpP2 0,08 0,54 0,56 0,60 -0,12 0,15

N-NH3 — nitrogénio amoniacal; Ac — acetato; Pr — propionato; Bt — butirato; A:P — relacdo acetato: propionato.
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O dendograma Raup-Crick (Figura 6), gerado a partir de DGGE, utilizando iniciadores
para a regido V3 do 16S do rRNA, para bactérias ruminais, e considerando apenas os niveis de
substituicdo do milho pelo farelo de vagem de algaroba (0; 33,3; 66,7 e 100%), o0 ponto de unido
de todos os grupos apresenta similaridade de aproximadamente 50%, mostrando uma alta
similaridade (88%) entre os tratamentos O e 33,3% de FVA, em substituicdo ao milho, o que
pode ser explicado pela semelhanga entre os dois ambientes ruminais. Ja os outros tratamentos
apresentaram menor indice de similaridade. O diagrama de Venn demonstra claramente o
agrupamento de bandas (espécies), que podem ser compartilhadas ou especificas de cada “grupo
amostrado”. Na Figura 7, pode-se observar que os tratamentos 0 e 33,3% e 66,7 e 100%
compartilnaram a mesma quantidade de bandas, 3 bandas, demonstrando, assim, similaridade
em termos de distribuicdo de espécies.

Os componentes da dieta e as mudangas no comportamento ingestivo podem causar
alteracGes na ecologia microbiana gastrointestinal que desempenham um papel fundamental
sobre a satde animal e sua produtividade. A medida que houve incluséo de FVA nas dietas de
cabras mesticas Anglo Nubianas, observou-se um aumento de FDN nas dietas em funcdo do
aumento nos niveis de substituicdo (51,83; 52,85 e 53,65%), embora ndo tenha sido evidenciado
esse aumento no consumo de FDN, sugere-se que elevacBes no teor de FDN da dieta
promoveram aumento no tempo gasto com mastigacdo (TMT), acarretando aumento no pH
ruminal, como resultado do maior fluxo de saliva para o rimen, e elevando o fluxo de
substancias tamponantes.

O pH ruminal estd inteiramente relacionado com os produtos finais da fermentacéo,
bem como com a taxa de crescimento dos microrganismos ruminais (YOKOYAMA e
JOHNSON, 1988), logo, o pH ¢ o principal fator “ambiental” na distribuigdo dos organismos,
exercendo um papel regulador na definicdo do ambiente e diversidade de microrganismos,
estando correlacionado positivamente com o nitrogénio amoniacal e relacdo acetato: propionato.
Esse fato reflete-se nitidamente sobre a riqueza de bandas para bactérias, na qual se observa que
0 tratamento de 33,3% de substituicdo, que possui 0 menor valor de pH 4 horas apo6s a
alimentacdo, é também o que apresenta uma menor diversidade bacteriana (Figura 8) e menor

namero de bandas raras (Figura 7).
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Figura 6 - Dendograma Raup-Crick gerado a partir da DGGE de fragmentos amplificados com iniciadores 16S
V3 para bactérias, representando os niveis de substituicdo do milho pelo farelo de vagem de algaroba
(0; 33,3; 66,7 e 100%).

100%

Figura 7 — Diagrama de Venn gerado a partir do perfil de bandas da DGGE para bactérias, considerando
os niveis de substituigdo do milho pelo farelo de vagem de algaroba (0; 33,3; 66,7 e 100%).
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Figura 8 — Riqueza de bandas para bactérias e arqueas considerando os niveis de substitui¢do do milho
pelo farelo de vagem de algaroba (0; 33,3; 66,7 e 100%).
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Igualmente para o dominio Archaea, foi gerado dendograma Raup-Crick (Figura 9) a
partir de DGGE com iniciadores especificos para arqueas, o ponto de unido de todos 0s grupos
apresenta baixa similaridade em torno de 0,08%. Ao avaliar os tratamentos, 0; 33,3; 66,7 e
100% de substituicdo do milho pelo FVVA, obteve-se o dendograma representado na Figura 9 e o
diagrama de Venn (Figura 10).

Visualiza-se que entre os niveis 66,7 e 100% de farelo de vagem de algaroba em
substituicdo ao milho, houve maior similaridade entre si, 96,2%. Esta observacéo é claramente
confirmada por meio das analises Biplot aplicadas aos Componentes Principais, discutidas
anteriormente, que evidencia as mesmas variaveis, exercendo influéncia sobre o ambiente
ruminal das cabras mesticas que receberam tais niveis de FVA, e ainda refletindo sobre a
riqueza de espécies geradaspelo perfil de bandas no DGGE de arqueas, que aponta para uma
menor diversidade de espécies para esses dois niveis de substituicdo (Figura 8),(Figura 10).

A dieta fornecida com 66,7 e 100% de substituicdo do milho pelo FVA foram os
tratamentos que apresentaram menor nimero de arqueas metanogénicas, possivelmente, este
fato pode estar relacionado a uma reducdo de protozoarios para esses tratamentos do que nos
outros niveis de substituicdo, 0 que levou a uma reducdo das metanogénicas associadas a estes
microrganismos por aderéncia ou endossimbiose (MOSS, 1993; TOKURA et al., 1999). Nestes
tratamentos, foram observados os maiores teores de N-NH; (10,24 e 8,32 mmol/ L,
respectivamente, 4 horas ap6s a alimentacdo). Ainda existindo um sinergismo entre os niveis de
acidez (pH), por meio deles, é possivel aumentar a eficiéncia microbiana, maior producéo de
massa microbiana e a degradacdo da fibra do alimento, obtendo-se, assim, maior consumo de
alimentos. Essas alteracfes no ambiente ruminal foram suficientes para reduzir a populacéo de
arqueas metanogénicas, sugerindo também um desvio do hidrogénio no meio para producdo de
propionato, como visualizado no tratamento que recebeu 66,7% de FVA em substituicdo ao
milho (Tabela 8).
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Figura 9 - Dendograma Jaccard gerado a partir da DGGE de fragmentos amplificados com primers especificos
(1100 e 1400 do 16S rRNA) de arqueas, representando apenas os niveis de substituicdo do milho
pelo farelo de vagem de algaroba (0; 33,3; 66,7 e 100%).

Figura 10 — Diagrama de Venn gerado a partir do perfil de bandas da DGGE para arqueas, considerando o0s
niveis de substituicdo do milho pelo farelo de vagem de algaroba (0; 33,3; 66,7 e 100%).
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4 CONCLUSOES

A substituicdo do milho pelo farelo de vagem de algaroba em concentrados associados a
silagem de capim-elefante aumenta o tempo de ruminacdo e o nimero de mastigacdes em
cabras ndo lactantes, porém, reduz a eficiéncia de ruminacdo de matéria seca e de fibra em
detergente neutro por diminuir suas quantidades no bolo regurgitado.

A concentracdo de amdnia no ramen variou com o tempo decorrido da alimentacdo,
sendo observado maior valor duas horas apds alimentacdo e menor valor entre seis e oito horas
ap6s alimentacdo da manha, sem sofrer influéncia dos niveis de farelo de algaroba. A variagdo
horaria do pH no rdmen de cabras entre a primeira e segunda alimentacdo apresentou
comportamento cubico, sendo que seus valores se elevam em funcao do nivel de substituicdo do
milho pelo farelo de algaroba. A adicdo de algaroba reduz a relacdo acetato: propionato no
liquido ruminal.

A utilizacdo do farelo de vagem de algaroba altera-se nos niveis 33,3 % e 66,7 % de
substituicdo do milho pelo farelo de algaroba na populacdo bacteriana no rimen de cabras
mesticas, ocorrendo reducdo da populacdo de arqueas presentes no fluido ruminal de cabras

alimentadas com até 66,7% de substituicdo.
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ANEXO E
DETERMINACAO DO NITROGENIO AMONIACAL
Modificado de VIEIRA et al. (1980).

APARATOS

— Balanga analitica

— Centrifuga

— Frascos tipo Falcon com tampa

— Micropipeta e ponteiras

— Pipeta

— Béqueres com capacidade para 250 mL

— Erlenmayersde 250 mL

— Destilador de Nitrogénio

— Bureta de 50 mL com graduagdo de 0,1 mL ou inferior

SOLUCOES

I. Solucdo de Hidroxido de Potassio (2 N)

- Dissolva em erlenmayer de 1000 mL, 112,22 g de KOH P.A. e complete o volume com agua
destilada.

I1. Soluc&o de Acido Borico (40 g/L)

- Dissolva em um baldo volumétrico de 1000 mL, com cerca de 500 mL de agua destilada, 40 g
de acido boérico P.A. Adicione 8 mL de solucdo alcodlica de vermelho de metila. Agite e
complete o volume com &gua destilada.

I11. Solugdo Alcodlica de Vermelho de Metila (1 g/L)
- Em um baldo de 100 mL com cerca de 60 mL de alcool etilico anidro (absoluto) dissolva 0,1 g
de vermelho de metila. Complete o volume com etanol e homogeneize a solugéo.

IV. Solug&o-Padréo de Acido Cloridrico a 0,008 N
- Dilua 0,6 mL de HCI P.A. em baldo volumétrico de 1000 mL, contendo em média 500 mL de
agua destilada. Deixe esfriar, complete o volume e homogeneize a solugéo.

PROCEDIMENTO

1. Lave os tubos de proteina e deixe secar em estufa ndo ventilada;

2. Amostras previamente filtradas em quatro camadas de gaze, acidificadas com 1,0 mL de
acido sulfarico (20%) e congeladas a 20°C negativos, devem ser descongeladas em
temperatura ambiente;

3. Adicionar 10,0 mL das amostras em tubos tipo Falcon, separar o sobrenadante por

centrifugacdo a 5000 rpm (rotagdo por minuto) durante 10 minutos e manter sob refrigeragao

até o momento das analises;

Pipetar uma aliquota de 2,0 mL do sobrenadante;

Adicionar aos tubos de digestdo 5,0 mL de hidroxido de potassio (KOH) 2 N e agua

destilada até um volume aproximado de 20,0 mL;

Adaptar recipiente contendo 10,0 mL de acido bérico, para receber o destilado;

Destilar por 3 a 4 minutos, até um volume de aproximadamente 100,0 mL;

8. Retire o erlenmayer e titule com solucdo de acido cloridrico (0,008 N) até a viragem do
indicador (verde para rosa claro).

o ks

No
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CALCULO DO PERCENTUAL DE N-NH3/ N-TOTAL
% N amoniacal = mL HCI x N HCI x fc x 0,014 x 100
V

N amoniacal (mg/dL) = % N amoniacal x 1000

Em que:

mL HCI = volume de acido gasto na titulacéo;

N HCI = normalidade do &cido utilizado na titulac&o;
fc = fator de corre¢do do acido utilizado na titulacéo; e
V = volume da aliquota.
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