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Apresentacao

Muitas plantas sdo empregadas medicinalmente por causa do poder
antimicrobiano que podem apresentar. Cerca de 48% dos medicamentos
utilizados na indUstria terapéutica advém direta ou indiretamente de
produtos naturais.

Atualmente, o emprego desses bioprodutos vem crescendo, o que
impulsiona investigacoes cientificas em diversas dreas, com o objetivo
de atender a demanda do mercado, inclusive na producao de alimentos
de origem animal.

Cada vez mais a biosseguranca alimentar tem se tornado foco

no sistema produtivo. Muitas técnicas e biotecnologias tém sido
desenvolvidas e implantadas com o propdsito de melhorar a eficiéncia
do sistema de producéo animal e produzir alimentos saudaveis para
populacdo. Sendo assim, os extratos vegetais podem ser Gteis na
alimentacao animal, a fim de promover ou melhorar o desempenho
animal e garantir a qualidade do produto final.

Claudio Takao Karia
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Extratos Vegetais
como Moduladores da
Fermentacao Ruminal

Flavia Martins de Souza,; Fernando Brito Lopes;
Eduardo da Costa Eifert; Claudio Ulhéa
Magnabosco,; Marcos Fernando Oliveira e Costa;
Ludmilla Costa Brunes

Introducao

Um dos propdsitos a ser alcancado no sistema produtivo animal é

a manipulacdao do ambiente ruminal para melhorar a eficiéncia da
conversao de alimentos em produtos de origem animal consumiveis.
Essa melhora tem sido alcancado com a otimizacao de formulacoes
de dieta e a utilizacao de aditivos que modificam o ambiente ruminal
(GERACI et al., 2012).

Os microrganismos ruminais degradam carboidratos e proteina por

meio do processo de fermentacao para obterem nutrientes necessarios
para seu crescimento. Esse processo resulta na producdo de acidos
graxos de cadeia curta e proteina microbiana, sendo estes as principais
fontes de nutrientes para ruminantes. No entanto, outros produtos da
fermentagcéo, como calor, metano (CH,) e amoénia (NH,), representam
perdas de energia e proteina que nao sé reduzem o desempenho
produtivo, mas também contribuem para a liberacdo de poluentes para o
ambiente (KOZLOSKI, 2011).

Por isso, os aditivos alimentares de acdo antimicrobiana, como os
ionéforos, vém obtendo éxito no sistema produtivo animal. Esses
compostos tendem a melhorar a eficiéncia alimentar, por meio

da reducao das perdas de metano e amdnia, além de auxiliar na
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prevencao de desordens digestivas, impactando, economicamente e
ambientalmente, o sistema produtivo (LEEUW et al., 2016).

No entanto, o uso de antibiéticos como promotores de crescimento é
considerado um risco crescente para salde humana pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS, 2013).

O mercado europeu ja restringiu a utilizacao de antibiéticos na
alimentacao animal em razao dos supostos residuos ou resisténcia
bacteriana promovida por esses aditivos (OJEU, 2013). Diante dessa
situacao, desafios foram lancados para implementar estratégias de
seguranca alimentar efetivas e sustentaveis em todos os niveis da
cadeia produtiva. Surgiram interesses em avaliar alternativas para a
substituicdo dos antibiéticos, como as leveduras, os acidos organicos e
extratos de plantas.

Nos ultimos anos, os extratos vegetais vém sendo avaliados como
potenciais substitutos dos antibidticos para melhorar a eficiéncia
alimentar de bovinos. Esse fato se deve aos metabdlitos secundarios
presentes nas plantas, que, ao serem extraidos e concentrados,
apresentam poder antimicrobiano.

Metabdlitos secundarios de plantas como saponinas, taninos e 6leos
essenciais tém demonstrado éxito como moduladores da fermentacao
ruminal (KOZLOSKI et al., 2012; CIESLAK et al., 2012; LUI et

al., 2015). Esses compostos apresentam grande vantagem, que
possibilitam ser alternativas naturais e seguras como aditivo alimentar
antimicrobiano, ja que na maioria das vezes apresentam diversos
principios ativos, o que confere diferentes modos de agao, oferecendo
dessa forma, baixo risco de resisténcia bacteriana (ACAMOVIC;
BROOKER, 2005).

Diante esse desafio tecnolégico rumo a eficiéncia e qualidade produtiva
animal, pesquisas tém focado na aplicacdo desses bioprodutos

como aditivos alimentares. Conhecer e entender a forma de atuacao
dos extratos vegetais como moduladores da fermentacéo ruminal é
imprescindivel para sua aplicacao na producao animal.
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Caracterizacao dos Extratos
Vegetais

As plantas produzem uma grande variedade de compostos organicos
derivados de seu metabolismo secundario que parecem nao ter nenhuma
funcao direta no seu crescimento e desenvolvimento (BALANDRIN

et al., 1985). Um de seus papéis é atuar como barreira quimica ou

como protetor do sistema de defesa da planta (WINA et al., 2005).

Os metabdlitos secundarios protegem as plantas contra herbivoros

e patdégenos; podem atuar como atrativos (aroma, cor, sabor) para
polinizadores e como agentes de competicdo entre plantas e de simbiose
entre plantas e microrganismos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Numa classificagcao quimica geral, PERES (2004) relata que os
metabolitos secundarios podem ser caracterizados de acordo com a
via de origem e estrutura, sendo em terpenos, compostos fendlicos e
alcaloides.

Terpenoides (terpenos contendo oxigénio como elemento adicional)
formam um grupo variado de substancias, cuja estrutura bésica

deriva do difosfato de isopentenilo (C H, - isopreno) (Figura 1). S&o
classificados de acordo com o nimero de isoprenos em seu esqueleto.
Os monoterpenos séo formados por duas unidades C, e podem
representar 90% dos 6leos essenciais. Os sesquiterpenos (C, ) possuem
trés unidades e os diterpenos, quatro (C,.). Os diterpenos sdo &acidos
que compoOe resinas de gimnospermas e compostos como fitol, tocoferol
e retinol (CALSAMIGLIA et al., 2007 e BODAS et al., 2012).

H.C

3

C— CH — CH

\ /

H,C

2

Figura 1. Unidade de isopreno.
Fonte: Adaptado de Taiz e Zieger (2004).
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Uma das subclasses mais importantes do grupo terpenoides sédo os
triterpénicos (C, ), por ser amplamente distribuida no reino vegetal e
pelas suas aplicacoes farmacolégicas. Os compostos importantes nessa
categoria sdo os esteroides, as saponinas triterpénicas ou esteoidais e
glicosideos cardiotonicos (BODAS et al., 2012).

O grupo fendis é caracterizado por apresentar em sua constituicao

pelo menos um anel aromatico, com um ou mais grupo hidroxila.

Os 4acidos galico e eldgico sao exemplos de compostos fendlicos e
quando esterificados com acUcares representam o grupo de taninos
hidrolisaveis. Ja os flavonoides sdao uns dos maiores representantes de
compostos polifendlicos, sendo os taninos condensados pertencentes

a esse grupo. E a terceira classe dos metabdlitos secundarios sao

os alcaloides, compostos que contém nitrogénio em sua cadeia e
normalmente apresentam efeitos farmacolégicos. Além disso, podem ser
téxicos e teratogénicos para outros organismos (BODAS et al., 2012).

Assim, mais de 200 mil estruturas de compostos secundarios de
plantas ja foram identificadas, sendo caracterizadas nao sé pelas vias
de sintese metabdlica, mas pelas propriedades e mecanismos de acao
(HARTMANN, 2007).

Alguns grupos de metabdlitos secundérios tém sido avaliados e utilizados
em ruminantes em razao de seu potencial efeito antibidtico. Benchaar et
al. (2007a) destacam as saponinas, taninos e 6leos essenciais.

Saponinas

Sao glicosideos que consistem em um ou varios monossacarideos
unidos por uma ligacao glicosidica a uma aglicona também denominada
sapogenina (Figura 2). A aglicona pode ser de natureza esteroidal ou
triterpeno policiclico. Essas substancias sdao semelhantes ao sabao, pois
possuem uma parte hidrofilica (glicose) e outra lipofilica (esteroide ou
triterpeno). Por isso, tem a propriedade de reduzir a tensao superficial
da 4gua desempenhando as acoes detergentes e emulsificantes
(SCHENKEL et al., 2001; PERES, 2004).
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Figura 2. Exemplo de saponina esteroidal.
Fonte: Adaptado de Peres (2004)

Quimicamente, as saponinas consistem em trés compostos: 0s
esteroides, os triterpenoides glicosilados e os alcaloides esteroidais
(WINA et al., 2005).

As saponinas esteroidais sdo compostas por 27 carbonos, encontradas
especialmente em espécies monocotiledéneas (Lilaceae, Dioscoreaceae,
Amarylidaceae). J4 as saponinas triterpénicas sdo encontradas
predominantemente em dicotiledéneas (Sapindaceae, Sapotaceae,
Polygonaceae, Caryophylaceae e Araliaceae) e constituidas por 30
carbonos (WINA et al., 2005).

Esse composto é classificado também quanto a quantidade de
carboidratos (glicose, galactose, xilose, frutose, arabinose, ramnose

ou acido glucordnico) presente na cadeia lipofilica. Saponinas
monodesmosidica possuem uma molécula de agucar ligada na posicao
C3. Saponinas que possuem no minimo dois aclcares, um ligado ao C3
e outro, ao C22, sdo chamadas saponinas bidesmosidica (WINA et al.,
2005). Podem ocorrer até trés ligacoes de aclcares, denominando-se
tridesmosides (MAHATO et al., 1988).
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Outra classificacdo das saponinas é quanto ao carater neutro, acido ou
béasico. Saponinas sao classificadas como neutras quando um acucar
normal é ligado a uma aglicona, e 4cido quando a porcao de acgucar
contém acido urénico ou um ou mais grupos carboxilicos ligados a
aglicona. O carater basico pertence ao grupo alcaloides esteroidais, o
qual decorre da presenca de nitrogénio, em geral, sob forma de uma
amina secundaria ou tercidria (SCHENKEL et al., 2001; WINA et al.,
2005).

Uma das propriedades principais das saponinas é a capacidade de
interagir com esterodis, presentes na membrana plasmatica das células.
Ela causa mudanca de conformacao na estrutura e aumento da
permeabilidade dessa membrana, o que permite a entrada de ions e
agua para o interior da célula, resultando na ruptura dela (KARABALIEV;
KOCHEV, 2003).

Augustin et al. (2011) explicam que as saponinas ao formarem
complexos com esterdis da membrana, como o colesterol, acumulam-
se como placas e as interacOes da porcao de aclcares das saponinas
incorporadas podem causar separacao em razao do carater hidrofilico.
Com a acumulacao dos complexos de saponinas, ocorre a curvatura
da membrana. Essa curvatura pode resultar na formacao de poros no
interior dessas placas de saponinas, que levam a extracao de esterdis.
A formacao de poros explica as mudancas na condutividade i6nica e a
motilidade de proteinas através da membrana (Figura 3).

A intensidade da acdo das saponinas é variavel, pois estéa relacionada
com o tipo da aglicona, o nimero e a estrutura de carboidratos presente
na porcao hidrofilica (YANG et al, 2006).
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Figura 3. Mecanismo de acdo das saponinas sobre as membranas celulares.
Fonte: Adaptado de Augustin et al. (2011)

Utilizacdo de saponinas na nutricdo de ruminantes

As saponinas exibem grande participacao na inibicdo de protozoéarios
ciliados do riumen e pode melhorar a sintese de proteina microbiana,
aumentar o fluxo de proteinas para o duodeno, por causa da reducao da
predacao bacteriana pelos protozoarios.

Essa acao das saponinas ocorre com a formacao de complexos
irreversiveis com o colesterol presente na membrana celular destes
microrganismos, como foi demonstrado anteriormente. A acao sobre
bactérias € menor, pois procariontes nao possuem esteroides em suas
membranas (WILLIAMS; COLEMAN, 1992). Contudo, as saponinas
também podem inibir o desenvolvimento de bactérias gram-positivas,
especialmente as celuloliticas, como foi observado nos estudos de
Wallace et al. (1994) e Castro-Montoya et al. (2012), em que as
saponinas inibiram o crescimento das bactérias Butyrivibrio fibrisolvens
e Streptococcus bovis.

15
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Newbold e Hilman (1990) relataram que a defaunacao de protozodarios
pode promover aumento de quatro vezes no total da populacao de
bactérias do rimen de ovinos. Dessa forma, as saponinas podem ser
Uteis na maximizacao de proteina bacteriana.

Além disso, Wanapat et al. (2013) verificaram que a utilizacdo de
extratos vegetais contendo saponinas sdo potenciais ferramentas para
mitigar a producao de metano. Esse resultado pode estar relacionado a
acao das saponinas sobre os protozodarios.

Numa avaliacdo das saponinas de alfafa (2% IMS, 2% a 3% saponina
MS), Klita et al. (1996) mostraram que elas foram capazes de promover
depressao no niumero de protozoarios em cordeiros. Da mesma forma,
também foi observado por HESS et al. (2003) que, ao utilizarem
saponina de Sapindus saponaria (100 mg/g, 12% saponina MS), houve
reducdo de 54 % a populacao de protozoérios e 20% a concentracao
de metano em avaliacao de sistema in vitro (Rusitec) . Entretanto,

eles relataram que o efeito da diminuicao do metano nao se deve
exclusivamente ao fato da reducao da populacao de protozoarios,

mas também pode estar relacionado a depressao de bactérias
metanogénicas. Newbold et al. (1995) demonstraram que 9% a 25%
da metanogénese esté associada aos protozoarios, o que pode inferir a
contribuicao de outros microrganismos para esse processo.

Mao et al. (2010) também demonstram que a producao de metano foi
reduzida (27,7%) com a utilizacao de saponinas (3 g/dia) na alimentacao
de cordeiros. Os autores observaram que houve reducéao (P < 0,05)

na populacao de protozodrios com a aplicacao desse metabdlito
secundario. Entretanto, ndo foram notadas alteracGes na populacao

de bactérias metanogénicas, podendo concluir que as mudancas
observadas na producado de metano no rimen se deve principalmente a
acao das saponinas sobre os protozodrios.

A concentracao de nitrogénio amoniacal no rimen também pode ser
influenciada com a utilizacdo de saponinas. No trabalho de Hess et al.
(2003), foi notado que saponinas de Pithecellobium saman (200 mg/g,
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1,7% saponina MS) promoveram declinio de 17% na concentracao de
amonia no fluido ruminal em comparacao aos outros tratamentos. Esse
fato pode ser justificado pela depressao da populacao de protozoarios,
ja que eles podem contribuir 10% a 40% do nitrogénio amoniacal no
ramen (VAN SOEST, 1994). Quando diminuidos, significam menos
predacao e lise das bactérias e, em consequéncia, menor liberacao

de produtos oriundos da degradacao de proteinas. Por isso, neste
estudo, foi demonstrado que a defaunacédo aumentou 18% a contagem
bacteriana.

Entretanto, ha relatos de que a microbiota ruminal possa se adaptar
as saponinas, pois lvan et al. (2004) constataram que houve reducéao
significativa da populacao de protozodarios no rimen de ovinos nos 11
primeiros dias (200 g de E. cyclocarpum/dia), contudo, apds 14 dias,
a populacdo aumentou para aproximadamente o nivel encontrado nos
animais do grupo controle. Essa recuperacao da populacao protozoaria
também foi observada por Teferedegne et al. (1999).

Embora o perfil de acidos graxos volateis também possa ser alterado
com a adicao de saponinas na dieta, podendo ocorrer diminuicdo da
relacdo acetato:proprionato, a maioria dos trabalhos demonstram
nenhum efeito sobre a proporcao molar do proprionato. A influéncia

das saponinas no perfil de dcidos graxos estéa relacionada ao tipo de
dieta ou a dose de aplicacdo como apresentando por Wina et al. (2005).
Por exemplo, a aplicacdo de 0,07% em relacao ao peso vivo animal de
extrato de S. rarak em ovinos sob alimentacdo concentrada e capim
(Pennisetum) nao alterou a concentracao de proprionato. Enquanto

esse mesmo extrato, na dose 0,24 a 0,72 g/kg peso vivo metabdlico,
aplicado na alimentacao de ovinos, cuja dieta era capim (Pennisetum) e
farelo de trigo, promoveu aumento de 8% e 19% na proporcao molar de
propionato, respectivamente.

No estudo in vitro de Holtshausen et al. (2009), que avaliou extrato de
Yucca schidigera e Quillaja saponaria (15 g/kg, 30 g/kg e 45 g/kg de
MS, 3% e 6% de saponinas para Yucca schidigera e Quillaja saponaria,
respectivamente), observou-se que as saponinas desses extratos
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promoveram aumento na proporcao de propionato, reduzindo a relacéo
acetato:proprionato, a concentracao de metano, a amoénia e a digestao
da fibra.

A diminuicao molar da relacao acetato:propionato pode ser justificada
pelo fato de as bactérias fibroliticas serem sensiveis as saponinas ou
pela diminuicao de enzimas que degradam a fibra (xilanase). J& que

a diminuicao de enzimas no meio ruminal estd mais relacionada com
a diminuicao no nimero de protozodarios do que com as bactérias
fibroliticas (HRISTOV et al., 1999), pois existe uma correlacao
significativa entre contagem de protozodrios e atividade de xilanase,
demonstrando que os protozodarios também excretam enzimas
fibroliticas (WINE et al., 2005).

Em geral, a literatura mostra que o efeito das saponinas no metabolismo
ruminal é dose dependente, em que altas inclusdes desse composto
podem representar um desafio ao desempenho animal por influenciar
negativamente essa variavel (LI; POWERS, 2012).

Taninos

Sao de composicao polifendlica de alto peso molecular, constituido de
anéis aromaticos hidroxilados que podem conter esterificacbes com
acucares simples (taninos hidrolisaveis) ou polimerizacdes por ligacdes
carbono-carbono (taninos condensados) (CIESLAK et al., 2012).

A classificacao dos taninos é baseada nas caracteristicas estruturais
e propriedades quimicas. Taninos hidrolisaveis (TH) sao facilmente
fracionados por tratamento com agua quente, acidos ou enzimas,
ocorrendo a liberacdo de seus acglcares e acido carboxilico fendlico.
Enquanto os compostos tanicos nao hidrolisadveis sdo denominados de
taninos condensados (KHANBABAEE; REE, 2001).

Taninos condensados (TC) compreendem polimeros de flavonoides
(catequina e galocatequina), cujas formas monoméricas sao
antocianidinas (cianidina e delfinidina). TH sado constituidos de polimeros
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de acido galico ou eldgico esterificados (galotaninos e elagitaninos) a
uma molécula central, geralmente aclcar ou um polifenol (Figura 3)

(PATRA; SAXENA, 2010).

Esses compostos tém o poder de precipitar com proteinas, em razao
da presenca de um grande nimero de compostos fendlicos e grupos

hidroxilas (FALCAO; ARAUJO, 2011).

As diferentes estruturas existentes nos TC e TH determinam o poder
da atividade deles, visto que os taninos hidrolisaveis sao rapidamente
degradados em grupos fendlicos menores, sendo incapazes de reagirem
com as proteinas (HAGERMAN et al., 1992).
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Figura 4. Unidades monoméricas de taninos condensado (catequina e galocatequi-

na) e hidrolisavel (4cido gélico e elagico).

Fonte: Adaptado de Patra e Saxena, 2010.
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Utilizacdo de taninos na nutricdo de ruminantes

Estudos demonstram que os taninos tém acao inibitéria sobre os
protozoarios e bactérias metanogénicas, refletindo na reducao da
producao de N-NH3, CH4 e na proporcao entre acetato e propionato
(LIU et al., 2011; DSCHAAK et al., 2011; CIESLAK et al., 2012).

De acordo com Scalbert (1991), o mecanismo de acédo dos taninos
sobre os microrganismos pode ser explicado em trés situacdoes. Agem
por meio da inibicao das enzimas bacterianas e fungicas e (ou) da
complexacao com os substratos dessas enzimas. Atuam também sobre
as membranas celulares dos microrganismos, causando modificacdes
em seu metabolismo. Além disso, podem diminuir a disponibilidade

de ions essenciais para o metabolismo microbiano por meio da
complexacao dos taninos com os ions metaélicos.

O pH favoravel para complexacéao varia de 3,5 a 7,0. Em caso de pH
acima de 8,0, o complexo tende a ser desfeito rapidamente e, em pH
1,0 a 3,0, cerca de 90% da proteina esta na forma livre (LEINMULLER
et al., 1991; FRUTOS et al., 2004a).

Nos ruminantes, a formagao de complexos no rimen é favorecida,
enquanto no abomaso, essas ligacoes tendem a se dissociar por
encontrar pH em torno de 2,0. No entanto, essa dissociacao estéa
relacionada a estabilidade do complexo, que dependera da afinidade
entre taninos e proteinas ou outras macromoléculas (polimeros), o que
ird determinar a reversibilidade do processo (MAKKAR, 2003).

Dessa forma, quando complexos entre tanino-proteinas ou tanino-
polimeros (celulose, hemicelulose e pectina) ndo sao desfeitos, eles
passam intactos pelo trato digestério e sdo excretados nas fezes
(McNEILL et al., 1998). Essa situacado pode ocorrer quando os taninos
sao administrados em altas doses, influenciando negativamente a
digestao dos alimentos, por afetar a degradacao das fracdes fibrosas e
proteica do alimento. Os efeitos antinutricionais dos taninos se devem
também a complexacao dos taninos com proteinas enddégenas e enzimas
secretadas. (McSWEENEY et al., 2001).
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Em um estudo, foi relatado que niveis acima de 1% de taninos
condensados em dieta para monogdastricos podem afetar o consumo,

a digestibilidade da proteina e dos aminoacidos essenciais,
comprometendo a producao animal (McDONALD et al., 1995).
Entretanto, em ruminantes, estes efeitos antinutricionais sdo mais
amenos, em razao de a existéncia dos microrganismos ruminais e estes
serem capazes de inibir diversos fatores antinutricionais (SELINGER et
al., 1996).

A diminuicdo do consumo voluntério normalmente se deve a reacao
entre taninos e glicoproteinas salivares ou por uma reacao direta com
os receptores gustativos, provocando uma sensacao adstringente
(McLEOD, 1974).

Waghorn et al. (1990) indicaram efeito negativo no consumo e
digestibilidade alimentar de ovinos ao incluirem mais de 50 g de extrato
de Lotus pedunculatus (taninos condensados)/kg de MS da dieta.
Dosagens entre 20 g e 40 g de extrato vegetal/kg MS nao promoveu
depressido no consumo alimentar. Kozloski et al. (2012), ao avaliarem
quatro dosagens de extrato de Acdcia mearnsii (O g/kg, 20 g/kg,

40 g/kg e 60 g/kg MS dieta) infundidos intraruminal em ovinos,
observaram que o consumo e a digestibilidade da MS, MO, FDN e
compostos nitrogenados reduziram linearmente (p < 0,05).

Entretanto, a presenca de teores moderados (20 g TC/kg MS a

45 g TC/kg MS) de taninos pode melhorar a eficiéncia dos processos
fermentativos ruminais e ajudar no aproveitamento de nutrientes
consumidos (MIN et al., 2003).

Em bovinos, foi avaliado 3% de extrato de quebracho (taninos
condensaveis) na dieta com base na MS, com alta (59:41) e baixa
forragem (41:59). Observou-se que o consumo foi influenciado
independentemente da concentracao de forragem na dieta, entretanto
a digestibilidade da MS e dos nutrientes ndo foram afetadas, sendo
mantidos os niveis de producao de leite. Ainda, a inclusdo de TC
diminuiu a relacao acetato:propionato e melhorou a eficiéncia alimentar
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da dieta de alta forragem. As concentracdes de N-NH, e nitrogénio
ureico do leite foram reduzidas, sem diminuir o rendimento de
proteina no leite, significando que menos N foi perdido no rimen na
forma de NH_, devido & diminuicdo da degradacéo da proteina pelos
microrganismos (DSCHAAK et al., 2011).

No estudo de Cieslak et al. (2012), foi possivel observar mudanca

na fermentacao ruminal ao avaliar o efeito de taninos de extrato

de Vaccinium vitis idaea (2 g taninos/kg MS dieta) em vacas

leiteiras. Observou-se reducao na producao de metano (8,48%), na
concentracao de amdnia (35%) e na populacao de protozodrios (21%).
A concentracao total de acidos graxos volateis nao foi afetada, embora
houvesse reducao na relacdo de acetato:proprionato. Contudo, a
producao e composicao do leite foram mantidas.

Apesar de os taninos serem notados como antimicrobianos, estudos
nao tém demonstrado efeito sobre o desempenho dos animais. Isso foi
observado no estudo anterior e em Frutos et al. (2004b) trabalhando
com ovinos alimentando-se de 0,84 g tanino de extrato de castanha/kg
PV; com Krueger et al. (2010) alimentando bovinos com tipos diferentes
de taninos (hidrolisadvel ou condensado, 14,9g/kg MS) e com LIU et al.
(2011), em que também foi avaliado taninos de extrato de castanha em
ovinos (10 g de TC de castanha/kg dieta ou 30 g de TC de castanha/
kg dieta), nos quais ndo foram observadas diferencas significativas no
desempenho e crescimento, mas reduziu a emissédo de CH,, N-NH_, as
populacdes de bactérias metanogénicas e os protozoarios.

Além desses efeitos demonstrados, trabalhos tém relatado a utilizacao
de TC como forma de protecado da proteina dietética (by pass) no
rimen com o intuito de disponibilizar um maior aporte de aminoacidos
para absorcdo no duodeno. De acordo com Min et al. (2003), baixas
concentracoes de TC (20 g TC/kg MS a 45 g TC/kg MS) reduzem a
degradacao da proteina no rimen, em razdo da complexacao com

a proteina dietética ou por reduzir a populacao e microrganismos
proteoliticos.
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Em estudos in vitro, sugeriram que a propor¢cdao minima de taninos
condensados (g TC/ g de proteina dietética) necessaria para reduzir a
protedlise é de 1: 10 ou 1: 12. (JONES; MANGAN, 1977; TANNER et
al., 1994).

Numa revisao de Barry e McNabb (1999), foi indicado que o
fornecimento de 30 g a 40 g de extrato de Lotus corniculatus (taninos
condensados)/kg MS aumentou o fluxo abomasal (53%) e a absorgcédo no
intestino delgado (59%) sem comprometer a digestibilidade aparente. Ja
taninos condensados de Lotus pedunculatus, apesar de ter aumentado

o fluxo abomasal (30%), a digestibilidade aparente foi reduzida. Isto
pode ser explicada pela complexacao dos taninos que nao foi desfeita
no intestino, com as proteinas endégenas e enzimas secretadas e com
polimeros como celulose, hemicelulose, pectina e minerais.

Mezzomo et al. (2011) demonstraram que o uso de taninos
condensados de quebracho (0,4% da MS) em dieta de bovinos
apresentou efeitos positivos sobre a utilizacdo da proteina bruta,
aumentando o fluxo de proteina ndo degradavel no rimen e proteina
metabolizavel. No entanto, no estudo de Kozloski et al., (2012),
mostrou que o fluxo de aminodacidos nao foi afetado com até 6% de
extrato de Acécia na alimentacao de ovinos.

Embora vérios estudos tenham atribuido aos taninos condensados

a capacidade de complexacao com proteinas e outros compostos,
McSweeney et al. (2001) relataram que ambos (TC e TH) podem
interagir com as proteinas por meio da formacao de pontes de
hidrogénio entre os grupos fendlicos de taninos e grupos carboxilas das
cadeias laterais alifaticas e aroméaticas das proteinas.

No entanto, algumas bactérias ruminais podem dissociar os complexos
proteina-TH, o que indica que esses complexos sao parcialmente
reversiveis. Ja a dissociacdo de complexos de proteina-TC é mais dificil,
pois a degradacao de TC por meio da clivagem de ligacdes carbono-
carbono nao foi observada in vitro (McSWEENY et al., 2001).
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Entre as bactérias capazes de usar TH estdao Streptococcus caprinus
(S. Gallolyticus), a qual produz o pirogalol, produto da degradacéao

do acido tanico (O'DONOVAN; BROOKER, 2001). Outras bactérias
como Eubacterium oxireducens, Streptococus bovis, Syntrophococus
sucromutans e Coproccus sp. também podem participar da rota de
degradacao desses compostos (McSWEENY et al., 2001).

O’Donovan e Brooker (2001), ao avaliar taninos hidrolisaveis e
condensados sobre o crescimento, morfologia e metabolismo de
Streptococcus gallolyticus (S. caprinus) e Streptococcus bovis, notaram
que ambos os tipos de taninos tiveram atividade antimicrobiana, visto
que Streptococcus gallolyticus (S. caprinus) foi resistente in vitro a pelo
menos 7% (p/v) de acido tanico e de 4% (p/v) de tanino condensado

de acécia, niveis 10 vezes maiores do que as toleradas pelo S. bovis.
Isso demonstra que Streptococcus gallolyticus sdao mais sensiveis aos
taninos.

Em outro estudo in vitro, ao compararem a natureza dos taninos
(hidrolisavel ou condensado), avaliou-se taninos hidrolisaveis (TH) e TH
associados a taninos condensados (TH + TC). Observou-se que ambos
foram capazes de reduzir a producao de metano, entretanto o grupo que
recebeu apenas TH teve atividade menor que TH+TC (0,6% vs 5,5%).
Assim, também foi observado na populacao de bactérias metanogénicas
e protozoarios, sendo 11,6% vs 28,6% e 12,3% vs 36,2% (TH vs
TH+TC). Dessa forma, as fontes de tanino que contém TH + TC foram
mais potentes como antimicrobiano do que apenas TH (BHATTA et al.,
20009).

Em resultado das alteracGes que os taninos podem promover no
ambiente ruminal, espera-se que os animais melhorem o desempenho

e a eficiéncia alimentar. Por isso, Jolazadeh et al. (2015), ao avaliar
novilhos em resposta a inclusao de taninos (5 g/100 kg de graos de soja
MS a 100 g/100 kg de graos de soja MS) nas dietas, observaram que o
extrato de pistache (111,4 g de fenol/kg e 71,3 g tanino/kg por matéria
seca de extrato) aumentou linearmente o ganho de peso e a eficiéncia
alimentar desses animais. Provavelmente, isso deve ser consequéncia
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das alteracdes metabdlicas ocorridas no rimen, haja vista a reducao
significativa no N amoniacal e a populacao de protozoarios, sem afetar a
concentracao total de 4cidos graxos volateis (JOLAZADEH et al., 2015).

Oleos Essenciais

Oleos essenciais (OE) sdo compostos aromaticos volateis, extraidos de
diferentes partes da planta como folhas, raizes e caules (KUNG et al.,
2008).

De acordo com Calsamiglia et al. (2007), o termo "essencial" deriva

de "esséncia", que denota cheiro ou gosto e se relaciona com a
propriedade dessas substancias de atribuir sabores e odores especificos
de muitas plantas.

As propriedades antibacterianas, antiflngicas e antioxidantes dos OE
tornam Uteis como aditivos naturais em racdes para animais, pois 0s
seus componentes ativos desestabilizam a membrana dos protozodarios
e das bactérias gram-positivas de forma semelhante aos ionéforos
(CASTILLEJOS et al., 2006).

Os compostos ativos mais importantes podem ser classificados em
dois grupos: terpenoides e fenilpropanoides. Segundo Benchaar et al.
(2007a) e Calsamiglia et al. (2007), os 6leos essenciais, quimicamente,
sdo misturas varidveis principalmente de terpenoides, dos quais sao
notaveis os monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), embora
diterpenos (C20) também possam estar presentes (Figura 5). Os
fenilpropanoides ndo sdao os compostos mais comuns de 6leos
essenciais, mas algumas plantas os tém em proporcoes significativas.

De acordo com Dorman e Deans (2000), os OE podem apresentar
também uma variedade de compostos de baixo peso molecular. Entre
eles estao, os hidrocarbonetos alifaticos, acidos organicos, alcodis,
aldeidos, ésteres aciclicos e compostos contendo nitrogénio e enxofre,
cumarinas e os homaélogos de fenilpropanoides. Isso significa que os OE
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devido a sua riqueza quimica molecular podem apresentar propriedades
antissépticas em diversos graus (NOVACOSK; TORRES, 2006).
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Figura 5. Férmula estrutural de alguns 6leos essenciais. A: monoterpenos;
B: sesquiterpenos; C: fenilpropanoides.

Fonte: Adaptado de Calsamiglia et al. (2007)

Dorman e Deans (2000) e Burt (2004) relatam que é muito provavel
que a atividade antibacteriana nao seja atribuivel a um mecanismo
especifico. Existem varios alvos na célula, que podem causar alteracoes
da membrana citoplasmatica, perturbacdes sobre a forgca préton motriz,
no fluxo de elétrons, no transporte ativo, desnaturacao e coagulacao
do conteldo da célula. Assim, nem todos esses mecanismos atingem
alvos separados, podendo alguns ocorrer em consequéncia de outro
mecanismo.
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Os terpenoides e fenilpropanoides interagem com a membrana da célula
das bactérias, em razao da natureza hidrofébica dos hidrocarbonetos
ciclicos presentes nos 6leos essenciais, que permite que eles se
acumulem na bicamada lipidica das bactérias (CHAO et al., 2000).

De acordo com Calsamiglia et al. (2007), essa interacao faz com

que desintegre a membrana bacteriana, tornando-a mais permeéavel,
ocorrendo grande translocacao de ions através da membrana e,
consequentemente, uma diminuicao no gradiente i6bnico. Na tentativa
de balanceamento dos ions, as bactérias gastam grande quantidade de
energia. A morte celular pode nao ocorrer nessa situacao, mas quando
o metabolismo das células é desviado para essa funcao (bomba i6nica),
posteriormente acontece a morte bacteriana.

Esse mecanismo de acao é caracterizado por ser mais eficaz contra
bactérias gram-positivas, na qual, a membrana celular pode interagir
diretamente com compostos hidrofébicos de 6leos essenciais. Ja

as bactérias gram-negativas possuem uma parede exterior em torno
da membrana celular, a qual possui lipossacarideos, formando uma
superficie hidrofilica. Esse carater na superficie da membrana cria uma
barreira contra a permeabilidade as substancias hidrofébicas como os
OE, nao podendo penetrar na membrana de bactérias gram-negativas
(CHAQO et al., 2000; CALSAMIGLIA et al., 2007).

Calsamiglia et al. (2007) relatam que, apesar disso, a membrana
externa de bactérias gram-negativas nao é completamente impermeavel
a substancias hidrofébicas e a moléculas de baixa massa molecular.

Jé que esses compostos podem interagir com agua (por intermédio

de pontes de hidrogénio), atravessar a parede celular lentamente,

por difusdo pela camada de lipossacarideos ou por meio de proteinas
de membrana e interagir com a bicamada lipidica das células. Dessa
forma, apesar da maior resisténcia das bactérias gram-negativas aos
6leos essenciais, esses microrganismos ainda sado suscetiveis a esses
compostos.
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A atividade dos OE sobre a membrana nao é o Unico mecanismo de
acao. Juven et al. (1994) demonstraram que esses compostos sao
capazes de coagular com componentes das células por desnaturacao
de proteinas e ainda interagirem com enzimas em razao da presenca
de compostos fendlicos nos 6leos essenciais. Além disso, segundo
Feldberg et al. (1988) e Reuter et al. (1996), essas substancias
podem inibir sintese de RNA e DNA e proteinas da célula, além de ter
a capacidade de interagir com os grupos sulfidrila (— SH) de outros
compostos ativos.

A estrutura quimica do OE determinara o tipo de mecanismo que agiré e
a potencialidade dessa acado. Por serem capazes também de atuar contra
bactérias gram-negativas, a sua utilizacao reduz a seletividade desses
compostos contra populacdes especificas, dificultando a modulacao da
fermentacao microbiana ruminal.

Utilizacao de 6leos essenciais na nutricdo de
ruminantes

Os OE vém sendo amplamente pesquisados na nutricdo de ruminantes.
Existem varios relatos de seu poder antimicrobiano modulando a
fermentacao microbiana ruminal (BUSQUET et al., 2005; BUSQUET et
al., 2006; CASTILLEJOS et al., 2006).

Em estudos in vitro, tem-se observado que doses moderadas (50 mg/L
e 500 mg/L) de alguns 6leos essenciais e seus componentes ativos
foram capazes de modificar favoravelmente a fermentacao ruminal,
alterando o perfil de 4cidos graxos, a metanogénese e o metabolismo de
proteinas. No entanto, doses acima de 500 mg OE/L de fluido ruminal
tém resultado efeitos prejudiciais (CALSAMIGLIA et al., 2007).

Isso pode ser confirmado no estudo de Busquet et al. (2005; 2006) e
Castillejos et al. (2006), que evidencia que doses superiores a 500 mg
de 6leo essencial/L de fluido ruminal podem ser nocivas a microbiota
ruminal por reduzir drasticamente a concentracao total de AGV e afetar
a digestibilidade da dieta. No entanto, neste ultimo estudo, foi mostrado
que alguns compostos ativos de 6leos essenciais promoveram esse
efeito negativo em doses inferiores (50 mg/L a 500 mg/L).
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Doses de OE que promovem a depressdo na concentracdo de AGV
ndo devem ser aplicadas. Sabe-se que os AGV sédo a principal fonte de
energia para ruminantes, quando diminuidos poderia ter consequéncias
adversas nutricionais se esse efeito for expresso in vivo, jd que esses
produtos podem suprir mais de 85% das exigéncias energéticas do
animal (VAN SOEST, 1994).

O limoneno, composto rico em monoterpenos monociclico, é abundante
nos limdes (Citrus limonum), na laranja (Citrus aurantium) e na hortela
(Mentha piperita ou spicata), além disso, pode ser encontrado em outros
6leos essenciais (TURNER et al., 1999). Esse composto demonstra um
amplo espectro de acao sobre microrganismos e tem atividade deletéria
até mesmo em bactérias gram-negativas.

Castillejos et al. (2006) demonstraram que o limoneno foi capaz de reduzir
a concentracao total de AGV em 4,5% e 5,6% (50 ppm e 500 ppm),
sugerindo que essas doses foram téxicas para as bactérias ruminais.

O timol também possui atividade sobre diferentes microrganismos.
Estao presentes no tomilho (Thymus vulgaris) e no orégano (Origanum
vulgar) e possuem grande capacidade de interagir com a membrana da
célula tornando-a permedavel. Neste mesmo estudo, mostrou-se que
500 mg Timol/L reduziu a concentracédo de AGV (28,5%), a proporcao
de propionato (18,4%) e a concentracao de N—NH3 (31,9%). Entretanto,
o Eugenol (Eugenia caryophyllata e Cinnamomum zeylanicum — o cravo
e a canela respectivamente), nas doses 50 mg/L e 500 mg/L, foi capaz
de alterar favoravelmente o metabolismo de proteina e o perfil de acidos
graxos voléateis, sem influenciar na sua concentracao total, mesmo
tendo acao sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Apesar de os 6leos essenciais terem demonstrado implicacdes na
fermentagcao ruminal em sistema in vitro (periodo de 24 horas),
(BUSQUET et al., 2005, 2006; CASTILLEJOS et al., 2006). Cardozo et
al. (2004) concluiram que os efeitos promovidos pelos 6leos de canela,
alho, orégano e anis desapareceram depois de 6 dias (fermentador

de fluxo continuo), por causa da provavel adaptacao das bactérias a
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esses aditivos, sugerindo que trabalhos em curto prazo podem levar a
conclusodes erréneas.

Esta adaptacao se da por estes compostos ativos serem passiveis de
metabolizar no rimen. Broudiscou et al. (2007) realizaram um estudo
avaliando a capacidade dos microrganismos em degradar mono e
sesquiterpenos. Os autores identificaram os compostos timol, canfeno,
[B-cariofileno e limoneno como dificeis de serem degradados e 3-copaeno,
mirceno, B-ocimeno, -pineno e sabineno, facilmente degradaveis.

Benchaar et al. (2007a) puderam observar isso avaliando uma mistura
de ¢6leos essenciais (750 mg/vaca/dia, Crina ruminants; Crina S.A)
em dietas para vacas leiteiras e concluiram que nao houve efeito na
fermentacao microbiana ruminal, na digestao e no desempenho dos
animais. Os autores sugeriram que talvez esse fato fosse atribuido a
baixa dose utilizada. No entanto, foi observada auséncia de efeitos no
estudo de Benchaar et al. (2008) ao alimentarem vacas leiteiras com
1 g cinamaldeido/vaca/dia e no trabalho de Benchaar et al. (2006) ao
alimentarem com 2 g de OE/vaca/dia (Crina ruminants; Crina S.A).

Dessa forma, Benchaar et al. (2007b) realizaram uma comparacao
entre doses utilizadas (750 mg OE/dia e 2.000 mg OE/dia) em bovinos
(in vivo) e doses sugeridas por Mclntosh et al. (2003) e Newbold et

al. (2006) (35 mg a 360 mg OE/L de fluido ruminal), capazes de ter
acao contra bactérias ruminais (in vitro). Ao assumirem um volume
ruminal de 100 L e uma taxa de fluxo de 10%/h para uma vaca adulta,
a concentracao ruminal de OE seria de 3,1 mg/L e 8,3 mg/L de fluido
ruminal para os animais que estivessem se alimentando de 750 mg OE/
dia e 2.000 mg OE/dia, sendo estas doses respectivamente aplicadas
nos estudos de Benchaar et al. (2006, 2007). Assim, observa-se

que estas concentracdes (3,1 mg/L e 8,3 mg/L) estdo bem aquém

das necesséarias (35 mg/L a 360 mg/L) para alterar o metabolismo
fermentativo ruminal.

No entanto, efeitos positivos no desempenho de animais foram
encontrados no estudo de Geraci et al. (2012) com a utilizagao de
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doses aquém das recomendadas (266 mg de cinamaldeido e eugenol/
novilho/dia + 133 mg dleo resina de pimenta vermelha/novilho/dia) por
Mcintosh et al. (2003) e Newbold et al. (2006). O ganho médio diario
de animais confinados no ultimo periodo do experimento foi de 1,43 kg,
comparado aos 1,23 kg do grupo controle positivo (46,7 mg monensina/
kg dieta MS).

Alguns trabalhos demonstram a acdo dos OE sobre a digestibilidade do
alimento. No estudo de Yang et al. (2007), foi observado que 5 g éleo
de alho/vaca/dia ou 2 g 6leo de bagas de zimbro/vaca/dia aumentou a
digestibilidade da MS e MO, mas nao teve efeito sobre o consumo, a
fermentacao ruminal, a producado ou a composicao do leite.

A melhoria da digestibilidade pode ser justificada pela influéncia dos
6leos essenciais na atividade enzimatica. Relatos demonstram que
compostos ativos, como a capsaicina, o eugenol e o cinamaldeido
(principios ativos da pimenta vermelha, do cravo e da canela
respectivamente), tém se mostrado eficientes em estimular as enzimas
pancreédticas e intestinais dos animais, tornando o processo digestivo
mais eficiente (BRUGALLI, 2003).

Boyd et al. (2012) observaram que compostos de capsicum,
cinamaldeido e eugenol melhorou a digestibilidade da FDN. No entanto,
nao influenciou na producao de leite.

De acordo com Cardozo et al. (2005), os efeitos de OE sobre a
fermentacao ruminal podem variar de acordo com pH no rimen. Visto
que, quando se utilizou 6leo de alho, cinamaldeido puro, pimenta
vermelha e extrato de yucca em um pH modulado de 5,5, a fermentacao
microbiana ruminal foi alterada a favor da proporcao de propionato, que
por sua vez é energeticamente mais eficiente.

O declineo do pH pode favorecer a diminuicdo da concentracéo de
acetato em razao da sensibilidade das bactérias fibroliticas (produtoras
de acetato e butirato) ao pH baixo, ao contrario das amiloliticas que
sdo tolerantes e responsaveis pela producao de propionato no rimen,
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potencializando, dessa forma, o efeito dos éleos essenciais. No entanto,
Calsamiglia et al. (2007) explicam que a acado dos 6leos essenciais é
favorecida nas condi¢cdes ruminais em que o pH é baixo em razao de

0 6leo encontrar-se sob forma nao dissociada (mais hidrofébica). Essa
condicao hidrofébica é o que Ihes conferem a capacidade de interagir
com lipidios da membrana celular das bactérias.

Rodriguez-Prado et al. (2012) testaram 6leo resina de pimenta vermelha
em dietas de alta inclusao de concentrado para bovinos. Ao contrério
do relatado por Cardozo et al. (2005), notou-se que a adicdo do aditivo
promoveu aumento do pH de 5,84 a 6,03. Além disso, foi observado
que a adicao desse composto tendeu a aumentar linearmente (p<0,08)
a concentracdo de AGV. Embora a relacdo acetato:proprionato nao ter
sido alterada, a concentracao de acetato tendeu a reduzir (p<0,06),
assim como a concentragcdao de amoénia no rimen (p<0,08).

Entretanto, ao avaliar doses de compostos de 6leos essenciais (0 mg/d,
200 mg/d, 400 mg/d e 600 mg/d) em dietas para vacas em lactacao,
Flores et al. (2013) observaram que as caracteristicas de fermentacao
ruminal nao foram afetadas pelo OE, exceto pelo aumento em 13%

do butirato. J4 a concentracdo de N amoniacal tendeu (P = 0,09) a
aumentar quando adicionou 200 mg/d e 400 mg/d de OE. Além disso,
200 mg/d de OE diminuiram a fracao potencialmente degradavel de PB
no ramen.

Cobellis et al. (2016) demonstraram que a combinacao de OE (canela
do Ceilao, sementes de endro, eucalipto) em baixas concentracoes

(0,8 ml/L) pode também auxiliar na mitigacao da emissdo de metano e
excrecao de nitrogénio a partir de ruminantes, sem efeito adverso sobre
a digestao de alimentos ou de fermentacao.

Consideracodes Finais

Na literatura, nota-se diversos efeitos ou nao efeito dos extratos
vegetais. Esses resultados podem ser atribuidos aos diferentes tipos e
concentracoes de metabdlicos secundarios, que podem variar de acordo
com espécie, regido, idade, clima e época.
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E notavel as atividades antimicrobianas das saponinas, taninos e 6leos
essenciais, sendo estes capazes de modular favoravelmente ou nao a
fermentacao ruminal. No entanto, observacdes da literatura atual ainda
ndo sao suficientes para opinides conclusivas sobre a possibilidade da
aplicacao de extratos vegetais na alimentacdo de ruminantes em escala
comercial. Por isso, o desenvolvimento de pesquisas para determinacao
de doses e possiveis recomendacdes ainda devem ser realizadas.
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Plant Extracts as Modifiers
of Rumen Microbial
Fermentation

Abstract

Technologies have been developed to replace ionophores because of
bacterial resistance to these can promote. Therefore, plant extracts
have been widely studied in ruminant nutrition as modulators of

rumen microbial fermentation. Saponins, tannins and essential oils

are compounds derived from the secondary metabolism of plants and
usually have antimicrobial activity, which can be effective and safe
alternative in animal production chain. Studies show that the plant
extracts are able to alter the population of microorganisms in the rumen
and consequently the profile of short-chain fatty acids, promoting a
more efficient fermentation by reducing the production of methane,
ammonia and acetate propionate proportion. However, the studies do
not suggest a conclusive opinion on the effectiveness of these products
in animal performance. More in vivo researches should be developed to
evaluate the benefits of plant extracts in animal production.

Index terms: fermentacao ruminal, ionophores, oils essential, saponins,
tannins.
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