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RESUMO

PEREIRA, Luane dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2022.
Efeitos de bovicina HC5 e de alfa-acidos do lupulo na fermentacao ruminal in
vitro. Orientador: Hildrio Cuquetto Mantovani. Coorientadores: Claudia Batista
Sampaio e Marcio Arédes Martins.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito isolado ou combinado da bovicina HC5 e
alfa-acidos de lupulo (lactoStab) na fermentagdo ruminal in vitro utilizando liquido
ruminal de vacas leiteiras e incubado com substrato a base de fuba e silagem de milho.
Apés 48 h de incubacéao foi realizada a analise da digestibilidade in vitro da matéria
seca (DIVMS) e o pH ruminal. Também foram coletadas aliquotas apds 0 h, 6 h, 9 h,
18 h, 24 h e 48 h de incubacao para analises de producédo de gas, concentracao de
nitrogénio amoniacal, proteina soluvel e proteina microbiana. O perfil de &cidos
organicos volateis foi analisado nos tempos 0 h, 6 h, 9 h e 24 h de incubagéo. As
concentragdes estabelecidas para bovicina HC5 (B) e lactoStab (L), isoladamente ou
combinados, foram de 5 pM e 100 ppm, respectivamente. A adicdo dos
antimicrobianos em substrato a base de fuba e silagem de milho ndo afetou a
digestibilidade in vitro da matéria seca (P>0,05) e ndo influenciou a producao de gas
(P>0,05). No entanto, a bovicina HC5 diminuiu (P<0,05) o acumulo de amobnia (A
amdnia) em relacao ao controle. Os tratamentos com lactoStab e a combinacao B+L
apresentaram menor concentracao total de proteina soluvel (P<0,05), enquanto o
oposto foi observado para o tratamento com bovicina HC5 quando comparado ao
controle (P<0,05). Bovicina HC5 aumentou a producdo de proteina microbiana
(P<0,05). Além disso, os antimicrobianos avaliados aumentaram a concentracao total
de acidos organicos volateis (AOV) (P<0,05) em relacado ao controle. Tanto a adicao
isolada da bovicina HC5, quanto a aplicacdo combinada (B+L) aumentaram a
producdo de propionato (P<0,05). Ndo houve efeito na produgdo de acetato,
independentemente do antimicrobiano avaliado (P>0,05). No entanto, o grupo da
combinacdo B+L reduziu a relacdo A:P (P<0,05). Os antimicrobianos testados
aumentaram a concentracao total de AOV e ndo afetaram os demais paramentos da
fermentacdo ruminal in vitro. A bovicina HC5 afetou positivamente a fermentacao
ruminal de proteina, promovendo aumento da proteina microbiana e menor A aménia.
A concentracdo de proteina soluvel e propionato foi menor no tratamento com
lactoStab. Os resultados sugerem que bovicina HC5 pode potencializar o efeito do



lactoStab, com consequente aumento da producdo de propionato e reducdo da

relacao acetato/propionato.

Palavras-chave: Aditivo alimentar. Peptideo antimicrobiano. Desaminagéo.



ABSTRACT

PEREIRA, Luane dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2022.
Effects of bovicin HC5 and alpha hop acids on ruminal fermentation in vitro.
Adviser: Hildrio Cuquetto Mantovani. Co-advisers: Claudia Batista Sampaio and
Marcio Arédes Martins.

This work aimed to evaluate the isolated and combined effect of bovicin HC5 and
lactoStab on rumen fermentation in vitro using rumen fluid from dairy cows and
incubated with a substrate based on cornmeal and corn silage. After 48 h of incubation,
the analysis of in vitro dry matter digestibility of (IVDMD) and ruminal pH was
performed. Aliquots were also collected after 0 h, 6 h, 9 h, 18 h, 24 h, and 48 h of
incubation for analysis of gas production, ammoniacal nitrogen concentration, soluble
protein, and microbial protein. The profile of volatile organic acids was analyzed at 0
h, 6 h, 9 h, and 24 h incubation times. The concentrations established for bovicin HC5
(B) and lactoStab (L), alone or combined, were 5 yM and 100 ppm, respectively. The
in vitro dry matter digestibility and gas production of substrates based on corn meal
and silage were not affected by the addition of antimicrobials (P>0.05). However,
bovicin HC5 decreased (P>0.05) the accumulation of ammonia (A ammonia) in relation
to the control (P<0.05). The treatments with lactoStab and the combination B+L had a
lower total concentration of soluble protein (P<0.05), while the opposite was observed
for the bovicin HC5 treatment (P<0.05) compared to the control. Bovicin HC5 increased
microbial protein production (P<0.05). In addition, the antimicrobials under study
increased the total concentration of volatile organic acids (AOV) (P<0.05) in relation to
the control. Both the isolated addition of bovicin HC5 and the combined application
(B+L) increased propionate production (P<0.05). There was no effect on acetate
production, regardless of the antimicrobial tested (P>0.05). However, the B+L
treatment reduced the A:P ratio (P<0.05). The antimicrobials tested increased the total
concentration of AOV and did not affect other in vitro ruminal fermentation parameters.
Bovicin HC5 positively affected ruminal protein fermentation, favoring the increase of
microbial protein and a lower A ammonia. The concentration of soluble protein and
propionate was lower in the lactoStab treatment. These results suggest that bovicin
HC5 can enhance the effect of lactoStab, with a consequent increase of propionate
and reduction of the acetate/propionate ratio.



Keywords: Feed additive. Antimicrobial peptide. Deamination.
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INTRODUCAO GERAL

Os ruminantes sao herbivoros que possuem estdbmago multicavitario, dividido
em ruamen, reticulo, omaso e abomaso, em que os trés primeiros compartimentos
possuem funcao fermentativa, enquanto o abomaso realiza a digestdo quimica. O
rumen é o maior compartimento, formado por papilas conicas que atuam na absorcao
dos produtos gerados a partir da atividade fermentativa dos microrganismos
(GALMESSA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019). O reticulo é revestido por uma
membrana mucosa dividida em diversas pregas que possuem a funcao de selecionar
as particulas que passam no orificio reticulo-omasal (BERCHIELLI et al., 2011). O
omaso possui capacidade absortiva, constituido por ldminas musculares, envolvidas
na reciclagem de agua e sais minerais, como sodio e fésforo (OLIVEIRA et al., 2019).
O abomaso possui uma mucosa retorcida em espiral, formado por uma porgcéao
glandular que secreta HCI e enzimas digestivas (JOUANY; MORGAVI, 2007).

O rumen provém condicoes ideais de temperatura (39 °C), pH (~6,5) e oferta
de nutrientes para o crescimento microbiano. A microbiota ruminal € filogeneticamente
complexa, formada por bactérias, arqueas, fungos, e protozoarios que atuam na
degradacao do material lignocelulésico presente na dieta (RETI et al., 2013). A relacao
de simbiose entre 0s ruminantes e 0s microrganismos permite a degradacédo de
carboidratos, proteinas e lipideos contidos no alimento fornecido ao animal (JOUANY;
MORGAVI, 2007). Os principais produtos da fermentacao ruminal, tal como os acidos
organicos volateis e a proteina microbiana sao utilizados como fonte de nutrientes e
energia pelo metabolismo do animal (FLYTHE; AIKEN, 2010). Contudo, também
ocorrem perdas de energia durante a fermentacdo em ruminantes, a partir da
liberacédo excessiva de aménia, e gases como o0 metano e COz2. Uma das estratégias
de manejo utilizadas para modular a fermentagdo ruminal é o uso de antibiéticos
ionéforos na dieta de bovinos leiteiros e gado de corte (RETI et al., 2013).

Este grupo de aditivos zootécnicos visa otimizar o uso da dieta, melhorar os
parametros zootécnicos, manter o pH ruminal e reduzir a geracdo de produtos
indesejaveis da fermentacdo. Os antibiéticos ion6foros atuam na modulagédo da
populacao microbiana do rimen, principalmente, na inibicdo da atividade fermentativa
de bactérias Gram-positivas, e aumento da eficiéncia no metabolismo de energia e
nitrogénio (RUSSELL; STROBEL, 1989; RUTKOWSKI; BRZEZINSKI, 2013). No

entanto, a utilizacdo de promotores de crescimento ou antibidéticos com relevancia
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para a clinica humana na producé&o animal tem sido largamente criticado, devido a
possivel selecdo de bactérias resistentes que representam risco a saude publica
(CHATTOPADHYAY, 2014). Neste sentido, varios compostos naturais tem sido
avaliados como alternativas aos promotores de crescimento utilizados na producgao
animal (YANG et al., 2015). Dentre as substancias com potencial para modular a
microbiota do trato gastrointestinal animal, os compostos fitoquimicos e os peptideos
antimicrobianos sao antimicrobianos com espectro variado de acao.

O lapulo (Humulus lupulus) possui inflorescéncias que sao constituidas por
compostos secundarios de interesse comercial, como os alfa-acidos e beta-acidos que
apresentam atividade antimicrobiana, agindo principalmente contra a estabilidade da
membrana celular de bactérias (ALMAGUER et al., 2014). Os alfa-acidos e beta-
acidos sao considerados fito-ion6foros, pois apresentam acao similar aos ion6foros
utilizados na producao animal (FLYTHE et al., 2017). Estes acidos organicos possuem
resultados positivos no controle da producao de aménia ruminal, modificacao do perfil
de acidos organicos volateis e inibicdo de bactérias hiperprodutoras de amdnia
isoladas de rumen bovino (FLYTHE, 2009; FLYTHE; AIKEN, 2010).

As bacteriocinas sédo peptideos antimicrobianos produzidos pelos ribossomos
de bactérias que atuam na formacao de poros na membrana ou inibigcdo da sintese de
parede celular (PARADA et al., 2007; PAIVA et al., 2012). A bovicina HC5 é uma
bacteriocina de bactéria do ecossistema ruminal que demonstrou ser uma candidata
promissora aos promotores de crescimento em estudo in vitro, reduzindo a producao
de metano ruminal (LEE et al., 2002). Outra bacteriocina isolada de Lactococcus lactis
(nisina) demonstrou potencial como alternativa aos ionéforos na modulacdo da
fermentacao no ramen (SHEN et al., 2017).

O uso de compostos naturais como aditivos na nutricdo de ruminantes é tema
de interesse para a pecuaria leiteira e de corte. No entanto, informacbes sobre a
eficacia e efeitos de peptideos antimicrobianos e &cidos organicos de lupulo na
modulacao da fermentagao ruminal ainda sao escassos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o impacto do lantibi6tico bovicina HC5 e do composto lactoStab (alfa-acidos
de lupulo) na fermentacao ruminal in vitro, com énfase no metabolismo de carbono e

nitrogénio.
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CAPITULO 1

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Modulacao da fermentacao ruminal

O rumen é o maior compartimento do trato gastrointestinal dos ruminantes,
possui funcdo importante para a digestdo de fibras e apresenta caracteristicas
favoraveis ao desenvolvimento de uma microbiota diversa. A populagcao microbiana
do rumen se diferencia de acordo com a diversidade de espécies e pelas funcdes
metabdlicas envolvidas na degradacao de substratos, podendo ser especifica ou
generalista (MAO et al., 2015). Os produtos gerados a partir da fermentacao, sdo os
precursores que atendem as necessidades requeridas pelo animal. Portanto, deve-se
destacar a importancia do uso de aditivos moduladores da fermentagdo ruminal na
nutricao de ruminantes, com o intuito de melhorar o desempenho, aproveitamento da
dieta, e otimizar a producéo animal (RUSSELL; RYCHLIK, 2001).

O uso de aditivos alimentares na dieta de ruminantes tem como objetivo
aumentar a eficiéncia da fermentacao ruminal e controlar processos indesejaveis que
resultam em gasto de energia, como a producado de metano, liberacdo excessiva de
amonia e sintese de lactato (RUTKOWSKI; BRZEZINSKI, 2013; MARQUES; COOKE,
2021). Os efeitos benéficos resultam em alteragdo do perfil de acidos organicos
volateis, favorecendo a producao de acido propidnico, alteracdo do metabolismo de
nitrogénio com o retardo da protedlise no rimen e aumento da conversdao de
compostos nitrogenados em proteina microbiana (TEDESCHI; FOX; TYLUTKI, 2003;
RUTKOWSKI; BRZEZINSKI, 2013). Além disso, os aditivos minimizam a ocorréncia
de disturbios metabdlicos, a exemplo da acidose ruminal (MARQUES; COOKE, 2021).

1.1.1. Importancia dos agentes moduladores da fermentacao ruminal

Os ruminantes possuem uma relagdo simbidtica com microrganismos
anaerdbios que estdo presentes no ecossistema do rimen, em que, 0S animais
provém condicoes favoraveis para a fermentacdo, e em contrapartida a microbiota
atua na degradacéao da fibra, geracéo de energia e sintese de biomassa microbiana
(CALSAMIGLIA et al., 2007). Os substratos fornecidos na dieta sdo degradados por
meio da fermentacao realizada pelos microrganismos do rumen, e convertidos em

monémeros e precursores (TAMMINGA, 1996). Estes produtos da fermentacéo séao
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utilizados como fonte de energia, sintese de proteina microbiana, manutencao do
metabolismo e producao animal (GALMESSA et al., 2019).

Os aditivos zootécnicos utilizados na nutrigdo de ruminantes podem modular a
fermentacao ruminal e afetar a dindmica da microbiota do rimen, por meio do controle
de patdgenos, estimulo de grupos microbianos especificos, redugéo da sintese de
metabdlitos indesejaveis e melhoria da assimilagdo de nutrientes (DIBNER;
RICHARDS, 2005; RETI et al., 2013). Os promotores de crescimento, por exemplo,
favorecem o melhor aproveitamento da dieta e reduzem o desperdicio de energia
metabolizavel na producado de metano e excrecdo de metabolitos (BABANDI et al.,
2020).

Entretanto, durante o processo de fermentacdo podem ocorrer perdas
energéticas para o animal e consequentemente, menor aproveitamento da dieta. Além
disso, podem causar danos ao meio ambiente devido a excre¢cdo de N amoniacal e
geracao de gases de efeito estufa, como o metano (BACH; CALSAMIGLIA; STERN,
2005; UNGERFELD, 2015). A suplementacdo com aditivos tem o objetivo de
contornar estes efeitos deletérios e melhorar o desempenho dos animais (LILLEHOJ
et al., 2018). Assim, o uso de aditivos capazes de aumentar a eficiéncia da
fermentacao ruminal e melhorar a producao animal é de grande interesse econdmico
(KALMOKOFF; BARTLETT; TEATHER, 1996).

1.1.2. lonéforos

Os ionodforos representam um grupo de compostos bioativos produzidos pelo
género Streptomyces, comumente utilizados como anticoccidianos e também como
promotores de crescimento em ruminantes. Dentre os compostos, pode se destacar
alguns de maior uso comercial, como a monensina, lasalocida, salinomicina e a
narasina (RUTKOWSKI; BRZEZINSKI, 2013). Os ionéfors sao substancias
lipossollveis, capazes de formar complexos com ions metalicos que interferem no
transporte através da membrana celular (RUSSELL; STROBEL, 1989; RUTKOWSKI;
BRZEZINSKI, 2013). A estrutura da membrana citoplasmatica de bactérias Gram-
positivas, facilita a acdo dos ion6foros na perturbacao do fluxo de ions e cétions, o
que ocasiona 0 aumento da pressdao osmotica, desequilibrio do transporte
intermembrana e perda de viabilidade celular (RUSSELL; HOULIHAN, 2003).

As bactérias Gram-negativas apresentam diferengas na estrutura de parede

celular, em que a membrana externa atua como uma barreira na entrada de
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compostos na célula bacteriana (RUSSELL; HOULIHAN, 2003). Existem canais
inseridos nesta membrana, denominados de porinas que possui tamanho limite de
600 daltons, no entanto, a maioria dos ionéforos possuem uma maior massa molecular
e isto € um dos impeditivos da agdo dos aditivos sobre bactérias Gram-negativas
(RUSSELL; STROBEL, 1989; MARQUES; COOKE, 2021).

O efeito dos ion6foros na modulagéo da fermentagdo em ruminantes pode ser
influenciado por outros fatores, como a propor¢céo volumoso: concentrado, qualidade
da forragem, sanidade animal, manejo alimentar e processamento dos graos
(MARQUES; COOKE, 2021). Além disso, a complexa microbiota ruminal possui a
capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia e se tornam menos
susceptiveis aos ionéforos (GUAN et al., 2006; RUSSELL; HOULIHAN, 2003).

O tipo de dieta € um fator que influencia no modo de acao dos ionéforos, tal
como, o aumento da conversdo alimentar em animais alimentados com alta
concentragao de graos e suplementados com ionoforos (DUFFIELD; RABIEE; LEAN,
2008). Enquanto que a adigao de iondforos em animais alimentados a base de
forragem, melhora a eficiéncia alimentar a partir do aumento do ganho de peso sem
afetar o consumo da matéria seca (LIMEDE et al., 2021).

A suplementacdo de monensina e lasalocida em bovinos alimentados com
dietas de alto e baixo concentrado promoveu a reducdo da proporcao
acetato/propionato, diminuicdo da concentracdo de N amoniacal e inibicdo do
crescimento de protozoarios ciliados (GUAN et al.,, 2006). Os protozoarios sao
capazes de produzir H2 por meio dos hidrogenossomas, além disso, possuem relagao
de endossimbiose com as arqueas metanogénicas que utilizam Hz e CO:z para a
producédo de metano (FINLAY et al., 1994; MORGAVI et al., 2010; NEWBOLD et al.,
2015).

1.1.3. Oleos essenciais

As plantas sintetizam diversos compostos bioativos por meio do seu
metabolismo secundéario que sao denominados de fitoquimicos. Estas moléculas
possuem atividade antimicrobiana, sendo utilizadas ha séculos na conservagédo de
alimentos, aplicacbes industriais e uso terapéutico em humanos (BUSQUET et al.,
2005). A utilizacao de compostos extraidos de vegetais também é vista como uma
alternativa em potencial aos antibiéticos como promotores de crescimento em animais
(LILLEHOJ et al., 2018). Dentre os compostos estudados, os dleos essenciais tém
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mostrado efeitos benéficos na modulagao da fermentagao ruminal (CALSAMIGLIA et
al., 2007).

Os Obleos essenciais sado substancias complexas, constituidas por
hidrocarbonetos ciclicos de natureza hidrofébica, possuem propriedades
antioxidantes, e antimicrobianas que inibem o crescimento de microrganismos
patogénicos, promovem a melhoria da saude intestinal e podem atuar como
imunomoduladores (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994; CALSAMIGLIA et al., 2007;
LILLEHOJ et al.,, 2018). Apesar de apresentar diversos metabdlitos em sua
composicao, destacam-se dois compostos bioativos: os terpendides que representa
um grupo complexo, caracterizado por terem compostos derivados do isopreno, uma
estrutura basica de cinco carbonos, e os fenilpropandides que sao formados por uma
cadeia de trés carbonos ligados a um anel aromatico de seis carbonos (CALSAMIGLIA
et al., 2007).

O modo de acado destes compostos ainda nao esta bem esclarecido, mas, ha
indicios que os Oleos essenciais podem interagir com a bicamada lipidica, causando
a perturbacao e perda de estabilidade da membrana celular dos microrganismos
(SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994; CALSAMIGLIA et al., 2007). Esta perturbacao
da membrana causa o vazamento de ions e na tentativa de restabelecer o gradiente
ibnico ocorre 0 gasto de energia com o acionamento de bombas ibnicas que resultam
em redugédo do crescimento microbiano ou morte celular (JOUANY; MORGAVI, 2007).
Aplicacdao destas propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais na nutricao
animal pode ocasionar modifica¢cées na taxa de crescimento, composicao filogenética
e o perfil de fermentagdo da microbiota do rumen. Além disso, os déleos essenciais
podem reduzir a producédo de metano, inibir a atividade de desaminacao e modificar o
metabolismo de nitrogénio no rimen (ZHOU et al., 2020).

A mistura de Oleos essenciais (cinamaldeido, eugenol e timol) promoveu o
aumento na digestibilidade in vitro, contudo, ndo afetou a proporcao total de &cidos
organicos apos 24 h de incubacao in vitro (KIM et al., 2019). A inclusdo do 6leo
essencial de orégano diminuiu a producdo de N-amoniacal, afetou a abundancia
relativa de arqueas ruminais, resultando em menor producdo de CH4, sem alterar a
producéo de acidos orgéanicos volateis (ZHOU et al., 2020). No entanto, a adicdo do
cinamaldeido e o 6leo de alho, alterou o perfil de fermentag¢ao ruminal, com reducéao
na concentracdo de acetato, e aumento nas proporcdes de propionato e butirato
(BUSQUET et al., 2005).
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1.1.4. Acidos organicos

O uso de &cidos organicos também é uma estratégia utilizada no manejo
nutricional de animais alimentados com dietas a base de graos, visando retardar a
degradacao dos carboidratos fermentesciveis, e assim, otimizar o aproveitamento da
dieta e evitar o desenvolvimento de disturbios metabdlicos, como a acidose ruminal
subaguda (VYAS; BEAUCHEMIN; KOENIG, 2015; ZHAO et al.,, 2021). Em
experimento com grdos de cevada tratados com acido lactico, foi evidenciado a
manutencdo do pH ruminal, aumento na producdo de propionato e redugao de
acetato. Além disso, houve efeito na reducéo da taxa de degradacao do substrato e
aumento no teor de gordura do leite (IQBAL et al., 2009).

As inflorescéncias do lupulo contém metabolitos secundarios de grande
interesse para a industria cervejeira, como alfa acidos (a-acidos) e beta acidos (B-
acidos). A acao antimicrobiana destes compostos tem sido explorada na busca por
alternativas aos antibiéticos convencionais utilizados na alimentacdo de ruminantes,
além disso, ha indicios que a adicao de alfa e beta acidos geram efeitos benéficos na
modulacao da fermentagao ruminal (FLYTHE et al., 2017). Os constituintes do IUpulo
atuam na perturbacdo da membrana celular de bactérias Gram-positivas de forma
similar ao ionéforo monensina (FLYTHE, 2009; FLYTHE et al., 2017). Além disso, foi
constatado em experimento in vitro com culturas mistas de microrganismos do rimen
que a adicao de B-acidos aumentou a producao de propionato, reduziu a proporcao
acetato/propionato e inibiu o crescimento de S. bovis (FLYTHE; AIKEN, 2010). Apesar
de duas variedades de lupulo terem afetado positivamente a degradabilidade in vitro
da proteina bruta, ocasionaram a diminuicao da digestibilidade in vitro da matéria seca
(LAVRENCIC et al., 2014).

A aplicagdo de &cido citrico no tratamento de grdos de milho modificou os
padrées de fermentacdo ruminal em cabras leiteiras. Foi observado a redugcédo da
concentracao total de acidos organicos volateis, aumento do pH, com tendéncia a
diminuir a resposta inflamatéria e os riscos de desenvolver acidose ruminal (SHEN et
al., 2019). Além de modificar o perfil de fermentagdo ruminal, o uso de acido tanico
para o tratamento de grdos de milho, afetou a composicdo da microbiota ruminal e
promoveu alteragdes nas vias metabodlicas do amido (ZHAO et al., 2021).
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1.1.5. Enzimas

A suplementacédo de enzimas exogenas em dietas de ruminantes tem como
objetivo melhorar a utilizagao de nutrientes e aumentar a digestibilidade dos alimentos
(ZILIO et al., 2019). Grande parte dos sistemas de producédo de ruminantes utilizam
dietas a base de forragens. Neste cenario, o uso de enzimas fibroliticas pode melhorar
a digestao das fibras e otimizar o aproveitamento da dieta (CHUNG et al., 2012; ZILIO
et al., 2019). As enzimas xilanases e celulases, afetaram positivamente a
digestibilidade e a producéo de leite, contudo, ndo houve efeito sobre o consumo da
matéria seca e da eficiéncia alimentar em vacas leiteiras (ARRIOLA et al., 2017). A
adicéo de enzimas fibroliticas em dieta a base de grao seco de destilaria de trigo e
cevada, melhorou a digestibilidade da fibra em detergente neutro (FDN) e aumentou
a digestibilidade do amido. No entanto, o desempenho de novilhos confinados nao foi
afetado (HE et al., 2014).

A inclusdo de amilases em dieta rica em concentrado para vacas leiteiras, ndo
alterou o perfil de fermentacao ruminal e reduziu a ingestdo de matéria seca. Apesar
disso, foi observado melhora na eficiéncia alimentar e aumento da producgéo de leite
(ANDREAZZI et al.,, 2018). Contudo, a suplementacdo dietética de xilanases e
amilases em vacas em lactacdo nao afetou a producao e nem a composigéao do leite
(ZILIO et al., 2019). A composicao da dieta, atividade enzimatica, tipo de fornecimento,
estabilidade da enzima e dosagem utilizada s&o fatores que podem interferir na
resposta a suplementacao enzimatica (ARRIOLA et al., 2017; ZILIO et al., 2019).

1.1.6. Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo um grupo heterogéneo de peptideos antimicrobianos
produzidos por bactérias (COTTER; ROSS; HILL, 2013). Dentre os compostos
propostos como alternativa aos promotores de crescimento convencionais, as
bacteriocinas se destacam pela eficacia, baixa citotoxicidade e por ndo promoverem
a transferéncia horizontal de resisténcia antimicrobiana (HOANG; STERN; LIN, 2011;
VIECO-SAIZ et al., 2019). A suplementacao de peptideos antimicrobianos comerciais
em cabras ndo castradas, influenciou a composicdo da microbiota ruminal
aumentando a abundancia relativa dos géneros Fibrobacter, Anaerovibrio e
Ophryoscolex (REN et al., 2019).
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1.2. Bacteriocinas
1.2.1. Definicao e classificacao

Os microrganismos produzem varios metabdlitos extracelulares com atividades
biolégicas diversas que podem ser utilizados para o desenvolvimento de produtos de
interesse comercial. Dentre esses metabdlitos, as bacteriocinas se destacam pelo
amplo interesse aplicado na industria, agricultura e medicina (ZHENG; SONOMOTO,
2018). As bacteriocinas sao peptideos com acao antimicrobiana sintetizados pela via
ribossomal em bactérias (YANG et al., 2014). Sdo moléculas produzidas por bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, e que apresentam espectro de acado variado
(SOLTANI et al., 2021). Varios desses peptideos antimicrobianos possuem estrutura
estavel, sendo capazes de tolerar variagdo ampla de pH e temperatura (GARSA et al.,
2019). Grande parte das bacteriocinas nédo induz a resposta imunolégica em humanos
(MEADE; SLATTERY; GARVEY, 2020).

As bacteriocinas de bactérias Gram-positivas sao tipicamente divididas em trés
grupos. A classe |, que abrange peptideos que contém anéis de lantionina, os
lantibidticos, os quais passam por modificagées pos-traducionais (NEGASH; TSEHAI,
2020). Os lantibioticos sdo uma classe de bacteriocina muito estudada por ser
abundante em bactérias lacticas e demonstrar potencial para aplicagdes comerciais
(MCAULIFFE; ROSS; HILL, 2001). Os lantibiéticos sdo considerados um grupo de
peptideos promissores para o desenvolvimento de farmacos alternativos aos
antibiéticos tradicionais, além de possuirem caracteristicas Uteis para uso na industria
alimenticia e na clinica humana e veterinaria (PAIVA et al., 2012; VAN TILBURG et
al., 2020). A classe Il agrupa os peptideos que nao passam por modificacdes pds-
traducionais, enquanto a classe lll corresponde a proteinas instaveis ao calor
(COTTER; ROSS; HILL, 2013).

As bactérias Gram-negativas sintetizam bacteriocinas denominadas de
colicinas e microcinas (MEADE; SLATTERY; GARVEY, 2020). As microcinas sao
peptideos de baixa massa molecular (< 10 kDa) que podem ou nao sofrer
modificacdes pods-traducionais (YANG et al., 2014). As colicinas sao proteinas
codificadas por genes presentes em plasmideos e com maior massa molecular (< 100
kDa) (BOSAK et al., 2021). A complexidade bioquimica e estrutural das bacteriocinas,
requer um sistema de classificacao individualizado para cada grupo de peptideos
(CHIKINDAS et al., 2018).
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1.2.2. Modo de Acao

As bacteriocinas podem apresentar espectro de acao variado, agindo contra
grupos microbianos especificos ou filogeneticamente distintos (NEGASH; TSEHAI,
2020). A inibigdo do organismo alvo pode ocorrer por meio de diferentes mecanismos
de agéo, os quais tipicamente envolvem a interacao com fosfolipideos ou receptores
especificos na membrana citoplasmatica (MEADE; SLATTERY; GARVEY, 2020). A
agregacao dos peptideos na membrana citoplasmatica resulta na formacao de poros,
efluxo de metabdlitos e alteragdo do equilibrio osmaético (DICKS et al., 2018). O
lantibidtico nisina inibe a sintese de peptidoglicano por meio da utilizagao do lipideo
Il, um precursor da sintese de parede celular, como alvo de ancoragem na célula
(DIEP et al., 2007). Enquanto a lactococina A, forma poros na membrana utilizando
as proteinas IIC e IID do sistema manose fosfotransferase como receptores
(OFTEDAL et al., 2021).

Além disso, os peptideos podem causar interferéncia no sistema de quorum-
sensing, inibindo a formagao ou estabelecimento de biofilmes (ALGBURI et al., 2017).
A bacteriocina lisostafina demonstrou ser mais eficaz na ruptura de biofilme em cepas
de Staphylococcus aureus, quando comparado a nisina (CEOTTO-VIGODER et al.,
2016). Contudo, o uso de nisina afetou a composicao de polissacarideos e reduziu o
DNA extracelular de biofilmes de S.aureus (ANDRE et al., 2019).

A expressao dos genes de biossintese das bacteriocinas pode ser regulada por
indutores externos sintetizados pela prépria linhagem produtora, por outras espécies
microbianas presentes no meio de cultivo, ou ser influenciada por fatores ambientais
(GUINANE et al., 2015; MOREIRA et al., 2020). A selecédo de culturas bacterianas
com diferentes vias biossintéticas para producéo de bacteriocinas, e a otimizacao dos
fatores que influenciam a sintese desses peptideos possibilitam ampliar a diversidade
e rendimento das moléculas disponiveis, 0 que é essencial para as aplicacoes

comerciais dessas moléculas (YANG et al., 2014).

1.2.3. Aplicacoes comerciais

O baixo rendimento de bacteriocina é um dos entraves para a sua produ¢dao em
larga escala (MEADE; SLATTERY; GARVEY, 2020). Devido a sua natureza peptidica
e o fato de serem codificadas a partir de um gene estrutural especifico, as
bacteriocinas sdo moléculas mais suscetiveis as ferramentas de bioengenharia,
quando comparado aos antibiéticos convencionais (COTTER; ROSS; HILL, 2013). O
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uso das técnicas de bioengenharia otimiza o processo de selecdo das espécies
produtoras e aprimora caracteristicas de interesse comercial, como estabilidade e
aumento no rendimento do peptideo (DEEGAN et al., 2006). A melhoria das
caracteristicas fisico-quimicas de bacteriocinas, potencializa o aproveitamento das
propriedades funcionais e das multiplas aplicagdes industriais (FIELD et al., 2015).

As bacteriocinas tém-se mostrado uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de farmacos, antibidticos e produtos que beneficiem a saude
humana (MEADE; SLATTERY; GARVEY, 2020). As bacteriocinas vém sendo
utilizadas na conservagao de alimentos, como vegetais, carnes e produtos lacteos
(ZACHAROF; LOVITT, 2012). Estas moléculas podem ser incorporadas ao alimento
de trés formas distintas: bacteriocinas purificadas, adicdo de um ingrediente
previamente fermentado pela bactéria produtora da bacteriocina ou com o uso de
culturas starters, produtoras de bacteriocinas em alimentos fermentados (CHIKINDAS
et al., 2018).

Estudos indicam que as bacteriocinas sdo compostos bioativos de carater
multifuncional, e que podem apresentar atividade in vitro contra células tumorais
(CHUMCHALOVA; SMARDA, 2003). Além de auxiliar na saude da microbiota
intestinal a partir da potencializacdo dos efeitos de probidticos quando utilizados de
forma conjunta (YANG et al., 2014). Atuando como peptideo colonizador, em que
facilita a interacdo do probidético com o0s microrganismos presentes no trato
gastrointestinal (KRETH et al., 2005). Na inibicao direta de linhagens ou patégenos
(CORR et al., 2007). E como peptideos sinalizadores, auxiliando na comunicagéao
celular e na resposta imunoldgica (VAN HEMERT et al., 2010).

A nisina é um lantibiotico sintetizada pela bactéria Lactococcus lactis e tem sido
muito utilizado na industria alimenticia. A nisina atua no controle de agentes
microbianos causadores de intoxicagdo e promove 0 aumento de vida util de prateleira
(DEEGAN et al., 2006). O uso de Streptococcus macedonicus, produtora do
lantibiético macedocina, como cultura starter, demostrou ter potencial na conservacao
de alimentos fermentados (GEORGALAKI et al., 2002). A bacteriocina warnericina
RB4 produzida pela linhagem Staphylococcus warneri RB4 inibiu o crescimento de
microrganismos deteriorantes em bebidas com suco de frutas (MINAMIKAWA et al.,
2005). A bovicina HC5, uma bacteriocina produzida por bactéria isolada do ramen
bovino, também demonstrou potencial para uso na conservacado de sucos de fruta
(CARVALHO; VANETTI; MANTOVANI, 2008).
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Na aplicacdo farmacéutica veterinaria, a nisina demostrou ter potencial para o
desenvolvimento de medicamentos profildticos e tratamento de mastite bovina
(PEREZ; ZENDO; SONOMOTO, 2014). Além disso, o uso da nisina como aditivo em
dietas de ruminantes tem-se mostrado uma alternativa em potencial aos antibi6ticos
convencionais, com a modulacdo de alguns parametros ruminais, como o perfil de
acidos organicos volateis e inibicdo da producdo de metano (SAR et al., 2005).
Também ja foi evidenciado a ag¢do da nisina sobre as arqueas metanogénicas,
resultando em menor perda de energia na forma de CH4 em estudos com ovinos
(SANTOSO et al., 2004).

1.3. Bovicinas

As bovicinas representam um grupo de peptideos antimicrobianos produzidos
por bactérias do género Streptococcus que apresentam diversas estruturas e
propriedades bioquimicas (GARSA et al., 2019). A sequéncia peptidica da bovicina
255 é semelhante as bacteriocinas de classe Il produzidas por bactérias Gram-
positivas, como a lactococina A e a termofilina (WHITFORD et al., 2001). Além disso,
a bovicina 255 produzida a partir cepas de Streptococcus gallolyticus LRC0255,
obtidas de isolados do rumen bovino, possui peptideos curtos (6 kDa), termostaveis,
de natureza hidrofébica e catibénica (NES et al., 1996; GARSA et al., 2019).

A bovicina HJ50 é um lantibiético da classe Il, produzida pela bactéria
Streptococcus bovis HJ50 (XIAO et al., 2004; WANG et al., 2014). E uma bacteriocina
que possui massa molecular de 3,43 kDa, caracterizada por apresentar uma ponte
dissulfeto que desempenha um papel importante na manutencdo da natureza
hidrofobica e na fungédo antimicrobiana da molécula (WANG et al., 2014; GARSA et
al., 2019). No entanto, a bovicina HJ50 apresenta sensibilidade a tripsina, subtilisina
e a proteinase K (XIAO et al., 2004). A bovicina HC5 € um peptideo pequeno (2,44
kDa) do grupo dos lantibiéticos de amplo espectro que possui anéis de lantionina
(MANTOVANI et al., 2002; MANTOVANI; RUSSELL, 2008; GARSA et al., 2019).

1.3.1. Bovicina HC5

A bovicina HC5 é um peptideo antimicrobiano produzido pela bactéria
Streptococcus equinus HC5 (GARSA et al., 2019). Possui estabilidade em pH &cido e
em altas temperaturas (MANTOVANI et al., 2002; HOULIHAN; RUSSELL, 2006).
Streptococcus equinus € uma bactéria Gram-positiva, que possui arranjo em pares ou

cadeias em formato de cocos, ndo formadores de esporos, ndo moéveis, catalase-
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negativo e oxidase-negativo (SCHLEGEL et al., 2003). Faz parte da microbiota
comensal do trato gastrointestinal de bovinos, caprinos, ovinos € outros animais
ruminantes (GHALI; SCOTT; JASSIM, 2004). O Streptococcus equinus HC5 sintetiza
a bovicina HC5, uma bacteriocina do grupo dos lantibiéticos tipo All, que apresenta
potencial para o desenvolvimento de aplicagdes biotecnoldgicas (GARSA et al., 2019).

A bovicina HC5 é uma bacteriocina que atua na formacdo de poros na
membrana celular e possui interagdo com o lipideo Il, causando a inibicdo da sintese
da parede celular do microrganismo alvo (PAIVA et al., 2011; NEGASH; TSEHAI,
2020). O uso da bovicina HC5 em culturas mistas de bactérias ruminais reduziu a
producédo de amoénia, de forma similar ao ion6foro monensina (LIMA et al., 2009). Em
cultivo in vitro de culturas mistas de microrganismos do rimen, a adicao da bovicina
HC5 reduziu cerca de 50% a producdo de metano, nas seis primeiras horas de
incubacéao (LEE et al., 2002).

Em estudos com o uso da bovicina HC5 para o controle de patégenos,
observou-se que o peptideo € capaz inibir bactérias causadoras da mastite bovina e
que a acao da bacteriocina poderia ser potencializada por meio do uso associado com
outras bacteriocinas (SANTOS et al.,, 2019). Além disso, 0 uso combinado de
bacteriocinas com agentes quelantes pode aumentar a eficacia das bacteriocinas
contra Gram-negativas, causando a desorganizagcdo da membrana externa dessas
bactérias (PARADA et al., 2007). De modo similar, a eficiéncia das bacteriocinas pode
ser otimizada a partir da combinacdo com outras moléculas ou agentes
antimicrobianos (COTTER; ROSS; HILL, 2013).

1.4. Estratégias para potencializar o efeito de agentes antimicrobianos e
moduladores de microbiota

A utilizacdo de produtos alternativos aos antibiéticos convencionais ja
demonstrou ter efeito positivo como promotor de crescimento em ruminantes
(LILLEHOJ et al., 2018). No entanto, ainda apresenta resultados que variam de acordo
com as condigdes experimentais, por isso existe uma necessidade da realizacdo de
estudos que visem demonstrar o0 modo de acédo destes compostos. Além de abordar
a influéncia de determinados fatores, como os tipos de dieta, as diferentes dosagens
e a combinacdo com outros compostos no efeito do uso dos antibiéticos nao
convencionais (YANG et al., 2015). Tendo em vista contribuir para o desenvolvimento
de estratégias de manejo alimentar mais robustas. Na busca por preencher estas
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lacunas tém-se desenvolvido estudos com o objetivo de descobrir os diferentes modos
de acado dos compostos naturais e de substancias convencionais, visando a
identificacado de possiveis interacdes benéficas capaz de melhorar acdes terapéuticas
de interesse (CALSAMIGLIA et al., 2007; ALMAGUER et al., 2014; YANG et al., 2015).

Foi evidenciado que diversos compostos alternativos aos promotores de
crescimento, possuiam propriedades e efeitos similares aos antibiéticos utilizados na
modulagédo da fermentacao ruminal (NARVAEZ; WANG; MCALLISTER, 2013). No
entanto, ha indicios que alguns compostos naturais possuem sitios de agdo nao
seletivos, diferente da atividade antimicrobiana exercida pelos antibidticos
convencionais. Portanto, tem-se estudado o uso de forma combinada como estratégia
para potencializar os efeitos dos aditivos, visando avaliar a ocorréncia de sinergismos
entre as moléculas e desenvolver alternativas eficazes para aumentar a eficiéncia
alimentar e reduzir os impactos na pressao de selecao sobre a microbiota ruminal aos
antibioticos tradicionais (ADWAN; ABU-SHANAB; ADWAN, 2009; CAPELARI;
POWERS, 2017).

A combinacao de nitrato de calcio e monensina sédica afetou a fermentacao
ruminal in vitro, inibindo a produgdo de metano, favorecendo a rotas de fermentagéo
mais eficientes, como a formagédo do propionato no experimento com dieta de alto
concentrado (CAPELARI; POWERS, 2017). Nao foi constatado o efeito da
combinacao de 6leos essenciais € monensina na inibicado da metanogénese e na
reducao na contagem de protozoarios em cultivo in vitro (YE et al., 2018). Contudo, a
inclusao conjunta de tanino de carvalho (Quercus robur) e lUpulos (Humulus lupulus)
em vacas alimentadas com dieta de baixo N e suplementadas com linhacga, reduziu
em cerca de 7% a excrecao de N na urina e melhorou o perfil de acidos graxos do
leite (FOCANT et al., 2019).

Além disso, o uso combinado de extrato de Iupulo e monensina, potencializou
o efeito da monensina na modulacdo ruminal e alteracdo da microbiota do rumen
(NARVAEZ; WANG; MCALLISTER, 2013). Enquanto a adigao da mistura de 3-acidos
obtido a partir de extrato de lupulo afetou a producéao de amobnia por bactérias ruminais
mistas e inibiu o crescimento de culturas puras de bactérias hiperprodutoras de
amdnia (FLYTHE, 2009). Os alfa e beta acidos que estdo presentes no extrato de
lupulo demonstram ter modos de acao diferentes e menos especificos em relagéo aos
ion6foros convencionais, isto sugere que estes compostos possuem propriedades em

potencial para a elaboracdo de estratégias, como o uso combinado de aditivos que
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visam contornar o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (TEUBER,;
SCHMALRECK, 1973; FLYTHE et al., 2017).
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CAPITULO 2

2. Efeitos de bovicina HC5 e de alfa-acidos do lupulo na fermentacao ruminal in
vitro.

2.1. INTRODUCAO

A relagdo de simbiose entre 0os ruminantes e os microrganismos do rdmen
propicia a degradacao do substrato dietético, geracao de energia e precursores que
sdo assimilados pelo metabolismo dos animais (RUSSELL; WALLACE, 1997).
Contudo, durante o processo de fermentacdo ocorrem perdas energéticas por meio
da liberacdo de gases, como o0 metano, excrecdo de amoénia, além do
desbalanceamento entre a produgcdo de amdnia e a sintese de proteina microbiana
(UNGERFELD, 2015; VAN LINGEN et al., 2016). A modulacdo da fermentagao
ruminal tem o intuito de melhorar o aproveitamento da dieta, otimizando a eficiéncia
da fermentacdo ruminal e reduzindo os custos na producdo de ruminantes
(CALSAMIGLIA et al., 2007; UNGERFELD, 2015).

A utilizagdo de antibidticos na cadeia produtiva de bovinos € uma prética
recorrente para a profilaxia, metafilaxia e promocao de crescimento animal
(CAMERON; MCALLISTER, 2016). No entanto, o uso dos promotores de crescimento
vem sofrendo restricdes, tendo em vista que estudos demonstram o aumento da
prevaléncia de bactérias resistentes a antibidticos no trato gastrointestinal dos animais
de producéao e no ambiente da fazenda (WICHMANN et al., 2014; HITCH et al., 2018).
Neste contexto, as pesquisas por compostos alternativos aos antibioticos tém se
intensificado.

Alguns produtos alternativos aos antibidticos tradicionais j& demonstraram
efeitos positivos como promotores de crescimento em ruminantes (YANG et al., 2015).
No entanto, os resultados variam de acordo com as condigdes experimentais,
havendo necessidade de estudos que avaliem o modo de a¢éo de aditivos alternativos
bem como a eficacia dos mesmos em diferentes tipos de dietas. Além disso, a
combinacao de compostos com diferentes mecanismos de acao pode potencializar a
eficacia individual dos mesmos e contribuir para o desenvolvimento de estratégias de
manejo alimentar mais robustas (NARVAEZ; WANG; MCALLISTER, 2013; LILLEHOJ
et al., 2018).

Novas estratégias alimentares como o uso de extratos de IUpulos e peptideos
antimicrobianos sao vistas como alternativas em potencial aos antibiéticos
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convencionais. A bovicina HC5 é um peptideo antimicrobiano produzido por bactérias
que possuem multiplas aplicagbes e atuam na formagdo de poros na membrana
celular de bactérias (PAIVA et al.,, 2011; NEGASH; TSEHAI, 2020). O uso das
bacteriocinas resultam em reducdo da producdo de metano, diminuicdo da
desaminacao e inibicdo de bactérias hiperprodutoras de aménia (LIMA et al., 2009;
SHEN et al., 2017).

O lactoStab é um alfa-acido derivado do lupulo (Humulus lupulus), usualmente
utilizado em cervejarias para o controle de bactérias lacticas, capaz de inibir a
producgéo de acido acético e latico. Os constituintes do lupulo interferem de forma néo
seletiva no transporte e no fluxo de ions na membrana celular de bactérias Gram-
positivas (TEUBER; SCHMALRECK, 1973; FLYTHE et al.,, 2017). A adicao de
compostos derivados de lupulos favorece a producado de propionato, diminui a
proporcdo acetato/propionato e a produgcdao de aménia, (FLYTHE; AIKEN, 2010;
FLYTHE et al., 2017). Além disso, foi evidenciado que o efeito de compostos bioativos
de lupulos pode ser potencializado quando aplicados de forma combinada
(NARVAEZ; WANG; MCALLISTER, 2013).

Embora peptideos antimicrobianos e alfa-acidos demonstrem potencial
individualmente como aditivos capazes de reduzir as perdas de carbono e nitrogénio
na fermentacdo ruminal, a associagcdo desses compostos ainda ndo foi avaliada.
Neste estudo sera avaliada a hipétese de que o uso combinado de bovicina HC5 e
lactoStab pode melhorar a eficiéncia de uso de substratos na fermentagcao ruminal,

reduzindo as perdas de nitrogénio e carbono.

2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Producao, extracao e purificacao da bovicina HC5

A bovicina HCS foi produzida a partir do cultivo anaerdbio (39 °C, 24h) da
bactéria S. equinus HC5 em meio PC, contendo extrato de levedura (0,5 g / L),
tripiticase (1 g / L), solucao de carbonato de sédio 8%, glicose (8 g/ L), solucao A (40
mL /L) e solucédo B (40 mL / L) (MANTOVANI et al., 2002). Na etapa de extracao o
pH da cultura foi ajustado para 7,0, logo apds foi aquecido a 70 °C por 30 minutos e
centrifugado (10000 g, 20 min), o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em cloreto de sodio acido (100 mM, pH 2,0, 2 h, 4°C) (MANTOVANI et
al 2003; MOREIRA et al., 2018). A purificagéo foi realizada por meio da técnica de
extracdo em fase sélida (SPE), utilizando um cartucho de extragdo SPE C18, com a
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adicdo do acido formico para a remocgao de interferentes e da acetonitrila para as
etapas de condicionamento do cartucho e eluicdo da bovicina HC5, seguida de
aquecimento em banho-maria a 90 °C por 30 min ou até metade do contetdo do
microtubo ter evaporado. Apds a remogao dos solventes, a solugao foi liofilizada e

resuspendida em solugéo acida de NaCl (100 mM, pH 2,0) e mantida a 4°C.

2.2.2. Coleta de liquido ruminal

As coletas foram realizadas nas instalacées da Unidade de Ensino, Pesquisa e
Extensdo em Gado de Leite (UEPE-GL) e os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Microbiologia de Anaerdbios e Microbiota Animal da Universidade
Federal de Vigosa. Todos os procedimentos de coleta e manejo seguiram o protocolo
aprovado pelas normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producédo
(CEUAP), sob o Protocolo N° 01/2022.

O liquido ruminal foi coletado de duas vacas da raca Holandesa em lactacao,
peso médio de 530 kg e portadoras de fistula ruminal, escolhidas por meio de
amostragem aleatéria. Os animais foram alimentados com dieta a base de silagem de
milho (62%) e feno de Coast cross (5%) como volumoso, fubéa de milho (13%), farelo
de soja (12%), caroco de algodao (15%), ureia e suplementacao mineral (1,5 %).

Foi coletado aproximadamente 1 L de liquido ruminal na regiao dorsal e ventral
do rumen de cada animal, filtrado em quatro camadas de gaze, e acondicionado em
caixa térmica, sendo imediatamente encaminhado para o laboratério, mantido a 39 °C
na BOD por 30 min, apds a separacao de fases foi retirada a fase intermediéria, e para
a determinacao da concentracao subinibitoria foi utilizado o liquido ruminal clarificado
por centrifugacao (10.000g, 10 min), mantidos sob aspersao de CO2. Os experimentos

foram realizados em delineamento inteiramente casualizado.

2.2.3. Determinacao da concentracao subinibitéria dos antimicrobianos
Diluicbes seriadas das solugbes estoque de bovicina HC5 (3 mg / mL) e
lactoStab® comercial (LNF, Rio Grande do Sul, Brasil) foram utilizadas para
determinar in vitro o efeito dos antimicrobianos no crescimento de culturas mistas de
microrganismos do rumen. Utilizando o método de microdiluicdo (WIEGAND;
HILPERT; HANCOCK, 2008). Foram realizadas diluicdes seriadas em placas de 96
pocos, contendo liquido ruminal clarificado, meio PC suplementado com glicose a
1,4% (m/v) e o inéculo com densidade éptica a 600 nm (DOeoo) ajustada para 0,5 da
escala de McFarland. Este experimento foi realizado com os tratamentos e
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concentragdes de antimicrobianos descritos na Tabela 1. Populagées mistas de

microrganismos sem exposi¢cao aos antimicrobianos foram utilizadas como controle.

Tabela 1. Distribuicdo dos tratamentos e controles na placa de 96 pocos para
avaliacéo do efeito de inibidores no crescimento de microrganismos do rumen.

Tratamentos Concentracoes
20 0,625 0,312
1 b b
B UM 10pM  5pM 25uM 1,25 uM uM UM 0,15 uM
L2 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625
ppm  ppm  ppm ppm ppm ppm ppm ppm
20 0,312
10pM  5pM 25uM  125uM  0,625u ’
MM+ 500 +500 +500 +500 M+500 MM+ 0.15uMS
B+Le 0 oom ppm  ppm  ppm ppm 200 00ppm
ppm ppm
o000 1000  500p 250 125 62,5 31,25p 15,625
ppm ppm+ pm+ ppm+ ppm+5 ppm+5 pm+5 ppm+5
L +B* .5 5uM  5uM  5uM my my my uM
uM

B = Bovicina HC5 (20 pM a 0,15 pM); 2L = LactoStab (2000 ppm a 15,625 ppm); 3B + L = Bovicina
HC5 e LactoStab (20 uM a 0,15 uM + 500 ppm); L + B = LactoStab e Bovicina HC5 (2000 ppm a
15,625 ppm + 5 uM)

O liquido ruminal utilizado nas incubacées foi processado sob aspersédo de COo.
As microplacas foram incubadas nos tempos (6h, 18h e 24h) a 39 °C em camara de
anaerobiose e a leitura da DOeoo foi realizada nos tempos indicados em leitor
(espectrofotbmetro) de microplaca (Thermo Scientific, Multiskan 60, Madison, WI,
USA). Foram avaliadas a velocidade especifica de crescimento e a DO maxima das

culturas.

2.2.4. Analise bromatolodgica do substrato

A composigcao bromatologica da dieta experimental utilizada nas incubacgdes,
foi determinada conforme indicado na Tabela 2. A analise da matéria seca foi realizada
de acordo com os procedimentos da Association of Analytical Chemists (AOAC, 2005).
O extrato etéreo foi determinado em extrator Soxhlet (INCT-CA G-004/1, Detmann et
al., 2012). A avaliagéo da proteina bruta pelo método de Kjeldahl, utilizando uma etapa
de digestao, seguido pela etapa com a utilizagéo de destilador a vapor do tipo Kjeldahl
e titulacdo com HCI (0,05 N) (INCT-CA N-001/1, Detmann et al., 2012). Para a
determinacao da fibra em detergente neutro (FDN) foi utilizada a-amilase termoestavel
sem adicado de sulfato de sédio (INCT-CA F-002/1, Detmann et al., 2012). O calculo
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do NDT foi obtido a partir da equacao proposta pelo NRC (2001). O valor de PDR foi
estimado em funcao da PB sendo calculada com a equacao descrita por Orskov e
McDonald (1979). A analise de PNDR foi realizada de acordo com Pereira et al.
(2005).

Tabela 2. Proporgéo de ingredientes e composicao quimica do substrato utilizado nos
ensaios in vitro com adicdo de liquido ruminal.

Ingredientes

% da matéria seca

Silagem de milho 20,0
Fuba de milho 70,31
Farelo de soja 5,57

Ureia AS 1,0
Nucleo mineral 3,0
Virginiamicina 0,13

Composicao Quimica

% da matéria seca

Proteina Bruta 13,0
Extrato Etéreo 3,49
FDN' 20,80
NDT? 78,05

PDR3 7,91
PNDR* 5,09

'FDN - Fibra em Detergente Neutro; 2NDT — Nutrientes Digestiveis Totais; *PDR — Proteina Degradavel no Rimen;
“PNDR - Proteina ndo Degradavel no Rimen

2.2.5. Incubacao in vitro

A incubagao foi realizada em frascos de vidro de 50 mL, com tampas de
borracha e lacres de aluminio, contendo 20 mL de volume final. Em cada frasco foi
adicionada a solucdo tampéao e o liquido ruminal na proporcao 3:1, além de 250 mg
do substrato. Todo procedimento foi realizado sob aspersao de COz2, visando manter
a condi¢ao de anaerobiose.

A solucao tampao foi preparada com saliva artificial McDougall, citada por Silva
e Queiroz (2005), constituida por: 9,80 g/L de NaHCOs; 3,71 g/L de NazHPO4 anidro;
0,57 g/L KClI; 0,47 g/L de NaCl; 0,12 g/L de MgS04.7H20; 0,05 g/L de CaCl2.2H20. O
preparo da solucao foi realizado 24 h antes da coleta do liquido ruminal e armazenado
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em estufa a 39 °C. Antes da utilizacao, a solucao foi mantida em condicao anaerdbia,
sob aspersao de COa.

Os frascos foram distribuidos de forma aleatéria e incubados a 39 °C sob
agitacao (180 rpm). Aliquotas de 1 mL de cada tratamento foram coletadas em
diferentes tempos de incubagédo (0 h, 6 h, 9 h, 18 h, 24 h e 48 h), e armazenadas a -
80 °C para analise de acidos organicos volateis, amonia, proteina soluvel e proteina
microbiana. A producao de gas também foi avaliada nos tempos supracitados
(descricao no item 2.2.5.3.) e o pH ruminal foi mensurado em pHmetro de bancada
(Tecnopon Company, Piracicaba, SP, Brasil) ao término da incubacao (48 h). As
incubagdes foram conduzidas com duas repeticdes bioldgicas e quatro replicatas

técnicas.

2.2.5.1. Producéo de Acidos organicos

A andlise de acidos orgéanicos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Aliquotas de 1 mL foram coletadas apds 0 h, 6 h, 9 h e 24h de
incubacao e armazenadas a -80°C até a analise. Para a analise de acidos organicos,
as amostras foram descongeladas, centrifugadas a 10000 g por 10 minutos e o
sobrenadante foi tratado com 600 pL de hidroxido de célcio e 300 pL de sulfato cuprico
(SIEGFRIED et al.,1984). As amostras foram analisadas em cromatdgrafo Dionex
Ultimate 3000 Dual acoplado a um detector de indice de refracao (RIl) Shodex RI-101
mantido a 45°C, e coluna Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8 mm mantida a 45°C. O
acido sulfarico (H2SO4) 5,0 mM com fluxo de 0,7 mL/min foi utilizado como fase mével.
Diluicbes seriadas (1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32) das seguintes solucdes estoque de
acidos organicos foram utilizadas para calibracdo da curva padrao: acido propiénico
(60 mM), acido acético (60 mM), acido butirico (20 mM), 4cido valérico (20 mM), acido
isovalérico (5 mM), &cido isobutirico (10 mM), e acido lactico (50 mM) (SIEGFRIED et
al.,1984). Acido crotonico (12,5 mM) foi utilizado como padréo interno das amostras.

2.2.5.2. Concentracao de amoénia, proteina microbiana e proteina solavel

A concentracao de amdnia foi determinada pelo método colorimétrico adaptado
de Chaney e Marbach (1962), utilizando cloreto de aménio (NH4Cl) como padrao. As
amostras (5 pL) do sobrenadante foram tratadas com 100 pL de fenol, 100 pL
hipoclorito de sédio, em placas de 96 pocos, e mantidas a 39°C por 20 min. A
absorbancia foi medida a 630 nm, em espectrofotbmetro de microplaca (Thermo
Scientific, Multiskan 60, Madison, WI, USA).
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A proteina microbiana foi determinada a partir da centrifugacédo de 1 mL de
amostra incubada, seguido pelo descarte do sobrenadante e digestdo do pellet com
NaOH (0,2 mol/L) a 100°C por 15 min. A quantificagdo da proteina microbiana e da
proteina soluvel foi feita conforme descrito por Bradford (1976), utilizando soro

albumina bovina (BSA) como padréo.

2.2.5.3. Producao de gas

A producao de géas foi estimada a partir da mensuracao de gas dos frascos
contendo 20 mL, incubados a 39 °C nos tempos (6h, 9h, 18h, 24h e 48h), utilizando o
método adaptado da proveta invertida (VAZ; ACCIARI; CODARO, 2011). Foi utilizado
um béquer de 500 mL, uma proveta de 50 mL, acoplada a uma mangueira e uma
seringa contendo agulha. O volume da coluna de agua utilizada foi de 300 mL, a tampa
de borracha dos frascos era perfurada com auxilio da agulha e o volume da producao
de gas era estimada de acordo com o deslocamento da coluna de agua.

A curva cumulativa da producado de gas e os parametros cinéticos foram
estimados de acordo com o0 modelo de Gompertz (SCHOFIELD; PITT; PELL, 1994):

GP = A X ef(—L x eF*T))}

Em que GP(t) € a produgcédo cumulativa de gas (mL), A é o volume assintotico
da producao de gas (mL), L € Tempo de atraso (h), 4 é a taxa da producao de gas
(%/h) e T € o tempo de incubagao (h).

2.2.6. Digestibilidade in vitro

Os ensaios de digestibilidade in vitro foram realizados em frascos de vidro de
50 mL, com tampas de borracha e lacres de aluminio, contendo 30 mL de volume
final. Foi adicionado 375 mg do substrato (dieta), solugdo tampéao (descricdo no item
2.2.5) e o liquido ruminal na proporgéo 3:1. Todo procedimento foi realizado sob
aspersao de CO:z livre do oxigénio.

Foram avaliados quatro tratamentos: C (controle sem adicdo de
antimicrobianos), B (bovicina HC5, 5 uM), L (lactoStab, 100 ppm), e B+L (combinacao
bovicina HC5 5 uM e lactoStab 100 ppm). As concentragdes testadas foram
selecionadas a partir de experimentos preliminares para avaliar a concentracédo
desses inibidores capaz de reduzir o crescimento de culturas mistas de
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microrganismos do rumen. Cada tratamento foi conduzido com duas replicatas
técnicas e duas réplicas bioldgicas.

Apés 48 h de incubacéo a 39 °C e mantidos sob agitacao (180 rpm), os frascos
foram abertos, o conteudo transferido para cadinhos de vidro (JS), com placa porosa
n° 0, submetidos a filtracao a vacuo, e adicao de agua destilada fervente para auxiliar
afiltracao. O residuo foi seco em estufa a 105 °C por 24 h e a massa seca determinada
em balanga analitica (SILVA et al., 2017).

2.2.7. Analises estatisticas

Os dados das variaveis (DIVMS, pH, concentracdo de aménia, concentracédo
de proteina soluvel, concentracdo de proteina microbiana, perfil de acidos organicos
volateis producado cumulativa de gas e parametros cinéticos) foram previamente
testados sobre as pressuposicdes da ANOVA e constatado a distribuicdo ndo normal.
Os dados foram submetidos a andalise ndo paramétrica e as diferencas estatisticas
foram avaliadas pelo teste Kruskal Wallis, utilizando o software R (versao 4.1.0). Os

efeitos com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativo.
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2.3. RESULTADOS

A selecdo dos antimicrobianos avaliados neste estudo foi realizada em
microplacas de 96 pogos onde foram identificadas concentragdes subinibitrias dos
agentes antimicrobianos. A concentracdo de 5 uM de bovicina HC5 e 100 ppm de
lactoStab, isoladamente e em combinagéo, reduziram parcialmente a formacao de

biomassa microbiana (Figura 1), e foram utilizadas nos experimentos in vitro.
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Figura 1. Efeito da bovicina HC5 (B), lactoStab (L) ou as combinagdes bovicina HC5 e lactoStab (B +
L), e lactoStab e bovicina HC5 (L+B) na Densidade Optica (D.O) em cultura mista de microrganismos
do rimen.
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Em incubacéo in vitro com substrato a base de fuba e silagem de milho n&o foi
constatado efeito significativo dos antimicrobianos na digestibilidade in vitro da matéria
seca e na producdo de gas (Tabela 3). Os tratamentos com bovicina HC5 (B),
lactoStab (L), e a combinagéo bovicina HC5 e lactoStab (B+L) apresentaram reducéo
de 2,85%, 2,55% e 3,9%, respectivamente, no pH em relagdo ao grupo controle. A
combinacao B+L reduziu significativamente (p < 0,05) o pH final da incubagédo em
comparag¢ao com o controle.

Tabela 3 — Efeito da bovicina HC5 (B), lactoStab (L) ou a combinagao bovicina HC5 e
lactoStab (B + L) sobre Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), pH ruminal
(pH), Producéo de gas (PG), Concentragdo de amonia (NH3), Concentragdo de
proteina soluvel, Concentracdo de proteina microbiana, Acidos organicos volateis

totais (AOV), Acetato, Propionato, Relacdo acetato / propionato (A / P), e as
proporcoes de acetato (A), propionato (P) e butirato (B).

it Tratamentos' lor®

em C B L B+L | EPM? | PValo

DIVMS (%)" 64.50 64.36 63,82 64,52 0.16 0.39

pH* 6.66a 6.47ab  6.49ab 6.4b 0,03 <005

PG* 18.41 17,56 20,12 18,33 2.68 0,79

NH3 (mg/L)* 16,94 15,88 16,15 15,84 0,45 0,54

Proteina solGvel 263,59ab  268.16a 253.13bc  25149c 2,65 <005
(Hg/mL)

Proteina microbiana 24720b  25715a 253.16ab 256,702 1,63 <005
(ng/mL)

AOV (mmol / L)** 34,72b 39.15a  3674ab  3699ab 0,64 <005
Acetato (mmol / L)** 17.08 17,59 17,42 15,99 0,55 0,56
Propionato (mmol / L)** 12.,57¢ 1662a 1389  1625a 041 <005
Butirato(mmol / L)** 3.40a 297ab  3.32a 2.71b 0,09 <005
Isobutirato (mmol / L)** 0,29 0,29 0,29 0,34 0,02 0,96
Valerato (mmol / L)** 0,56 0,60 0,69 0,62 0,03 0,60
'Sova'erit)?* (mmol / 0,29bc 0.35a  0,33ab 028c 0,01 <0,05
A-P# 147a 130ab  1.44a 117b 0,04 <005

. 46,51
A 49 36a 65 3 4821ab 4338b 001 <005
p** 34,83b 38,96a 35,28b 41,80a 0,01 <0,05
B** 10,22a 8,71c 9,72b 7,07d 0,01 <0,05

'Os tratamentos consistiram em C = controle (sem antimicrobiano), B= bovicina HC5 (5 uM), L=
lactoStab (100 ppm) ou a combinacdo B+L= bovicina HC5 e lactoStab (5 pM + 100 ppm); 2Erro padrido
da média; 3Médias seguidas pelas mesmas letra, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis (p = 0, 05); #Relagao entre acetato e propionato; *Varidaveis determinadas apos 48 horas de
incubacéao; **Perfil de acidos orgéanicos volateis determinado apos 24 horas de incubacgéo.
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N&o houve diferenca entre os tratamentos na produgcdo cumulativa de gas
durante 48 horas de incubacao (Figura 2).
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Figura 2. Efeito da bovicina HC5 (B), lactoStab (L) ou a combinagao bovicina HC5 e lactoStab (B + L)
na producao de gas (mL / g MS), durante os intervalos (0 h, 6 h, 9 h, 18 h, 24 h e 48 h) de incubacgéo

in vitro.

Os tratamentos contendo bovicina HC5 ou a combinagao B+L, reduziram o
volume de gas assintético em 6,55 % e 5,28%, respectivamente, em relacao ao
controle (Tabela 4). O valor da fase lag no grupo controle foi de 4,95 h, enquanto que
o tempo no ponto de inflexdo foi 10, 01 h. No entanto, a adigdo dos antimicrobianos
nao afetou os parametros cinéticos da producao de gas em relagdo ao controle.
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Tabela 4 — Estimativa dos parametros cinéticos da producao de gas in vitro apos 48
horas de incubacdo com adi¢cao da bovicina HC5 (B), lactoStab (L) ou a combinagéo
bovicina HC5 e lactoStab (B + L).

Tratamentos?
Parametros' S B L Bl EPM3 p-valor?
A (mL)® 35,53 33,08 37,03 33,55 0,70 0,20
L (h)® 5,28 4,60 3,78 3,87 0,32 0,57
T1/2(h) 10,08 9,59 8,82 8,85 0,35 0,58
W (%/h)® 0,16 0,16 0,14 0,15 0,01 0,80

'Os parametros da cinética da producédo de gas foram estimados a partir do modelo de Gompertz
(SCHOFIELD et al., 1994); 2Os tratamentos consistiram em C = controle (sem antimicrobiano), B=
bovicina HC5 (5 uM), L= lactoStab (100 ppm) ou a combinagédo B+L= bovicina HC5 e lactoStab (5 uM +
100 ppm); 3Erro padrdao da média; + Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis (p < 0, 05); 5A = Volume assintotico da producéo de gas; L = Tempo de atraso; 7 T1/2
=Tempo no ponto de inflexdo; 8 u = Taxa da producéo de gas

Nao foi evidenciado efeito dos tratamentos na concentracdo de amébnia em
relacdo ao grupo controle (Tabela 3). Os valores da concentragdo média de aménia
nos tratamentos com a adicdo da bovicina HC5 e a combinacédo B + L, foram 15,88
mg/L e 15,84 mg/L, respectivamente. No entanto a analise do acumulo de amdnia
apos 9 h e 48 h de incubacao in vitro, revelou que o tratamento com bovicina HC5
reduziu a concentragcao total de amdnia, quando comparado ao controle (p < 0,05)
(Figura 3A).
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Figura 3. Efeito da bovicina HC5 (B), lactoStab (L) ou a combinagéao bovicina HC5 e lactoStab (B + L),
durante os intervalos (0 h, 6 h, 9 h, 18 h, 24 h e 48 h) de incubagéo in vitro sobre A) A producéo de
amobnia (mg / L); B) A Amoénia. Significancia (p <. 0,05) entre os tratamentos indicada pelas mesmas
letras, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis. A = Valor final — Valor inicial.
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Além disso, culturas tratadas com bovicina HC5 apresentaram menor valor de
A Amédnia (Figura 3B). A concentracgao total de proteina soluvel também foi maior no
grupo controle e no tratamento com a bovicina HC5 (p < 0,05). Os tratamentos
contendo lactoStab apresentaram reducado (p < 0,05) na concentracao de proteina
soluvel (Tabela 3). No entanto, ndo foi constatado efeito dos antimicrobianos no A
Proteina soluvel (Figura 4B). A concentragdo de proteina soluvel apresentou pico
entre 6 e 9 h de incubagédo e aumentou novamente apds 18 h (Figura 4A).

A concentracdo mais elevada de proteina soluvel ocorreu ap6s 9 h de
incubagéo no tratamento com adi¢cdo da bovicina HC5 (p < 0,05). Esses resultados
demonstram concordancia com o ponto de inflexdo da producéo de gas no tratamento
com a bovicina HC5, o qual foi atingido apés 9,53 h de incubacao. Esse resultado
sugere maior degradacao do substrato, com consequente aumento na producao de

gas e maior disponibilizagdo de proteina soluvel (Figura 3A e Tabela 4).
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Figura 4. Efeito da bovicina HC5 (B), lactoStab (L) ou a combinagao bovicina HC5 e lactoStab (B + L),
durante os intervalos (0 h, 6 h, 9 h, 18 h, 24 h e 48 h) de incubacao in vitro sobre A) A concentracdo de
proteina soltvel (ug / mL); B) A Concentragdo de proteina soluvel. Significancia (p <. 0,05) entre os
tratamentos indicada pelas mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis.

Houve aumento da concentragéo total de proteina microbiana (p < 0,05) nos
tratamentos com bovicina HC5 e na combinagdo com lactoStab, em que a
concentracao total de proteina foi de 257,15 pg/mL e 256,70 ug/mL, respectivamente
(Tabela 3).

Os tratamentos com os aditivos demonstram aumento significativo no acumulo

de proteina microbiana em relagdo ao controle. Ap6s 9 h e 48 h o tratamento contendo
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bovicina HC5 demonstrou maior concentracdo de proteina microbiana e menor
concentragdo de amoénia (Figura 5A, Figura 3A; p < 0,05), sugerindo redugéao da
atividade de desaminacao e aumento do direcionamento de aménia para a sintese de
biomassa microbiana. Os antimicrobianos aumentaram a concentracdo da proteina
microbiana resultando em maior valor de A Proteina microbiana quando comparado
ao controle (p < 0,05; Figura 5B).
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Figura 5. Efeito da bovicina HC5 (B), lactoStab (L) ou a combinacgéao bovicina HC5 e lactoStab (B + L),
durante os intervalos (0 h, 6 h, 9 h, 18 h, 24 h e 48 h) de incubacao in vitro sobre A) A concentracao de
proteina microbiana (ug / mL); B) A Concentragédo de proteina microbiana. Significancia (p <. 0,05)
entre os tratamentos indicada pelas mesmas letras, nao diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis.

O cultivo de microrganismos ruminais na presencga de bovicina HC5 resultou
em aumento (p < 0,05) da concentracao total de acidos organicos totais (AOV) nos
sistemas in vitro em relagdo ao controle (Tabela 3). Bovicina HC5 e a combinacéo,
causaram aumento da concentracdo de propionato (p < 0,05). Enquanto, apenas a
combinagdo reduziu da concentracdo de butirato (p < 0,05) e a relacédo
acetato/propionato (Tabela 3).
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Figura 6. Efeito da bovicina HC5 (B, 5 uM), lactoStab (L, 100 ppm) e a combinacao bovicina HC5 e lactoStab (L+B, 5 uM +100 ppm) no perfil de &cidos
organicos volateis (AOV; mmol / L), nos tempos 0h, 6h, 9h e 24h de incubacao in vitro. Significancia (p <. 0,05) entre os tratamentos indicada pelas mesmas
letras, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Nos tempos 0 h, 9 h e 24 h a combinagédo reduziu (p < 0,05) a relacao
acetato/propionato (Figura 6), esse efeito foi refletido na reducdo (p < 0,05) da
proporcao de acetato e no aumento (p < 0,05) da proporcédo de propionato na
combinacdo B+L (Tabela 3). No periodo de 6 h a 24 h o grupo B + L diminuiu (p <
0,05) a concentracao de butirato (Figura 6). Os antimicrobianos afetaram (p < 0,05) a
concentragéo de isovalerato nos tempos Oh e 6 h. Além disso, no periodo de 9 h a 24
h de incubacéo, a concentracao de propionato foi maior (p < 0,05) no tratamento com
bovicina HC5 (Figura 6). Nao houve diferenca na concentracdo de acetato dentre as
amostras avaliadas (Figura 6).

Contudo, houve diferenca no efeito dos antimicrobianos na proporgéo de AOV
(p < 0,05; Tabela 3). A proporcao de acetato foi menor no grupo B+L, enquanto a
propor¢ao de propionato foi maior nos tratamentos bovicina HC5 e B+L, com 38,96 %
e 41,80 %, respectivamente. Foi observado a redugdo na concentracao de butirato
entre os inibidores testados. Semelhantemente, o tratamento com adicdo do lactoStab
e 0 grupo controle apresentaram maior relacdo acetato/ propionato em comparacao
ao tratamento da combinacdo B + L (p < 0,05; Tabela 3).

2.4. DISCUSSAO

As bactérias lacticas representam um grupo de microrganismos considerados
seguros para uso em alimentos, além de serem reconhecidos como produtores de
metabdlitos multifuncionais, como as bacteriocinas. Os peptideos antimicrobianos
(bacteriocinas) tem sido sugerido como potenciais moléculas alternativas ao uso de
antibiéticos na producdo animal (VIECO-SAIZ et al., 2019). Neste trabalho, foi
avaliado in vitro o efeito da bacteriocina bovicina HC5 (B, 5 uM), do composto
lactoStab (L,100 ppm) e da combinacéo bovicina HC5 e lactoStab (B+L, 5 uM+100
ppm) sobre o crescimento e metabolismo de populagdes mistas de microrganismos
ruminais incubados em anaerobiose.

A digestibilidade in vitro da matéria seca é um parametro importante para
estimar o aproveitamento da dieta fornecida ao animal e indicar o grau de eficiéncia
na fermentagcdo ruminal. O presente estudo demonstrou que a adicdao dos
antimicrobianos nao diminuiu a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)
(Tabela 3). Em estudo anterior, foi reportado que o lantibiético nisina, reduziu a
producédo de metano in vitro, sem afetar a digestibilidade da matéria seca (SHEN et
al., 2017). O mesmo estudo indicou que a nisina demonstra ter potencial para
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substituir a monensina, um ionéforo utilizado como promotor de crescimento em dietas
de ruminantes (SHEN et al., 2017). Tipicamente, o uso de inibidores da
metanogénese, resulta em reducao da producédo de gases pela microbiota ruminal e
diminuicdo da digestibilidade da matéria seca (UNGERFELD, 2015; SHEN et al.,
2017). No entanto, ndo existem dados na literatura sobre os efeitos in vitro da bovicina
HCS5 na digestibilidade dos alimentos fornecidos aos ruminantes.

As unidades experimentais tratadas com a combinacao B + L, apresentaram
menor valor de pH em relacédo ao controle apés 48 horas de incubacao (Tabela 3). No
entanto, esta reducdo se manteve dentro do valor de pH ideal do rimen, mesmo
utilizando um substrato com maior propor¢édo de concentrado na incubagéao in vitro.
Em estudo desenvolvido a partir da Técnica de Simulacado de Rumen (RUSITEC), foi
avaliado a influéncia da adicao de linhagens de S. bovis no ambiente ruminal, sendo
evidenciado efeito na reducao do pH (APHALE et al., 2019). O uso da virginiamicina
e de bovicina HC5 em cultivo in vitro com liquido ruminal acrescido de Trypticase,
também demonstrou efeito na reducdo do pH ruminal (MOREIRA et al., 2018).
Contudo, a utilizagédo de extrato de ltpulo na dieta de ruminantes in vivo nao afetou o
pH ruminal (UWITUZE et al., 2010). Isto sugere que o uso de forma combinada dos
inibidores analisados no presente estudo pode controlar a redugéo do pH ruminal.

Em contraste aos trabalhos descritos na literatura, os inibidores avaliados nao
afetaram a producao de gas e os parametros cinéticos de producéao de gas (Tabela 3
e Tabela 4). Estudos anteriores de cultivo in vitro demonstraram que a adi¢ao de lupulo
(Humulus lupulus) na suplementacao de dietas de ruminantes, reduziram a produgao
de gas (NARVAEZ; WANG; MCALLISTER, 2013; LAVRENCIC et al., 2015), e efeitos
similares foram reportados para a bovicina HC5, a qual reduziu cerca de 32 % a
producado de gas durante a fermentagédo ruminal in vitro (MOREIRA et al., 2018). Os
grupos suplementados com os inibidores apresentaram taxa da producéo de gas (M)
e o valor do tempo no ponto de inflexao (T1/2) similares ao controle. Estudos sugerem
que a taxa de degradagao do substrato, e a atividade fermentativa estdo relacionadas
com a taxa de producao de gés e o ponto de inflexdo. Portanto, demostram que maior
valor de p e menor T1/2 pode sinalizar a ocorréncia de inibicdo seletiva de
determinados grupos microbianos, reducao da taxa de crescimento microbiano, menor
adesdo dos microrganismos ao substrato e diminuicdo da atividade fermentativa
(FRANCE et al., 2000; KHODABANDEHLOO et al., 2019).
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A amoénia produzida durante a fermentagdo ruminal pode ser incorporada a
biomassa da microbiota do raimen. No entanto, quando essa produg¢ao ocorre de forma
excessiva, acarreta distirbios metabdlicos nos animais, além de gastos energéticos
na reciclagem e excre¢cdo de nitrogénio (HAILEMARIAM et al., 2021). Estudos
demonstram que certos aditivos podem reduzir as perdas decorrentes da
desaminacao de aminodacidos. Anteriormente, foi observado que a bovicina HC5 foi
capaz de reduzir a desaminacao e producao de amaonia por bactérias mistas do rimen
(LIMA et al., 2009; MOREIRA et al., 2018). Embora no presente estudo, com substrato
a base de fuba e silagem de milho, os tratamentos contendo bovicina HC5 ou
lactoSatb, ou a combinagdo desses inibidores, ndo tenha afetado a concentracao
média de amobnia in vitro (Tabela 3), observou-se que a combinag¢do B+L reduziu a
concentracéao de amoénia ap6és 6 h (3,08 mg/L) e 48 h (25,16 mg/L) de incubagéao.

Um estudo in vitro demonstrou redugcéo na produgédo de aménia com o uso de
lipulo seco e extrato de lupulos em culturas puras de bactérias hiperprodutoras de
amdnia e de bactérias ruminais mistas de vacas leiteiras (FLYTHE, 2009). No presente
trabalho, os tratamentos com a bovicina HC5 apresentaram, nos tempos 9 h e 48 h,
menor valor de concentragdo de amoénia 8,63 mg /L e 19,38 mg / L, respectivamente
(Figura 3A). O menor valor de A amdnia para o tratamento contendo bovicina HC5
(Figura 3B), corrobora as observacgdes anteriores indicando que a bovicina HCS5 pode
inibir a desaminacao de aminodacidos por bactérias ruminais (LIMA et al., 2009). Este
dado também sugere que a bovicina HC5 pode favorecer o fluxo de nitrogénio, em
que ha o consumo de compostos nitrogenados a medida que é disponibilizado pela
degradacao da proteina, consequentemente, reduz o acumulo de aménia.

A concentracdo de proteina soluvel no tempo inicial nao diferiu entre os
tratamentos (Figura 4A). Isto pode ser explicado pelo substrato utilizado na incubacéo,
a base de fubd e silagem de milho (Tabela 2). O uso de alimentos ensilados aumenta
a degradabilidade ruminal do amido em cerca de 80%. Além disso, a fermentacao
anaeroébia que ocorre durante a ensilagem, degrada a matriz amido-proteina pela acao
proteolitica dos microrganismos presentes no silo, disponibilizando compostos
nitrogenados e melhorando o seu valor nutricional (JURJANZ; MONTEILS, 2005;
YANG, 2005; HOFFMAN et al., 2011).

A degradacdo da proteina no rumen disponibiliza peptideos e aminoacidos
contidos na dieta. Neste processo ocorre perda de energia envolvida na excregéo de
amdnia. No entanto, estas perdas podem ser reduzidas quando ha sincronia entre a
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velocidade de degradacdo e o consumo de compostos nitrogenados (RUSSELL,
1993). No presente estudo, o tratamento com o lactoStab e a combinagdao B+L
demonstraram ter afetado a degradacédo da proteina do substrato utilizado na
incubacgéao, resultando em menor concentracao total de proteina soluvel em relacéao
ao controle e a bovicina HC5. Ha evidéncias que o uso de extrato de lupulos em
ensaios in vitro foi capaz de inibir a protedlise e a fermentagdo de aminoacidos por
bactérias ruminais (FLYTHE et al., 2017). No presente trabalho, o tratamento
contendo bovicina HC5 aumentou a concentragdo de proteina solavel no periodo de
9 h a 18 h de incubacéo e ndo afetou a variagdo da concentracao total de proteina
soluvel (Figura 4A; Figura 4B).

Neste estudo também foi evidenciado que a bovicina HC5 nao afetou o
catabolismo de proteinas pelas bactérias ruminais, refletido pela auséncia de efeito
na concentracdo de amoénia. Os tratamentos com bovicina HC5 e a combinagdo B+L
demonstraram, no entanto, aumento da concentracdo total de proteina microbiana
(Tabela 3). Além disso, foi evidenciado neste estudo que a adicdo dos antimicrobianos
afetou a diferenca entre a concentragéo inicial e final da proteina microbiana (Figura
5B). Isso indica que a bovicina HC5 e alfa-acidos de lupulo apresentam potencial como
aditivo alimentar para otimizar a producgao de proteina microbiana em ruminantes.

Foi constatado o efeito da adicdo da bovicina HC5 nos tempos 9 h e 48 h de
incubacgao, com a reducao da producao de aménia e aumento na producao da proteina
microbiana (Figura 3A e Figura 5A). As bactérias ruminais podem assimilar aménia
em biomassa microbiana, contudo, aminoacidos e compostos nitrogenados
hidrolisados estimulam o crescimento de grande parte da populacdo microbiana do
rumen (RUSSELL, 1993). A biomassa microbiana é a principal fonte de aminoacidos
para os ruminantes, além de fornecer vitaminas que sao sintetizadas pela populagéao
microbiana do rumen (WALLACE; ONODERA; COTTA, 1997). Além disso, nos
ruminantes a otimizacao das reacdes que convertem o nitrogénio fornecido na dieta
em produtos de origem animal, como carne e leite € um indicativo de maior eficiéncia
na fermentacao ruminal e, consequentemente melhora no desempenho animal.

Entretanto, a desaminacdo de aminoacidos no ambiente ruminal é uma rota
metabdlica de desvio ao aporte de nitrogénio que deveria ser direcionado para a
sintese de proteina microbiana. Consequentemente, reduz o aproveitamento da dieta
e aumenta a excregao de amdnia em forma de ureia por meio da urina (DORANALLI;
PENNER; MUTSVANGWA, 2011). O uso de aditivos como estratégia de manejo
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alimentar, visa otimizar a utilizagdo dos compostos nitrogenados na incorporacéo de
proteina microbiana ou como fonte de energia, além de minimizar as implicagdes com
o0 meio ambiente (ZHANG et al., 2021).

Contudo, é possivel destacar o efeito dos inibidores no aumento da
concentracao total de AOV (Tabela 3). Bovicina HC5 e a combinacao B+L resultaram
em maior produgao de propionato, indicando maior eficiéncia fermentativa. O aumento
da producdo de propionato no rumen contribui para conservar a energia dos
substratos da dieta em um precursor gliconeogénico para os ruminantes (CAPELARI;
POWERS, 2017). Um estudo in vivo com vacas leiteiras alimentadas com dieta a base
de silagem de capim, demonstrou que a suplementacdo com acido propidnico
aumentou a producdo de propionato ruminal e a maior oferta de precursores
gliconeogénicos afetou positivamente o teor de proteina e a producao de leite em
ruminantes (RIGOUT et al., 2003).

Além disso, em experimento realizado com bezerros alimentados com milho e
soja extrusada e suplementados com propionato de calcio, evidenciou que o aumento
da conversao de propionato em glicose pode ter favorecido a melhora no desempenho
e crescimento animal (ZHANG et al., 2017). Contudo, os produtos gerados a partir da
degradacao e fermentagdo do substrato ndo se restringem a producao de AOV, pois
também ocorre a producao de percussores e geracao de energia em forma de ATP
que pode ser utilizada na producao de biomassa microbiana (UNGERFELD, 2020).
No presente estudo, foi evidenciado que a adicao de bovicina HC5 e alfa-acidos de
lipulo afeta a producdo de propionato e a concentragdo da proteina microbiana
acumulada pela microbiota ruminal, sugerindo aumento na eficiéncia da fermentacao
ruminal.

Nao houve aumento significativo na producéo de acetato entre os tratamentos
analisados, fator que pode ser explicado pela maior proporcdo de concentrado no
substrato utilizado para as incubacdes in vitro (Tabela 2). O perfil de acidos organicos
é influenciado pela composicdo da dieta, a baixa disponibilidade de ingredientes
fibrosos na dieta favorece a producao de acido propidnico, diminui a acetogénese e
reduz a formacdo de metano (CH4) (UNGERFELD, 2013). Além disso, no presente
estudo, a adicdo da bovicina HC5 na combinagcdo B+L em liquido ruminal contendo
substrato a base de fuba e silagem de milho resultou em maior producéo de propionato
e menor relacdo acetato/propionato, isto sinaliza que o tratamento interfere no perfil

de produc¢éo de acidos organicos volateis no rimen.
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O H2 possui um papel importante no fluxo de hidrogénio nas vias de sintese de
AQV no rumen, o acetato gera hidrogénio que pode ser utilizado pelas arqueas
metanogénicas, enquanto, o propionato compete com metano como via de consumo
de H2 (UNGERFELD, 2020). Portanto, neste estudo foi evidenciado que a adicéo de
bovicina HC5 influenciou no perfil de producado de AOV e favoreceu a produgao de
propionato como sumidouro de Hz. Estes resultados sugerem que os inibidores
testados podem ser Uteis como aditivos alternativos nao antibiéticos e promotores de

crescimento na modulagdo da fermentagao ruminal.

2.5. CONSIDERACOES FINAIS

O uso da bovicina HC5 isoladamente demostrou efeito positivo na produgéo de
proteina microbiana e na propor¢éao de propionato. Além disso, a bovicina HC5 nao
favoreceu o acumulo de aménia, apresentando menor valor de A aménia. O lactoStab
reduziu a concentracao total de proteina soluvel e a producdo de propionato. No
entanto, ndo afetou a relacao acetato/propionato. Contudo, a bovicina HC5 parece ter
potencializado o efeito do lactoStab quando utilizados em conjunto, resultando em
menor valor de pH ruminal, maior producado de proteina microbiana, aumento na
producédo de propionato e reducdo da relagdo acetato/propionato. Neste estudo, a
producéo de acetato pode ter sido afetada pela maior propor¢céo de concentrado na
dieta utilizada. A adi¢do dos antimicrobianos em substrato a base de fuba e silagem
de milho aumentou a concentracao total de acidos orgéanicos volateis, no entanto, nao
interferiu na digestibilidade in vitro da matéria seca, ndo afetou a producéo de gas e

nem a concentragao total de aménia.
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