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RESUMO

Os extratos de plantas, principalmente os 6leos funcionais sdo considerados
aditivos alternativos que podem melhorar o metabolismo microbiano, as caracteristicas
da fermentacdo ruminal e, a digestibilidade total da dieta em animais ruminantes. O
liquido extraido da casca da castanha de caju (LCC) é um 6leo funcional, caracterizado
por ser fonte natural de compostos de cadeia fendlica longa e insaturada. Por suas
caracteristicas quimicas, o LCC pode ser capaz de influenciar positivamente a
digestibilidade da dieta e, induzir mudancas sobre os produtos finais da fermentacéo
ruminal. Embora alguns dos efeitos do LCC j& tenham sido demonstrados, os estudos
disponiveis sobre o 6leo ainda sdo limitados, evidenciada a necessidade de pesquisas
que estudem os beneficios do LCC na nutricdo de ruminantes. Objetivou-se com este
trabalho, avaliar o efeito do LCC em dietas para ruminantes com niveis crescentes de
concentrado, sobre 0s parametros da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), a
cinética da producdo cumulativa de gases, e parametros da fermentacdo ruminal,
concentracdo de N- amoniacal (N-NH3) e pH in vitro. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 5x4+1, com cinco niveis de
concentrado (200, 400, 600, 800 e 1000 g/kg) e quatro niveis de LCC (0; 0,3; 0,6 e 1,2
g/kg) e uma dieta controle composta apenas por volumoso, totalizando 21 tratamentos.
Utilizou-se silagem de milho como volumoso e, milho moido, farelo de soja, uréia e
suplemento mineral, como ingredientes concentrados. Foi observada interacdo (P<0,01)
entre os niveis de concentrado e de LCC sobre a DIVMS, a fracdo de rapida degradacéo
(fracdo A), o lag time e a producdo total de gas. A inclusdo de concentrado aumentou
linearmente (P<0,05) a DIVMS, enquanto que os niveis de LCC resultaram em efeito
quadratico (P<0,001) sobre esta varidvel, sendo estimado o ponto de méxima DIVMS
com inclusdo de 0,5 g LCC/kg MS A producdo total de gas, a fracdo de lenta

degradacdo (fracdo D) e sua respectiva taxa de degradacdo (fracdo E) aumentaram
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linearmente (P<0,01) conforme aumentaram os niveis de concentrado na dieta. N&o foi
encontrado efeito (P>0,05) dos niveis de LCC sobre os parametros de producgéo de gas,
quando analisado simultaneamente em todas as dietas. Os niveis de concentrado
resultaram em aumento linear (P<0,001) das concentracdes de N-NH3; e reduziram
(P<0,001) o pH no liquido ruminal. Os niveis de LCC diminuiram (P<0,001) a
concentracdo de N-NH3 e aumentaram (P<0,001) o pH do liquido ruminal. Houve alta
correlacdo entre a producdo total de gas e o desparecimento do substrato (r=0,94),
indicando que a producéo de gas € uma técnica precisa para estimar a curva de digestao
da MS. A incluséo de 0,5 g LCC/kg MS de dietas para ruminantes melhora a DIVMS,
sem afetar os parametros cinéticos da fermentacdo ruminal. A adi¢do de LCC em dietas
para ruminantes reduz a producdo de aménia, e evita reducdes drasticas do pH ruminal,
consequente da inclusdo de ingredientes concentrados, resultados que favorecem o

melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta.

Palavras chaves: &cido anacardico, amonia, cardanol, cardol, concentrado,

producdo de gas



ABSTRACT

Plant extracts, mainly functional oils, are considered alternative additives that can
improve the microbial metabolism, ruminal fermentation characteristics and diet’s
digestibility in ruminants. The liquid extracted from the cashew nutshell (CNSL) is a
functional oil characterized for being a natural source of unsaturated long-chain
phenolic compounds. The CNSL may be able to positively influence the digestibility of
the diet and induce changes on the end-products of fermentation in the rumen. Although
some of the effects of CNSL have already been demonstrated, the available studies on
the oil are still limited, so future research to examine the benefits of CNSL in the
nutrition of ruminants are required. The objective of this study was to evaluate the effect
of cashew nutshell liquid (CNSL) in ruminants diets containing increasing levels of
concentrate on in vitro dry matter digestibility (IVDMD), and also on in vitro
cumulative gas production Kinetic, parameters of rumen fermentation, ammonia-N
(NH3-N) and ruminal pH. The experimental design was completely randomized in a
factorial arrangement 5x4+ 1, with five levels of concentrate (200, 400, 600, 800 and
1000 g/kg) and four levels of CNSL (0, 0.3, 0.6 and 1.2 g/kg) and a control diet
composed only by roughage, totalizing 21 treatments. Corn silage was used as forage
and ground corn, soybean meal, urea and mineral supplement as concentrated
ingredients. An interaction was observed (P<0.01) between the levels of CNSL and the
concentrate on the IVDMD, rapid degradation fraction (fraction A), lag time and total
gas production. The inclusion of concentrate increased the (P<0.05) IVDMD linearly,
while levels of CNSL resulted in a quadratic effect (P<0.001) on this variable, being
estimated the point of maximum IVDMD at the inclusion of 5 g of CNSL /kg of
concentrate. The total gas production, the fraction of slow degradation (fraction D) and

accompanying degradation rate (fraction E) increased linearly (P<0.01) when levels of
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concentrate increased. Levels of CNSL did not influence (P>0.05) the parameters of gas
production when analyzed simultaneously in all diets with the inclusion of concentrate.
The levels of concentrate resulted in a linear increase (P<0.001) of NH3-N
concentrations and a reduction (P<0.001) in ruminal pH. CNSL levels decreased
(P<0.001) the concentration of NH3-N and increased (P<0.001) ruminal pH. There was
a high correlation between the total gas production and disappearance of the substrate (r
=0 .94), indicating that the production of gas may be a precise technique for estimating
the curve of digestibility of foods. The inclusion of 0.5 g of CNSL /kg of concentrate in
high concentrate diets improves IVDMD, reduces the production of ammonia, and
avoids drastic reductions in ruminal pH resulting from the addition of concentrated

ingredients. These results improve the utilization of nutrients.

Key-words: Anacardic acid, ammonia, cardanol, cardol, concentrate, gas
production.



I- INTRODUCAO

O processo de digestdo em animais ruminantes é o resultado da atividade fisica e
microbioldgica do rumen-reticulo, considerado como um processo dindmico e muito
complexo. A participacdo dos microrganismos anaerdbios na fermentacdo ruminal
converte os componentes dietéticos em &cidos graxos de cadeia curta (AGCC),
vitaminas do complexo B, vitamina K, metano, dioxido de carbono, lactato e amonia
(Owens & Goetsch, 1993).

Os AGCC produzidos durante o processo fermentativo sdo absorvidos através da
parede ruminal e utilizados como principal fonte de energia para o ruminante. Os
microrganismos envolvidos no processo fermentativo constituem a maior fonte de
proteina, podendo representar até 80% dos aminoacidos que chegam ao intestino
delgado dos ruminantes (Church, 1988; Kozloski, 2011).

Por outro lado, a fermentacdo ruminal também pode gerar metano, o que resulta
em perdas de até 12% da energia contida nos alimentos (Morais et al., 2011), situacdo
que limita o desempenho produtivo dos ruminantes e contribui com a liberacdo de
poluentes ao meio ambiente (Benchaar & Greathead, 2011). Somado a isso, as perdas
de nitrogénio sdo elevadas, devido a menor eficiéncia do ruminante em comparagéo a
outras espécies na utilizacdo da proteina dietética (Broderick et al., 1991).

A eficiéncia da digestdo ruminal depende principalmente dos nutrientes que
compdem a dieta, sendo este, o fator mais importante que influencia o nimero e a
distribuicdo da populacdo microbiana no rimen (Valadares Filho & Santos Pina, 2011).
Deste modo, o correto balanco dos nutrientes é necessario para que 0 crescimento
microbiano nédo seja limitado, evitando assim, que a produtividade dos ruminantes seja

comprometida.



O fornecimento de alimentos concentrados eleva a quantidade de carboidratos ndo
estruturais e, consequentemente, o teor energético da ragdo, sendo uma alternativa
frequentemente utilizada no setor para maximizar o desempenho produtivo dos bovinos.
No entanto, dietas ricas em concentrado alteram a fermentacéo ruminal, ao reduzir o pH
do rimen, situacdo que pode comprometer a digestibilidade da fibra e, aumentar o risco
de acidose ruminal, distirbio que desencadeia transtornos metabdlicos graves
(Vasconcelos et al., 1998).

Por tal motivo, o uso de aditivos alimentares surgiu como uma alternativa para
potencializar o desempenho animal sem prejudicar a fermentacdo ruminal, aditivos que
podem melhorar os padrdes de fermentacgdo e, reduzir as perdas energéticas resultantes
do excesso da formacdo de metano (Berndt et al., 2007).

Os principais aditivos utilizados no Brasil ainda sdo os iondforos, sua acdo se
resume em alterar a populacdo microbiana do rumen (Morais, 2011), selecionando as
bactérias Gram-negativas e inibindo o crescimento das Gram-positivas, situacdo que
favorece o aumento da producdo de propionato e reduzem as concentracdes de acido
acetico, acido latico e metano (Shinkai et al., 2012). Embora a adi¢cdo dos ionoforos na
dieta de bovinos resulte em mudancas no ambiente ruminal que tornam o sistema
produtivo mais eficiente, os problemas com toxicidade e resisténcia bacteriana impedem
a utilizacdo destes produtos, como aditivos alimentares para 0s ruminantes em muitos
paises (Barton, 2000).

Nesse contexto, os extratos de plantas, principalmente os 6leos funcionais podem
ser utilizados como aditivos alternativos, os quais podem melhorar o metabolismo
microbiano, aumentar as concentracdes de propionato no rimen e, a digestibilidade total
da dieta (Maia et al., 2006, Hess et al., 2008).

Os Oleos funcionais sdo produtos naturais extraidos principalmente de plantas
oleaginosas, sdo constituidos por triglicerideos, com uma alta quantidade de acidos
graxos insaturados. Esta composicdo caracteristica destes compostos permite-lhes ser
rapidamente absorvidos pelos microrganismos, sendo incorporados facilmente aos
lipidios da membrana bacteriana, causando sua respectiva ruptura e lise celular (Paula et
al., 2012, Shinkai e tal., 2012). Esta a¢do antimicrobiana dos oOleos funcionais inibe
principalmente o crescimento das bactérias Gram-positivas, metanogénicas e dos
protozoarios no rimen (Watanabe et al., 2010), o que pode resultar na alteracdo do

processo fermentativo e, consequentemente, dos produtos finais da fermentacao.



Estudos prévios demonstraram que os 6leos funcionais reduzem expressivamente
a producdo de amodnia (NH3) e aumentam as concentrac@es de propionato no rdmen
(Watanabe et al., 2010; Wanapat et al., 2011; Paula et al., 2012; Shinkai et al., 2012; ),
situacdo que resulta em aumento na eficiéncia do metabolismo energético, aumento na
eficiéncia de sintese microbiana e, consequentemente, com menor poluicdo ambiental.

Dentre os 6leos funcionais, atengdo especial tem sido dada ao liquido da casca da
castanha de caju (LCC), 6leo obtido a partir do processamento da castanha de caju
(Anacardium occidentale L), considerado uma fonte natural de lipidios fenolicos, como
0 acido anacardico, o cardol e o cardanol, os quais apresentam comprovadas atividades
antimicrobianas e antioxidantes (Kubo et al.,, 1993), o que tem incentivado o0s

nutricionistas estudar o LCC como possivel aditivo na dieta de ruminantes.

1.1. Caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence a familia Anacardiaceae, e é
uma arvore encontrada em extensa regido da América Tropical, sendo seu cultivo
originario no Brasil, encontrando-se bem estabelecido no litoral nordestino, destacando-
se os estados de Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte, onde a cajucultura é uma atividade
importante no contexto econdmico e social (Leite et al., 2005; Guanziroli et al., 2009).
O Cajueiro também esta disseminado em diversos paises de clima tropical como india,
Mocambique, Tanzénia, e mais recentemente, Vietnd, Indonésia e Tailandia (Watanabe
etal., 2010).

O Brasil é reconhecido mundialmente como um dos maiores produtores de
castanha de caju, junto com paises como Vietn4, india e Nigéria. Na safra do ano 2012,
0 Brasil produz 306.330 mil toneladas de castanha de caju, em uma area plantada de
770.691 mil hectares, destacando-se o Estado do Ceara como o principal produtor, cuja
safra no mesmo periodo foi de 167. 461 mil toneladas de caju, seguido pelo estado do
Piaui, com producdo de 66.133 mil toneladas, e Rio Grande do Norte, produzindo
54.808 mil toneladas (Conab, 2012).

O caju esta formado por um pedunculo floral hipertrofiado ou pseudofruto,
geralmente confundido com o fruto por sua aparéncia exotica e forma piriforme. O

pseudofruto apresenta grande valor nutricional, com altos teores de vitamina C, niacina



e ferro, sendo utilizados para a fabricagdo de sucos, vinhos, doces e compotas
(Rodrigues et al., 2011).

O fruto propriamente dito ¢é a castanha de caju formada por um epicarpo fina que
corresponde com a camada externa macia de cor marrom escuro. No interior do
epicarpo encontra-se 0 mesocarpo, uma estrutura esponjosa de forma alveolar, que
contém um alto teor de um 0leo viscoso, céustico, de cor marrom escuro, considerado
fonte natural de lipideos fendlicos, conhecido como liquido da casca da castanha de caju
(LCC) (Paiva et al., 2000, Mazzetto et al., 2009).

No interior da castanha, encontra-se a améndoa, de formato rindide (formato de
rim), protegida por uma fina membrana (pelicula) avermelhada, composta de dois
cotilédones brancos e oleosos. A améndoa € caracterizada por seu alto valor nutritivo,
apresentando 250 g/kg de proteinas e carboidratos, 460 g/kg de lipidios, além de conter
de nove a dez aminoécidos essenciais (arginina, lisina, triptofano, entre outros), bem
como, 81 g/kg de fosforo e 42 g/kg calcio (Andrade Neto, 2006, Pimentel et al., 2012).
A castanha e o LCC correspondem cerca de 70% do peso total do fruto.

A améndoa é extraida durante o beneficiamento da castanha e o LCC é obtido
como subproduto deste processo. Tanto a améndoa como o LCC assumem elevada
importancia econdmica para o Brasil (Vieira et al., 2009). A améndoa da castanha de
caju constitui um importante produto de exportacdo, sendo 90% da producdo destinada
ao mercado internacional. Paises como Estados Unidos, Holanda e Canada importam
51, 14 e 8% da producdo total de castanha de caju produzida no Brasil, sendo
considerados os principais importadores deste produto (Andrade et al., 2011). Em
2012, foram exportados em total US$ FOB 221.954.399, dos quais US$ FOB
185.691.071 correspondem a exportacdo da améndoa de caju, fresca, seca ou sem casca
(Conab, 2012).

Ja, o LCC apresenta alto teor de lipidios totais e a maior parte destes (82,1%) &
constituida de acidos graxos insaturados, sendo 98,6% dos acidos graxos insaturados
presentes, o acido oléico e linoléico, &cidos graxos essenciais, que aportam alto valor
nutricional (Lima & Gongalves, 1998). As principais aplicacdes do LCC tém sido na
fabricagcdo de tintas, inseticidas, fungicidas, antioxidantes, cosméticos e farmacos
(Andrade et al., 2011). Desde o ponto de vista médico, o interesse é centrado na vasta
gama de atividades bioldgicas do LCC, devido aos componentes quimicos que
apresenta (acido anacardico, cardol e cardanol), podendo atuar como agente

antimicrobiano (Kubo et al., 1993) antioxidante, (Kubo et al., 2006) e antitumoral



(Tocco et al., 2009). Em 2012, foram exportados em total US$ FOB 34.263.565 do
LCC produzido no Brasil (Conab, 2012).

1.2. Composicéo do liquido da casca da castanha de caju

Os principais constituintes do LCC sdo lipideos fendlicos naturais, nao-
isoprénicos por terem acetato como precursor biossintético, o acido anacéardico, cardol e
cardanol (Figura 1). Estes compostos apresentam em sua estrutura grupos aromaticos e
alifaticos e, portanto, exibem ambos os comportamentos, hidrofilico e lipofilico. Este
comportamento anfipatico confere aos componentes do LCC atravessar membranas
plasmaticas, o que potencializa suas fun¢des bioldgicas (Correia et al., 2006), por outro
lado, os constituintes do LCC apresentam uma cadeia lateral aciclica, contendo até trés
insaturacdes a partir de C-8. Quanto maior o nimero de insaturacdes na cadeia lateral
destes compostos, maior sera a atividade antifingica e antibacteriana (Himejima &
Kubo, 1991). O comprimento de cadeia lateral com um nimero impar de atomos de

carbono varia de C;5-Cyg (Correia et al., 2006).

OH HO _ OH OH
COOH
R R R
¢) Acido anacardico b) Cardol a) Cardanol

:

W 2 J O °

Figura 1. Principais constituintes do liquido da casca da castanha de caju.
Adaptado de Oliveira et al. (2011).

A atividade antibacteriana do LCC contra bactérias Gram-positivas ndo é devida

apenas a um componente, mas sim a acao de varios destes. A adicdo de uma hidroxila



(OH-) a molécula do cardanol transforma este componente em cardol, aumentando
assim sua atividade antibacteriana. Por outro lado, a adi¢cdo de um grupo carboxilico
(COOH") ao cardanol produz o &cido anacardico, representando ainda um aumento mais
expressivo da atividade antimicrobiana (Himejia & Kubo, 1991).

Estes produtos naturais podem servir como fonte alternativa de compostos
fendlicos da industria petroquimica, principalmente na fabricagdo de lona de freio de
automoveis, producdo de calor, tintas, vernizes e esmaltes de isolamento para a indUstria

elétrica, entre outros.

1.3 Métodos para a obtencéo do liquido da casca da castanha de caju

Diferentes processos podem ser empregados para a obtencdo do LCC. Os mais
importantes sdo a extracdo a frio (prensas), a extracdo por solvente e 0 processo
térmico-mecanico, sendo os dois Ultimos, 0s processos mais empregados pela industria
(Mazzetto et al., 2009). Os principais componentes do LCC da extracdo a frio sdo o
acido anacardico (60-65%), cardol (15-20%), cardanol (10%), e tracos de metilcardol,
sendo gque o LCC obtido durante este processamento é chamado de LCC natural (Figura
2) (Kumar et al., 2002).

Processo de extracdo
do LCC

Extracdo térmico |
180-200°C

Extracdo por solventes

A 4

v

Extragéo a frio
(prensagem)

Y

LCC Natural

LCC Técnico «— |

v

Figura 2. Principais métodos de extracdo do liquido da casca da castanha de caju.
Adaptado de et al. (Sornprom, 2007).



Durante 0 processamento térmico-mecénico, a temperatura é elevada entre 180-
200°C, e, nesta temperatura a casca externa se rompe e libera o LCC contido no
mesocarpo, removendo a casca interna, permitindo a recuperacdo das améndoas. Este
procedimento apresenta rendimento de praticamente 100% (Mazzetto et al., 2009).

O aumento da temperatura durante o processamento térmico- mecanico altera as
caracteristicas quimicas do LCC, uma vez que o grupo carboxila do acido anacardico é
perdido totalmente, convertendo o &cido a cardanol, sendo este ultimo 32 vezes menos
ativo que o &cido anacardico (Himejima & Kubo, 1991; Watanabe et al., 2010).

Desta forma, quando o &cido anacardico é submetido a altas temperaturas, sofre
descarboxilacdo, resultando em cardanol (Figura 3), produzindo o denominado LCC
técnico (Mazzetto et al., 2009), o qual apresenta menor atividade antimicrobiana que o
LCC natural, uma vez que o LCC técnico contém principalmente cardanol (60-65%) e

cardol (15-20%), componentes menos potentes que o &cido anacardico.

OH O OH
| -CO,
™ OH R
A
CisHzs.31 CisHos.31

180 — 200 °C

P - Cardanol
Acido anacardico

Figura 3. Processo de decarboxilagdo do &cido anacérdico.
Adaptado de Mazzetto et al. (2009).

1.4. Atividade antimicrobiana do liquido da casca da castanha de caju

O mecanismo bactericida do LCC ainda ndo foi totalmente esclarecido. No
entanto, a acdo antibacteriana parece estar relacionada ao carater anfipatico dos lipidios
fendlicos. A interacdo dos grupos hidroxilicos do anel aromatico com fosfolipidios por
meio de ligacOes de hidrogénio é o fator responsavel da alta afinidade do LCC as
bicamadas lipidicas presentes nas membranas bacterianas (Kozubek, 1999). As cadeias
alquilicas exercem influéncia significativa na atividade biolégica que pode estar
relacionada com o aumento da solubilidade das porc@es fendlicas nas regides lipidicas.
Uma vez incorporados as membranas celulares, os lipidios fendlicos danificam as

proteinas da membrana, provocando aumento da permeabilidade da mesma e, a fuga



dos componentes citoplasmaticos, com consequente lise celular (Kubo et al., 1991;
Lima et al., 2000; Burt et al., 2004).

Por outro lado, os compostos fendlicos podem inibir a sintese de piruvato nas
células bacterianas ao inibir a enzima glicerol-3-fosfato-desidrogenase (Parasa et al.,
2011), enzima que catalisa a oxidacdo do glicerol-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato na
via glicolitica para a formac&o do piruvato, o qual é necessario para a sintese de energia
para 0 crescimento e mantenca das bactérias ruminais. O piruvato € o principal
metabolito intermediario, resultante da metabolizacdo de todos os carboidratos, em um
processo que culmina com a formacgdo dos produtos finais da fermentacdo ruminal
(AGCC, CO; e metano) (Hobson & Sterwat, 1997).

Outra das atividades comprovadas do LCC encontra-se sua habilidade para quelar
o ferro (Fe;") e o cobre (Cu,"), reduzindo a biodisponibilidade destes minerais para as
bactérias. Nas bactérias, o Fe," participa na formacao de varias moléculas implicadas na
respiracdo celular (citocromos), enquanto que Cu," participa do metabolismo energético
e, atua como cofator de varias enzimas (citocromo, oxidase e a superdxido dismutase)
(Tsujimoto et al., 2007).

1.5 Efeitos do liquido da casca da castanha de caju sobre a

fermentacdo ruminal

Devido a presenca de lipidios fendlicos com atividade antimicrobianos na
composic¢do do LCC, acido anacardico, cardanol e o cardol, podem provocar mudancas
no ecossistema ruminal, caracteristica que o torna um eficiente modificador da
fermentacdo ruminal (Correia et al., 2006; Watanabe et al., 2010).

Himejima & Kubo (1991) e, mais recentemente Parasa et al. (2011), ap6s avaliar a
atividade antibacteriana do LCC in vitro, encontraram que as bactérias Gram-positivas
(Streptococcus. mutans, Staphylococcus aureus e Propionibacterium acnes) séo
bastantes suscetiveis aos componentes do LCC, enquanto que as Gram-negativas sao
resistentes. Da mesma maneira, Kubo et al.(1993) e Watanabe et al.(2010) encontraram
que o LCC atua principalmente contra bactérias Gram-positivas presentes no rimen
como por exemplo, Streptococcus bovis, Eubacterium ruminantium, Lactobacillus

ruminis.



A diminuicdo do nimero de bactérias Gram-positivas induzidas pelo LCC, pode
indiretamente promover o crescimento de bactérias Gram-negativas (resistentes ao
LCC), tais como Succinivibrio dextrinosolvens, Selenomonas ruminantium e
Megasphaera elsdenii, envolvidas na producdo de propionato (Watanabe et al., 2010),
portanto, 0 LCC ao induzir mudangas nas espécies bacterianas do ramen melhora a
eficiéncia da fermentacdo ruminal, o que significa na préatica, aumentar a producdo de
propionato e deprimir a metanogénesse (Watanabe et al., 2010).

Nesse sentido, McGinn et al. (2004) encontraram reducéo de 22% nas emissoes de
metano em novilhas que receberam Oleos funcionais, enquanto que animais que
receberam monensina ndo minimizaram estas emissdes. Watanabe et al. (2010)
obtiveram reducdo de 70% na metanogénese ao adicionarem 200 pg/ml do LCC em
experimento realizado in vitro, enquanto que Shinkai et al. (2012) encontraram reducéo
de 38% na producdo de metano em vacas alimentadas com feno e concentrado em razédo
60:40 utilizando 4 g de LCC /100 kg de peso corporal como aditivo.

Animais alimentados com LCC reduzem as concentracGes de metano ruminal, ndo
sO pelo fato do LCC inibir o crescimento das bactérias metanogénicas, mas também por
favorecer o aumento na concentracdo de propionato. Este AGCC concorre com 0
metano pelo uso do hidrogénio no rimen (Moss et al., 2000), portanto, uma maior
sintese de propionato reduziria a disponibilidade do hidrogénio para a sintese de
metano.

Anteriormente, a reducdo da producdo de metano era atribuida apenas aos
ionoforos, ao serem utilizados como aditivo alimentar (Odongo et al., 2007). Contudo,
Shinkai et al. (2012) afirmaram que o LCC € excelente aditivo que pode reduzir a
metanogénese na mesma magnitude ou em quantidades superiores aos ionéforos.

Por outro lado, a manutengdo de concentragdo adequada de nitrogénio amoniacal
(N-NH3) no rimen é indispensavel para garantir o crescimento bacteriano, sendo que de
40 a 100% do nitrogénio exigido pelos microrganismos pode ser derivado do N-NHj;
(Stern & Hoover, 1979). No entanto, 0 aumento da concentracdo ruminal de N-NH3 é
indicativo de perdas protéicas e econdmicas para o produtor.

A reducdo na sintese de nitrogénio amoniacal (N-NHj3) foi observada em
ruminantes alimentados com LCC (Kobayashi, 2010; Watanabe et al., 2010). Este efeito
pode ser devido a que os componentes ativos do LCC podem inibir o crescimento de
bactérias proteoliticas, bem como, reduzir a capacidade de adesdo e colonizacdo destas

bactérias aos seus substratos (Watanabe et al., 2010).
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A proliferacdo seletiva, de baterias tais como bactérias de S. dextrinosolvens, A.
lipolytica, e M. elsdenii, caracterizadas por utilizar amdnia como fontes energéticas
favorecem a reducdo significativa do N-NH; com a suplementacdo de LCC. Esta
reducdo sugere que o N-NNj foi utilizado como substrato para a sintese de proteina
microbiana, diminuindo a excrecdo de nitrogénio e 0 gasto energético para sintese e
excrecdo de uréia (Sniffen et al., 1992). No entanto, este efeito precisa ser avaliado
experimentalmente mensurando a concentracdo de aménia ruminal.

A atividade microbiana ruminal e suas fun¢bes no processo digestivo podem ser
modificadas pelo pH ruminal. O pH é um fator quimico que influencia o crescimento
microbiano e pode ser afetado pelas caracteristicas da dieta e fatores, como o consumo
diario, a concentracdo energética da dieta e 0 manejo alimentar (Tibo et al., 2000).

Dietas ricas em carboidratos solUveis estdo associadas a maior producdo de
AGCC e, consequentemente, valores baixos de pH. A reducdo do pH exerce uma agéo
seletiva sobre as bactérias, principalmente as bactérias celuloliticas, microorganismos
que sdo inibidos em ambiente ruminal acido, comprometendo-se assim, a
digestibilidade do FDN (Cabral et al., 2008). O uso de aditivos alimentares ¢ uma
alternativa utilizada no setor para manter condi¢cdes ruminais étimas, situacdo que
melhora a digestibilidade dos nutrientes (Valadares Filho & Santos Pina, 2011;
Kozloski, 2011). Tem-sido comprovado que a atividade antimicrobiana do LCC contra
as bactérias Gram-positivas pode promover o crescimento de microrganismos Gram-
negativos, tais como Selenomonas ruminantium e Megasphaera elsdenii (Watanabe et
al., 2010), principais bactérias utilizadoras do lactato como substrato energético
(Kozloski, 2011), o que pode contribuir com a regulacdo do pH ruminal.

Embora alguns efeitos benéficos do LCC sobre o metabolismo ruminal tém sido
estudados, os resultados ainda sdo contraditorios e ndo existem trabalhos suficientes
para confirmar esses efeitos. Por tal motivo, existe a necessidade de estudar a utilizagédo
do LCC como aditivo alimentar em dietas para ruminantes, assim poderia ser adotado
na pecuaria como opcao que melhore a produtividade e cause menores riscos a salde

humana e menor poluigédo ambiental.
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1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de determinar o efeito de niveis
crescentes de liquido da casca da castanha de caju (LCC) em dietas para ruminantes
sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), a cinética da producédo
cumulativa de gases, e parametros da fermentacdo ruminal, concentracdo de N-

amoniacal (N-NHj3) e pH in vitro.

2.1. Objetivos especificos

1. Determinar os pardmetros da cinética da fermentagao ruminal in vitro.

2. Determinar o nivel de inclusdo ideal do LCC para obtencdo de maiores
beneficios sobre a DIVMS.

3. Estabelecer correlacdes entre a producdo total de gas e o desaparecimento
da matéria seca do substrato incubado.

4. Avaliar o efeito de dietas com niveis crescentes de concentrado (0, 200,
400, 600, 800 e 1000 g de concentrado/kg de MS) e de LCC (0; 0,3; 0,6 e
1,2 g LCC/kg MS) sobre os parametros da fermentacdo, concentracdo de

N- amoniacal e pH.
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I11. Digestibilidade, cinética e parametros de fermentacdo ruminal in vitro de
dietas para ruminantes com inclusdo de liquido da casca da castanha de caju

RESUMO - Objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito do liquido da
casca da castanha de caju em dietas para ruminantes com niveis crescentes de
concentrado, sobre 0s parametros da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), a
cinética da producdo cumulativa de gases, e parametros da fermentacdo ruminal (N-NHs
e pH do liquido ruminal). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 5x4+1, com cinco niveis de concentrado (200, 400, 600,
800 e 1.000 g/kg MS) e quatro niveis de LCC (0; 0,3; 0,6 e 1,2 g LCC/kg MS) e uma
dieta controle composta apenas por silagem, totalizando 21 tratamentos. Foi observada
interacdo (P<0,01) entre os niveis de LCC e de concentrado sobre a DIVMS, fracéo de
rapida degradacdo (fracdo A), lag time e a producdo total de gas. A inclusdo de
concentrado aumentou linearmente (P<0,05) a DIVMS, enquanto que os niveis de LCC
resultaram em efeito quadratico (P<0,001) sobre esta variavel, sendo estimada a
maxima DIVMS no nivel de 0,5 g LCC/kg MS. A producdo total de gas, o
desaparecimento do substrato, a fracdo de lenta degradacgéo (fracdo D) e sua respectiva
taxa de degradacéo (fracdo E) aumentaram linearmente (P<0,01) conforme aumentaram
0s niveis de concentrado na dieta. Os niveis de concentrado resultaram em aumento
linear (P<0,001) das concentracdes de N-NHj; e reduziram (P<0,001) o pH no liquido
ruminal. Os niveis de LCC diminuiram a concentracdo de N-NHj; (p<0,001) e
aumentaram o pH do liquido ruminal (p<0,001). A incluséo de 0,5 g LCC/kg MS de
dietas para ruminantes melhora a DIVMS, sem os parametros cinéticos da fermentacéo
ruminal. A adicdo de LCC em dietas para ruminantes reduz a producdo de aménia, e
evitou redugbes drasticas do pH ruminal, resultados que favorecem o melhor

aproveitamento dos nutrientes da dieta.

Palavras chave: 4cido anacardico, amodnia, cardanol, cardol, concentrado,

producéo de gas



16

I11. Digestibility, kinetic and parameters of rumen in vitro fermentation for

ruminants diets containing levels of cashew nutshell liquid

ABSTRAC- The objective of this study was to evaluate the effect of cashew
nutshell liquid (CNSL) in ruminants diets containing increasing levels of concentrate on
in vitro dry matter digestibility (IVDMD), cumulative gas production kinetic and
parameters of rumen fermentation, ammonia-N (NH3-N) and pH. The experimental
design was completely randomized in a factorial arrangement 5x4+ 1, with five levels
of concentrate (200; 400; 600; 800 and 1000 g/kg) and four levels of CNSL (0; 0.3; 0.6
and 1.2 g/kg) and a control diet composed only by roughage, totalizing 21 treatments.
Corn silage was used as forage and ground corn, soybean meal, urea and mineral
supplement as concentrated ingredients. An interaction was observed (P<0.01) between
the levels of CNSL and the concentrate on the IVDMD, rapid degradation fraction
(fraction A), lag time and total gas production. The inclusion of concentrate increased
the (P<0.05) IVDMD linearly, while levels of CNSL resulted in a quadratic effect
(P<0.001) on this variable, being estimated the point of maximum IVDMD at the
inclusion of 5 g of CNSL /kg of concentrate. The total gas production, the fraction of
slow degradation (fraction D) and accompanying degradation rate (fraction E) increased
linearly (P<0.01) when levels of concentrate increased. Levels of CNSL did not
influence (P>0.05) the parameters of gas production when analyzed simultaneously in
all diets with the inclusion of concentrate. The levels of concentrate resulted in a linear
increase (P<0.001) concentrations of NH3-N and reduced (P<0.001) in ruminal pH.
CNSL levels decreased the concentration of NH3-N and increased ruminal pH. There
was a high correlation between the total gas production and disappearance of the
substrate (r = 0.94), indicating that the production of gas may be a precise technique for
estimating the curve of digestibility of foods. The inclusion of 0.5 g CNSL /kg in high
concentrate diets improves IVDMD, reduces the production of ammonia, and avoids
drastic reductions in ruminal pH resulting from the addition of concentrated ingredients.

These results improve the utilization of nutrients.

Key-words: Anacardic acid, ammonia, cardanol, cardol, concentrate, gas

production
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Introducéo

Os indices de produtividade animal sdo influenciados principalmente pela
quantidade de nutrientes fornecidos na dieta e, em particular, pela quantidade de energia
disponivel para producdo. Nesse sentido, a inclusdo de alimentos concentrados na dieta
de ruminantes permite oferecer niveis de energia e proteina que atendem as exigéncias
energéticas dos microrganismos ruminais e do animal, situacdo que permite maximizar
0 desempenho dos ruminantes. Contudo, o excesso de carboidratos ndo estruturais
nessas dietas produz queda do pH do rumen, influenciando negativamente a
digestibilidade e o aproveitamento dos nutrientes da dieta (Costa et al., 2008).

A maximizacdo do desempenho animal também pode ser alcancada com a
utilizacdo de aditivos alimentares (Van Nevel & Demeyer, 1988; Broudiscou et al.,
2000). Os aditivos na dieta dos ruminantes induzem alteragdes no metabolismo ruminal,
bem como, no perfil dos produtos finais de fermentacdo, visto que, favorecem o
aumento das concentracOes de propionato, e reduzem a sintese de acetato e metano no
rimen, ao inibir seletivamente o crescimento das bactérias Gram-positivas e aumentar o
crescimento das Gram-negativas (Santos & Pedroso, 2011). Recentemente, atencdo
especial tem sido dada aos 6leos funcionais, extraidos de plantas, por serem capazes de
produzir alteracbes na atividade metabdlica das bactérias, principalmente Gram-
positivas, podendo modificar o ecossistema microbiano ruminal e, consequentemente, a
eficiéncia produtiva dos animais.

O liguido da casca da castanha de caju (LCC) é um éleo funcional considerado
fonte natural de lipidios fendlicos (acido anacardico, cardol e cardanol), caracterizados
por apresentarem em sua estrutura quimica um anel aromatico com grupos hidroxila e,
uma cadeia lateral larga e insaturada (Mazzetto et al., 2009). Esta composi¢éo confere-
Ihe comprovadas atividades como antimicrobianos, antifingicos e antioxidantes
(Mazzeto et al., 2009; Kubo et al., 1993).

Em ruminantes, o LCC tem sido pouco estudado como aditivo modulador da
fermentacdo ruminal. Alguns trabalhos desenvolvidos in vitro demonstraram os efeitos
do LCC como modificador da fermentacdo ruminal, concluindo que pode ser utilizado
como aditivo alimentar, uma vez que reduz a producdo de metano e N-amonical,
melhorando utilizacdo da energia e proteina dos alimentos (Kobayashi et al., 2010;
Watanabe et al. 2010; Shinkai et al., 2012).
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Embora haja relatos sobre os efeitos do LCC na dieta de ruminantes, 0 mesmo
tem sido pouco estudado e, mais pesquisas sdo necessarias a fim de validar a eficacia do
LCC como modificador do ecossistema microbiano do ramen.

Deste modo, objetivou-se com o presente trabalho determinar o efeito de niveis
crescentes de liquido da casca da castanha de caju (LCC) em dietas para ruminantes
sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), a cinética da producédo
cumulativa de gases, parametros da fermentacdo ruminal, concentracdo de N- amoniacal
(N-NH3) e pH in vitro.

Material e métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Andlises de Alimentos e Nutri¢do
Animal (LANA) e na Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI), ambas pertencentes ao
Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de Maringa, durante o periodo de
fevereiro a agosto de 2012.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 5x4 +1, com cinco niveis de concentrado (200, 400, 600, 800 e 1000 g/kg de
MS), quatro niveis de inclusdo do liquido da casca da castanha de caju (0; 0,3; 0,6 e 1,2
g de LCC/kg de MS) e uma dieta controle composta apenas por silagem, totalizando 21
tratamentos. Utilizou-se silagem de milho como volumoso e, milho moido, farelo de
soja, uréia e suplemento mineral como ingredientes concentrados (Tabela 1 e 2). O LCC

foi fornecido com base na matéria seca da dieta e, adicionado ao concentrado.

Tabela 1. Composicdo bromatoldgica dos alimentos utilizados nas dietas experimentais
(g/kg de matéria seca)

Alimentos MS PB EE MM FDNCcp FDA
Silagem de milho 348,0 66,0 23,0 16,0 480,0 292,0
Milho 880,0 83,0 36,0 44,0 110,0 49,0
Farelo de Soja 900,0 508,0 27,0 71,0 149,0 119,0
Ureia - 2.820,0 - - - -

As amostras dos alimentos foram secadas em estufa de circulacéo forcada de ar a
55°C durante 72 horas. Posteriormente, todos os alimentos foram processados em
moinho tipo Wiley utilizando peneira com crivos de 1 mm e analisadas gquanto aos
teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), 0 extrato
etéreo (EE) e cinzas (AOAC, 1990). Os componentes da parede celular, fibra em

detergente neutro corrigido para cinzas e proteina (FDNcp), fibra em detergente acido
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(FDA) e lignina, foram determinados pelo método de Van Soest et al. (1991). O
nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDN) e o nitrogénio insolivel em
detergente acido (NIDA) foram realizados segundo a metodologia descrita por Licitra et
al. (1996). Os valores de PIDA e PIDN serdo calculados multiplicando-se os valores de
NIDA e NIDN por 6,25.

Tabela 2. Composicao das dietas experimentais (g/kg de MS)

Alimentos Tratamentos
0 200 400 600 800 1.000
Silagem de milho 1.000,0 800,0 600,0 400,0 200,0 0,0
Milho 0,0 182,0 366,0 549,0 730,0 914,0
Farelo de soja 0,0 9,0 17,0 26,0 35,0 43,0
Ureia 0,0 4,0 7,0 10,0 14,0 17,0
Suplemento mineral* 0,0 5,0 10,0 15,0 21,0 26,0
PB 66,0 82,0 98,0 113,0 129,0 145,0
EE 23,0 25,0 27,0 29,0 32,0 38,0
FDNcp 496,0 431,0 350,0 269,0 188,0 107,0
CNF 415,0 470,0 534,0 578,0 632,0 687,0
NDT? 624,0 650,0 675,0 700,0 726,0 752,0

ISuplemento mineral: 551,2g/kg Carbonato de Célcio, 258,4 g/kg Caulim, 24,7 g/kg Flor de Enxofre, 157,8 g/kg Sal
comum, 5,9 mg/kg lodato de Célcio, 2 mg/kg Selenito de Sodio, 11 mg/kg Sulfato de Cobalto, 260 mg/kg Sulfato de
Cobre, 240 mg/kg Sulfato de Manganés, 228 mg/kg Sulfato de Zinco

%Calculado segundo 0 NRC (2001).

Os carboidratos ndo fibrosos foram calculados pela seguinte equacdo (Sniffen et
al., 1992):

CNF =100 - (% FDN + %PB + %EE + %CINZAS)

Os teores de nutrientes digestiveis totais (NDT) foram calculados a partir da
equacdo (NRC, 2001):

NDT = CNFD + PBD + (2,25 x EED) + FDNnD -7

Onde, CNFD sdo os carboidratos ndo fibrosos digestiveis; PBD, a proteina bruta
digestivel; EED, extrato etéreo digestivel; FDNnD fibra em detergente neutro corrigida
para nitrogénio digestivel e o valor 7 refere-se ao NDT fecal metabdlico.

Os valores anteriores foram estimados conforme o NRC (2001) assim:

CNFD = 0,98 (100 - [(FDN-PDIN)+ PB + EE + Cinzas] x FAP ; em que FAP = fator
de ajuste para processamento fisico: 1 para o milho moido, 1,04 para Farelo de cereais e
0,94 para a silagem de milho;
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PIDA
PBD (Volumoso) = PB x Exp FL2xGET: em que PIDA= proteina insolavel em

detergente &cido;

PBD (Concentrado) =PB x [ 1- (0,4 x %)];

EED = (EE -1 ) X 100;

L
FDN-PDIN

FDNnD =0.75 [(FDN-PDIN) - L] x [ 1- ( ) 0,667]; em que L= Lignina.

Os coeficientes digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), N-amoniacal
(N-NH3) e pH do liquido ruminal, producdo cumulativa de gases e parametros cinéticos
da fermentacdo ruminal foram determinados utilizando o in6cuo ruminal e a solugédo
tampéo.

O in6cuo ruminal era proveniente de dois bovinos da raca Holandesa, adultos,
castrados, com peso corporal médio de 380 kg, e providos de canula ruminal. Os
animais receberam uma dieta composta por 70% de volumoso (silagem de milho) e 30%
de concentrado (milho, farelo de soja e suplemento mineral). Os animais foram
alimentados duas vezes ao dia, as 8 horas e as 16 horas.

A coleta de liquido ruminal foi realizada no periodo da manha antes da primeira
refeicdo via canula ruminal, utilizando uma bomba a vacuo e um Kkitassato com
capacidade de 2000 mL. O liquido ruminal foi mantido em banho-maria a 39°C e o
recipiente purgado com CO, antes e apds a coleta. Foram coletados 4 litros de liquido
ruminal, sendo dois litros/animal misturados e incluindo uma fragdo sélida do contetido
ruminal. O material coletado foi transferido para uma garrafa térmica pré-aquecida
previamente purgada com CO, e fechada hermeticamente. Todo o material coletado foi
homogeneizado durante 10 segundos utilizando um liquidificador. Posteriormente, o
material foi filtrado em quatro camadas de tecido de algoddo (gaze) e utilizado nas
incubagoes.

A solugéo tampéo era preparada com 0s seguintes reagentes: A solugéo A (g/litro)
composta por: 10,0 g KH,P0,4; 0,5 g MgS0O,47H,0; 0,5 g NaCl; 0,1 g CaCl,2H20; 0,5 g
ureia, e a solugdo B (g/100mL): 15,0 g Na,COg; 1,0 g Na,S.9H,0. As solugbes foram
misturadas na relagdo 1:5 atingindo o pH de 6,8 na temperatura constante de 39°C.

A DIVMS das dietas foi determinada de acordo com metodologia descrita por
Tilley & Terry (1963) modificada por Holden et al. (1999), utilizando o rimen artificial
(Daisy" Fermenter®, Ankom).
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Foram pesados 0,5 gramas de amostra em saquinhos de TNT -100 g/m, cortados e
selados a um tamanho de 5,0 x 5,0 cm, conforme Casali et al. (2008). Foram utilizados
dois saquinhos sem amostra (brancos) em cada jarro para correcdo dos dados. Os
saquinhos com amostra foram colocados nos jarros, distribuidas equitativamente 26
saquinhos/jarro (24 saquinhos com amostra e dois saquinhos sem amostra ou brancos),
totalizando 104 saquinhos. Em seguida, eram adicionados 1600 mL da solucdo tampé&o
e 400 mL do inécuo ruminal e, acrescentado CO, para manter as condi¢fes anaerdbias.
Apbés este procedimento, 0s jarros permaneceram no rdmen artificial Daisy"
Fermenter® (Ankom) a 39°C durante 48 horas com agitagdo continua.

A incubacdo foi interrompida ap6s das 48 horas, iniciando o segundo estagio do
método da digestibilidade in vitro, quando foram adicionados de 40 mL de é&cido
cloridrico (HCI) 6 N e 8 gramas de pepsina (Sigma 1:10000) em cada jarro. A pepsina
foi previamente dissolvida em 34 mL de &gua destilada a 35°C durante 5 minutos,
procurando manter o pH da solucdo entre 2,0 a 3,5 (Holden, 1999). A incubacéo foi
mantida por mais 24 horas a 39°C sob agitacao continua.

Apbs 24 horas de incubacdo, os jarros foram drenados e lavados com agua da
torneira entre 5 a 6 vezes até a agua sair limpa. Em seguida os saquinhos foram pré-
secos em estufas de circulagdo forcada de ar a 55°C por 12 horas e posteriormente
levados a estufa de 105°C durante 24 horas, e em seguida foram pesados.

A DIVMS foi calculada utilizando o residuo apds a incubacdo, através da

férmula;

100 - (W3 — ( W1 x W4))

DIVMS = | w5

1X 100

Em que, W1 é o peso da tara do filtro; W2 é o peso da amostra; W3 € o peso final
do filtro e W4 é a correcdo com filtro em branco.

Para a determinacdo da producdo total de gas e os parametros da cinética da
fermentagdo ruminal, foi utilizada a técnica automatica in vitro. Foram utilizados oito
frascos de vidro, com capacidade de 250 mL, onde foram adicionados 0,500 gramas de
amostra das dietas em duplicata, 100 mL da solu¢éo tampéo, 25 mL de in6cuo ruminal e
CO,. Para cada incubacdo realizada, foram utilizados dois frascos como brancos,
contendo apenas indcuo ruminal e solu¢do tampdao, com o objetivo de ajustar os valores

de presséo.
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O aumento da pressdo produzido dentro dos frascos durante a incubacdo foi
mensurado em libras por polegada quadrada (psi) utilizando sistema automatico RF:
Gas Production System® (ANKOM). A pressdo de gas dentro dos frascos foi registrada
por sensores de pressdo localizados nas tampas dos frascos ou modulos, os quais
transferiram as informagGes de cada frasco por meio de uma base coordenadora
conectada a um computador, a intervalos de 5 minutos, totalizando 576 leituras durante
48 horas de incubacao.

Para a obtencédo do residuo ao final das 48 horas de fermentacao, transferiam-se 0s
contetidos dos frascos em cadinhos filtrantes de porosidade n° 1 para secagem na estufa
a 105°C durante 24 horas e, posteriormente pesados. A fragdo do residuo que degradou
durante a incubacéo foi determinada como o peso do substrato incubado menos o peso
do residuo.

Foram determinadas as correlagdes entre os resultados da digestdo por meio do
peso dos residuos com a producdo de gas.

Os dados obtidos de producdo de gas foram mensurados em psi, foram
transformados para moles de gas por meio da equacéo do gas ideal:

VP

n= —

RT

Onde, n = quantidade de gas em moles; V= volume de gas ocupado em Litros; P=
pressdo em pascal (kPa); T= temperatura em Kelvin (°K); R= constante dos gases
(8.314472 kPa'L- K-1 mol-1).

Posteriormente, os moles foram convertidos em mL de gas produzido em

condic¢des normais de temperatura e pressdo (STP) utilizando a seguinte equacéo:

nRT
P

Os valores de referéncia das condi¢des STP séo: 273,15°K (0°C) e 101 325 Pa (1
atm = 760 mmHg).

A producdo de gas em mL (V) foi calculada a partir da presséo corrigida dos
frascos, usando a pressdo atmosférica da regido (96,538 kPa) e a presséo atmosférica em

condigdes normais (101,325 kPa), sendo este o valor de P.
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A extensdo e a taxa de potencial de producgdo de gas, em resposta a degradacao
do alimento, foram determinadas usando o um modelo logistico bicompartimental

exponencial proposto por Pell & Schofield et al. (1994):

A D
*B* + *R %
{1+Exp. [2+4*B (C-T)]} {1+Exp. [2+4*E (C-T)]}

Onde, y = Volume total de gas no tempo T (extensdo da degradacdo); A e D =
volume de gas (mL) das fracdes de degradacdo rapida (agUcares solGveis e amido) e
lenta digestdo (celulose, hemicelulose), respectivamente; B e E = taxas de degradagdes
das fracGes de digestdo rapida e lenta (/h), respectivamente; e C = tempo de colonizacéo
das bacteérias.

O ajuste das curvas e as estimativas dos parametros de interesse biolégico foram
realizados utilizando-se 0 processo iterativo do Gauss-Newton por meio do
procedimento para modelos ndo lineares (PROC NLIN) do programa SAS (Statistical
Analysis System, versdo 9.1).

Para avaliar o modelo ndo linear, foi utilizado o coeficiente de determinacdo (r?).
Este valor representa quanto o modelo € capaz de ajustar os dados de producdo de gas
(Y= mL de gas/ g substrato incubado). Este valor é obtido a partir da soma de quadrado
do erro (SCE) e a soma total dos quadrados (SCT) a partir da equagéo:

r=1,0- SC—E

Para determinacéo in vitro da concentracdo de N-amoniacal e do pH do liquido
ruminal, foram simuladas as condi¢fes do rumen, utilizando-se os jarros da incubadora
Daisy" Fermenter® (Ankom). Os jarros foram providos de tampas com vélvulas e um
sistema de trés vias para permitir a coleta do liquido ruminal tamponado, assim como
uma valvula tipo Bussen que permitia a liberacdo dos gases produzidos durante a
fermentacéo.

Para cada jarro, foram pesadas 10 g de amostra, em triplicata, junto com 1600 mL
de solucdo tampédo e 400 mL de indcuo ruminal. Os jarros foram mantidos em um
ambiente a 39°C sob agitacdo continua (Figura 1).

Durante a incubacdo, foram coletadas amostras de 20 mL do liquido ruminal

tamponado utilizando-se uma seringa e a torneira de trés vias instalada na tampa de
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cada jarro. As amostras foram coletas nos horarios, 1, 2, 4, 6 e 8 horas ap06s do inicio da
incubacéo.

Em cada horério, foram utilizados 10 mL do liquido ruminal tamponado para
mensurar o pH das amostras em duplicata utilizando-se um pHmetro digital Digimed
DM20. O liquido ruminal restante (10 mL) foi armazenado em potes plasticos contendo
1 mL de é&cido sulfarico (H,SO,) 1:1, interrompendo o processo fermentativo e

reduzindo o pH, evitando assim a volatilizacdo do nitrogénio amoniacal (N-NHj3).

Figura 1. Metodologia in vitro para determinacdo de aménia e pH do liquido ruminal.

A determinacdo do nitrogénio amoniacal (N-NH3) foi realizada de acordo com o
método colorimétrico de Chaney & Marbarch, (1962) descrita em Campos (2004).

As amostras foram descongeladas e centrifugadas a 3000 rpm durante 15 min.
Foram pipetados 40 pL do sobrenadante e transferidos em tubos de ensaio. Em seguida,
foram adicionados 5 mL de reagente fenol (50 mg de nitroprussiato de sodio e 10 g de
cristais de fenol diluidos em 1 litro de dgua destilada) e 5 mL de reagente hipoclorito de
sodio (5 g de hidréxido de sodio, 37,75 g de fosfato de sodio dibasico anidro e 25 mL
de solucéo de hipoclorito de sédio 5% diluidos em 1 litro de agua destilada).

Os tubos foram tampados, agitados, e mantidos em banho-maria a 37°C por 15
minutos. Posteriormente, foram realizadas as leituras de absorbancia em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 550 nm cujos valores foram utilizados
para calcular as concentracfes de nitrogénio amoniacal em mg/dL de liquido ruminal.

Foi obtida uma equagéo de regresséo linear a partir de uma curva de calibracdo do
aparelho com diferentes concentragdes de uma solucdo padrdo preparada com cloreto de

amonio. Admitiu-se um r minimo de 0,99 para esta curva.
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Os dados obtidos de cada parametro foram desdobrados em polindmios ortogonais
de forma a permitir a analise de variancia e regressdo, de acordo com suas distribuicoes,
utilizando-se o programa estatistico SAS® 9.2 (2009). As interacbes quando
significativas foram desdobradas, com o estudo de um efeito dentro do outro e,
analisadas mediante o modelo de regressao.

O modelo matematico utilizado foi:

Yij = p +Di +Lj+DLij+eij; Yij = u +Di +Lj/Di+eij

Em que:

i= Dieta

j= Nivel de LCC

Di = O efeito da dieta, variando de 1 a 5

Lj = Efeito principal do nivel de LCC (0; 0,3; 0,6 e 1,2 g/kg)

Dij= Efeito da interacdo da dieta com o nivel de LCC

Lj/Di = Efeito do LCC dentro da dieta, quando significativa a interacéo

eij=erro

Os dados da DIVMS, os parametros de fermentacdo ruminal, a concentracdo de
N-amoniacal e o pH do liquido ruminal dos tratamentos testes foram comparados com o
controle utilizando o teste de Dunnett e adotou-se a = 0,05 de probabilidade. Todos os
procedimentos estatisticos foram conduzidos utilizando-se o programa SAS® 9.2
(2009).

Resultados e discussao

Todas as dietas com inclusdo de concentrado apresentaram maior (P<0,05)
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), quando comparadas com a dieta
controle (sem concentrado) (Tabela 3). A digestibilidade da DIVMS aumentou
linearmente (P<0,001) conforme aumentou a inclusdo do concentrado na dieta (y =
66,42 + 0,18x; r> = 0,92). Em geral, o incremento nos niveis de concentrado dietético
resulta em aumento na digestibilidade dos nutrientes (exceto FDN), pois fornecem
maior quantidade de energia que é disponivel para o adequado crescimento das

bactérias ruminais (Nussio, 2011).
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Do mesmo modo, Dias et al. (2000) e itavo et al. (2002) observaram aumento
linear na digestibilidade aparente total da MS com quantidades crescentes de

concentrado nas dietas.

Tabela 3. Coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca (g/g) de dietas para
ruminantes com niveis crescentes de concentrado e liquido da casca da
castanha de caju

Concentrado (g/kQg)
LCC (g/kg) 0 200 400 600 800 1.000 Média 8/2;
0 0,591 0,577 0,767 0,794 0,796 0,800 0,747 13,3
0,3 - 0,719 0,768 0,839 0,894 0,883 0,821 9,78
0,6 - 0,769 0,757 0,756 0,821 0,849 0,791 6,08
1,2 - 0,672 0,730 0,69 0,797 0,787 0,733 8,75
Média 0,59 0,68* 0,75* 0,77 0,82* 0,83*
CV (%) 1,54 1369 3,70 928 7,12 583
conc. Aok 1
LCC ***QZ
LCC x Conc. kel
LCC/Conc. ***%Q%  ng ns *Qt  wxQ?

*Difere do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05)
*(P<0,05); **(P<0,01); ***(P<0,001); ns (P>0,05).
L: efeito linear; Q: efeito quadratico.

y=-0,664 + 0,0018x; r* = 0,92

2y=0,755+1,956x -18,06x2; r’* = 0,82;

%y = 0,578 + 5,716x — 41,21x% r* = 0,98;
*y=0,812 + 1,740x - 17,16x* r* = 0,55;

%y = 0,809 + 2,179x -19,97x% r* = 0,80.

Houve efeito quadratico (P<0,001) do nivel de LCC sobre a DIVMS (y = 75,53 +
195,6x - 1806x2; r* = 0,82), sendo estimado o ponto de maxima DIVMS com 0,5 g de
LCC/kg de MS. Assim, este resultado indica que a DIVMS aumentou até o nivel de 0,5
g de LCC/kg de MS e posteriormente, decresceu com a inclusdo de niveis de LCC
maiores. Esta resposta quadratica deve-se a que a suplementacdo de LCC inibe a
fermentacdo ruminal associada a sua propriedade antimicrobiana devida a presenca de
lipidios fendlicos em sua composi¢cdo quimica (acido anacérdico, cardol e cardanol)
(Kubo et a., 1993). Os lipidios fenolicos apresentam propriedades anfipaticas, o que
Ihes permite interagir com os lipidios presentes nas membranas bacterianas, provocando
0 aumento da permeabilidade da membrana e, a fuga dos componentes citoplasmaticos,
com a consequente lise da célula microbiana (Kubo et al., 1991; Burt et al., 2004). Este
mecanismo de ac¢do do LCC, possivelmente, seja 0 motivo da reducdo da digestibilidade
da MS quando o dleo é administrado em altas doses, afetando o crescimento de algumas

bactérias ruminais, principalmente as Gram-positivas.
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Utilizando-se altas doses (5000 mg/L) de 6leos essenciais Castillejos et al. (2006),
também encontraram reducdo na digestibilidade da DIVMS, sugerindo que elevadas
concentracdes de compostos fendlicos (compostos ativos dos 6leos funcionais) exibem
intensa atividade antimicrobiana que pode afetar negativamente o processo de
fermentacao total.

Resultados semelhantes ao obtido no presente estudo foram relatados por
Coneglian (2009), utilizando-se o produto Essential®, composto por LCC e o 6leo de
mamona, em dietas para bovinos, e obteve efeito quadratico dos niveis de Oleos
funcionais sobre a digestibilidade aparente total dos nutrientes, sendo que, o nivel que
resultou na maior digestibilidade dos nutrientes foi de 0,60 g de Essential®/Kg de MS
em dietas com alta inclusdo de volumoso (feno) e, de 0,57 g de Essential®/Kg de MS
para dietas com alta inclusdo de gréos.

Contudo, outros estudos ndo reportaram influéncia dos 6leos essenciais sobre a
digestibilidade da MS (Busquet et al., 2005; Kamra et al., 2005; Benchaar et al., 2007).
Deste modo, maior numero de pesquisas € necessario a fim de elucidar o efeito dos
oleos funcionais sobre a digestibilidade da MS, pois os resultados ainda sdo
controversos, situacdao devida em parte, a que o efeito dos 6leos funcionais depende do
tipo de 6leo testado e do nivel de inclusdo do mesmo na dieta.

Foi observada interacdo (P<0,001) entre os niveis de concentrado e LCC sobre a
DIVMS, uma vez que, houve efeito quadratico (P<0,05) dos niveis de LCC para esta
variavel dentro das dietas, 200 g/kg (y = 57,87 + 571,6x - 4121x% r* = 0,98), 800 g/kg
(y = 81,24 + 174,0x - 1716x%; r* = 0,55) e 1.000 g/kg (y = 80,97 + 217,9x -1997x?; r* =
0,80) de concentrado, sendo estimada a maior digestibilidade nos niveis de 0,7; 0,5¢e 0,5
g de LCC/kg de MS dentro de cada dieta, respectivamente.

Os pardmetros da cinética da fermentacdo ruminal determinados a partir da
incubacéo in vitro de dietas com niveis crescentes de concentrado e LCC sdo mostrados
na Tabela 4. Os coeficientes de determinacio (r?) obtidos nas anélises de producéo de
gas foram superiores a 0,99 mostrando bom ajuste do modelo logistico
bicompartimental para descrever a fermentacdo ruminal neste estudo.

Dietas com 400; 600; 800 e 1.000 g/kg de concentrado resultaram em maior
(P<0,05) degradacdo da fracdo A (mL/gas), comparado com a dieta controle (sem
concentrado) pelo teste de Dunnett, no entanto, a dieta com 200 g/kg de concentrado
ndo apresentou o mesmo efeito (P>0,05). Este comportamento deve-se a que, quanto

maior a quantidade de carboidratos prontamente fermentaveis (aglUcares soluveis e
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amido) no alimento, maior serd o volume de gas produzido na fracdo de répida
degradacéo (fracdo A).

A degradacdo da fragdo D (lenta degradacdo; y = 11,48 + 0,032x; r* = 0,92) e sua
respectiva taxa de degradacdo (fracdo E; y = 11,48 + 0,032x; r* = 0,92) aumentaram
linearmente (P<0,001), conforme aumentou a inclusdo de concentrado nas dietas. O
crescimento microbiano é diretamente dependente da disponibilidade de energia no
rimen, energia que € proveniente, principalmente, da fermentacdo dos carboidratos
prontamente fermentaveis (Nocek & Russell, 1988). Dessa forma, 0 aumento dos niveis
de concentrado na dieta aumentou a concentracdo de carboidratos sollveis e,
consequentemente, pode melhorar a degradacdo da celulose e hemicelulose (Fracéo D) e
sua velocidade de degradacdo (Fracdo E), uma vez que houve maior disponibilidade de
energia para o crescimento das bactérias ruminais.

Apos avaliar o efeito de niveis crescentes de concentrado e dois niveis de proteina
sobre a digestibilidade aparente dos nutrientes de vacas leiteiras, Silva et al. (2009) néo
encontraram influencia do nivel de concentrado sobre a digestibilidade do FDN,
contudo, a digestibilidade do FDN foi maior quando o nivel de proteina bruta nas dietas
aumentou. Os autores sugeriram que este resultado era devido ao maior aporte de
nitrogénio aos microrganismos ruminais, situacdo que pode melhorar a degradacéo da
fibra, conforme relatado por Van Soest (1994). No presente estudo, o aumento dos
niveis de concentrado pode ter aumentado a degradacdo da fracdo D (celulose e
hemicelulose) em decorréncia do maior teor de proteina dietética, pois houve maior
quantidade de nitrogénio disponivel para a manutencdo e crescimento da populacdo
microbiana ruminal.

A fracdo B (/h) (taxa de degradacdo da fracdo A) ndo foi influenciada (P>0,05)
pelas dietas experimentais. No entanto, a fracdo E (/h) (taxa de degradacdo da fragcéo D)
foi maior nas dietas com 400; 600; 800 e 1.000 g de concentrado/kg, quando comparado
com a dieta controle, visto que as dietas com concentrado apresentam maior contetido
de carboidratos sollveis, os quais sdo degradados mais rapidamente pelas enzimas
bacterianas que os carboidratos estruturais (Azevédo et al., 2009).

A dieta com 200 g de concentrado/kg apresentou uma taxa de degradacgéo similar
(P>0,05) a obtida com a dieta controle (0,047 e 0,045 /h, respectivamente). Esta
similaridade da degradacdo da fracdo E nestas duas dietas deve-se a que, a dieta com
200 g de concentrado/kg, apresentou alta concentracdo de FDN, similar a encontrada na
dieta controle (431 vs. 496 g/kg; Tabela 2).
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Tabela 4. Parametros cinéticos da fermentacdo ruminal de dietas com niveis crescentes de concentrado e liquido da casca da castanha de caju

Parimetros Concentrado (g/kg) LCC (g/kg) Anova
0 200 400 600 800 1000 CV% 0 3 6 12 CV% Conc. LCC LCC x Conc.
A (mL/gés) 1,90 2,18 2,64* 2,26* 2,40* 2,68* 27,18 2,33 2,49 2,47 2,45 25,23 ns ns wx
B (/h) 0,80 0,76 0,77 0,80 0,80 0,77 17,30 0,78 0,75 0,77 0,80 18,31 ns ns ns
C(horas) 4,06 2,92* 2,09* 2,44* 1,60* 1,61* 39,77 2,18 1,89 2,34 2,09 29,53 ok 1 ns Fokk
D (mL/gés) 10,22 12,04* 13,05* 12,95* 14,46* 14,55* 7,59 13,61 13,26 13,31 13,37 7,58 ok 2 ns ns
E (/h) 0,047 0,045 0,042* 0,057* 0,057* 0,062* 9,98 0,052 0,051 0,055 0,052 8,74 ok 3 ns ns
A+D (mL/gés) 12,13 14,22* 15,69* 15,21* 16,85* 17,23* 6,34 15,94 15,75 15,78 15,83 5,81 Hoxx| 4 ns *x
DMS (mg) 3444 366,4 382,0 376,1 390,8 394,8 3,81 3771 378,6 384,3 3,810 3,83 *x| 3 ns ns

*Difere do controle pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

##(P < 0,01); ***(P< 0,001); ns (P > 0,05).

L - efeito linear; Q - efeito quadratico.

'y = 1,203 - 0,015x; r*=0,77

%y =11,48 + 0,032x; r>=0,92

%y =0,038 + 0,0001x; r*=0,83

%y = 13,68 + 0,036x; r’=0,87

Sy = 343,82+ 9,1229x; r*= 0,86

DMS = desaparecimento do substrato apds 48 horas de incubagdo (mg).

r’= 0,99 - ajuste do modelo logistico bicompartimental para descrever a fermentagéo para todas as dietas experimentais.

Os parametros da cinética da fermentag&o obtidos da producéo de gas in vitro foram analisados sobre 100 mg de substrato de acordo com o modelo y=A/{1+exp [2 + 4B (C-t)]} + D/{1 + exp [2 + 4E (C-t)]}, onde y é
o volume total de gas em (mL); A e D séo o volume de gas (mL) proveniente da digestdo rapida (carboidratos soltveis e amido) e digestdo lenta (celulose e hemicelulose), respectivamente; B e E correspondem a taxa
de degradacéo das fragdes de rapida e lenta degradacéo (/h), respectivamente; C é o lag time (h), tempo de colonizacéo bacteriana.



30

Todas as dietas com inclusdo de concentrado apresentaram menor tempo de
colonizagdo dos microrganismos ao substrato ou lag time (fracdo C), quando
comparadas com a dieta controle (sem concentrado). Os alimentos volumosos, como no
caso da silagem, geralmente apresentam maior lag time por conter maiores teores de
fibra detergente neutra (FDN) (Azevédo et al., 2003), necessitando de um tempo mais
longo para a agdo dos microrganismos ruminais. O alto lag time encontrado para a
silagem (dieta controle), de 4,06 h, explica a menor DIVMS obtida para esta dieta
quando comparada as dietas com inclus@o de concentrado (lag time em média de 2,1 h).

Houve efeito linear decrescente (P<0,001) dos niveis de concentrado sobre o lag
time (fracdo C) (y = 1,203 - 0,015x; r* = 0,77). Este resultado est4 relacionado com a
concentracdo de acucares sollveis no ambiente ruminal, que aceleram o crescimento
bacteriano (Hiltner & Dehority, 1983), reduzindo o tempo de colonizacdo das bactérias
e, portanto, aumentando 0 grau de contato entre 0os microrganismos (enzimas) e 0
substrato (Nogueira et al., 2006). Hiltner & Dehority (1983) encontraram reducdo no
lag time da fermentacdo da celulose in vitro quando adicionaram carboidratos solUveis
no liquido ruminal, e afirmaram que o resultado era decorrente da proliferacdo acelerada
das bactérias, uma vez que o aumento da quantidade do indécuo ruminal resultou no
mesmo efeito.

Cabe ressaltar que, quanto menor o tempo de colonizacdo (lag time), mais
rapidamente a microbiota ruminal conseguira degradar o substrato (Pereira et al., 2008),
incrementando assim a quantidade de gas produzida. Por tal motivo, todas as dietas com
inclusdo de concentrado resultaram em maior (P<0,05) producdo total de gas que a dieta
controle.

A producdo total de gas (fracdo A + D; mL/gas) apresentou resposta linear
positiva (P<0,001), em relacdo aos niveis de concentrado (y = 13,68 + 0,036X; =
0,87). Este resultado foi similar ao obtido com os valores de digestibilidade da matéria
seca (DMS) apo6s 48 horas de fermentacéo, visto que estes valores também aumentaram
em resposta do aumento dos niveis de concentrado. A producdo total de gés e a DMS
sdo dois parametros intimamente relacionados (Nsahlai et al., 1995; Pell et al., 1997). A
maior producdo de gas estd relacionada ao aumento dos carboidratos prontamente
fermentaveis, que influenciam positivamente a fracdo de rapida degradacdo (fracdo A)
e, finalmente, a producdo total de gas (fracdo A + D) (Campos et al., 2000). Na figura 2
ilustra-se as curvas de producdo cumulativa de gas em mL de gas produzido/100 mg de

matéria seca incubada das dietas com niveis de concentrado e LCC.
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Figura 2. Curvas de producdo cumulativa de gas em mL de gas/ 100 mg de MS
incubada das dietas com niveis de concentrado e liquido da casca da

castanha de caju. LCC.
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Para confirmar a relacdo entre a producgdo total de gas e substrato que degradou
durante a incubacdo (DMS), foi realizada a correlagéo de Pearson, observando-se uma
alta correlacdo positiva entre estas duas variaveis (0,94). Este resultado demonstra a
possibilidade de estimar a curva de digestdo da MS através dos valores da producao
total de gas (Figura 3). A técnica de producdo de gés in vitro oferece uma rapida
estimativa da taxa de degradacdo, podendo ser uma técnica precisa para estimar a

digestibilidade dos alimentos (Trei et al., 1970).

100,00
=- 95,326 + 0,4569x -; r> = 0,88
90,00
80,00

70,00

substrato incubado

60,00

mL de gas / 500 mg de MS de

50,00
3200 3400 3600 380,0 400,0 4200

Substrato degradado (mg)

Figura 3. Correlacdo entre a producdo de gas e substrato degradado (mg) das dietas
experimentais

Né&o foi encontrado efeito (P>0,05) do LCC quando analisado simultaneamente
em todas as dietas com inclusdo de concentrado sobre os parametros de producdo de gas
(ajustados no modelo bicompartimental). Contudo, foram observados efeitos isolados
do LCC sobre a producéo de gas apenas dentro de alguns niveis de concentrado. Houve
interacdo entre os niveis de LCC e concentrado sobre a fracdo A e C, e sobre a producgéo
total de gas (fracdo A + D). Estas interacGes foram desdobradas e apresentadas na

Tabela 5.
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Tabela 5. Desdobramento da interacdo entre os niveis de liquido da casca da castanha de caju e concentrado sobre a fracdo A e C, e a producéo
total de gés (fracdo A+D)

ltem Concentrado (g/kg) LCC x Concentrado
LCC (glkg) 200 400 600 800 1.000 200 400 600 800 1.000
0 217 221 224 258 243
, 03 297 230 223 203 259 ot 1

A (mL/gas) 0.6 205 3.35 2,29 228 267 L ns ns ns ns
1.2 154 294 295 251 301
0 1.28 1.64 202 296 299
03 0,50 215 223 1,59 303 | w2 ams

C (horas) 06 264 1,79 236 1.87 287 L Q ns ns ns
1.2 206 0.90 303 1.69 278
0 14,67 1536 1577 17,38 16,54

, 03 14.69 15 44 1587 1583 17.05 o a

A+D (mL/gas) 06 1359 16.95 14.90 16.46 17.41 ns ns L ns hs

12 13.94 1543 14,64 17.23 17.92

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

L - efeito linear; Q - efeito quadratico.
y =2,591 - 7,833x; r* = 0,46
y =1,081 + 10,19x; r’= 0,31

AW N P

y=15,96 - 13,53x; r* = 0,84

y = 1,7065 + 14,124x - 175,25 x*, r* = 0,94
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Na dieta com 200 g de concentrado/kg houve efeito linear decrescente (P<0,01)
(y = 2,591 - 7,833x; r* = 0,46) e crescente (P<0,001) (y = 1,081 + 10,19x; r? = 0,31) dos
niveis de LCC para a degradacdo da fracdo A e C, respectivamente. O lag time ou
fracdo C, possivelmente aumentou devido ao efeito antimicrobiano do LCC, reduzindo
a quantidade de bactérias disponiveis para degradar o substrato e, portanto, diminuindo
a producdo de gés da fragdo de rapida de degradacéo (fracdo A).

No presente estudo, ndo foi identificado o tipo de microrganismo ruminal sobre o
qual o LCC poderia ter atuado. Contudo, varios estudos determinaram que o LCC atua
principalmente sobre as bactérias Gram-positivas (Himejima & Kubo, 1991; Kubo et
al.,1993; Parasa et al., 2011). Bactérias Gram-negativos, produtoras de propionato séo
resistentes a acdo do LCC (Parasa et al., 2011), possivelmente, porque estas bactérias
apresentam em sua constituicdo uma membrana externa de protecdo que esta ausente
nos organismos Gram-positivos.

A diminuicdo do numero de bactérias Gram-positivas induzido pelo LCC, pode
indiretamente promover o crescimento de bactérias Gram-negativas (resistentes ao
LCC), tais como Selenomonas dextrinosolvens, Selenomonas ruminantium e
Megasphaera elsdenii, envolvidas na producdo de propionato (Watanabe et al., 2010.
Portanto, ao induzir mudangas nas espécies bacterianas do ramen, o LCC pode melhorar
a eficiéncia da fermentacdo ruminal, o que significa na pratica, aumentar a producao de
propionato e deprimir a metanogénese (Watanabe et al., 2010). O LCC é excelente
aditivo que pode reduzir indiretamente a metanogénese ao inibir o crescimento das
bactérias Gram-positivas, responsaveis pela formacdo de hidrogénio e formato,
intermediarios na formacdo do metano no ambiente ruminal (Shinkai et al., 2012).

Na dieta com 400 g de concentrado/kg houve efeito quadratico (P<0,05) dos
niveis de LCC sobre a fracdo C (y = 1,7065 + 14,124x - 175,25 x*; r* = 0,94), sendo
estimado o maior tempo de colonizagéo no nivel de 0,4 g de LCC/kg.

Por outro lado, dentre as dietas com 600 g/kg de concentrado, foi observado efeito
linear decrescente (P< 0,05) dos niveis de LCC sobre a produgéo total de gas (y = 15,96
- 13,53x; I* = 0,84). A reducdo da producgdo total de gés na dieta com 600 g/kg de
concentrado, em resposta ao aumento do nivel de LCC, ndo € um indicativo que o LCC
tenha afetado a digestibilidade desta dieta, pois os niveis dietéticos do Oleo néo
comprometeram a DIVMS. Este efeito pode ser resultado de uma redugdo na produgéo
de metano e amoOnia, pois, a literatura relata que os compostos fenélicos, componentes

do LCC, além de inibir o crescimento das bactérias metanogenicas, pode inibir as
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bactérias hiper-produtoras de amonia, especialmente o Clostridium sticklandii e a
Peptostreptococcus anaerobius (Mclntosh et al., 2003).

A concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) aumentou linearmente
(P<0,001) com o aumento no nivel de concentrado na dieta (y = 12,74 + 0,091x; r=0,91)
(Tabela 6). Esperava-se que ao aumentar a inclusdo de concentrado nas dietas, as
concentragbes de N-NH; fossem reduzidas devido a uma maior sintese de proteina
microbiana, resultante da maior quantidade de energia disponivel no rimen pela
inclusdo do concentrado. No entanto, o aumento dos niveis de concentrado nas dietas
resultou em maiores concentracdes de N-NHjs, possivelmente, por aumentar o teor de
proteina da dieta (82 para 145 g/kg de PB), situacdo que pode promover atividades
proteoliticas e a desaminagdo de aminoacidos no rimen, quando a taxa de producéo de
amonia excede sua taxa de utilizacdo (Wallace et al., 1987). Este resultado esta em
acordo com aqueles obtidos por Valadares Filho et al. (1997) e Dias et al. (2000), onde
0s autores encontraram efeito linear positivo na concentragdo de N-NH3; com o aumento

dos niveis de proteina na racao.

Tabela 6. Valores médios da concentracdo in vitro de aménia (mg/dL) de dietas com
niveis de concentrado e liquido da casca da castanha de caju (LCC)

Concentrado (g/kQg)

LCC (g/kg) 0 200 400 600 800 1.000 Média (C%
0 15,52 1484 17,95 18,14 21,86 22,82 19,12 278
0,3 - 15,13 17,03 17,10 21,16 21,86 1845 24,9
0,6 - 14,67 16,31 16,35 20,99 21,07 17,88 264
1,2 - 13,90 16,12 16,13 20,87 20,75 17,55 26,9

Média 15,52 146 169 169 212* 216*

CV (%) 27,25 201 214 204 236 217

Tempo de coleta (h)

1 9,57 11,42 11,75 11,91 1330 13,77 12,43 129
2 18,21 19,07 20,59 21,22 2549 26,16 2251 144
4 19,41 15,93 19,87 18,79 25,62 24,49 20,94 184
6 18,60 14,23 17,43 17,03 23,17 22,89 18,95 19,5
8 11,81 12,51 14,62 15,70 1852 20,82 16,43 21,2

Anova
Conc. kx| L
LCC Hokk | 2
Tempo e O
LCC x Conc. ns

*Difere do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
*(P<0,05); **(P<0,01); ***(P<0,001); ns (P>0,05).

L - efeito linear; Q - efeito quadrético.

ly=12,74 +0,091x; r* = 0,91

%Y = 18,92 -12,71x; r*= 0,86

3y =10,88 + 4,777x -0,524x%, r*= 0,54; 4,55 h méxima
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De forma diferente, os niveis de LCC reduziram linearmente (P<0,001) a
concentracdo ruminal de N-NH; (y = 18,92 - 12,71x; r* = 0,86) (Figura 4). Este efeito
pode ser devido a inibi¢cdo produzida pelos componentes ativos do LCC no crescimento
de bactérias proteoliticas, assim como, podem estimular o crescimento de
microrganismos que utilizam a amoénia como fonte de energia (Watanabe et al., 2010).
Cabe ressaltar que a reducdo do N-NHj sugere que a amonia foi utilizada como
substrato para a sintese de proteina microbiana, diminuindo a excre¢éo de nitrogénio e 0
gasto energético para sintese e excrecao de uréia (Sniffen et al., 1992).

Estudos prévios demonstraram que o Timol em doses de 500 mg/L, um dos
principais compostos do 6leo de tomilho e orégano, reduzem expressivamente a
producdo de aménia (NH3) e aumentam as concentracGes de propionato no rdmen
(Mclntosh et al., 2003; Castllejos et al., 2006;) situacdo que resulta em aumento na
eficiéncia do metabolismo energético e, consequentemente do animal, com menor

poluicdo ambiental.

26,00

- 23,00

IS

S 20,00

—

= 17.00 ——0glkg LCC

Z 1400 —=—3g/kg LCC

S 11,00 ——6g/kg LCC

(@]

€ 8,00 ——12g/kg LCC
5,00

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Tempo de incubacéo (h)

Figura 4. Variacdo na concentracao in vitro de N-amoniacal (N-NHs) no liquido
ruminal durante um periodo de 8 horas de incubacéo.

Houve efeito quadratico (P<0,001) do tempo de incubacéo sobre a producdo de
amonia (y = 10,88 + 4,777x -0,524x%; r* = 0,54), sendo estimada a maxima producdo de
amonia no liquido ruminal as 4,6 h de incubagdo, com um valor de 21,74 mg N-

NHs/dL. Ribeiro et al. (2009) encontraram valores semelhantes, sendo a méaxima
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concentracdo de aménia estimada em 29,41 mg/dL, 4 horas ap6s a alimentagdo de
bezerros que receberam dietas ricas em concentrado.

Slyter et al. (1979) e mais recentemente Clark et al. (1992), indicaram que a
concentracdo de N-NHj; necessaria para manter 0 maximo crescimento e sintese de
proteina microbiana por unidade de substrato fermentado é de 5 mg N-NHs/dL.
Entretanto, Owens & Bergen (1983) sugeriram que as concentragdes para maximizar a
sintese microbiana podem variar entre 0,35 a 29 mg N-NHs/dL no fluido ruminal,
encontrando-se os valores de amdnia obtidos neste estudo dentro deste intervalo. De
acordo com Gabara (2001), o nivel étimo de N-NH; varia conforme o alimento e a
disponibilidade de carboidratos fermentaveis no rimen.

Tabela 7. Valores médios da concentracdo in vitro de pH de dietas com niveis
crescentes de concentrado e de liquido da casca da castanha de caju

Concentrado (g/kg)
LCC (g/kg) 0 200 400 600 800 1.000 Meédia (C%
0 6,72 6,70 6,65 6,62 6,67 6,68 6,66 1,36
0,3 - 6,71 6,66 6,66 6,66 6,64 6,66 144
0,6 - 6,71 6,68 6,70 6,68 6,65 6,68 1,34
1,2 - 6,74 6,69 6,71 6,69 6,62 6,69 1,48
Média 6,72 6,71 6,67 6,67 6,67 6,65
CV (%) 0,69 096 123 163 1,29 1,73
Tempo de coleta (h)
1 6,79 6,78 6,77 6,81 6,78 6,78 6,79 0,36
2 6,73 6,76 6,75 6,75 6,74 6,74 6,75 0,43
4 6,70 6,73 6,67 6,67 6,68 6,67 6,68 0,62
6 6,68 6,65 6,58 6,57 6,59 6,56 6,60 0,80
8 6,68 6,65 659 6,56 6,57 6,49 657 0,96
Anova
conc. Hohx] L
LCC Fk] 2
Tempo Aok 3
LCC x Conc. folalad
LCC/Conc. ns ol e S L *L°

Teste de Dunnett (P>0,05).
*(P<0,05); **(P<0,01); ***(P<0,001).
L - efeito linear; Q - efeito quadrético.
'y =6,7162 - 0,0077x; r* = 0,75

%y = 6,658 + 0,2762x; r* = 0,88

%y = 6,8148 - 0,0326x r* = 0,99

*y = 6,698 + 0,323x; r* = 0,92

%y = 6,652 + 0,342x; r* = 0,93

by = 6,634 + 0,733x; r* = 0,83

'y = 6,664 + 0,209x; r* = 0,69

8y = 6,67 - 0,428x; * = 0,77
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O pH do liquido ruminal teve uma queda linear (P<0,001) em resposta a inclusédo
do concentrado na dieta (y = 6,7162 - 0,0077x; r* = 0,75) e 0 tempo de coleta (y =
6,8148 - 0,0326x; r* = 0,99) (Tabela 7). Estes resultados sdo devidos & maior
concentracdo de carboidratos soltveis que estimulam a producdo de AGCC e acido
lctico, os quais se acumulam no liquido ruminal, reduzindo o pH e, aumentando a
producdo total de gas, como evidenciado neste estudo. A reducdo do pH exerce uma
acao seletiva sobre as bactérias, principalmente as celuloliticas, que tem seu
crescimento inibido em ambiente ruminal &cido, comprometendo assim a
digestibilidade do FDN (Cabral et al., 2008).

A inclusdo do LCC aumentou linearmente (P<0,001) o pH do liquido ruminal
independente da dieta utilizada (y = 6,658 + 0,2762x; r> = 0,88). Provavelmente, este
efeito esta relacionado a atividade antimicrobiana do LCC contra as bactérias Gram-
positivas, 0 que promove 0 crescimento de microrganismos Gram-negativos, tais como
Selenomonas ruminantium e Megasphaera elsdenii (Watanabe et al., 2010), principais
bactérias utilizadoras do lactato como substrato energético (Kozloski, 2011), o que pode
contribuir com o aumento do pH observado.

Houve interacdo (P<0,001) entre os niveis de LCC e de concentrado sobre o pH
do liquido ruminal. Com excecdo da dieta com 1000 g de concentrado/kg, onde o pH
teve uma queda linear (y = 6,67 - 0,428x; r* = 0,77), a inclusdo do LCC na dieta
produziu aumento linear no pH do liquido ruminal. Esse fato pode ser observado nas
dietas com 200 g/kg (y = 6,698 + 0,323x; r? = 0,92), 400 g/kg (y = 6,652 + 0,342x; r* =
0,93), 600 g/kg (y = 6,634 + 0,733x; r* = 0,83) e 800 g/kg (y = 6,664 + 0,209x; r* =
0,69). Este resultado indica que o LCC ¢ eficaz em manter estaveis as condi¢des de pH
ruminal em dietas até com 800 g/kg de concentrado, acima desta proporcao, a eficiéncia

do LCC para manter o pH pode ser reduzida.

Conclusoes

A incluséo de 0,5 g de LCC/kg MS de dietas para ruminantes melhora a DIVMS,
favorecendo o melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta, sem o0s parametros
cinéticos da fermentacdo ruminal. A adi¢do de LCC em dietas para ruminantes reduz a
producdo de amonia, e evita reducfes drasticas do pH ruminal, conseqlientes, da
inclusdo de ingredientes concentrados, resultados que favorecem o melhor

aproveitamento dos nutrientes da dieta.
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VI. CONSIDERACOES FINAIS

Na presente pesquisa, foi demonstrado que a inclusdo de 0,5 g/kg do LCC em
dietas para ruminantes pode aumentar a digestibilidade in vitro da matéria seca,
favorecendo o melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta, sem prejudicar a
producdo total de gas nem os parametros cinéticos da fermentacdo ruminal.

Foi evidenciado que a adicdo do LCC em dietas com altos niveis de concentrado é
uma alternativa vidvel para reduzir a producdo de amoénia ruminal, podendo ser
considerada sua utilizacdo como uma estratégia nutricional para melhorar a utilizacéo
da proteina dietética e diminuir eficientemente a poluicdo ambiental. Por outro lado, a
inclusdo de LCC pode ser eficaz em manter estaveis as condi¢des de pH ruminal em
dietas até com 800 g/kg de concentrado, permitindo a adequada degradacdo dos
alimentos e a utilizacdo de dietas com alto contetdo de ingredientes concentrados,
principalmente a base de milho moido (915 g/kg).

Entretanto, futuras pesquisas sdo necessarias a fim de elucidar as vantagens de
utilizar o LCC na alimentagdo dos ruminantes, devendo ser demonstrado seu potencial
para modificar a fermentacdo ruminal, sendo recomendado mensurar a producdo de
metano e propionato, assim como estabelecer o beneficio econdmico obtido com a

inclusdo deste 6leo na dieta.



